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RESUMEN

Existen estudios que muestran que los hongos endo y ectomicorrizicos
promueven el crecimiento de su planta hospedera. Sin embargo, poco se conoce
sobre el efecto de estos hongos aplicados de forma individual y en interaccién
dual en plantas de fresno (Fraxinus sp.) y aile (Alnus sp.). El presente ensayo se
estableci6 en camara de crecimiento con la finalidad de observar el efecto de
Glomus intraradices y Pisolithus tinctorius, inoculados de manera individual y en
coinoculacion, en el peso fresco y seco de la parte aérea, peso fresco y seco de la
raiz y la formacién de agregados del suelo tanto de aile como de fresno. El
experimento contd con 8 tratamientos los cuales fueron: Alnus y Franxinus sin la
adicién de hongos micorrizicos; inoculados con G. intraradices; inoculados con P.
tinctorius e inoculados con G. intraradices-P. tinctorius. P. tinctorius inoculado de
forma individual incremento las variables de crecimiento en fresno, pero sélo fue
significativo el incremento en el peso fresno y seco de la raiz en comparacion al
tratamiento no inoculado, mientras que cuando se inoculd P. tinctorius en plantas
de aile se pudo observar un incremento significativo en comparacion al
tratamiento no inoculado en todas las variables de crecimiento evaluadas y en la
formacion de macroagregados de suelo. En el tratamiento donde se inoculd G.
intraradices en las plantas de fresno se observaron incrementos significativos en
comparacion al tratamiento no inoculado en todas las variables de crecimiento
evaluadas y en la formacién de microagregados de suelo. En el caso del
tratamiento con las plantas de aile inoculadas con G. intraradices de forma
individual, se observé un incremento en las variables de crecimiento, pero solo fue
significativo el incremento en el area foliar en comparaciéon al tratamiento no
inoculado. Por otra parte la interaccion dual presentd un efecto significativo en
todas las variables de crecimiento evaluadas en comparacién al tratamiento no
inoculado en ambas especies de hospedero. El carbono total de suelo presentd
un aumento significativo en el tratamiento dual con las plantas de fresno y un
decremento con las plantas de aile, ambos casos en comparacion al tratamiento
no inoculado. Estos resultados sugieren que tanto Fraxinus como Alnus pueden
establecer una simbiosis con hongos ecto y endomicorrizicos y que la interaccién
dual favorece en mayor medida la distribucién de carbono asimilado hacia la

planta y en menor medida al suelo en ambos experimentos.



ABSTRACT

Studies show that the endomycorrhizal and ectomycorrhizal fungi may influence
plant growth, but the knowledge about their effect when applied individually and in
dual interaction on Fraxinus seedlings and Alnus seedlings is little. In this study,
the experimental units were established in growth chamber to observe the effect of
Glomus intraradices and Pisolithus tinctorius, inoculated individually or in
interaction, on the plant growth, water stable soil aggregates formation, and soil
total carbon as much in Frasinua seedlings as in Alnus seedlings. P. tinctorius
individually inoculated in Fraxinus seedlings increased significant on roots dry
weight, as compared with the non inoculated treatment, while P. tinctorius
inoculated in Alnus seedlings increased significant on root and shoot dry weght,
leaf area, and water stable macroaggregates, as compared with the non
inoculated treatment. G. intraradices individually inoculated in Fraxinus seedlings
increased significant on roots and shoot dry weght, leaf area, and water stable
microaggregates, as compared with the non inoculated treatment, while the single
fungi inoculated in Alnus seedlings increased significat leaf area, as compared
with the non inoculated treatment. The dual inoculation Glomus intraradices-
Pisolothus tinctorius markedly stimulated growth in Alnus and Fraxinus seedling.
At the dual interaction in Alnus seedlings, reduction in soil total carbon was
observed. Whereas with the dual interaction in Fraxinus seedlings, an increase in
soil total carbon was observed. Our results show that dual interaction produced
the most benefical effect on plant growth, but it did not produce benefical effect on

water stable aggregates and soil total carbon.



INTRODUCCION

Los recursos naturales son un factor de desarrollo econdémico y social de
un pais, por lo que su mantenimiento es verdaderamente trascendente. A pesar
de ello, la tasa de deforestacion en México se va incrementando continuamente,
aunque en los datos oficiales se mencione que ultimamente ha disminuido. La
pérdida de biomasa vegetal legal o ilegal, oscila entre las 260 000 ha en un
periodo de 5 afios segun la Secretaria del Medio Ambiente y Recursos Naturales.
La consecuencia inevitable por dicha accion es la pérdida paulatina de las capas
superficiales de suelo y con ello la incapacidad del mismo para sustentar vida
vegetal. Este tipo de actividad antropogénica es el principal factor que provoca la
pérdida de suelo, pero generalmente se actua hasta que se advierte una situacion
casi irreversible. En este sentido se debe adquirir conocimiento sobre especies
que puedan contribuir a mantener las condiciones adecuadas para la

revegetacion de los sitios en aprovechamiento forestal.

Las plantas que habitan sitios perturbados se les denomina “especies de
sucesion temprana”. En los bosques de pino y bosques de pino-encino que han
sido talados se puede encontrar plantas de aile (Alnus) que ingresan como
especies de sucesion temprana. Este tipo de plantas han sido estudiadas en
cuanto a su participacion en la asimilacion de nitrégeno atmosférico y su siguiente
incorporacion de dicho nitrégeno al suelo mediante la descomposicion del mantillo
rico en nitrogeno. Se han estimado aportes de nitrégeno de aile del orden de 54 a
85 kg/ha/afio en un bosque mixto de pino-aile (Binkley et al. 1992) y de 130
kg/ha/afio en un sistema de invernadero (Binkley 1981). Sin embargo, escaso
conocimiento se tiene en relacién a la posible influencia del aile en la formacion

de agregados del suelo y carbono total.

El género Alnus agrupa 25 especies y algunas de estas contienen varias
subespecies. Las especies de aile que se pueden encontrar en México son Alnus
acuminata, A. jorullensis y A. firmifolia. Las especies que integran este género son
consideradas de rapido crecimiento, presentan resistencia a la sequia (Percival et
al. 1998) y pueden desarrollarse en zonas perturbadas. Los hongos

ectomicorrizicos que han sido observados en raices de plantas de aile son
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diversos (Molina 1981, Ekblad et al. 1995, Pritsch et al. 1997, Massicotte et al.
1999, Baar et al. 2002, Becerra et al. 2002, Nouhra et al. 2003, Yamanaka et al.
2003).

El género Pisolithus también se ha encontrado en raices de aile, aunque
con un bajo desarrollo en la colonizaciéon (Godbout y Fotin 1983, Murphy y Miller
1994). Este hongo se puede encontrar en un amplio rango de ambientes,
incluyendo bosques y zonas erosionadas con poca disponibilidad de agua y de
materia organica (Castellano y Trappe 1991). La habilidad de P. tinctorius para
persistir en zonas bajo condiciones adversas podria estar en funcién de su baja
competitividad con otros hongos ectomicorrizicos (Cairney y Chambers 1997). En
sitios reforestados se ha encontrado P. tinctorius, lo cual indica que se puede
considerar a este hongo como una especie de colonizacion temprana (Gardner y
Malajczuk 1988).

La respuesta en el crecimiento de las plantas debida a la presencia de P.
tinctorius ha sido atribuida aun mayor contenido de fésforo (Thomson et al. 1994)
y nitrogeno (Wullschleger y Reid 1990). Tanto en angiospermas como en
gimnospermas ha sido ampliamente documentada la influencia de P. tinctorius en
el crecimiento de las plantas, especialmente plantas de eucaliptos y de pinos. Sin
embargo, hasta la fecha existen pocos trabajos que valoren el efecto de la
interaccion Alnus-P. tinctorius sobre el crecimiento de la planta. También es
reducido el conocimiento sobre el posible efecto de dicha interaccion en la
formacion de agregados de suelo. Esta interaccién podria ser importante si se
considera que ambos organismos tienen en comun la denominacion de

colonizadores en la etapa temprana en sitios perturbados.

En el caso de hongos endomicorrizicos que han sido observados formando
una simbiosis mutualista con plantas de Alnus son Glomus fasciculatum (Fraga-
Beddiar y Le-Tacon 1990, Isopi et al. 1994); Glomus mosseae (Jha et al. 1993) y
Glomus intraradices (Russo 1989, Russo et al. 1992, Strukova et al. 1996,
Monzén y Azcén 2001, Oliveira et al. 2005). Si bien se ha demostrado G.

intraradices logra colonizar las raices de las plantas de Alnus, existen pocos
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trabajos que valoran el efecto de este hongo inoculado de forma individual en el
crecimiento de las plantas de aile. El género Alnus ha sido extensamente
estudiado por su habilidad para asociarse simbidticamente con bacterias del
género Frankia, las cuales logran fijar nitrogeno atmosférico. Por lo que
mayoritariamente los hongos endomicorrizicos han sido utilizados para valorar su
influencia en interaccién dual con dichas bacterias en la fijacién de nitrégeno
atmosférico y en la nutricibn mineral (Jha et al. 1993), desconociéndose el
potencial de la interaccion de hongos endomicorrizicos con plantas de aile en

inoculacion individual en la formaciéon de agregados del suelo.

Las especies del género Alnus cuentan con la habilidad para albergar en
un mismo segmento de raiz dos tipos de enddfitos, hongos ecto vy
endomicorrizicos (Becerra et al. 2005). Sin embargo, sélo se ha descrito la
presencia de los enddfitos, desconociéndose el efecto de la interaccién dual en el
crecimiento de la planta hospedera y en la formacion de agregados de suelo. El
efecto de la interaccion dual ha sido evaluado en diferentes especies (Jones et al.
1998, Allen et al. 1999, Chen et al. 2000, Founoune et al. 2002, Tian et al. 2003),
encontrando que las plantas se ven favorecidas con la inoculaciéon dual en

comparacion con la inoculacion individual.

Los cambios en la poblacion vegetal y en la de microbios en un proceso de
sucesion estan bien documentados a nivel mundial. En el caso de México se le ha
dado poca importancia a este tipo de situaciones. Esto ha tenido como
consecuencia un incremento de las zonas degradadas. La reconversion de estos
sitios es muy complicada, necesitandose la implementacion de estrategias en las
que se incluya una buena seleccién de las plantas. El fresno (Fraxinus sp.) es una
especie que ha sido ampliamente considerada para restablecer la biomasa
vegetal en zonas degradas por su habilidad para crecer bajo situaciones
adversas. Sin embargo, existen pocos trabajos que muestran la forma en que el

fresno logra supervivir en suelos deteriorados.

El éxito del fresno para poder desarrollarse en zonas degradas podria ser

su habilidad para formar asociaciones simbiéticas con hongos endomicorrizicos
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(Stabler et al. 2001). Ademas, el fresno micorrizado con HMA puede incrementar
la acumulacion de materia seca y el contenido de fésforo foliar (Douds y Chaney
1986, Lamar y Davey 1988).

La perturbacién de los ecosistemas naturales, indistintamente de la fuente
de perturbacion, provoca la pérdida de los agregados del suelo. La clasificaciéon
de los agregados se logra con base en el diametro de cada particula, pero el
tamano considerado para ser evaluado varia ampliamente en relacion a cada
autor. Algunas clasificaciones mas generales son los macro y microagregados,
siendo para el primer caso considerados los agregados entre 0.25 y 2 mm de
diametro y para el segundo caso se agrupan los agregados con diametros de
0.053 y 0.25 mm (Tisdall 1994, Six et al. 2000). Se ha estimado que la
permanencia los macroagregados en el suelo no excede el aio, mientras que los
microagregados pueden permanecer por varios afos (Puget et al. 2000). La
reducida permanencia de los macroagregados se debe a la gran cantidad de
fuentes de carbono y compuestos ricos en nitrogeno (Gregorich et al. 2003) que
son la principal fuente de energia para la actividad microbiana (Garcia-Oliva et al.
2003). Dentro de los principales factores involucrados en la formacion de
agregados de suelo estan las raices de las plantas y los microorganismos del

mismo.

El efecto de las raices sobre la formacion y estabilidad de agregados de
suelo se puede dar en dos sentidos, mediante un efecto fisico por el crecimiento
de la raiz y mediante la secrecion de sustancias que podrian funcionar como
agentes cementantes. Dentro de las sustancias encargadas de formar agregados
resistentes estan los de naturaleza fendlica (Martens 2002). La adicion de
sustancias secretadas por la raiz aumenta la formacion de agregados (Traore et
al. 2000) y el mecanismo podria ser por el aumento en la resistencia de la union
entre particulas y la disminucion de los ciclos de humedecimiento y secado
(Czarnes et al. 2000). Las sustancias secretadas por la raiz son importantes en la
formacion de agregados entre 0.25 y 2 mm (Gale et al. 2000). El crecimiento
radicular podria ser otro factor en la formacion de agregados del suelo (Bearden y

Petersen 2000). En las plantas de aile y de fresno no se ha estudiado la influencia
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de su rizosfera en la formacién de agregados de suelo.

Si bien las plantas de aile y de fresno logran desarrollarse bajo condiciones
adversas por su habilidad en ambos casos de establecer distintas relaciones
simbidticas, queda por resolver la importancia de dichas asociaciones y su
influencia en la formacion de agregados de suelo. En otros sistemas naturales los
hongos micorrizicos arbusculares juegan un papel muy importante en la formacién
de agregados del suelo (Tisdall 1994, Wright y Upadhyahya 1998, Augé et al.
2001, Rillig et al. 2002). Sin embargo, este tipo de hongos en asociacion
simbidtica con plantas de aile y de fresno han recibido poca atencién en su
posible influencia en la formacion de agregados del suelo. Mientras que en el
caso de los hongos ectomicorrizicos se conoce mucho menos su posible
participacion en la formacion y estabilizacion de macro y microagregados de

suelo.

Esto se debe a que el efecto de los hongos micorrizicos en la formacién de
agregados del suelo ha sido abordado preferentemente en sistemas agricolas y
de manera mas reducida en sistemas forestales. Existen muchos trabajos donde
se ha encontrado una relacién directa entre la estabilidad de agregados y el
contenido de una sustancia excretada por el micelio de hongos micorrizicos
arbusculares llamada glomalina asi como la densidad de hifas de los mismos
organismos (Nobrega et al. 2001, Augé et al. 2001, Rillig et al. 2002, Rillig 2004,
Lutgen y Rillig 2004), asi como la densidad de hifas de los mismos organismos,
observando que la resistencia al rompimiento por parte de los agregados a través
de los poros pequefos se debe a la presencia de hifas de hongos micorrizicos
(Bearden 2001). Sin embargo, otros autores han observado un efecto nulo por
estos dos elementos, proponiendo que los factores principales que mantienen la
estabilidad son otros (Borie et al. 2000, Piotrowski et al. 2004, Feeney et al. 2004).
Esta disparidad de resultados podria no ser una consecuencia directa de los
hongos, sino mas bien de las diferentes caracteristicas espacio-temporales al
momento de la evaluacion. Lo anterior con base a que se ha encontrado un efecto
de los hongos micorrizicos en la estabilidad de agregados del suelo pero sélo en

la etapa posterior a la del crecimiento vegetativo de la planta (Bearden y Petersen

7



2000). El papel de los agregados del suelo consiste en disminuir la velocidad de
transformacion del carbono, el cual se va integrando en pequenos
microagregados (Denef et al. 2001) en forma principalmente de carbohidratos
(Spaccini et al. 2002), mientras que los macroagregados contienen materia
organica en sus etapas iniciales de humificacion (Denef et al. 2001), lo cual
provoca la presencia de sustancias hidrofébicas que le dan la estabilidad a estos
macroagregados (Shein y Milanovskii 2003, Mataix-Solera y Doerr 2004).

La forma de incrementar el contenido de carbono organico puede ser a
través de la planta misma via la raiz. En este sentido se considera que los hongos
micorrizicos asociados a la raiz producen estructuras extraradiculares que a la
posteridad se incorporan como carbono en el suelo (Godbold et al. 2006). La
proporcion de carbono que se destina al simbionte micorrizico arbuscular se ha
estimado alrededor de un 20 % (Peng et al. 1993) y de este porcentaje solo se
incorpora un 0.8 % al micelio extraradicular (Jakobsen y Rosendahl 1990). Una
parte del carbono como biomasa micorrizica es regresado a la atmdsfera por
respiracion (Staddon et al. 2003).

Por lo que respecta a hongos ectomicorrizicos, se tiene que la cantidad de
carbono destinado para la produccion de micelio extraradicular varia entre 20 y 29
% (Ek 1997, Wu et al. 2002) y hasta un 62 % (Godbold et al. 2006) del total de
carbono fotoasimilado por la planta huésped. Del porcentaje de carbono que llega
al micelio, se puede llegar a respirar entre 43 y 64 % (Ek 1997, Phillips y Fahey
2005) y el resto del carbono representa una alternativa importante para su
almacenamiento en suelo (Phillips y Fahey 2005). Por lo tanto, los hongos
ectomicorrizicos y endomicorrizicos podrian representar una alternativa notable

para incrementar el contenido de carbono en suelo.

Considerando que la perturbacion de los ecosistemas naturales es
inevitable por el hecho de representar en gran parte del territorio mexicano la
forma de vida de la poblacién y que desde hace anos a dejado esta actividad
antropogénica consecuencias catastréficas traducidas en un territorio cada vez

mas erosionado, es necesario buscar alternativas para frenar el deterioro del
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suelo y para restablecer las partes que ya se encuentran degradadas. En vista de
tal problematica y con la carente informacion al respecto, el presente trabajo de
investigacion tiene como objetivo observar el efecto de plantas de aile y fresno
inoculadas con hongos endo y ectomicorrizicos de manera individual y en
coinoculacion sobre el crecimiento de la planta y formacion de agregados del

suelo.

ANTECEDENTES

1.- Hongos micorrizicos arbusculares

Los hongos micorrizicos arbusculares forman asociaciones benéficas para
ambos participantes. El origen del término micorriza es el implementado por el
botanico aleman Albert Frank en 1885. Este autor pudo observar en las raices de
arboles forestales caracteristicas peculiares de las mismas y les denominé

micorriza, tomando los vocablos griegos “Mykes” (hongo) y “Rhiza” raices.

1.1.- Clasificacion

La clasificacion taxonémica de los hongos micorrizicos arbusculares ha
tenido muchos cambios a través del tiempo y se les ha clasificado como
organismos micorrizicos vesiculo-arbusculares. Esta clasificacion se basé en
aspectos relacionados con el desarrollo, morfologia y estructura de la pared
celular de las esporas. Los miembros del género Gigaspora, Acaulospora, Glomus
y Sclerocystis forman parte de este tipo de organismos formadores de micorriza.
Recientemente se ha tomado la perspectiva filogenética y a partir de este aspecto
se separo otro orden, Glomales dentro de los Endogonales. Por ultimo, a partir de
los métodos moleculares (Smith y Read, 1997) fue que se establecieron dos
subdrdenes del orden Glomales, el Glomineae y Gigasporineae. El suborden
Glomineae agrupa a la familia Glomaceae con los géneros Glomus (77 especies)
y Sclerocystis (10 especies) y la familia Acaulosporaceae con los géneros
Acaulospora (32 especies) y Entrophospora (3 especies). Por otra parte el
suborden Gigasporineae solo tiene a la familia Gigasporaceae con los géneros
Gigaspora (7 especies) y Scutellospora (23 especies). Sin embargo, todos estos

organismos comparten la caracteristica de que su micelio vegetativo es septado y
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multinucleado, mientras que sus esporas contienen 1000 o mas nucleos y

germinan y producen muy poco micelio en ausencia de planta hospedera.

1.2.- Hospederos

Los hongos micorrizicos arbusculares cuentan con un espectro muy amplio
en cuanto a plantas hospedero. En la mayoria de las familias de Angiospermas y
Gimnospermas existe presencia de este tipo de asociaciones simbidticas, asi
como en helechos, liquenes y musgos, abarcando el 95 % de todas las especies
de plantas examinadas hasta la actualidad. Las familias que se consideran no
colonizadas o escasamente colonizadas por estos hongos son la Polygonaceae,
Juncaceae, Cruciferae y Caryophyllaceae. También existe la asociacion

endomicorrizica en arboles que se consideran tipicamente ectomicorrizicos.

En ecosistemas forestales este tipo de asociacién no ha sido casi tomada
en cuenta, sin embargo, se ha detectado su presencia en miembros de las
gimnospermas. Las especies de donde se ha observado este tipo de colonizacion
que pertenecen a las gimnospermas son el género Juniperus (Roncadori y
Pokorny 1982, Reinsvold y Reeves 1986), Tetraclinis (Diaz y Honrubia 1993,
Abbas et al. 2006), Sequoiadendron y Sequoia (Kough et al. 1985), Araucaria
(Breuninger et al. 2000, Andrade et al. 2000, Moreira-Souza et al. 2003),
Pseudotsuga, Abies (Cazares y Trappe 1993, Cazares y Smith 1995) y Pinus
(Horton y Bruns 1998).

1.3.- Proceso de colonizacion

Existen tres formas de inéculo con las cuales se puede iniciar el proceso de
colonizacion de las raices por los hongos micorrizicos: las esporas, micelio
externo y segmentos de raiz colonizada. En este ultimo caso, se ha observado
que solamente permanecen infectivas cuando presentan vesiculas en el interior
de la raiz con Glomus fasciculatum, Glomus mosseae y Acaulospora spinosa
(Biermann y Linderman 1983). Sin embargo, el estudio de los procesos de
colonizacién se ha logrado a partir de esporas. La germinacion de las esporas se
inicia cuando entran en contacto con los exudados de la raiz (Graham 1982), los

cuales han sido determinados como flavonoides (Gianinazzi-Pearson et al. 1989,
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Siqueira et al. 1991, Chabot et al. 1992). Esta primera etapa del proceso de
colonizacion se caracteriza por la produccion de una hifa principal, que al estar en
la proximidad de la raiz se divide en ramificaciones irregulares y septadas (Chabot
et al. 1992, Giovannetti et al. 1993). La germinacion de la espora se logra
utilizando las fuentes de carbono almacenadas (lipidos), las cuales se integran al
metabolismo inicial de germinacion (Bago et al. 1999). Es importante mencionar
que el metabolismo de las fuentes almacenadas cesa si la espora germinada
llega a ser separada de la proximidad de la raiz, como una posible estrategia para

conservar las reservar e intentar una nueva colonizacion (Bago et al. 2000).

La primera estructura que se forma con el contacto hongo-planta es el
denominado apresorio y generalmente esta alineado de forma paralela al eje de la
célula epidérmica de la raiz. Al mismo tiempo, esta célula sufre un
ensanchamiento en la pared celular en el punto de contacto del apresorio y se
forma un punto donde la lignina esta en bajas proporciones (Smith y Read 1997).
Seguido de la formacion del apresorio y la penetracion del hongo, la hifa se
ramifica en las células corticales, creciendo en forma longitudinal y en algunos
casos de forma radial. Las hifas ramificadas y crecidas longitudinalmente dan
lugar a una de las estructuras internas caracteristicas de este tipo de asociaciéon
simbidtica, el arbusculo. Tanto la magnitud del crecimiento como la velocidad han
sido evaluadas y estan en el orden de 5-10 mm en cada direccion a partir del

punto de entrada, a un ritmo de 0.13 a 1.22 mm/ dia.

El desarrollo del hongo dentro de la raiz se logra de dos formas, via los
espacios intercelulares e intracelulares. Para el primer caso se denomina
colonizacion tipo Arum y la formacién de los arbusculos se logra mediante la
penetracion de pequefas ramificaciones del micelio intercelular. La colonizacion
que penetra la célula se denomina tipo Paris y se caracteriza por dispersarse en
el cortex de célula a célula, formandose el arbusculo a partir de la hifa que ingresa
en la misma. Los arbusculos se localizan en una region cerca del meristemo
apical de la raiz, donde la elongacion de las células ha cesado (Blee y Anderson
1998). Estas estructuras son usualmente de corta vida y se forman del segmento

de hifa que penetra la célula en ambos tipos de colonizacion. Una vez que la hifa
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se encuentra en el interior de la célula se ramifica con la finalidad de incrementar
el area superficial de contacto con el hospedero y se rodea de una membrana
periarbuscular. Esta membrana sirve como zona de intercambio de metabolitos
entre el hospedero y el hongo (Blee y Anderson 1998). La aparicion de los
arbusculos es rapida y parece que esta estrechamente relacionada con un intenso

crecimiento de micelio externo (Hepper 1981, Bécard y Piche 1992).

La colonizacion de los HMA ocurre rapidamente en las raices mas jovenes.
El tiempo estimado de penetracion dura alrededor de 2 dias, mientras que la
formacion de arbusculos de 4 dias y las vesiculas entre 3 y 6 dias (Brundrett et al.
1985). La ubicacion de los puntos de infeccidon se ha observado a 11 mm del
apice de la raiz, aunque la variacion hace pensar que no existe un lugar
estratégico en donde se lleve a cabo dicha entrada. Sin embargo, la mayoria de
los puntos de entrada siempre se encontraran en la proximidad del apice. El
numero de puntos de infeccién incrementa con una baja densidad de esporas
(Louis y Lim 1987).

1.4.- El micelio externo

Otra parte muy importante en el desarrollo de la micorriza arbuscular es la
formacion del micelio externo. Esta estructura del hongo crece a partir de los
puntos de infeccion en la raiz después de que la hifa se introduce en las células
del cértex y se dispersa grandemente en el suelo. EI momento en el que inicia el
crecimiento del micelio es a partir de que se forma el apresorio (Hepper 1981) y
tiene un periodo de vida de pocas dias (Staddon et al. 2003). El micelio externo
participa activamente en la toma de minerales y agua (Smith y Read 1997). La
eficiencia en la toma de dichos elementos es muy alta considerando que su

diametro es de 2 um (Leake et al. 2004).

La longitud del micelio externo de HMA normalmente se expresa en unidad
de masa por volumen de suelo o por unidad de longitud de raiz colonizada. En
términos generales la longitud del micelio podria ser de entre 3 y 30 m de hifas / g
de suelo (Leake et al. 2004), aunque puede variar de acuerdo al sistema utilizado.

En un sistema de maceta el rango en la longitud es de 2 a 29 m de hifas / g de
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suelo y en un sistema experimental de compartimentos es de 2 a 36 m de hifas / g
de suelo (Leake et al. 2004), mientras que en campo se ha estimado para ser de
68 a 101 m de hifas / g de suelo en zonas de pradera y de 45 a 74 m de hifas / g
de suelo en zonas de pasto (Miller et al. 1995). En sistemas agricolas los valores
de longitud decrecen drasticamente, quedando del orden de 2 a 8 m de hifas / g
de suelo (Leake et al. 2004).

Los velocidad de crecimiento del micelio externo es de menos de 2 m de
hifas / g de suelo al final de 9 dias y después de 32 dias se incrementa a 10 m de
hifas / g de suelo (Thingstrup et al. 2000). Otros datos muestran que el
crecimiento del micelio puede variar en relacién al tiempo. En este sentido se ha
observado una longitud de 10 m de hifas / g de suelo en 4 semanas, 20 m de
hifas / g de suelo en 5 semanas y solo 25 m de hifas / g de suelo en 7 semanas
(Abbott y Robson 1985).

1.5.- Adquisicion de nutrimentos

Es bien conocido el papel que tienen los hongos micorrizicos arbusculares
(HMA) en la nutricion mineral de su planta hospedera. Entre los minerales que
puede tomar mas eficientemente en comparacion a la raiz sin la presencia del
hongo se encuentran el fosforo (P), el nitrégeno (N), zinc (Zn), cobre (Cu), niquel
(Ni), azufre (S), manganeso (Mn), boro (B), hierro (Fe), calcio (Ca) y potasio (K)
(Clark y Zeto 2000). La eficiencia en la toma de estos elementos depende en gran
medida de la mayor exploracion el suelo por parte del micelio (Allen et al. 2003).
Una vez que el HMA toma y transporta los nutrimentos de la solucion del suelo
hacia su hospedero, se requiere de una zona de transferencia. Esta zona de
transferencia esta representada por la hifa que crece longitudinalmente dentro de
la raiz y se presenta en la mayoria de las asociaciones con HMA (Smith y Smith
1990).

La toma de nitrégeno por parte del micelio externo es aun controversial en
relacion a si el hongo logra tomarlo en forma de nitrato (NO3), amonio (NH4) o
ambas (Figura 1). En este sentido se ha observado en un sistema in vitro que el

micelio externo toma el nitrégeno en forma de NH4 pero no en forma de NOj
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(Villegas et al. 1996, Toussaint et al. 2004), mientras que en un sistema similar se
logré observar que el micelio de HMA puede tomar el nitrogeno en forma de NO;
(Bago et al. 1996, Govindarajulu et al. 2005). Otro sistema utilizado para evaluar
la toma de nutrimentos por el micelio externo de HMA es el sistema de
compartimentos utilizando diversas especies de plantas. En este tipo de sistema
se ha observado que el micelio logra tomar ambas fuentes (Johansen et al. 1992,
Frey y Schiepp 1993, Johansen et al. 1993a, Johansen et al. 1993b, Tobar et al.
1994), sin embargo, cuando se aplica NH4sNOs3, el nitrégeno que se logra observar
en el hongo y en la planta hospedera, es el de la molécula de NH4 (Hawkins et al.
2000). En el caso del nitrogeno organico se ha observado que el micelio logra

tomarlo de manera eficiente (Hodge et al. 2001, Hodge 2003).
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Figura 1.- Movimiento de nitrégeno en la simbiosis micorrizica

(Fuente: Govindarajulu et al. 2005).

Después que el nitrégeno se incorpora en el micelio se ha detectado
actividad de nitrato reductasa en presencia de NOj;, mientras que cuando se
aplica NH4, se observa un incremento en la actividad de glutamina sintasa, lo cual
hace suponer que el nitrdgeno se incorpora en aminoacidos para su transporte,
independiente de la fuente (Toussaint et al. 2004). El aminoacido que sirve como
vehiculo de transporte de nitrdgeno del micelio externo al interno es la arginina

(Bago et al. 2002). Con la finalidad de obtener conocimiento sobre la
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transferencia de nitrogeno al hospedero se establecié un experimento in vitro,
concluyendo que el nitrégeno se transfiere a la planta en forma inorganica
(Govindarajulu et al. 2005).

El fésforo es otro elemento mineral importante en la nutricion de los
organismos vivos y proviene del material parental formando compuestos en el
suelo con calcio, hierro, aluminio y manganeso y unidos a las superficies de las
arcillas (Bolan et al. 1991) y otra parte importante se presenta en la materia
organica. Los hongos micorrizicos arbusculares cuentan con la habilidad de
tomarlo en forma inorganica y organica (Koide y Kabir 2000, Joner et al. 2000). El
mecanismo que implementa el micelio para acceder al fésforo podria ser a través
de la secrecion de enzimas. En este sentido Olsson y colaboradores (2005)
detectaron la existencia de fosfatasa acida y alcalina aplicando una fuente
inorganica de fosforo. La eficiencia de la toma de fésforo por el micelio varia en
relacion a la forma, siendo la inorganica la que mas rapidamente se absorbe
(Maldonado-Mendoza et al. 2001), hasta una diferencia de 8 veces en relacion a
la forma organica (Nielsen et al. 2002, Koide y Kabir 2000).

La forma en que el fésforo logra ingresar en el micelio externo es a través
de transportadores de fosfato (Harrison y van Buuren 1995, Rosewarne et al.
1999, Maldonado-Mendoza et al. 2001) y por medio de potencial electroquimico
(Ayling et al. 2000). Una vez que el fésforo se encuentra en el interior del micelio
se transforma y se transporta hacia el micelio interno en polifosfato (Cox et al.
1980, Solaiman et al. 1999, Rasmussen et al. 2000). Este polifosfato en el micelio
interno se hidroliza a través de fosfatasas, liberando fésforo inorganico (Ezawa et
al. 2001). Después que el fésforo esta en forma inorganica, se ha propuesto que
la transferencia podria llevarse a cabo con transportadores, debido a que se han
encontrado estos elementos en las células con arbusculos (Rausch et al. 2001) en

la membrana periarbuscular (Harrison et al. 2002).

1.6.- Metabolismo de carbono
La distribucion del carbono en los HMA derivado de su planta huésped

puede ser medida de manera indirecta y directa. En el primer caso, se logra a
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través de la determinacién de la biomasa fungal a través de la determinacion de
fosfolipidos (Olsson et al. 1999, Olsson y Wilhelmsson 2000) y quitina (Pacovsky
y Bethlenfalvay 1982), mientras que la directa se logra mediante la utilizacién de

carbono marcado.

Las zonas de transferencia del carbono de la planta al hongo aun no han
sido esclarecidas. Sin embargo, existen datos en donde documentan que los
arbusculos y la hifa intracelular pueden ser los puntos de toma de carbono
fotoasimilado. En el caso de la hifa interna se ha podido observar que en las
asociaciones del tipo Arum, la hifa sigue activa y teniendo contacto con el micelio
externo aun cuando la cantidad de arbusculos disminuye por la edad de la planta
y de la misma colonizacion (Smith y Dickson 1991, Tisserant et al. 1993). Otro
dato en este mismo sentido es el que muestra la presencia de una bomba de
protones en la membrana de la hifa intraradicular, lo cual podria dar lugar a una
fuerza suficiente para soportar un transportador de azucares (Gianinazzi-Pearson
et al. 1991). En el caso de las asociaciones que forman un tipo Paris aun es mas
desconocido el posible sitio de transferencia de carbono en virtud de que no
presenta hifa intercelular o es muy escasa. El otro sitio probable de transferencia
de carbono son los arbusculos y en este caso se ha observado una acumulacion
de carbono y de lipidos en las células que contienen los arbusculos (van Aarle y
Olsson 2003). Ademas se presume que puede darse un flujo pasivo a través de la

membrana periplasmica, seguido de un flujo activo (Ferrol et al. 2002).

Por otra parte, la sacarosa es la fuente de carbono que se transfiere hacia
las células corticales de la raiz y de ahi esta sacarosa es hidrolizada mediante la
invertasa (Smith y Read 1997). Esta enzima se ha observado unida a la pared
celular del hospedero y aumenta su actividad de forma significativa en las raices
micorrizadas en relacion a las no micorrizadas (Schubert et al. 2004). Del
producto de la actividad de la invertasa aparece en mayor medida la glucosa
(Shachar-Hill et al. 1995, Solaiman y Saito 1997), aunque aplicando las dos
formas (glucosa y fructuosa) de manera exdégena, son absorbidas rapidamente y
transformadas en trealosa, glicogeno y lipidos (Pfeffer et al. 1999). Los

mecanismos involucrados en la toma de carbono por el hongo, no estan bien
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establecidos, a pesar de que se ha observado la presencia de transportadores de
hexosa (Harrison 1996, Harrison 1999).

La técnica del carbono marcado ha permitido detectar en que productos se
incorpora el carbono fotoasimilado del hospedero en los HMA. La trealosa, el
glicerol, el manitol, el glicégeno (Bago et al. 2003), los esteroles (Fontaine et al.
2004) y los lipidos han sido encontrados en raices micorrizadas, siendo los lipidos
los principales compuestos sintetizados en los hongos. La trealosa y el glicbgeno
han sido descritos como los primeros productos sintetizados por el hongo en el
micelio intraradical (Shachar-Hill et al. 1995, Lammers et al. 2001), mientras que
la sintesis de mono, di y ftrigliceridos, fosfolipidos y esteroles ocurre en las
esporas y en el micelio externo (Fortin et al. 2002). Después de que el carbono
cedido al simbionte se transforma en carbohidratos y lipidos en el micelio
intraradical, se ha observado la presencia de dichos compuestos en el micelio
extraradical (Pfeffer et al. 1999, Bago et al. 2003). La funcién de los lipidos en el
micelio externo podria ser como sustrato para la sintesis de nuevos carbohidratos,
auque soOlo de forma parcial los lipidos de almacenamiento participan en ese

proceso (Bago et al. 2003).

Los HMA se han caracterizado como organismos obligados debido a que
sblo crecen en presencia de planta hospedera. Sin embargo, se ha observado
que el micelio externo puede tomar glicerol y acetato del medio e incorporarlos en
trealosa (Pfeffer et al. 2004, Bago et al. 2003, Douds et al. 2000). Entonces la
razon de la obligatoriedad no radica propiamente en la fuente de carbono, sino en
la ruta que sigue cada una de las fuentes. En este contexto, se ha observado que
la ruta metabdlica de los compuestos carbonados tomados del medio, no se logra
incorporar en los acidos grasos en el micelio externo tal como sucede con el
carbono fotoasimilado (Douds et al. 2000, Pfeffer et al. 2004).

2.- Hongos ectomicorrizicos
2.1.- Clasificacion

Las ectomicorrizas son hongos de raiz que pertenecen al grupo de los
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basidiomicetes. Estos hongos difieren de los ascomicetes por la produccion de
esporas en el exterior del suelo en un érgano llamado basidio o cuerpo fructifero y
se piensa que forman parte de la evolucion de los ascomicetes por la similitud que
existe en la forma y tamano de la espora. Los cuerpos fructiferos pueden ser
gelatinosos, cartilaginosos, carnosos, esponjosos y estar abiertos desde el inicio
de su formacion, abrirse posteriormente o permanecer cerrados. Existen algunos
datos donde se estima que el numero de hongos ectomicorrizicos asciende a
6000 especies, con una variacién muy amplia en estructura y funcion dentro de la

misma especie (Smith y Read 1997).

Las familias de plantas en donde se ha encontrado a las ectomicorrizas
como relaciébn simbidtica estan la Pinaceae, Fagaceae y Betulaceae.
Generalmente la clasificacion de los hongos ectomicorrizicos se hace con base en
la distribucion geografica y a la cantidad de hospederos con los que pueden
asociarse (Smith y Read 1997). En el primer caso, existen especies que se
pueden encontrar en un gran numero de zonas geograficas como el caso de
Lacaria laccata y Pisolithus tinctorius, mientras que Hebeloma cylindrosporum
s6lo se encuentra en algunas zonas a nivel mundial. Por otra parte existen un
gran numero de especies que tienen hospederos muy determinados como el caso
de Suillus grevillei, que se localiza unicamente en Larix decidua. También se han
clasificado a los hongos ectomicorrizicos con base en el tipo de exploracién del
micelio externo, contando con hongos de tipo de exploracion de contacto, corta,

mediana y de gran exploracion (Agerer 2001).

2.2.- Hospederos

La proporcion de plantas que establecen una relacion simbiotica con
hongos ectomicorrizicos oscila en un 3 % de total de las faner6égamas, pero su
importancia radica en que estas plantas ocupan una extension muy grande de
tierra. Dentro de este grupo de familias que forman ectomicorrizas sobresale la
familia Pinaceae, la cual tiene un impacto comercial de gran relevancia a nivel
mundial. Aparte de la Pinaceae, existen otras familias con especies importantes a
nivel comercial y son la Fagaceae con el género Quercus; la Betulaceae con el

género Alnus y la Ericaceae con el género Arbutus (Smith y Read 1997).
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2.3.- Proceso de colonizacién

La formacion de las ectomicorrizas inicia cuando la espora hace contacto
con los exudados de la raiz, existiendo compuestos que orientan la hifa del hongo
compatible hacia la punta de la raiz del hospedero (Lagrange et al. 2001) y
algunos compuestos aceleran el contacto entre los organismos (Regvar et al.
1997). Una vez que se lleva a cabo el contacto entre la planta y el hongo, se
observa la secrecion de polipéptidos y proteinas de alto peso molecular en unas
cuantas horas después del contacto, las cuales pueden ser las responsables de la
adhesion del hongo a la raiz (Hilbert et al. 1991, Beguiristain y Lapeyrie 1997). La
adhesion del hongo en la raiz inicia el proceso de rompimiento de la capa mas
externa de la pared celular del hospedero (Bonfante et al. 1998) y altera su
morfologia con la finalidad de formar sus estructuras representativas, la red de
Hartig y el manto hifal. Todos estos sucesos aparecen con la compatibilidad del
hongo y la planta, ya que de lo contrario, se observa la presencia de compuestos
fendlicos, limitando la formacién de la red de Hartig en la capa exterior del cértex

de la raiz (Feugey et al. 1999).

La formacion de la ectomicorriza puede tardar de 2 a 4 dias, contados a
partir del inicio del contacto del in6culo con los exudados de la raiz. En el caso de
la simbiosis entre Betula pendula y Paxillus involutus, la hifa hace contacto con la
raiz en la parte proximal del apice, apareciendo un sistema envolvente en este
punto después de 24 a 48 horas que rodea la raiz con excepcién del meristemo
apical (Jordy et al. 1998). Después de que se forma parcialmente este manto, las
hifas del interior comienzan a penetrar entre las células epidérmicas
inmediatamente atras del apice (Jordy et al. 1998), formando posteriormente la
red de Hartig al ramificarse las hifas no septadas en el interior de la raiz
(Duddridge y Read 1984a). Generalmente las hifas del hongo no penetran mas
alla de la primera capa de células corticales. Las células epidérmicas atrapadas
en el manto sufren una elongacion radial sélo cuando las hifas no logran superar

esta capa, lo cual es comun en las ectomicorrizas de angiospermas.

Cuando ya se forma el manto y la red de Hartig, se dispara la produccion

de raices laterales, formandose un pequefio manto fungal muy delgado que rodea
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al meristemo apical y es la base para la formacion de la red de Hartig en una zona
mas madura de la raiz lateral (Smith y Read 1997). La forma en que la red de
Hartig se interna en la parte radial de la célula es como en forma de abanico,
formando una especie de laberinto (Duddridge y Read 1984b). El crecimiento de
la red es transversal al eje longitudinal de la raiz. La zona en que el hongo logra
ingresar en las células de su hospedero es muy especifica y ésta es cerca del
apice. Se ha observado que la forma de penetrar puede ser mecanica (Duddridge
y Read 1984a), considerando que la proporcién de pectina-celulosa es mas alta
que en células mas alejadas del apice. También la presencia de enzimas fungales
ha sido observada mediante la lisis de la lamina media de las células epidérmicas,

asi como enzimas que degradan celulosa, pectina y glucanos.

Todos estos procesos van acompafiados de cambios morfologicos finales
en la raiz colonizada. Entre los mas importantes destaca la formacion de raices
laterales por la produccion de hormonas como el &cido indol acético (Rudawska y
Kieliszewska-Rokicka 1997, Karabaghli-Degron et al. 1998) y acido jasmonico
(Regvar et al. 1997), la formacién de estructuras coralinas (Kaska et al. 1999),
elongaciéon de las células y supresion de la elongacion de lo pelos radiculares
(Ditengou et al. 2000). Tanto la formacion dicotémica de las raices laterales como
la estructura coralina son inducidas quimicamente por la presencia del hongo
(Kaska et al. 1999).

El manto hifal es el elemento donde se inicia el crecimiento hacia el interior
de las células para formar la red de Hartig y hacia el exterior se inicia el
crecimiento de micelio extraradicular (Tagu et al. 2002). Esta estructura puede
representar hasta un 40 % del peso total de la raiz colonizada; puede emplearse
en la identificacién a nivel de especie; tiene la funcién de tomar, transportar y
transferir nutrimentos del suelo hacia el manto hifal (Smith y Read 1997) y al
unirse dos micelios monocariéticos en uno dicariotico se da lugar a la produccion
de nuevas esporas en un basidio (Barker et al. 1998). Este ultimo aspecto cierra
el ciclo de vida de los hongos ectomicorrizicos al dar lugar a nuevas esporas e

iniciar la colonizacién de otras plantas.
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2.4.- El micelio externo

El micelio externo se llama a una hifa simple o un grupo de hifas unidas
directamente al manto hifal. La funcion de este tejido es la de incrementar el area
de contacto con el suelo para incrementar la toma de nutrimentos y de agua para
el tejido simbidtico (Barker et al. 1998). La distribucién del micelio en el suelo y la
formacion de rizomorfos son caracteristicas que ha sido empleadas para la
clasificacién de estos hongos micorrizicos (Agerer 2001). Existen especies con
estructuras muy simples, clasificadas como del tipo exploratorio de contacto como
el caso de Tuber spp.. En este tipo de hongos el micelio permanece como una
hifa individual a través del suelo con una pequefa longitud. Después se tienen
hogos con micelio del tipo de exploracion a corta distancia, como el caso de
Cenococum geophilum, en el cual la cantidad de micelio es muy abundante pero

no se forma rizomorfos.

Otro grupo de hongos ectomicorrizicos se distinguen por la produccién de
una gran cantidad de micelio con formacién de rizomorfos no tan diferenciados
llamado del tipo de exploracién media, encontrando en este grupo a especies de
Laccaria, Cortinarius y Thelephora. Por ultimo se encuentran los hongos que
producen pocos pero bien definidos rizomorfos y se les denomina del tipo
exploratorio de larga distancia. En este grupo se puede ubicar a Pisolithus,
Scleroderma y Paxillus. Estos rizomorfos crecen normalmente en forma paralela
al manto hifal y el apice del rizomorfo se extiende en forma de abanico con la
finalidad de explorar de mejor manera el medio circundante. La conformacion de
dichas estructuras varia en relacién a las especies, pero en algunos casos el
rizomorfo presenta una hifa sin citoplasma en el centro que bien podria parecerse
a los vasos de las angiospermas. La union entre el rizomorfo y el manto hifal se
logra con una unién tipo delta, en donde la hifa central hueca desaparece al igual

que en apice.

La funcion por excelencia del micelio es la exploracion de una mayor
cantidad de suelo con la finalidad de acceder a fuentes de nutrimentos y de agua
inaccesibles para la raiz de la planta hospedera (Tagu et al. 2002). En este

sentido se ha observado que los hongos que forman rizomorfos con una hifa
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central hueca tienen mayor capacidad para transportar liquidos y fosfato que los
que carecen de esta estructura (Brownlee et al. 1983). Ademas el micelio puede
contribuir en el aporte de nitrégeno y carbono organicos al suelo, puesto llega a
representar hasta un 32 % (Hogberg y Hogberg 2002) y esto se debe a que cerca

de 24 % del carbono asimilado se destina a esta estructura (Wu et al. 2002).

2.5.-Adquisicion de nutrimentos
Los hongos ectomicorrizicos (HEM) presentan una gran distribucién a nivel
mundial, pero existen nichos en los cuales son dominantes. Desde hace décadas,
bajo sustento del trabajo de investigacion de este tipo de organismos, se han
ubicado a estos hongos como organismos que dominan los sistemas donde
predominan las fuentes de nutrimentos organicas y donde la disponibilidad de

nitrégeno es limitada (Vogt et al. 1991).

Las formas de nitrégeno (N) que son disponibles para los HEM van desde
formas organicas e inorganicas. Las fuentes organicas de N que puede tomar el
micelio externo son muy variables (Turnbull et al. 1995, Keller 1996, Wallander
2002, Sawyer et al. 2003) y lo hacen por su habilidad para producir enzimas
extracelulares como las proteinasas (Leake y Read 1990, Zhu et al. 1990,
Bending y Read 1995, Sundari y Adholeya 2000a), ureasas (Sundari y Adholeya
2000b), proteinasas (Nehls et al. 2001a) y otras enzimas que participan en la
mineralizacion de N (Colpaert y van Laere 1996, Chen et al. 2003) a partir de
proteinas, aminoacidos (Abuzinadah y Read 1986, Abuzinadah y Read 1988,
Chalot et al. 1994, Dickie et al. 1998, Kytoviita y Arnebrant 2000), quitina (Kerley y
Read 1995) o mediante la toma de polipéptidos cuando el N es limitante (Benjdia
et al. 2006). La habilidad de los HEM para utilizar fuentes de N organico radica en
las caracteristicas particulares de la especie e incluso se puede tener una
diferencia a nivel intraespecifica (Sawyer et al. 2003, Guidot et al. 2004). En este
sentido se ha visto que hongos que generalmente colonizan horizontes ricos en
materia organica producen una mayor cantidad de proteasas en comparacion con
los que colonizan horizontes minerales como Cenococcum geophilum (Chalot y
Brun 1998).
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La toma de nitrégeno en forma de nitrato por parte del micelio externo ha
sido estudiada por varios autores y se ha observado que la eficiencia varia en
relacion a la especie. Existen datos sobre especies que logran eficientemente
reducirlo (France y Reid 1984, Scheromm et al. 1990a), entre ellas se encuentra
Rhizopogon roseolus (Gobert y Plassard 2002), Hebeloma cylindrosporum
(Plassard et al. 1994, Scheromm et al. 1990a, Scheromm et al. 1990b, Plassard et
al. 2000) y Suillus granulatus (France y Reid 1984), mientras que otras lo reducen
de manera poco eficiente (Eltrop y Marschner 1996, Wallander et al. 1997a,
Hogberg et al. 1999, Rangel-Castro et al. 2002). Si bien la toma de nitrato puede
ser poco o muy eficiente por los HEM, se debe sefalar que la raiz micorrizada
proporciona una mayor habilidad para tomarlo a bajas concentraciones (Gobert y
Plassard 2002).

Con respeto al amonio, se ha mostrado que el micelio de HEM tiene una
mayor capacidad para tomarlo que las raices (Chalot et al. 2002) y la eficiencia en
la toma de este idbn es muy grande en la mayoria de las especies (Ahmad et al.
1990, Jongbloed y Borstpauwels 1991, France y Reid 1984, Eltrop y Marschner
1996, Sarjala 1999, Hogberg et al. 1999, Rangel-Castro et al. 2002). La toma del
amonio va de un 2 a 3 % en un sistema de cajas Petri (Finlay et al. 1988) hasta un
73 % en un sistema in vivo (Brandes et al. 1998). La diferencia en la toma de las
dos fuentes inorganicas oscila entre un 60 % de nitrato en relacién a la absorcion
total de amonio (Finlay et al. 1989) y normalmente cuando estan lo dos iones se

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

La toma de N en el micelio externo se lleva a cabo por la accion de
transportadores de membrana (Jongbloed et al. 1991, Marini et al. 1997, Javelle
et al. 2001, Javelle et al. 2003) de aminoacidos (Nehls et al. 1999) y de otras
fuetes inorganicas y organicas (Kytoviita y Arnebrant 2000, Javelle et al. 2003).
Aunque solo el transportador para amonio y aminoacidos ha sido demostrado
(Chalot et al. 2002). La cantidad de N asimilado puede variar en relacion a la
fuente, puesto que con nitrato el micelio logra tomar un 29 % del total
administrado, mientras que con amonio, la toma se logra incrementar hasta un 47
% (Finlay et al. 1989).
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El N tanto en forma de nitrato como amonio ingresa en el micelio externo y
es incorporado en aminoacidos (Finlay et al. 1989) como se muestra en la figura 3
(Javelle et al. 2003). El amonio (NH,") una vez que ingresa al micelio externo se
integra como un grupo amino o amida en un esqueleto carbonado (Smith y Read
1997) y éste se transporta hacia el manto hifal. La incorporacion del grupo amino
se logra por la presencia de la glutamina sintasa, dando como producto la
glutamina (Kershaw y Stewart 1992, Martin et al. 1994, Rudawska et al. 1994,
Botton et al. 1994). Cuando la glutamina sintasa se inhibe, la glutamato
deshidrogenada incrementa su activad, dando como producto el glutamato
(Turnbull, et al. 1996).

7~ transeri ption N
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Figura 3.- Modelo de integracion del nitrdgeno en aminoacidos en el micelio
externo de Hebeloma cylindrosporum (Fuente: Javelle et al. 2003).

El nitrato por su parte es reducido por la nitrato reductasa/nitrito reductasa
(Ho 1989, Jargeat et al. 2000, Guescini et al., 2003) e incorporado en glutamato,
glutamina y asparigina (Guescini et al. 2003). En otros casos y utilizando amonio
como fuente de N, el glutamato, glutamina, aspartato, asparagina y alanina fueron
encontrados en mayor proporcion en el micelio de Rhizopogon roseolus, Suillus

bovinus, Pisolithus tinctorius y Paxillus involutus y en menor proporcién serina,
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trionina, tirosina, lisina y arginina (Finlay et al. 1988). En Paxillus involutus,
expuesto a malato y glutamato, el principal aminoacido encontrado en micelio fue
la alanina (Blaudez et al. 2001). El transporte de los compuestos nitrogenados
tanto a corta, como a larga distancia, podria ser mediante un sistema de vacuolas
moviles (Ashford y Allaway 2002). Mientras que la proporcion de N transferido a la
planta hospedera puede variar respecto a la fuente, siendo de entre 1.1 a 5 % con
una fuente organica (Pérez-Moreno y Read 2000) y de 13 A 17 % con N en forma
de amonio (Wallander et al. 1999). La zona que se ha determinado como de
intercambio del N tomado por el micelio es el apoplasto en la red de Hartig
(Barker et al. 1998) y el mecanismo por el cual el nutrimento entra a la célula del

hospedero parece ser a través de transportadores de amonio (Selle et al. 2005).

Por otro lado, la toma de fésforo por parte del micelio externo puede ser de
fuentes organicas e inorganicas. La forma en como se logra la adquisicion de P
puede ser mediante la secrecion de enzimas (Pérez-Moreno y Read 2000) como
la fosfatasa (Ho 1987, Ho 1989, MacFall et al. 1991), fitasas (Ho 1989, Hilger y
Krause 1989) y la fosfomonoestereasa (Colpaert y van Laere 1996, Antibus et al.
1997). Estas enzimas se localizan en la pared celular externa del micelio
extraradicular (Alvarez et al. 2005) y las fuentes que puede hidrolizar son el fitato
(Heinrich et al. 1988, Antibus et al. 1997); el fosfato de inositol (Antibus et al.
1992); el mantillo (Chuyoung et al. 2002); el fosfato de calcio (Lapeyrie et al.
1991) y la apatita (Wallander et al. 1997b). En el caso de la apatita, el mecanismo
utilizado para obtener el P por parte de los hongos es la secrecion de acido
oxalico (Wallander 2000), logrando absorber hasta un 23 % del total de P
adicionado (Wallander et al. 2005). A pesar de que los HEM obtienen P de
diversas fuentes, existen especies que no pueden degradar fosfato de aluminio,

inositol hexafosfato (Cumming 1993) o fitato (Colpaert et al. 1997).

Las micorrizas mas jovenes tienen una mejor habilidad para la toma de P,
debido a que cuentan con sistemas de alta y baja afinidad para su absorcién
(Cairney y Alexander 1992). La velocidad de la toma de P ha sido calculada en 25
ug de P/ dia, a razén de 3.2 x 1072 mol de P / m de raiz x s (Jones et al. 1991) y
1.8211.7 x 10" mol P / cm? x s (Finlay y Read 1986). En cuanto a la cantidad de
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P absorbido en valores porcentuales se ha estimado que el micelio del hongo
puede tomar hasta un 76 % de P (Brandes et al. 1998) y puede duplicar la
cantidad absorbida de este elemento por la raiz en comparacién a la no

micorrizada (Chuyong et al. 2000).

El transporte de fésforo via el micelio extraradicular se ha pensado que se
logra mediante un sistema de vacuolas tubulares méviles, las cuales llevan en su
interior el P en forma polifosfato (Marschner y Dell 1994, Ashford et al. 1994,
Bucking y Heyser 2000, Ashford y Allaway 2002) y de ortofosfato (Martins et al.
1999). El transporte de P es gobernado por la baja disponibilidad de carbono

fotoasimilado (Blicking y Heyser 2003).

Cuando el P se encuentra en el micelio intraradical en forma de polifosfato,
la transferencia se lleva a cabo en la interfase conformada entre la célula del
hospedero y el micelio intraradical y esta transferencia parece que esta
gobernada por la concentracion de polifosfato en el citoplasma del hongo y no por
la concentracion del mismo en la solucién del suelo (Blcking y Heyser 2000). La
proporcion de foésforo transferido incrementa en la primera fase del desarrollo de
la simbiosis y disminuye conforme se va estableciendo la misma (Jones et al.
1991). Otro factor involucrado en la transferencia de P es la especie de hongo,
teniendo un mayor aporte del mismo cuando se inocula Pisolithus tinctorius en
comparacion con Cenococcum geophilum (Rousseau et al. 1994) o con
Thelephora terrestris (Dixon y Hiolhiol 1992). La fuente de P, la disponibilidad de
fotoasimilados y la disponibilidad de P en la solucion del suelo también son
factores que intervienen en la transferencia de P al hospedero (Colpaert et al.
1999, Pérez-Moreno y Read 2000, Blicking y Heyser 2003).

2.6.- Metabolismo de carbono
La transferencia de carbono fotoasimilado del hospedero al hongo
ectomicorrizico se lleva a cabo tan pronto como se da inicio a la colonizacion.
Dentro de los 6 primeros dias, cuando el manto y la red de Hartig estan bien
desarrollados, aparecen grandes cantidades de glicogen en las células de ambas

estructuras y una reduccion significativa de almidon en las células del hospedero
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(Jordy et al. 1998). Considerando que este almidén sea aportado al simbionte en
forma de hexosas, preferentemente glucosa (Chen y Hampp 1993), el
catabolismo de estos polisacaridos dentro del hongo es importante para la
generacion de energia (Ceccaroli et al. 1999). La forma en que la hifa
intraradicular toma los monosacaridos (glucosa) es a través de transportadores
(Nehls et al. 2000, Wright et al. 2000, Nehls et al. 2001, Grunze et al. 2004) los
cuales actuan a muy bajas concentraciones de monosacaridos. La disponibilidad
de estos monosacaridos en el apoplasto de interaccion entre los simbiontes esta
regulada por la presencia de invertasa en la raiz micorrizada (Salzer y Hager

1993, Wright et al. 2000) que controla la cantidad de glucosa.

Los fotoasimilados obtenidos por los HEM se destinan para la produccion
de aminoacidos, polioles de cadena corta (Martin et al. 1998) y mas
especificamente la glucosa obtenida se destina para la produccién de trealosa
(Wisser et al. 2000), mientras que la fructuosa es la base para la produccion de
manitol (Smith y Read 1997). Las enzimas involucradas en la catalisis de la
trealosa son la trealosa acida y la neutra, siendo sintetizada la primera de ellas en
el manto hifal y no en la red de Hartig (Wisser et al. 2000). Los productos
sintetizados por el hongo a partir de la fuente organica varian en relacién a
diversos factores. En algunas especies se ha encontrado un aumento de arabitol
con un decremento de la temperatura, mientras que con otras especies se ha
detectado un incremento en la sintesis de manitol y trealosa (Tibbett et al. 2002).
Con respecto al estrés hidrico se ha encontrado un aumento de arabitol y manitol

en el caso de Lactarius subdulcis (Shi et al. 2002).

3. El género Alnus.
Clasificacion del género Alnus
Division: Angiospermas
Clase: Dicotileddneas
Orden: Fagales
Familia: Betulacea
Géneros de la familia: Betulaceae

Alnus
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Betula
Carpinus

Corylus

El género Alnus agrupa 25 especies y algunas de estas contienen varias
subespecies. La mayoria de dichas especies son arboles y arbustos caducifolios
de hojas alternas, dentadas, con flores unisexuales; las masculinas en amentos
cilindricos colgantes; las femeninas en racimos terminales con numerosas
escamas lefiosas y sus frutos en forma de nucula. Las especies de aile que se
pueden encontrar en México son Alnus acuminata, A. jorullensis y A. firmifolia.
Las especies que integran este género son consideradas de rapido crecimiento y
cuentan con la habilidad de fijar nitrégeno atmosférico mediante la asociacion con
bacterias del género Frankia y han sido encontrados hongos tanto endo como

ectomicorrizicos en sus raices.

Alnus glutinosa es originario de Europa, Asia y noroeste de Africa. Crece
en suelos no compactados, fértiles, muy humedos y se caracteriza por ser
especie pionera en sitios degradados. Presenta glandulas resinosas en sus
ramillas y se utiliza en la fabricacién de muebles y como combustible. La corteza
es muy astringente y de élla pueden obtenerse taninos para curtir pieles, asi como
propiedades medicinales en el tratamiento de quemaduras y reumatismo. En
Europa crece rapido en suelos con pH acido (Lowry et al., 1962) mientras que en
suelos alcalinos o neutros, su crecimiento se ve reducido; ademas destaca el
hecho que fija una gran cantidad de nitrégeno atmosférico. Una diferencia
importante de esta especie de aile es la gran cantidad de nitrégeno foliar que
logra retener en sus hojas poco antes de que éstas caigan (Coéte et al., 1989),
aportando cerca de 101 kg/ha/afio de nitrégeno al suelo a través del hojarasca.

Alnus acuminata se puede localizar desde México hasta Bolivia y en las
montafias de los Andes en Sudamérica. Las zonas de distribucion se localizan a
altitudes de los 600 a 3000 m.s.n.m. en los estados de del centro y noreste de
México. En el municipio de Morelia se le puede encontrar en los bosques de pino,
cohabitando con especies de madrofio y fresno. Esta especie de aile se desarrolla

en suelos profundos a semiprofundos con pH de 4 a 6; en las laderas de
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montafas muy inclinadas y secas; en suelos bien drenados y humedos; en las
riveras de los rios y en sitios con media o plena luz. Esta especie de aile es
importante en etapas de sucesion temprana en los bosques de pino, encino y
bosque mesdfilo de montana. La madera de esta especie se utiliza para la
elaboracion de artesanias por su baja densidad, para la produccién de mangos
para herramienta, para la produccion de pulpa para papel y muebles en general,
mientras que la corteza puede ser una fuente importante de taninos. Como todas
las especies de este género es importante en la incorporaciéon de nitrégeno al
suelo a través de la hojarasca (50 kg/ha/afo). En la rama medicinal se han
encontrado sustancias antifungicas y antibacteriales en su corteza, sustancias
para el tratamiento de padecimientos en la piel, en enfermedades venéreas, en

heridas de la piel y para la inflamacion de la garganta.

Alnus jorullensis (aile mexicano) se puede encontrar en la zona centro-sur
de México y Guatemala. Las zonas en que habita son generalmente en las
montafas a una altitud elevada. En el municipio de Morelia, Michoacan, México,
se le ha encontrado formando parte del bosque de encino y cohabitando en este
mismo bosque con fresno. La planta de aile se desarrolla sobre suelos arcillosos,
poco fértiles, suelos de origen volcanico, suelos con capas arenosas y cenizas
volcanicas y con pH desde acido, neutro y alcalino. Cuenta con la caracteristica
de que tolera suelos mas secos que otros miembros de este género. Los usos
mas importantes de la madera de este aile, son la fabricacion de muebles en
general por la buena trabajabilidad y acabado de su madera, ademas
tradicionalmente ha sido empleada como lefia, en la producciéon de carbono
vegetal y en la industria del tablero contrachapado. Otro uso potencial del aile
mexicano es en la producciéon de tintes de las hojas y de su corteza, teniendo la

corteza porcentajes importantes de taninos empleados en la curtiduria.

4.- El género Fraxinus
Division: Magnoliophyta
Clase: Magnoliopsida

Orden: Lamiales
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Familia: Oleaceae

Géneros de la familia: Oleaceae

Familia Oleaceae constituida por arboles y arbustos caducifolios o
perennifolios, comprende alrededor de 29 géneros y cerca de 600 especies en
regiones templadas o tropicales. El género Fraxinus es importante por su madera
y por su valor ornamental. Este género abarca arboles caducifolios con hojas
opuestas, pinnadas, rara vez unifoliadas y fruto en samara. Comprende unas 65
especies nativas de zonas templadas de Europa, Asia y Norteamérica. En el norte
de Meéxico, se pueden encontrar las especies de Fraxinus americana, F.
berlandieriana, F. cuspidata, F. greggii y F. velutina, mientras que en el centro y

sur se localiza F. uhdei.

Fraxinus americana (Fresno blanco) es uno de los arboles mas grandes y
mas frondosos pertenecientes al género Fraxinus en el norte de América. Se
caracteriza por ser un arbol pionero de sitios abandonados pero con una gran
fertilidad. La corteza de este arbol cuando maduro es café oscuro y presenta
fisuras profundas, siendo un patron caracteristico de esta especie dichas fisuras,
asi como el color blanquecino bajo las hojas. El sistema radicular de este fresno
crece generalmente en forma de raiz principal con pocas raices laterales
creciendo en forma descendente. Las condiciones donde se desarrolla este arbol
son en suelos bien drenados, fértiles, humedos (a lo largo de los rios), con pH
neutro y alcalino, en pendientes no tan pronunciadas, ricos en nitrégeno y en

moderado a alto contenido de calcio.

La forma en que se desarrolla el fresno normalmente es en bosques mixtos
y nunca ocurre en forma simple, sino mas bien en pequefios rodales o por
individual junto a otras especies como Pinus strobus y Quercus rubra. A diferencia
de la mayoria de los fresnos, esta especie tiene un crecimiento lento y no tolera
las condiciones de baja disponibilidad de agua. La madera del fresno blanco es de
ligera a dura y esta caracteristica la hace valuable en la fabricacién de articulos
deportivos por su resistencia a la compresion. El jugo de las hojas del fresno

blanco se puede emplear contra los piquetes de mosquito, reduciendo la
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inflamacion y el ardor. La corteza es astringente y amarga, usada en infusién para
promover la menstruacion, problemas de la piel, comezon y organismos en el
cuero cabelludo. La corteza interna se utiliza como diurética, laxante, vomitiva, en
te para remover la bilis del intestino, como ténico después de dar a luz, para
reducir la fiebre y los calambres estomacales. ElI conocimiento de las
asociaciones simbioticas con esta especie es limitado, pero se sabe que hongos

micorrizicos arbusculares han logrado colonizar sus raices.

Fraxinus uhdei (Wenzig) Lingelsh es una especie nativa de México, faciimente
adaptable, de rapido y vigoroso crecimiento y vive de 80 a 100 afios. La altura de
este arbol mide entre 15 a 20 m pero puede llegar hasta los 25 m. Cuenta con una
corteza rugosa y estriada; sus hojas estan formadas de 5 a 9 foliolos y crece
generalmente en climas templados. También se ha encontrado a este arbol a
altitudes entre los 2,250 a 2,800 m.s.n.m., siendo la unica especie del género que
se puede encontrar de forma natural en bosque de galeria, bosque mixto de pino
encino y bosque mesdfilo de montafa. Las raices en esta especie son profundas
por su distribucidn sobre suelos profundos, fértiles, frescos y hiumedos. La zona
de distribucion abarca desde el area central occidental de México hasta
Guatemala. En el caso de México se puede encontrar en los estados de Sinaloa y
Durango hasta Veracruz y Chiapas, creciendo esporadicamente a orillas de
corrientes de agua. El tipo de suelo en donde se desarrolla el fresno es arcilloso,
arenoso, lava basdltica, acido o alcalino, con la uUnica condicién de que sean

profundos, fértiles, frescos y humedos.

El fresno se ha recomendado para la restauracion de sitios degradados,
preferentemente donde se realizé una explotacion minera. Un aspecto que no se
tenia contemplado es la aportacion de nitrogeno al suelo por parte de esta
especie de fresno. En este sentido se observd que en un bosque dominado por
fresno aportdé una mayor cantidad de nitrégeno al suelo mediante la produccién de
hojarasca y este suministro condujo al incremento en la actividad enzimatica
(Rothstein y Vitousek 2001). Este mayor aporte de nutrimentos se debe al
incremento en el contenido de nitrégeno y fésforo en las hojas de fresno, aunque

esta situacién inmoviliza grandemente estos nutrimentos, lo cual rompe el proceso
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de recirculacion (Rothstein et al. 2004). Por ultimo se tiene conocimiento de que
esta especie forma asociaciones simbidticas con hongos micorrizicos

arbusculares (Stabler et al. 2001).

5.- La agregacion del suelo
5.1.- Formacion de los agregados del suelo

Los agregados del suelo son particulas minerales unidas con material
organico, formando asi estructuras de diferentes tamanos. Las etapas de
formacion inician cuando una cierta cantidad de material organico forma una
especie de recubrimiento en la superficie mineral, iniciandose posteriormente con
éste material de exceso, la union entre particulas (Tarchitzky et al. 2000). La
clasificacion de los agregados se logra con base en el diametro de cada particula,
pero el tamafo considerado para ser evaluado varia ampliamente en relacion a
cada autor. Algunas clasificaciones mas generales consisten en agruparlos en
macro y microagregados, siendo para el primer caso considerados los agregados
entre 0.25 y 2 mm de diametro y para el segundo caso se agrupan los agregados
con diametros de 0.053 y 0.25 mm (Tisdall 1994, Six et al. 2000). El tiempo de
permanencia de los agregados varia en relacién a su tamafio, teniendo que los
macroagregados solo se mantienen por periodos de tiempo que no exceden el
afno, mientras que los microagregados pueden permanecer por varios afios (Puget
et al. 2000). La reducida permanencia de los macroagregados es por la gran
cantidad de fuentes de carbono altamente degradable, generalmente compuestos
ricos en nitrogeno (Gregorich et al. 2003) que son la principal fuente de energia

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

En los macroagregados la materia organica transformada se va integrando
en pequenos microagregados (Denef et al. 2001), que se forman dentro de los
mismos (Gale et al. 2000). La baja transformacion de la materia organica en los
macroagregados se pudo constatar en suelo forestal en donde los agregados
estables carecieron de carbono marcado introducido poco antes de la evaluacion
(Rodionov et al. 2000). Ademas la naturaleza del material organico en relacion al
tamafo de los agregados cambia. En este sentido, se ha observado que los

agregados mas pequefos contienen un mayor contenido de carbohidratos
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(Spaccini et al. 2002), mientras que los macroagregados contienen materia
organica en sus etapas iniciales de humificacion (Denef et al. 2001), lo cual
provoca la presencia de sustancias hidrofébicas que le dan la estabilidad a estos

macroagregados (Shein y Milanovskii 2003, Mataix-Solera y Doerr 2004).

La proteccion de la materia organica por parte de los agregados del suelo
se ha propuesto en tres diferentes formas. La primera de ellas es la proteccion
fisica que corresponde a incluir carbono organico en los agregados mas
pequefos o microagregados. La segunda consiste en integrar la materia organica
en las particulas minerales del suelo como limos y arcillas, mientras que la tercera
forma consiste en incorporar compuestos recalcitrantes en los agregados, aunque
es importante considerar que cada suelo cuenta con caracteristicas que definen la
capacidad de incrementar o disminuir la entrada de residuos organicos (Six et al.
2002). A parte de los anteriores mecanismos de proteccidon de la materia
organica, se tiene referencia que la velocidad de desintegracion de los agregados
grandes, también participa en dicha proteccion. La velocidad medai de
transformacion se ha visto como la mas satisfactoria (Plante y McGill 2002),
considerando que una velocidad media de rompimiento de los macroagregados
permite integrar materia organica para su proteccion (Six et al. 2004), aunque con
ello se pierda una porcion de la ya existente (Plante y McGil 2002). El carbono
mas persistente en el suelo y por tanto, el que se conserva mas dada su
proteccion, es el situado dentro de los microagregados (Six et al. 2004, Shrestha

et al. 2004) en forma de polisacaridos (Carter et al. 2002).

Las ventajas de tener un suelo con mejor estructura (entendiéndose como
mejor la presencia de macroagregados) son variadas. En primer lugar se cuenta
con una mayor disponibilidad de nutrimentos (Wright y Hons 2005). En este
sentido se pudo observar que el tamafio de los agregados tiene gran influencia
sobre la toma de fosforo. Wang y colaboradores (2001) encontraron un mayor
contenido de fosforo foliar en plantas crecidas en suelos con agregados con
diametro de 4 a 6 mm en comparacién con de las plantas crecidas en los suelos
con agregados menores a 0.5 mm. Lo anterior hace suponer que en los pequenos

agregados se da una mayor fijacion de fosforo.
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5.2.- Factores que promueven la formacién de los agregados del

suelo.

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

agentes inorganicos y las variables medioambientales.

5.2.1.- Raices de las plantas

El efecto de las raices sobre la formacién y estabilidad de agregados de
suelo se puede dar en dos sentidos, a través de un efecto fisico por el crecimiento
de la raiz y mediante la secrecion de sustancias que podrian funcionar como
agentes cementantes. Dentro de las sustancias encargadas de formar agregados
resistentes estan los de naturaleza fendlica (Martens 2002). La adicion de
sustancias secretadas por la raiz incrementan la estabilidad de agregados
después de 30 dias de incubaciéon en alrededor de 3.8 veces en relacion al
tratamiento sin la adicion mucigel (Traore et al. 2000). El acido poligaracturénico
es un exudado de raiz que incrementa la estabilidad de agregados al incrementar
la resistencia de la unién entre particulas y al disminucion de los ciclos de
humedecimiento y secado (Czarnes et al. 2000). Las sustancias secretadas por la
raiz son importantes en la formacién de agregados de suelo, sin embargo, todo
indica que su importancia en este proceso es mayor en la formacion de

agregados entre 0.25 y 2 mm (Gale et al. 2000).

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

5.2.2.- La materia orgénica
Existe una gran cantidad de materiales organicos que han sido utilizados

para incrementar la estabilidad de agregados del suelo, encontrando que los
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productos de origen organico como carbohidratos y la misma materia organica de
los diferentes materiales, son los parametros mas relacionados con la estabilidad
(Albiach et al. 2001, Pagliai et al. 2004). El posible mecanismo implicado en la
estabilidad podria ser por la disminucion en el humedecimiento e incrementando
la fuerza en la adhesion entre las particulas por el aumento en el contenido de
carbono organico (Chenu et al. 2000), lo cual hace suponer que el factor clave en
la estabilidad es la materia organica (Cerda 2000). Ademas, se ha logrado
observar una lamina de compuestos repelentes al agua cubriendo los agregados,
lo que provoca una mayor estabilidad (Shepherd et al. 2001, Ellies et al. 2005).
Este recubrimiento derivado de la materia organica afectaria directamente la
proporcion de carbono organico del suelo, lo cual ha sido observado mediante la
relacion directa entre el contenido de carbono y la estabilidad (Mrabet et al. 2001,
Goulet et al. 2004), siendo dinamica esta relacién a través del uso de suelo
(Molina et al. 2001). La adicion de sustancias humicas, que es uno de los
productos de la desintegracién materia organica, participa en la agregacion de

manera eficaz (Yamaguchi et al. 2004).

Dentro de los materiales organicos que han mostrado una contribucion
positiva en la formacion y estabilidad de agregados del suelo esta la composta
(Bresson et al. 2001, Caravaca et al. 2003, Whalen et al. 2003, Yuksel et al.
2004), teniendo variacion después de 3 meses en los agregados entre 2 y 4 mm,
mientras que en los de 0.2 a 2 mm el efecto puede no ser tan marcado (Guerrero
et al. 2000). Aunque la adicion de este material puede en ocasiones contribuir en
la formacion de agregados pero no asi, en su estabilidad (de Ledn-Gonzalez et al.
2000).

El tipo de materia organica que ha sido empleada para mejorar la
estructura del suelo es diversa. Los residuos de cultivos y otras plantas como el
pasto son de interés en este sentido. En el caso de este ultimo material se ha
observado un incremento en la estabilidad (Watts et al. 2001). Por lo que respecta
a los residuos de cultivos, éstos han sido empleados como material organico para

el aumento de algunos parametros fisicos del suelo como la estabilidad de los
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agregados (Graham et al. 2002, Dorado et al. 2003). Entre otros materiales que
han sido considerados como residuos se encuentra la fibra o también denominada
pulpa, la cual incrementa la materia organica y por ende los macroagregados se
ven incrementados (Gagnon et al. 2001). Los subproductos generados en la
industria del azicar como la melasa, pueden ser de utilidad para aumentar la
calidad del suelo a través de una mayor formacién y estabilidad de agregados, lo

cual pudo observarse en suelos con alto contenido de sodio (Suriadi et al. 2002).

El estiércol de ganado es otro material organico que ha sido ampliamente
aplicado bajo diferentes condiciones con la finalidad de determinar su efecto en
las propiedades fisicas del suelo. La adicion del estiércol incrementa el contenido
de materia organica y éste parametro en su mayoria esta directamente
relacionado con la estabilidad de agregados (Spaccini et al. 2002, Villar et al.
2004, Tripathy y Singh 2004, Mikha y Rice 2004). Por ultimo cabe hacer mencién
que posiblemente la Unica via de estabilizar carbono organico derivado de materia
organica y de otras fuentes en el suelo es la agregacién (Lehmann et al. 2001),
aunqgue no siempre con el aumento en el contenido de carbono organico se tiene

un aumento en la estabilidad (Cruz et al. 2003, Spaccini et al. 2004).

5.2.3.- Microorganismos del suelo

El efecto de los hongos micorrizicos en la estabilidad de agregados del
suelo ha sido abordado preferentemente en sistemas agricolas y de manera mas
reducida en sistemas forestales. Existen muchos trabajos donde se ha encontrado
una relacién directa entre la estabilidad de agregados del suelo y el contenido de
una sustancia excretada por el micelio de hongos micorrizicos arbusculares
llamada glomalina y del mismo modo, se da esta relacién con la densidad de
hifas de los mismos organismos (Nobrega et al. 2001, Augé et al. 2001, Rillig et
al. 2002), observando que la resistencia al rompimiento por parte de los
agregados a través de los poros pequefios se debe a la presencia de hifas de
hongos micorrizicos (Bearden 2001). Sin embargo, otros autores no han
encontrado esta influencia, proponiendo que otros son los factores principales
(Borie et al. 2000, Piotrowski et al. 2004, Feeney et al. 2004). Esta disparidad de

resultados podria no ser una consecuencia directa de los hongos, sino mas bien
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de las diferentes caracteristicas espacio-temporales al momento de la evaluacién.
Lo anterior con base a que se ha encontrado un efecto de los hongos micorrizicos
en la estabilidad de agregados del suelo pero solo en la etapa posterior a la del

crecimiento vegetativo de la planta (Bearden y Petersen 2000).

Otros microorganismos del suelo en los que se ha encontrado que tienen
una influencia en la estabilidad de agregados son las bacterias. La actividad de
estos organismos podria ser el motor que dispare la promocion del incremento en
la estabilidad de agregados del suelo (Eviner y Chapin 2002). En forma mas
especifica, las bacterias del género Rhizobium, al igual que otros organismos del
suelo, secretan sustancias que pueden participar en la adhesién entre particulas
tal como se observo por la presencia de un polisacarido encontrado cerca de la

raiz de girasol inoculado con Rhizobium (Alami et al. 2000).

5.2.4.- Los agentes inorganicos

La estabilizacion de los agregados también puede llevarse a acabo
mediante la unién de las particulas de arcilla por medio de uniones con metales
polivalentes cuando la proporcion de materia organica es baja (Denef et al. 2002),
aunque solo se haya descrito su influencia a nivel de microagregados (Igwe y
Stahr 2004). Dentro de los metales que podrian participar en la agregacion se
encuentran los oxidos de calcio, aluminio y hierro. En el caso del calcio, no se ha
observado un efecto en la estabilidad de agregados en un suelo pobremente
estructurado a razén de 6.5 Mg de Ca/ha (Stenberg et al. 2000). Por otra parte los
oxidos de hierro y aluminio parecen participar activamente en la agregacién en
suelos con diferente minerologia (Six et al. 2000) y bajo la influencia del contenido
de materia organica (Duiker et al. 2003). La aplicacion de fertilizante provoco una
disminucion de la estabilidad de agregados de suelo por el hecho de incrementar

la concentraciéon de cationes monovalentes (Graham et al. 2002).

5.2.5.- Variables ambientales
La temperatura es un factor que ha sido poco estudiado en relacién
a su posible efecto en la estabilidad de agregados del suelo. Si bien puede ser un

factor que no esta estrechamente relacionado con esta propiedad del suelo, la

37



temperatura determina algunas circunstancias indirectas como la actividad
microbiana que pueden ser claves en la estabilidad de agregados. Los
carbohidratos son sustancias importantes para la estabilidad porque se unen a las
particulas de arcilla, funcionando como agentes cementantes y dando lugar a
nuevos agregados. El tiempo de permanencia de estas sustancias en la matriz del
suelo favorece la agregacion, por lo que en sitios con bajas temperaturas los
carbohidratos estdan menos expuestos a la degradacion microbiana (Spaccini et al.
2000).

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

de formacioén y estabilidad de agregados (Taboada et al. 2004).
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HIPOTESIS
Las interacciones Alnus-Pisolithus tinctorius-Glomus intraradices vy
Fraxinus-P. tinctorius-G. intraradices influyen en el crecimiento de planta y la

formacion y estabilidad de los agregados del suelo.

OBJETIVO GENERAL
Estudiar el efecto de la interaccion Alnus-Pisolithus tinctorius-Glomus
intraradices y Fraxinus-P. tinctorius-G. intraradices sobre el crecimiento de planta

y la formacion y estabilidad de los agregados del suelo.

OBJETIVOS ESPECIFICOS
Determinar la contribucion de Pisolithus tinctorius y Glomus intraradices en
asociaciéon con Alnus sp. de forma individual y en interacciéon en el area foliar,

peso fresco y seco de la raiz y de la parte aérea.

Determinar la contribucién de P. tinctorius y G. intraradices en asociacion
con Alnus sp. en la formacion y estabilidad de agregados del suelo de forma

individual y en interaccion.

Determinar la contribucién de P. tinctorius y G. intraradices en asociacion
con Alnus sp. en el contenido de carbono del suelo de forma individual y en

interaccion.

Determinar la contribucién de P. tinctorius y G. intraradices en asociacion
con Fraxinus sp. de forma individual y en interaccién en el area foliar, peso fresco

y seco de la raiz y de la parte aérea.

Determinar la contribucién de P. tinctorius y G. intraradices en asociacion
con Fraxinus sp. sobre la formacion y estabilidad de agregados del suelo de forma

individual y en interaccion.

Determinar la contribucién de P. tinctorius y G. intraradices en asociacion

con Fraxinus sp. en el carbono del suelo de forma individual y en interaccion.
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RESULTADOS

CAPITULO |

LA SIMBIOSIS Fraxinus-Glomus-Pisolothus. EFECTO EN EL CRECIMIENTO
DE LA PLANTA Y FORMACION DE AGREGADOS DEL SUELO.

RESUMEN
Existen estudios que muestran que los hongos endo y ectomicorrizicos influyen
en el crecimiento de su planta hospedera, pero poco se conoce sobre el efecto de
estos hongos aplicados de forma individual y en interacciéon dual en plantas de
fresno (Fraxinus sp.). En el presente ensayo se establecié un experimento en
camara de crecimiento con la finalidad de observar el efecto de Glomus
intraradices y Pisolithus tinctorius, inoculados de manera individual y en
coinoculacioén, en el crecimiento de la planta y formacion de agregados del suelo.
P. tinctorius inoculado de forma individual incremento las variables de crecimiento,
pero soélo fue significativo el incremento en el peso fresco y seco de la raiz en
comparacion al tratamiento no inoculado, mientras que el tratamiento donde se
inoculé G. intraradices se observaron incrementos significativos en comparacion
al tratamiento no inoculado en el area foliar, peso fresco y seco de la parte aérea,
peso fresco y seco de la raiz y en la formacion de microagregados de suelo. Por
otra parte la interaccion dual presentd un efecto significativo en las variables de
crecimiento y en el carbono total de suelo en comparacion al tratamiento no
inoculado. Estos resultados sugieren que la especie de Fraxinus puede
establecer una simbiosis con hongos ectomicorrizicos y endomicorrizicos y que la
interaccion dual favorece en mayor medida la distribucién de carbono asimilado
hacia la planta y en menor medida al suelo. Ademas, con este estudio se puede
observar que el incremento en el carbono del suelo no favorece a corto plazo la

formacion de macroagregados.
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ABSTRACT
Whether studies show that endomycorrhizal and ectomycorrhizal fungi may
influence of plant growth, little is known about their effect when applied individually
and in dual interaction on ash trees (Fraxinus sp.). In this study, the experimental
units were established in growth chamber to observe the effect of Glomus
intraradices and Pisolithus tinctorius, inoculated individually or in interaction, on
the plant growth, water stable soil aggregates formation, and soil total carbon. P.
tinctorius individually inoculated increased significant on roots fresh and dry
weight, as compared with the non inoculated treatment while for the G.
intraradices inoculated treatment, significant increases were observed on all
growing variables evaluated and in the water stable microaggregates, as
compared with the non inoculated treatment. On the other side, the dual
interaction Glomus intraradices-Pisolothus tinctorius showed significant effect on
plant growing variables as well as on the soil total carbon, as compared with the

non-inoculated treatment.

These results suggest that the Fraxinus species can establish symbiosis with
ectomycorrhizal and endomycorrhizal fungi and that the dual interaction
contributes to increase plant biomass as well as in a minor way to assimilated

carbon to the soil.
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INTRODUCCION

Los hongos tanto endo (HMA) como ectomicorrizicos (HEM) suelen
presentarse en la mayoria de los ecosistemas naturales (Smith y Read 1997) y
establecen un beneficio mutuo con las plantas denominada micorriza (Kendrick
1985). Existen muchos trabajos sobre HMA y HEM que muestran sus efectos
hacia el hospedero de forma individual, pero muy pocos abordan las interacciones
simbidticas con distintos enddfitos en un mismo huésped. En este ultimo caso se
ha observado que la presencia de HMA y HEM colonizando una misma planta
presentan tanto efectos sinérgicos (Chen et al. 2000, Founoune et al. 2002, Tian
et al. 2003, Ramanankierana et al. 2007) como efectos negativos (Egerton-
Warburton y Allen 2001, Duponnois et al. 2003) y en otros casos solo se ha
observado la presencia de estructuras de ambos enddfitos (Allen et al. 1999,
Frioni et al. 1999). En estos trabajos se observa que una adecuada interaccién
favorece el establecimiento de la planta huésped bajo condiciones adversas, sin
embargo, actualmente no existe hasta donde sabemos, estudios que documenten
el efecto de la doble inoculacion de hongos ecto y endomicorrizicos en el aporte

de carbono en el suelo, asi como en la agregacion y conservacion de suelo.

La degradacion del suelo es un grave problema a nivel global y cada dia se
va intensificando a medida que incrementa el aclareo de los bosques y selvas
(Sivakumar 2007), trayendo como consecuencia la improductividad del suelo por
la pérdida de los agregados (Six et al. 2000, Simard et al. 2003). Desde hace mas
de dos décadas la UNCED (United Nations Conference on Einvironment and
Develop) ha senalado las consecuencias de la degradacion del suelo en la
poblacién mundial, por lo que en la actualidad se vuelve impostergable desarrollar
estrategias de revegetalizacion que permitan solucionar este problema. Fraxinus
es un género perteneciente a la familia Oleaceae con una amplia distribucion a
través de todo el territorio mexicano, es una planta de rapido crecimiento, crece
en suelos pobres y contribuye a disminuir los efectos de la erosion, por lo que
este género puede ser susceptible de ser usado en programas de restauracion
de suelo. Existen trabjos que manifiestan que las especies del género Fraxinus
son esencialmente plantas endomicorrizicas y que la asociacién de fresno con

HMA puede incrementar la acumulacion de materia seca y el contenido de fosforo
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foliar de esta planta (Douds y Chaney 1986, Lamar y Davey 1988). Sin embargo,

se desconoce el efecto de esta planta en la dinamica de agregacion de suelos.

El proceso de agregacion de suelo ha sido ampliamente documentado y se
han detectado varios eventos relacionados a este proceso. Una parte importante
de estos eventos se puede explicar por la teoria jerarquica (Tisdall y Oades 1982).
Este modelo funciona principalmente en suelos donde la materia organica dirige la
formacion y estabilizacion de agregados (Oades y Waters 1991). Tomando la
teoria jerarquica como modelo, se ha logrado identificar que la presencia de
macroagregados incrementa el aporte de carbono en el suelo y que el carbono
recientemente adicionado al suelo se incorpora en mayor medida en

macroagregados en comparacion a los microagregados (Elliott 1986).

La contribucién de los hongos y bacterias del suelo en la formacion de
agregados ha sido estudiada desde hace mas de 50 afios (Thornton et al. 1956).
Entre los microorganismos del suelo involucrados en los procesos de agregacion
se encuentran los HMA. La contribucién de estos hongos ha sido ampliamente
estudiada, debido principalmente a la produccion de micelio externo (Jastrow et
al. 1998) y a la capacidad de éste de juntar las particulas organicas e inorganicas
de suelo, formando macroagregados (Tisdall y Oades 1982). En fechas recientes
se ha podido determinar que ademas del efecto del micelio en la agregacion, se
tiene otro mecanismo. La produccion de una sustancia llamada glomalina por
parte del micelio, la cual tiene una relacion muy estrecha en el proceso de
agregacion en campo de particulas del suelo (Wright y Upadhyahya 1996, Wright
y Upadhyahya 1998). Sin embargo, en la actualidad aun no se tienen datos claros
sobre la participacion de los hongos ectomicorrizicos en la agregacion ya sea
solos o0 en interaccidn con hongos micorrizicos arbusculares, debido a que la
mayoria de los trabajos en este campo han incluido exclusivamente la micorriza

arbuscular.

La presencia de carbono en suelos ha mostrado tener diversos origenes.
Una de las diferentes formas de este carbono es el derivado de los

microorganismos, especialmente los HM. En el caso de los HMA, la cantidad de
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carbono via fotosintesis destinada para el simbionte puede variar grandemente,
observandose en el caso de hongos micorrizicos arbusculares que se destina
alrededor de un 20 % (Peng et al. 1993). Por lo que respecta a los hongos
ectomicorrizicos, el micelio externo de éstos hongos puede llegar a representar
entre 125 a 200 kg micelio/ha (Wallander et al. 2001). Mientras que la cantidad de
carbono fotoasimilado al micelio externo varia del 20 al 29 % (Ek 1997), 24 % (Wu
et al. 2002) y hasta un 62 % (Godbold et al. 2006). EIl carbono llega al suelo via
los hongos a través del micelio vivo y una vez que este micelio muere, algunos de
sus componentes pueden quedar dentro de los macro y microagregados del suelo
(Treseder y Allen 2000, Zhu y Miller 2003).

En atencién a la cada vez mas creciente demanda de frenar los efectos de
la degradacién del suelo por las actividades antropogénicas y debido al
conocimiento aun no claro sobre la interaccidén planta-hongo sobre factores claves
en la disminucion del deterioro del suelo y posterior rehabilitacién, en el presente
trabajo se pretende evaluar en camara de crecimiento el efecto sinergistico de la
interaccion Fraxinus-P. tinctorius-G. intraradices sobre el crecimiento de la planta,

la estabilidad de agregados del suelo y el contenido de carbono total en el suelo.

MATERIALES Y METODOS
Para la produccién de plantulas de Fraxinus sp. se utilizé semilla
recolectada en el municipio de Morelia en el mes de octubre de 2005,
sometiéndolas a un proceso de esterilizacidon superficial con peroxido de
hidrégeno al 10 % (v:v) en agitaciéon constante durante 30 min. Las semillas se
pusieron a germinar en charolas conteniendo como sustrato vermiculita
pasteurizada y después de 15 dias se alcanzdé la totalidad de semillas

germinadas.

Las plantulas de las charolas de germinacién se pasaron a bolsas de
plastico, las cuales fueron llenadas con 450 g de suelo mineral procedente de la
microcuenca de la Joya dentro del municipio de Morelia, Michoacan. El suelo se

tamizo en el sitio de colecta con una malla de 5 mm de abertura y posteriormente
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se sometié a un proceso de pasteurizacion bajo las siguientes condiciones: 121
°C, 1.05 kg/cm? de presién, por un periodo de 15 minutos durante 3 dias
consecutivos. Las pllantas fueron colocadas en camara de crecimiento bajo

condiciones de 25 °C, 75 % de humedad relativa y 14 horas de foto-periodo.

La inoculacion de las plantulas se llevo a cabo al momento del transplante.
El hongo endomicorrizico Glomus intraradices fue aplicado en una suspensién de
fitagel al 0.2 %, recibiendo cada plantula un promedio de 80 propagulos, mientras
que para el hongo ectotroéfico Pisolithus tinctorius, las esporas fueron aplicadas en
una soluciéon de agua destilada estéril, recibiendo en promedio 1 x 108 esporas
por planta. El experimento contd con 4 tratamientos los cuales fueron Fraxinus sp.
como control, Fraxinus sp.-P. tinctorius, Fraxinus sp.-G. intraradices y Fraxinus
sp.-G. intraradices-P. tinctorius. Después de 12 semanas de que las plantulas de
fresno se colocaron en macetas bajo las condiciones antes mencionadas, se
procedié a evaluar los tratamientos, tomando 5 plantulas por tratamiento. Las
variables que se consideraron para su evaluacion fueron el peso seco de la parte
aérea (PSPA), peso fresco de la parte aérea (PFPA), peso fresco de la raiz
(PFR), peso seco de la raiz (PSR), area foliar (AF), estabilidad de agregados del

suelo y carbono total de suelo.

El area foliar (AF) se determiné mediante las fotos tomadas de cada planta
con una camara digital FinePhix de 3.2 mega pixeles, con el uso de un software
(Image J version 4.1). La estabilidad de agregados se realiz6 bajo la técnica de
Kemper y Rosenau (1986), determinandose la fraccion de macroagregados
(mayor a 1 mm) y microagregados (menor a 1 mm y mayor a 0.125 mm). Para el
porcentaje de carbono total de suelo se tomé una muestra de cada maceta y se
seco al aire libre. Una vez que la muestra estaba seca se pasd por un molino
(Restsch MM200) con una frecuencia de 30/s durante 2 min. y el suelo molido se
colocd en un horno a 60 °C durante 24 hr para eliminar la humedad restante y
hacer la determinacion de carbono en un Carlo Erva (Flash EA 1112 series). El
andlisis estadistico fue un disefio completamente al azar con 5 repeticiones por

tratamiento y con ayuda del programa de estadistica Assistat (2005).
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RESULTADOS

La presencia de P. tinctorius y G. intraradices fue observada en las raices
de fresno (Fraxinus sp.) en los tratamientos en donde se inocularon de forma
individual, sin embargo, en el tratamiento donde se inoculé P. tinctorius-G.
intraradices en combinacion, la presencia del hongo ectomicorrizico impidié la
observacién del endomicorrizico (datos no mostrados). Los valores promedio
obtenidos para las diferentes variables de crecimiento se presentan en el cuadro
1. Una vez concluido el periodo de crecimiento, se pudo observar un incremento
en los tratamientos inoculados con G. intraradices y P. tinctorius tanto en forma
individual resultaron

como en coinoculacién, aunque estadisticamente no

significativos en todos los casos.

Cuadro 1. Valores promedio en las variables de crecimiento de las plantas de
fresno (Fraxinus sp.).

Tratamiento AF (cm?) | PFPA (g) | PFR (g) | PSPA (g) | PSR ()
No inoculado 6.9° 0.19°¢ | 0.13° | 0.073° | 0.05°
Pisolithus tinctorius 25.8°¢ 051% | 0422 | 0.158° | 0.11°
Glomus intraradices 66.3° | 0.95° | 056% | 0.289° | 0.13°?
P. tinctorius-G. intraradices 169.6 ® 1.98° 0.52% | 0.400°% | 0.15°

AF = Area foliar; PFPA y PSPA = Peso fresco y seco de la parte aérea; PFR y PSR = Peso fresco
y seco de la raiz. Los tratamientos seguidos de la misma letra no son significativos con a = 0.05. =
= Desviacion estandar.

En el caso particular del tratamiento donde se inocul6 P. tinctorius se pudo

observar un incremento en el AF, PFPA y en el PSPA, pero no fue
estadisticamente significativo en ningun caso en comparacion con el tratamiento
no inoculado. Mientras que para los tratamientos donde se inoculd G. intraradices
y P. tinctorius-G. intraradices se logré observar un incremento estadisticamente
significativo en todas las variables de crecimiento en comparacion con el
tratamiento no inoculado. En el tratamiento donde se inoculd P. tinctorius los
incrementos fueron del orden de 3.7, 2.6 y 2.1 veces en el AF, PFPA y PSPA
respectivamente en comparacion con el tratamiento no inoculado. En el caso del
tratamiento donde se inoculd P. tinctorius-G. intraradices, se pudo observar un
incremento del 24.5, 10.4 y 5.4 veces en el AF, PFPA y PSPA respectivamente,

en comparacion con el tratamiento no inoculado. Ademas se observd un efecto
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sinérgico en las variables de la parte aérea de la planta, pudiéndose observar un
incremento estadisticamente significativo en comparacion con los tratamientos en

donde se inocularon los hongos en forma individual.

Por otra parte en las variables relacionadas con la raiz, se pudo observar
que los tratamientos en donde se inocularon los hongos, tanto en forma individual
como en inoculaciéon dual, se logré observar un incremento estadisticamente
significativo en relacion al tratamiento no inoculado. No obstante, estos
incrementos fueron de menor magnitud que los detectados en la parte aérea. El
tratamiento en donde se inoculd P. tinctorius increment6 de 3.2 y 2.2 veces en el
PFR y PSR respectivamente en comparacion al tratamiento no inoculado. Con
respecto al tratamiento inoculado con G. intraradices los incrementos observados
en el PFR y PSR fueron de 4.3 y 2.6 veces respectivamente en comparacion a los
incrementos en el tratamiento no inoculado. Por ultimo en la interaccidén dual se
observaron incrementos en el PFR y PSR de 4.0 y 3.0 veces respectivamente en

comparacion con el tratamiento no inoculado.

Los resultados obtenidos en el porcentaje de macro y microagregados
estables en agua y carbono total de suelo se presentan en la cuadro 2. Los
valores promedio en la formacion de macroagregados estables en humedo fueron
similares en todos los tratamientos y no se detectaron diferencias estadisticas
significativas. Mientras que en el caso de los microagregados se pudo observar
un incremento por parte del tratamiento donde se inoculdé G. intraradices y en
donde P. tinctorius-G. intraradices fueron inoculados en combinacion, aunque en
este caso solo en el primer tratamiento resultdé tener un efecto estadistico
significativo en comparacion al no inoculado. Los incrementos en la formacién de
microagregados estables en agua en los tratamientos donde se inoculd G.
intraradices y donde se inocularon P. tinctorius-G. intraradices en combinacion,
van del orden del 38 y 21 % respectivamente en comparacion al tratamiento no
inoculado. En el caso del carbono total del suelo se observaron incrementos del
13 % para el tratamiento con P. tinctorius, 14 % para el tratamiento con G.
intraradices y de 31 % para el tratamiento con P. tinctorius-G. intraradices en

combinacion, en comparacion con el tratamiento no inoculado. Sin embargo, sélo
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el incremento en el tratamiento donde se inocularon P. tinctorius-G. intraradices
en combinacion, resultd estadisticamente significativo en comparacion al

tratamiento no inoculado.

Cuadro 2. Valores promedio en macro y microagregados del suelo y carbono total
del suelo en los tratamientos individuales y en interaccion dual.

Tratamiento MacroH (%) MicroH (%) C suelo (%)
No inoculado 29.8° 18.1° 0.743°
Pisolithus tinctorius 30.3° 18.8° 0.840 %
Glomus intraradices 29.0° 25.1°2 0.852 %
P. tinctorius-G. intraradices 31.0° 220 0.975°

MacroH = Macroagregados en humedo; MicroH = Microagregadso en humedo; C suelo = Carbono
total del suelo. Los tratamientos seguidos de la misma letra no son significativos con a = 0.05. + =
Desviacion estandar.

DISCUSION

Las especies del género Fraxinus se han reportado como plantas que
logran establecer asociaciones simbiéticas con hongos micorrizicos arbusculares
(Douds y Chaney 1986, Lamar y Davey 1988). Sin embargo, este es el primer
reporte que muestra la habilidad de Fraxinus sp. para establecer una relacion
simbidtica con hongos ectomicorrizicos. G. intraradices inoculado de forma
individual produjo incrementos en la mayoria de las variables determinadas en
comparacion al tratamiento no inoculado. Tales incrementos coinciden con los
trabajos donde se observa un aumento en las variables de crecimiento por la
aplicaciéon de hongos micorrizicos arbusculares en fresno (Douds y Chaney 1982,
Lamar y Davey 1988). Hasta la fecha no se ha documentado el efecto de de la
interaccion de P. tinctorius y G. intraradices en plantas de fresno, sin embargo
nuestros resultados coinciden con los trabajos que han valorado el efecto de la
interaccion dual en otras especies (Jones et al. 1998, Chen et al. 2000, Egerton-
Warburton y Allen 2001, Founoune et al., 2002, Ramanankierana et al. 2007). El
incremento en el PFPA y PSPA podria ser el resultado del aporte de nutrimentos,
tal como se ha establecido ampliamente en hongos micorrizicos arbusculares y
ectomicorrizicos. Nuestros resultados sugieren que la interaccion repercute en
mayor medida en la acumulacion de materia seca en la parte aérea de la planta
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en comparacion a la acumulacion de materia seca en la raiz. Lo anterior sugiere
que el carbono fotoasimilado se destina en mayor proporcion para la planta

huésped y que la proporcion destinada al suelo es en apariencia menor.

La estructura del suelo es crucial para el desarrollo de las plantas y la
calidad en la estructura de suelo puede determinarse mediante el porcentaje de
agregados estables en humedo. El porcentaje de macroagregados estables en
hamedo no presentd incremento en ningun tratamiento. En el caso de los HMA,
se ha reportado que el efecto de diferentes especies de HMA en diferentes
especies de plantas en la formacion de macroagregados estables en agua no es
significativo (Piotrowski et al. 2004), lo cual coincide con los resultados obtenidos
en el presente experimento. En el caso del tratamiento donde se inoculé P.
tinctorius y donde se inocularon P. tinctorius-G. intraradices en combinacion, no
existen antecedentes que documenten el efecto de dichos organismos en la
formacion y estabilidad de macroagregados. Si bien en la literatura existen
investigaciones que han propuesto que tanto los microorganismos como la planta
misma (Andrade et al. 1998, Bearden y Petersen 2000) participan activamente en
la formaciéon y estabilidad de macroagregados, los resultados del presente
experimento muestran que en este caso, en particular ni los enddfitos ni la planta

huésped participan activamente en la formacion de macroagregados en humedo.

En el caso de los microagregados, el tratamiento donde se inoculé G.
intraradices y donde se inocularon P. tinctorius-G. intraradices en combinacion,
fueron los unicos que incrementaron el porcentaje de estos agregados, siendo
significativo el incremento sélo en el FG en comparacién al tratamiento no
inoculado. Andrade y colaboradores (1998) han sugerido que el peso seco de la
raiz es una variable que influye en el porcentaje de agregados estables en
humedo. Sin embargo, en el caso de la presente investigacion, las diferencias
entre tratamientos en la formacion de microagregados en humedo no estuvieron

asociadas a incrementos importantes en el peso seco de la raiz.

En el caso del carbono total en el suelo se encontré un incremento del

mismo en los tratamientos en donde se inocularon los hongos micorrizicos tanto
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en forma individual como coinoculados, pero solo el tratamiento donde se
inocularon P. tinctorius-G. intraradices en combinacion, fue significativo en
comparacion al no inoculado. El carbono del suelo ha sido ampliamente vinculado
con la estructura de suelo y mas especificamente con los macroagregados (Puget
et al. 2000, Bossuyt et al. 2002, Chevallier et al. 2004). Estos resultados muestran
que si bien la interaccién de G. intraradices y P. tinctorius contribuye de manera
significativa en el aporte de carbono hacia el suelo, éste aumento no fue suficiente
en el tiempo experimental para notar un efecto significativo en la formacién y

estabilizacion de macro o microagregados.

Por ultimo seria importante sefalar con base en los resultados obtenidos,
que en los programas de revegetacion en suelos deteriorados se puede utilizar la
interaccion Fraxinus-P. tinctorius-G. intraradices que podria proporcionar una

mayor rentabilidad en términos de acumulacion de biomasa.

CONCLUSIONES

Los resultados presentados aqui muestran que el fresno (Fraxinus sp.)
puede establecer asociacion simbidtica con hongos ectomicorrizicos y
endomicorrizicos y que estos organismos en interaccion dual promueven en
mayor medida el crecimiento de las plantas comparadas con los organismos
inoculados de forma individual. El tratamiento donde se inoculé G. intraradices
incrementé de forma significativa la formacion de microagregados estables en
agua. La interaccion dual incrementé de forma significativa el carbono total de
suelo en comparacién con los organismos inoculados de forma individual. Los
resultados hacen suponer que la inoculacion de hongos endomicorrizicos y
ectomicorrizicos solos y en interaccion dual en plantas de fresno no mejoran la
estructura de suelo de manera inmediata a pesar de incorporar carbono
fotoasimilado al suelo en sus primeras etapas de crecimiento. Esta misma
interaccion aumenta el contenido de carbono mayoritariamente en la biomasa de
la planta huésped. Sin embargo, se necesitan mayores estudios para conocer si la
adicién de otro tipo de organismos de la rizosfera puede contribuir a que la

simbiosis estudiada tenga un efecto significativo en la agregacion de suelos.
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CAPITULO I
EFECTO DE LA INTERACCION Alnus-Ectomicorriza-Endomicorriza SOBRE
EL CRECIMIENTO DE LA PLANTA Y FORMACION Y ESTABILIDAD DE
AGREGADOS DEL SUELO.

RESUMEN

Las especies del género Alnus cuentan con una gran distribucion en el
territorio mexicano y han sido ampliamente estudiadas en su habilidad para fijar
nitrogeno atmosférico, pero poco se ha estudiado sobre el efecto de hongos
micorrizicos arbusculares y ectomicorrizicos aplicados de forma individual y en
interaccion dual en plantas de aile (Alnus sp.). En el presente ensayo se
establecio un experimento en camara de crecimiento con la finalidad de observar
el efecto de Glomus intraradices y Pisolithus tinctorius, inoculados de manera
individual y en coinoculacion, en el crecimiento de la planta y formaciéon de
agregados del suelo. G. intraradices inoculado de forma individual incrementé de
forma significativa el area foliar y decrecio significativamente el carbono total de
suelo. Mientras que en el tratamiento donde se inocul6 P. tinctorius se observaron
incrementos significativos en comparacion al tratamiento no inoculado en todas
las variables de crecimiento evaluadas y en la formacién de macroagregados de
suelo. Por otra parte, la interaccion dual presentd un efecto significativo en todas
las variables de crecimiento en comparacién al tratamiento no inoculado. Estos
resultados sugieren que la interaccion dual favorece en mayor medida la
distribucion de carbono asimilado hacia la planta. Ademas con este estudio se
puede observar que el incremento en el carbono del suelo se favorece a corto

plazo la formacion de macroagregados s6lo en presencia de P. tinctorius.
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ABSTRACT
The species of Alnus have presence in all the Mexican territory and have been
studied in their ability to fix nitrogen, but little have been studied about the effect
the endo and ectomycorrhizal fungi when are applied individually and in dual
interaction on alder seddlings (Alnus sp.). In this study, the experimental units
were established in growth chamber to observe the effect of Glomus intraradices
and Pisolithus tinctorius, inoculated individually or in interaction, on the plant
growth, water stable soil aggregates formation, and soil total carbon. G.
intraradices individually inoculated increased significant on leaf area as well as a
reduction on soil total carbon, as compared with the non inoculated treatment,
while for the P. tinctorius individually inoculated, significant increases were
observed on all growing variables evaluated and in the water stable
macroaggregates, as compared with the non inoculated treatment. The soil total
carbon in the treatment with P. tinctorius was higher than non-inoculated
treatment. The dual interaction G. intraradices-P. tinctorius showed significant
effect on plant growing variables, as compared with the non-inoculated treatment.
In addition with this study it is possible to be observed that the increase in the soil
total carbon favors short term the macroaggregates formation in presence of P.

tinctorius.
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INTRODUCCION

El aprovechamiento forestal es un actividad que puede cambiar la
estructura de la poblacion vegetal, la estructura de los hongos micorrizicos, las
propiedades fisicas del suelo y la entrada de carbono organico al suelo (Jones et
al. 2003). Los aspectos relevantes en el cambio de la estructura de la vegetacion,
son que puede variar la edad de las plantas presentes en el sitio y que pueden
aparecer hierbas, arbustos y especies que son potencialmente de vegetacion
secundaria. Las especies del género Alnus se han considerado como plantas de
vegetacion secundaria y se ha observado que cuentan con la habilidad de fijar
nitrégeno atmosférico, lo cual ha sido ampliamente documentado. El Alnus se
puede encontrar ampliamente distribuido en México, es de rapido crecimiento,
puede ayudar a controlar la erosién (Grau 1985) y cuenta con la capacidad de
formar simbiosis con hongos endotroéficos y ectotroficos (Molina 1981, Nouhra et
al. 2003, Pritsch et al. 1997, Becerra et al. 2002). Por lo tanto, puede ser una
planta que podria mitigar los efectos adversos que trae consigo la pérdida de
biomasa forestal.

Por otro lado, los hongos tanto endo como ectomicorrizicos han sido
caracterizados como organismos que pueden presentarse en la mayoria de los
ecosistemas naturales (Smith y Read 1997) y primordialmente en sitios donde la
estructura micorrizica sufre cambios por el cambio de uso de suelo. El
conocimiento del efecto de estos hongos bajo dichas condiciones es de vital
importancia para emprender practicas de revegetacion-reforestacion mas
eficaces. Existen muchos trabajos que han observado el efecto de los hongos
micorrizicos arbusculares y ectomicorrizicos sobre su planta hospedera
inoculados de forma individual, pero la participacion de la interaccién dual en
especies caracteristicas de vegetacion secundaria es escasa. En este sentido,
s6lo se han limitado a identificar su presencia en las raices de algunas plantas
(Allen et al. 1999, Frioni et al. 1999).

El estudio de los hongos endo y ectomicorrizicos en asociacion con plantas
de aile ha sido enfocado a evaluar su efecto en la fijacion biolégica de nitrogeno

(Miller et al. 1992, Jha et al. 1993). Sin embargo, su contribucién en la agregacion
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del suelo y en el contenido de carbono organico en asociacion con plantas de aile

se desconoce por completo.

La estructura del suelo (estabilidad de agregados) es un aspecto
trascendental cuando se habla de fertilidad del suelo. La toma de conciencia
sobre la importancia de esta propiedad fisica se remonta a mediados del siglo XX.
Los primeros trabajos que lo documentan hacen mencién de los agregados en
plantas de pino (Thornton et al. 1956) y esta propiedad tomd importancia en
ecosistemas agricolas. Sin embargo, es necesario ampliar los estudios hacia la
estructura de suelo y a las variables que la afectan en zonas de aprovechamiento
forestal, ya que puede representar el inicio de la degradaciéon de los ecosistemas
forestales. Ademas, las técnicas actuales de aprovechamiento forestal generan
cambios estructurales de la vegetacion, apareciendo especies de plantas que se
asocian simbidticamente con hongos micorrizicos arbusculares mas que el
predominio de las asociaciones con hongos ectomicorrizicos, por lo que es

importante el efecto de estos hongos en las propiedades del suelo.

A partir del conocimiento sobre la formacién de los agregados del suelo se
ha logrado identificar que el carbono incrementa en relacion al tamafo de los
agregados y que el carbono recientemente adicionado al suelo se incorpora en
mayor medida en los macroagregados (Elliott 1986). Ademas, se ha propuesto
que el carbono fotoasimilado por el hospedero se puede incorporar como carbono
organico al suelo a través del micelio externo de hongos micorrizicos. Este
carbono fotoasimilado puede variar grandemente, pero en el caso de hongos
micorrizicos arbusculares se ha observado que se destina alrededor de un 20 %
(Peng et al. 1993), mientras que en el caso de hongos ectomicorrizicos el carbono
destinado para el hongo puede ser superior al 7 % del carbono fijado por el
hospedero (Rygiewicz y Anderson 1994). Sin embargo, el conocimiento sobre el
efecto de los hongos micorrizicos al aporte de carbono organico al suelo es
desconocido, por lo que existe la necesidad de obtener conocimiento a este

respecto.

La utilizaciéon de plantas nativas para mejorar las propiedades del suelo
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deteriorado es una practica ampliamente documentada. Sin embargo, esta
practica es una estrategia insuficiente para la rehabilitacion de los ecosistemas
forestales que han sido deteriorados. Ademas, existe poca informacion sobre una
alternativa efectiva para rehabilitar dichos ecosistemas, por lo que es importante
conocer la contribucién de diferentes simbiosis mutualistas para hacer frente a
esta problematica. En este sentido, puede representar un sistema interesante de
estudio para entender estas interacciones. Por lo tanto, en el presente trabajo se
pretende evaluar el efecto sinergistico de la interaccion Alnus-Ectomicorriza-
Endomicorriza sobre la estabilidad de agregados del suelo y contenido de

carbono total del suelo.

MATERIALES Y METODOS
Para la producciéon de plantulas de Alnus sp. se utilizé semilla recolectada
en la ciudad de Morelia en el mes de octubre de 2005, sometiéndolas a un
proceso de esterilizacion superficial con peroxido de hidrogeno al 10 % (v:v) en
agitacion constante durante 30 min. Las semillas se pusieron a germinar en
charolas conteniendo como sustrato vermiculita pasteurizada y después de 15
dias se alcanzo la totalidad de semillas germinadas.

Las plantulas de las charolas de germinacion se pasaron a bolsas de
plastico, las cuales fueron llenadas con 450 g de suelo mineral procedente de la
microcuenca de la Joya dentro del municipio de Morelia, Michoacan. El suelo se
tamizo en el sitio de colecta con una malla de 5 mm de abertura y posteriormente
se sometid a un proceso de pasteurizacion bajo las siguientes condiciones: 121
°C, 1.05 kg/cm? de presién, por un periodo de 15 minutos durante 3 dias
consecutivos. Las plantulas fueron colocadas en camara de crecimiento bajo

condiciones de 25 °C, 75 % de humedad relativa y 14 horas luz de foto-periodo.

La inoculacion de las plantulas se llevé a cabo al momento del transplante.
El hongo endomicorrizico Glomus intraradices fue aplicado en una suspensiéon de
fitagel al 0.2 %, recibiendo cada plantula un promedio de 80 esporas, mientras
que el hongo ectotrdéfico Pisolithus tinctorius, las esporas fueron aplicadas en una

solucion de agua destilada estéril, recibiendo en promedio 1 x 10® esporas por
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planta. El experimento conté con 4 tratamientos los cuales fueron Alnus sp. como
control, Alnus sp.-P. tinctorius, Alnus sp.-G. intraradices y Alnus sp.-G.
intraradices-P. tinctorius. Después de 12 semanas de que las plantulas de aile se
colocaron en macetas bajo las condiciones antes mencionadas, se procedio a
evaluar los tratamientos, tomando 5 plantulas por tratamiento. Las variables que
se consideraron para su evaluacion fueron el peso seco de la parte aérea (PSPA),
peso fresco de la parte aérea (PFPA), peso fresco de la raiz (PFR), peso seco de
la raiz (PSR), area foliar (AF), estabilidad de agregados del suelo y carbono total

de suelo.

El area foliar (AF) se determiné mediante las fotos foliares tomadas de
cada planta con una camara digital FinePhix de 3.2 mega pixeles, con el uso de
un software (Image J version 4.1). La estabilidad de agregados se realiz6 bajo la
técnica de Kemper y Rosenau (1986), determinandose la fraccion de
macroagregados (mayor a 1 mm) y microagregados (menor a 1 mm y mayor a
0.125 mm). Para el porcentaje de carbono total de suelo se tomd una muestra de
cada maceta y se secd al aire libre a temperatura ambiente. Una vez que la
muestra estaba seca se pas6 por un molino (Restsch MM200) con una frecuencia
de 30/s durante 2 min. y el suelo molido se colocé en un horno a 60 °C durante 24
hr para eliminar la humedad restante y hacer la determinacion de carbono en un
cromatégrado de gases (Flash EA 1112 series). El analisis estadistico se realizd
mediante la utilizacion de un disefio completamente al azar con 5 repeticiones por

tratamiento y con ayuda del programa de estadistica Assistat (2005).

RESULTADOS
Los valores promedio correspondientes para las variables de crecimiento
evaluadas se presentan en la cuadro 1, observandose un aumento en los
tratamientos inoculados con los hongos tanto en forma individual como en
coinoculacion en relacién al no inoculado. De las variables de crecimiento
consideradas, el area foliar fue la mas sensible a la presencia de los hongos
micorrizicos, mientras que los tratamientos donde se inoculd P. tinctorius y donde

se inoculd P. tinctorius y G. intraradices en interaccion, fueron los que aumentaron

60



en mayor medida las diferentes variables de crecimiento. El tratamiento donde se
inoculd6 G. intraradices también presentd incremento en las variables de
crecimiento, aunque no fue estadisticamente significativo en comparacion al

tratamiento no inoculado.

Cuadro 1. Valores promedio de las variables de crecimiento en las plantas de aile
(Alnus sp.) en los tratamientos inoculados en forma individual y en interaccion
dual.

Tratamiento AF (cm?) |PFPA (g) |PSPA (g) |PFR (g) |PSR (g)
No inoculado 7.0° 0.07° 0.025° | 0.11° | 0.003°
Glomus intraradices 19.4° 0.16% 0.022° | 0.42®® | 0.008%°
Pisolithus tinctorius 26.2° 0.26° | 0.045® | 0.65° | 0.017°
P. tinctorius-G. intraradices 29.02 0.322 0.0772 0.45% | 0.018?

AF = Area foliar; PFPA y PFR = Peso fresco de la parte aérea y de la raiz; PSPA y PSR = Peso
seco de la parte aérea y de la raiz. Los tratamientos seguidos por la misma letra no son diferentes
estadisticamente.

En el caso del tratamiento en donde se inoculé6 G. intraradices se
observaron valores de 2.7, 2.2 y -1.5 veces en el area foliar, peso fresco y seco
de la parte aérea respectivamente en comparacion al tratamiento no inoculado.
Por otra parte, en el tratamiento donde se inoculé P. tinctorius se presentaron
incrementos del orden de 3.7, 3.7 y 1.8 veces en el area foliar, peso fresco y seco
de la parte aérea respectivamente en comparacion al tratamiento no inoculado y
en el tratamiento en donde se inocularon en interaccién P. tinctorius-G.
intraradices el incremento fue de 4.1, 4.5y 3.0 veces en el area foliar, peso fresco

y seco de la parte aérea respectivamente en comparacién al no inoculado.

En el caso de las variables evaluadas en raiz se observaron incrementos
en todos los tratamientos, pero soélo fue estadisticamente significativo el aumento
en el peso fresco y seco de raiz en el tratamiento en donde se inoculé P. tinctorius
y en el peso seco de raiz en el tratamiento donde se inocularon P. tinctorius-G.

intraradices, en ambos casos en comparacién al tratamiento no inoculado.

Dentro de las variables fisicas del suelo se determind la formacién de

agregados del suelo (Cuadro 2). En el caso de los macroagregados se pudo
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observar una diferencia estadistica significativa en el tratamiento donde se inoculé
P. tinctorius en comparacién al tratamiento no inoculado. EI aumento en la
estabilidad de macroagregados en este tratamiento fue del 1.3 veces en

comparacion al no inoculado.

Cuadro 2. Volares promedio para macro y microagregados del suelo y carbono
total de suelo en los tratamientos inoculados de forma individual y en interaccion
dual.

Tratamiento MacroH (%) MicroH (%) C suelo (%)
No inoculado 36.9° 32.1%° 2.45%°
Glomus intraradices 40.8%° 31.6%° 2.00°
Pisolithus tinctorius 51.07 26.4° 2.702
P. tinctorius-G. intraradices 37.4° 42.82 2.23%

MacroH = Macroagregados en humedo; MicroH = Microagregados en humedo; C suelo = Carbono
total de suelo. Los tratamientos seguidos por la misma letra no son diferentes estadisticamente.

En el caso de los tratamientos en donde se inoculé G. intraradices y la
interaccion dual, los aumentos en la estabilidad de macroagregados no fueron
estadisticamente significativos en comparacion al tratamiento no inoculado. Por
otra parte, en los valores obtenidos para microagregados se observa una
disminucion de los microagregados en el tratamiento donde se inoculd P.
tinctorius, aunque no fue estadisticamente significativo en comparacion al
tratamiento no inoculado. El otro tratamiento que influy6 en la estabilidad de los
microagregados fue el tratamiento en donde se inocularon P. tinctorius y G.
intraradices, aunque no fue estadisticamente significativo el incremento en

comparacion al tratamiento no inoculado.

En relacion a los valores observados para el carbono total del suelo se
tiene que el tratamiento donde se inoculé P. tinctorius fue el Unico tratamiento en
el que se observo un incremento en el carbono del suelo. A pesar de que el
tratamiento en donde se inoculd P. tinctorius se observé un incremento del un 10
% no fue estadisticamente significativo en comparacién al tratamiento no
inoculado. En el caso del tratamiento donde se inoculé G. intraradices y el
tratamiento en donde se inocularon P. tinctorius y G. intraradices se observo una

disminucién importante en comparacion al tratamiento no inoculado del orden de
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22 y 10 % respectivamente, siendo estadisticamente significativa la disminucion
del carbono en el suelo para el tratamiento en donde se inocul6 G. intraradices en
comparacion con el tratamiento no inoculado. Con base en los resultados
obtenidos se puede observar que el contenido de carbono en el suelo se podria
relacionar de mejor manera con la formacion y estabilidad de macroagregados del

suelo.

DISCUSION

En general los hongos micorrizicos inoculados en plantas de aile en el
presente trabajo, tanto en forma individual como en coinoculacion, incrementaron
las variables de crecimiento vegetal evaluadas. La aplicacion de Glomus
intraradices influyé en las variables de crecimiento de las plantas tal como se ha
observado en otros experimentos (Jha et al. 1993, Monz6n y Azcén 2001). Los
HMA son organismos que han sido ampliamente reconocidos por su influencia en
el crecimiento de su planta hospedera, debido a una mayor disponibilidad de
nutrimentos que permiten incorporar a las plantas, especialmente fosforo. Sin
embargo, en este experimento el hongo micorrizico arbuscular no influyé en la
acumulacion de materia seca, lo cual se podria explicar en funcion de que Glomus
es un hongo obligado (Allen et al. 2003, Lerat et al. 2003).

La utilizacion de hongos ectomicorrizicos en asociacion con plantas de
Alnus ha sido poco descrita, sin embargo, en el presente trabajo se tuvo un
aumento significativo del tratamiento donde se inoculd P. tinctorius en
comparacion al tratamiento no inoculado en las variables de crecimiento
evaluadas. Existen datos que describen un aumento en algunas variables de
crecimiento en plantas de aile en asociaciéon con Alpova diplophloeus (Miller et al.
1992, Yamanaka et al. 2003), lo cual coincide con los resultados del presente
experimento. Los hongos ectotroficos tienen la capacidad de producir una gran
cantidad de micelio externo (Marschner y Dell 1994), explorando una mayor
cantidad de suelo y penetrando en los poros inaccesibles para la raiz (Brandes et
al. 1998), lo cual trae como consecuencia una mayor disponibilidad de

nutrimentos para su planta hospedera.
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En el caso del tratamiento donde se inoculd P. tinctorius-G. intraradices
presentd un aumento significativo en el AF, PFPA y PSPA en las plantas de aile
en comparacion al tratamiento no inoculado. Se ha observado en diferentes
especies el efecto benéfico de la simbiosis dual con hongos endo vy
ectomicorrizicos (Chatarpaul et al. 1989, Chen et al. 2000, Founoune et al. 2002,
Duponnois et al. 2003, Tian et al. 2003), lo cual coincide con el presente
experimento. El mayor crecimiento de las plantas por la presencia de hongos
micorrizicos debido al aumento en la disponibilidad de nutrimentos. En este
sentido, Founoune y colaboradores (2002) observaron un aumento en el
contenido de nitrégeno foliar en un tratamiento dual. Cuando se logra tener una
situaciéon optima de nutrimentos, la planta destina en su mayoria los
fotoasimilados para la parte aérea (Giardina et al. 2003), por lo tanto el efecto
sinérgico de la interaccién dual podria ser por una adecuada disponibilidad de
nutrimentos. Si bien estas interacciones parecen tener influencia en el crecimiento
de la planta, es importante conocer su participacion en otros aspectos como

estructura y carbono total de suelo.

La estructura del suelo es crucial para el desarrollo de las plantas y se
evalua en parte, mediante la determinacién del porcentaje de agregados estables
en humedo. La estabilidad de macroagregados y microagregados se vio afectada
en mayor proporcion por el tratamiento donde se inocul6 P. tinctorius en el primer
caso y por el tratamiento donde se inoculé P. tinctorius-G. intraradices en el
segundo caso. Caravaca y colaboradores (2002) encontraron un aumento en la
estabilidad de agregados del suelo utilizando plantas de Pinus en asociacion con
Pisolithus arizus, lo cual coincide con los resultados obtenidos en el tratamiento
donde se inoculd P. tinctorius. En relacién a la interaccion dual se desconoce su

influencia en la formacion de agregados del suelo.

Dentro de las variables que podrian afectar la agregacion de suelo, se
encuentra el volumen de raiz. Sin embargo, este factor es controversial ya que
algunos autores han encontrado una correlacion entre agregados y volumen de
raiz (Andrade et al. 1998, Bearden y Petersen 2000), mientras que otros no han

encontrado dicha correlacion (Eviner y Chapin 2002). En los resultados del
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presente experimento tampoco se encontro tal correlacion (datos no mostrados).

Otro aspecto que puede estar relacionado con la estabilidad de agregados
del suelo es el micelio y algunas sustancias secretadas por el mismo. En este
contexto, se ha mostrado que el micelio externo de hongos micorrizicos
arbusculares puede afectar la estabilidad de agregados del suelo (Tisdall 1991,
Hamel et al. 1997, Schreiner et al. 1997, Bethlenfalvay et al. 1999, Wrigth et al.
1999, Bearden y Petersen 2000, Augé et al. 2001, Requena et al., 2001, Rillig et
al. 2002). Sin embargo, en el tratamiento en donde se aplic6 Glomus intraradices

no se observo un aumento significativo en la estabilidad de estos agregados.

Por otra parte el hongo ectomicorrizico ha sido clasificado como un hongo
que presenta un micelio de tipo exploratorio a grandes distancias (Agerer 2001),
por lo que esta caracteristica podria hacerlo participe en la mayor estabilidad de
macroagregados del suelo en el presente estudio. Al igual que los hongos
micorrizicos arbusculares, los ectomicorrizicos producen micelio externo y
sustancias que podrian participar como agentes de adhesion entre particulas de
suelo llamadas hidrofobinas (Kershaw y Talbot 1998, Linder et al. 2002, Mankel et
al. 2002, de Vocht et al. 2002). La importancia de la estabilidad de
macroagregados radica en que le ofrece el tiempo adecuado al carbono para que
se una a las particulas minerales y evitar con ello su mineralizaciéon (Balabane y
Plante 2004).

Los resultados obtenidos en los tratamientos donde se inoculé G.
intraradices y el tratamiento en donde se inoculdé P. tinctorius-G. intraradices
muestran una reduccién en el carbono total del suelo del 22 y 10 %
respectivamente. Estos hallazgos muestran la desventaja que podria traer la
utilizacion de G. intraradices en suelos con un contenido carbono total por arriba
del 2 %. Esta suposicion es respaldada por los resultados obtenidos por Read y
Pérez-Moreno (2003). Estos autores encontraron que los HMA son organismos
dominantes bajo suelos minerales con baja proporcion de materia organica y
fuentes de nitrégeno y fésforo inorganicos. Caso contrario sucede con el hongo

ectomicorrizico, puesto que incrementé el contenido de carbono total en un 10 %
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en comparacion al tratamiento no inoculado. Se ha observado que la entrada de
carbono al suelo mediante el micelio externo puede representar hasta un 1.6 %
(Hogberg y Hogberg 2002). Este tipo de hongos suele presentarse en sitios en
donde existe un contenido de materia organica alta y presencia de fuentes
organicas e inorganicas de nitrogeno y fosforo (Read y Pérez-Moreno 2003). Por
lo tanto, las condiciones del presente experimento influyeron en la incorporacion

de carbono asimilado via el micelio extraradicular al suelo.

CONCLUSIONES

Los resultados obtenidos en el presente trabajo muestran que el aile (Alnus
sp.) puede establecer asociacion simbidtica con hongos ectomicorrizicos y
endomicorrizicos y que estos organismos en interaccion dual promueven en
mayor medida el crecimiento de las plantas comparadas con los organismos
inoculados de forma individual. El tratamiento con inoculacién individual en el que
se observaron los mayores incrementos en las variables de crecimiento fue el
tratamiento en donde se inoculd G. intraradices. El tratamiento donde se inoculd
P. tinctorius fue el tratamiento que incrementd de forma significativa la formacion
de macroagregados estables en agua. En el tratamiento con la interaccién dual
incrementd de forma significativa la acumulacién de materia seca en la parte
aérea. Los resultados hacen suponer que la inoculacion de hongos
endomicorrizicos y ectomicorrizicos en interaccion dual en plantas de aile (Alnus
sp.) no mejora la estructura de suelo en un corto plazo, pero si se observa la
influencia de esta interaccion a nivel biomasa de la planta huésped y en el
contenido de carbono de suelo. Sin embargo, se necesitan mayores estudios para
conocer si la adicion de otro tipo de organismos de la rizosfera puede contribuir a
que la simbiosis estudiada tenga un efecto significativo en la agregacion de

suelos.
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DISCUSION

Las especies del género Alnus tienen la habilidad de asociarse
simbidticamente con hongos ecto y endomicorrizicos, mientras que las especies
de Fraxinus se han reportado como plantas que logran establecer asociaciones
simbidticas con hongos micorrizicos arbusculares (Douds y Chaney 1986, Lamar
y Davey 1988). Sin embargo, este es el primer trabajo que muestra la habilidad de
Fraxinus sp. para establecer una relacién simbidtica con hongos ectomicorrizicos.
G. intraradices inoculado de forma individual produjo incrementos en la mayoria
de las variables determinadas en ambas especies en comparacion al tratamiento
no inoculado. Tales incrementos coinciden con los trabajos donde se observa un
aumento en las variables de crecimiento por la aplicacion de hongos micorrizicos
arbusculares (Douds y Chaney 1982, Lamar y Davey 1988, Jha et al. 1993,
Monzén y Azcon 2001). En el tratamiento con aile donde se inoculd G.
intraradices no se observo un aumento en el peso seco de la parte aérea, lo cual
podria ser por el hecho de que este hongo se ha catalogado como un organismo
obligado (Allen et al., 2003) que adquiere todo el carbono necesario par su
desarrollo de su planta huésped (Peng et al. 1993, Lerat et al. 2003). En el caso
del aile, el tratamiento donde se inoculé P. tinctorius presentd un incremento
significativo en comparacion al tratamiento no inoculado en las variables de
crecimiento, lo cual coincide con los reportes donde observan un incremento en el

crecimiento por la presencia de un hongo ectomicorrizico (Miller et al. 1992).

Hasta la fecha no se ha documentado el efecto de de la interaccion de P.
tinctorius y G. intraradices en plantas de fresno. En el caso de de las plantas de
aile se ha observado la presencia de hongos endo y ectomicorrizicos en un
mismo segmento de raiz. Sin embargo los resultados con ambas especies de
plantas, coinciden con los trabajos que han valorado el efecto de la interaccion
dual en otras especies (Jones et al., 1998; Chen et al., 2000; Egerton-Warburton y
Allen, 2001; Founoune et al., 2002; Ramanankierana et al., 2007). El incremento
en el peso fresco y seco de la parte aérea podria ser el resultado del aporte de
nutrimentos, tal como se ha establecido ampliamente en hongos micorrizicos
arbusculares y ectomicorrizicos. Estos resultados sugieren que la interaccién

repercute en mayor medida en la acumulacion de materia seca en la parte aérea

72



de la planta en comparacion a la acumulacién de materia seca en la raiz. Lo
anterior sugiere que el carbono fotoasimilado se destina en mayor proporcién para
la parte aérea de la planta huésped y que la proporcién destinada al suelo es

menor.

El porcentaje de macroagregados estables en humedo en el tratamiento de
aile inoculado con P. tinctorius presentd un incremento significativo en
comparacion con el tratamiento no inoculado. Estos resultados coinciden con el
incremento en la formacién de macroagregados utilizando plantas de pino
inoculadas con Pisolithus arizus (Caravaca et al. 2002). Sin embargo, el
conocimiento sobre la contribucién de los hongos ectomicorrizicos en la formacion
de macroagregados del suelo es escasa. En el caso de los HMA, se ha descrito
que el efecto de diferentes HMA en diferentes especies de plantas en la formacién
de macroagregados estables en agua no es significativo (Piotrowski et al., 2004),
lo cual coincide con los resultados obtenidos en el presente experimento
utilizando plantas de fresno como planta huésped. En el caso del tratamiento
donde se inoculé P. tinctorius y donde se inocularon P. tinctorius-G. intraradices
en combinacion, no existen antecedentes que documenten el efecto de dichos
organismos en la formacion de macroagregacion en humedo. Si bien en la
literatura existen investigaciones que han propuesto que tanto los
microorganismos como la planta misma (Andrade et al. 1998, Bearden vy
Petersen, 2000) participan activamente en la formacién de macroagregados en
humedo, los resultados del presente experimento muestran en este caso en
particular que los enddfitos no son los directos responsables en la formacion de
macroagregados en humedo, sino que los hongos micorrizicos necesitan de
elementos complementarios para magnificar su contribucion en la formacién de

agregados.

En el caso de los microagregados, el tratamiento donde se inoculd G.
intraradices y donde se inocularon P. tinctorius-G. intraradices en combinacion,
fueron los unicos que incrementaron el porcentaje de estos agregados, siendo
significativo el incremento solo en el tratamiento en donde se inoculd G.

intraradices en comparacion al tratamiento no inoculado. Andrade y colaboradores
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(1998) han sugerido que el peso seco de la raiz es una variable que influye en el
porcentaje de agregados estables en humedo. Sin embargo, estos resultados
difieren de esta hipotesis, ya que en este caso, las diferencias entre tratamientos
en la formacién de microagregados en humedo no estuvieron asociadas a
incrementos importantes en el peso seco de la raiz. Ademas, se ha establecido
que en la formacion de microagregados del suelo pueden influir factores distintos

de los hongos micorrizicos.

En el caso del carbono total en el suelo en el experimento con fresno, se
encontré un incremento del mismo en los tratamientos en donde se inocularon los
hongos micorrizicos tanto en forma individual como co-inoculados, pero sélo el
tratamiento donde se inocularon P. tinctorius-G. intraradices en combinacion, fue
significativo en comparacién al no inoculado. El carbono del suelo ha sido
ampliamente vinculado con la estructura de suelo y mas especificamente con la
formacion de macroagregados en humedo (Puget et al.,, 2000; Bossuyt et al.,
2002; Chevallier et al., 2004). Estos resultados muestran que si bien la interaccion
de G. intraradices y P. tinctorius contribuye de manera significativa en el aporte de
carbono hacia el suelo, el carbono aportado por dichos organismos no influyé de
forma significativa en la formacion de macro o microagregados en humedo. En el
caso del experimento con plantas de aile, se observd un incremento en el
contenido de carbono en el suelo en el tratamiento donde se inoculd P. tinctorius.
Se ha observado que la entrada de carbono al suelo via los hongos
ectomicorrizicos puede representar hasta un 1.6 % (Hogberg y Hogberg, 2002).
Este y otros reportes han hecho mencién de la importancia del hongo para
incrementar el reservorio de carbono en el suelo, tal como se pudo observar en el

presente experimento utilizando plantas de aile.

Por ultimo seria importante sefalar en base a los resultados obtenidos, que
en los programas de revegetacion en suelos deteriorados se puede utilizar la
interaccion dual tanto en plantas de aile como de fresno, lo cual podria

proporcionar una mayor rentabilidad en términos de acumulacion de biomasa.
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CONCLUSIONES

Los resultados presentados aqui muestran que el fresno (Fraxinus sp.) y el
aile (Alnus sp.) pueden establecer asociacion simbidtica con hongos
ectomicorrizicos y endomicorrizicos y que estos organismos en interaccion dual
promueven en mayor medida el crecimiento de las plantas comparadas con los
organismos inoculados de forma individual. La inoculacién con G. intraradices
afectd en mayor medida las variables de crecimiento en las plantas de fresno en
comparacion con las plantas de aile, mientras que en el caso de P. tinctorius el
efecto fue mayor en las plantas de aile en comparacion con las plantas de fresno.
El tratamiento en donde se inocularon P. tinctorius y G. intraradices en interaccion
influyd de forma significativa en las variables de crecimiento tanto en las plantas
de fresno como en las plantas de aile, siendo el mejor tratamiento en ambas
especies de plantas. En el caso de la formacién de macro y microagregados del
suelo se observé que P. tinctorius en asociacion con plantas de aile incrementé
de forma significativa la formacién de macroagregados del suelo en relacion al
tratamiento no inoculado, mientras que G. intraradices en asociacién con plantas
de fresno incrementé de forma significativa la formacion de microagregados en
comparacion del tratamiento no inoculado. Por ultimo, la interaccion dual en
asociacion con plantas de fresno increment6 de forma significativa el carbono total
de suelo en comparacion con el tratamiento no inoculado. Los resultados hacen
suponer que la inoculacién de hongos endomicorrizicos y ectomicorrizicos en
interaccion dual favorece el incremento de la biomasa de la plantas en las
primeras etapas de crecimiento tanto en aile como en fresno, pero no mejora las
propiedades del suelo. Sien embargo, se necesitan mayores estudios para
conocer si la adicion de otro tipo de organismos de la rizosfera puede contribuir a
que la interaccién dual estudiada tenga un efecto significativo en las propiedades

del suelo.
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