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RESUMEN

En suelos severamente degradados, deficientes en nutrientes y carentes de
estructura, el establecimiento, desarrollo y supervivencia de plantas se dificulta.
En estas condiciones, el uso de interacciones con hongos micorrizicos, podria ser
una estrategia efectiva para la revegetacion y la restauracion ecoldgica. En el
presente trabajo se establecieron dos ensayos con el objetivo de evaluar el
desempeiio de Fraxinus uhdei (Wenz.) Lingelsh (fresno) inoculado con los hongos
micorrizicos; Pisolithus tinctorius y G. intraradices, solos o0 en interaccion y en
presencia/ausencia de fertilizacion nitrogenada en suelos de tipo acrisol 6crico El
primer ensayo consistid de un sistema de mesocosmos utilizando macetas con
sustrato obtenido de un sitio severamente erosionado (acrisoles con presencia de
carcavas, en la localidad de Atecuaro), con 8 tratamientos y 18 réplicas por
tratamiento, y que tuvo una duracion de 20 meses. El segundo ensayo con los
mismos tratamientos y 28 réplicas por tratamiento, fue establecido en campo y
tuvo una duracion de 21 meses. La fertilizacion se realizé durante la temporada de
lluvias, recibiendo 0.096 g urea/planta a una concentracion de 200 milimolar. En el
sistema de mesocosmos, los resultados indicaron que la fertilizacion no tuvo
efecto significativo sobre el desarrollo de las plantas pero, afectd negativamente la
supervivencia (con urea 67%, sin urea 90%). Los mayores valores para las
variables de crecimiento y la biomasa aérea siempre correspondieron a las plantas
con inoculaciéon dual, y los menores para las plantas control o las inoculadas con
P. tinctorius (altura 23.3 cm contra 15.8 cm para P. tinctorius, DAB 0.74 cm contra
0.5 para P. tinctorius, el peso seco de las partes aéreas 2.0 g contra 1.0 g del
control). En el experimento en campo, entre tratamientos de inoculacion las
diferencias no fueron significativas, sin embargo al comparar el 100 % de
supervivencia del tratamiento con inoculacion dual fertilizado, contra el control
(61.54 %), se evidencia una clara diferencia estadisticamente significativa (P <
0.0001). Al analizar crecimiento de F. uhdei, los resultados indicaron que los
valores menores corresponden al control para todas las variables analizadas, por
lo que es importante la presencia de los hongos micorrizicos de manera individual
o dual (no existiendo diferencia estadistica entre tratamientos inoculados) ya que
presentan valores mayores con respecto a las plantas control. El factor fertilizaciéon
solo fue significativo para la altura de F. uhdei. Los resultados sugieren que en
suelos con deficiencias nutricionales se requiere de interacciones entre plantas y
hongos micorrizicos como las descritas en este estudio para mejorar el
establecimiento, crecimiento y supervivencia ante estas condiciones, lo cual
pudiera ser clave como estrategia en la restauracion de sitios altamente
degradados

Palabras clave: co-inoculacion, Glomus intraradices, Pisolithus tinctorius,
simbiosis, restauracion ecoldgica.
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ABSTRACT

In severely degraded, nutrient deficient soils and unstructured, establishment,
development and survival of plants is difficult. Under these conditions, the use of
interactions with mycorrhizal fungi, could be an effective strategy for revegetation and
ecological restoration. In this work, two trials in order to evaluate the performance of
Fraxinus uhdei settled Lingelsh (ash) inoculated with mycorrhizal fungi (Wenz.); Pisolithus
tinctorius and G. intraradices, alone or in interaction and presence / absence of nitrogen
fertilization on soil type acrisol ochric. The first assay consisted of a mesocosm system
using pots with substrate obtained from a severely eroded site (acrisols presence of gullies
in the town of Atécuaro) with 8 treatments and 18 replicates per treatment, which lasted 20
months. The second trial with the same treatments and 28 replicates per treatment was
established in the field and lasted 21 months. Fertilization was done during the rainy
season, receiving 0.096 g urea / plant at a concentration of 200 millimolar. In the
mesocosm system, the results indicated that fertilization had no significant effect on plant
growth but negatively affected survival (67% urea without urea 90%). The highest values
for the variables of growth and biomass plants always corresponded with dual inoculation
and the lowest for the control plants or inoculated with P. tinctorius (height 23.3 cm to 15.8
cm for P. tinctorius, DAB 0.74 cm against 0.5 for P. tinctorius, the dry weight of the aerial
parts 2.0 g to 1.0 g of control). In the field experiment, between inoculation treatments
were not significant differences, however when comparing the 100% survival of the
fertilized treatment with dual inoculation against control (61.54%), evidenced a clear
statistically significant difference (P<0.0001). When analyzing F. uhdei growth, the results
indicated that the lower values correspond to control for all variables analyzed, so it is
important the presence of mycorrhizal fungi individually or dual (no statistical difference
exists between inoculated treatments) and which have higher values compared with
control plants. The fertilization factor was only significant for the height of F. uhdei. The
results suggest that nutritional deficiencies in soils requires interactions between plants
and mycorrhizal fungi as described in this study to enhance the establishment, growth and
survival in these conditions, which could be key as a strategy in the restoration of highly
degraded sites.

Keywords: co-inoculation, Glomus intraradices, Pisolithus tinctorius, symbiosis, ecological
restoration.

Ana Laura Baez Pérez
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INTRODUCCION

La restauracion de ecosistemas es una estrategia de manejo para recuperar
servicios ambientales y se ha reconocido la necesidad de abordarla desde una
perspectiva ecosistémica (Garcia-Oliva, 2005). La estructura del suelo se ve
afectada por diversos tipos de manejo intensivos, como la deforestacion, debido a
gue provoca cambios drasticos en la funcién del suelo (Garcia-Oliva, et al.1999) y
pérdida de habitat para muchos organismos (Nebel et al., 1999). Una de las
consecuencias mas graves de la perdida de esta estructura es la pérdida de
agregados del suelo. (Tisdall 1994, Six et al. 2004). La agregacion es esencial
para mantener la porosidad del suelo, mantener un buen intercambio de gases,
buen drenaje y en general, facilitar los ciclos biogeoquimicos (Diaz-Zorrita et al.,
2002). Ademas, la conservacion de la estructura del suelo es crucial para la
resistencia a la erosion. Como resultado de la experiencia acumulada en
restauracion ecoldgica, se consideran como areas con altos niveles de disturbio a
aguellas que sufrieron tala inmoderada, agricultura intensiva y la consecuente
pérdida del suelo (Hardwick et al.,1997, Lindig- Cisneros et al., 2005) ya que este
es el medio de soporte para el crecimiento vegetal y por lo tanto, la base de todos
los ecosistemas terrestres (Smith et al., 2000), que son particularmente sensibles
a la erosion por escorrentia que puede tener como consecuencia la formacién de
carcavas (Wilson et al., 1980). Cuando lo anterior ocurre, reestablecer la cubierta
vegetal y la estructura del suelo es de suma importancia para la rehabilitacion del
ecosistema. La mejor opcion utilizada hasta ahora ha sido plantar especies
resistentes al estrés por sequia, capaces de sobrevivir bajo las condiciones de un
suelo degradado (Plancarte-Barrera, 1990), por lo tanto es frecuente que la
restauracion inicie con el establecimiento de pocas especies resistentes que
pueden ser tanto herbaceas como arbustivas o arboreas (Bradshaw, 2000).

La adicibn de nutrientes ha sido también una estrategia comun en
restauracion, asociada a la practica anterior (Quoreshi y Timmer, 2000, Oliet et al.,
2005). Sin embargo, la aplicacion de algunos métodos especificos de
mejoramiento del suelo puede favorecer otro tipo de procesos de degradacion. Por
ejemplo, fertilizar con nitrdgeno puede incrementar la acidez del suelo,
favoreciendo asi la reduccion del fésforo disponible, de modo que es importante
entender al suelo como un componente del ecosistema antes de aplicar métodos
de restauracion (Garcia-Oliva, 2005). En este sentido, el fresno podria jugar un
papel importante en la fertilidad del suelo, ya que es un género recomendado y
utilizado para la restauracion de sitios degradados (Stabler et al. 2001), debido a
gue se ha documentado que un bosque dominado por fresno puede aportar
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cantidades importantes de nitroégeno y fésforo al suelo mediante la produccién de
litter (Rothstein y Vitousek 2004). Este aporte se debe al contenido importante de
estos nutrientes en las hojas de este género (Douds y Chaney 1986, Rothstein et
al. 2004).

Sin embargo, no existen estudios sobre el reestablecimiento de la dinamica
del fésforo y nitrogeno en sitios forestales templados severamente degradados. En
este sentido, es necesario desarrollar estrategias nuevas que permitan optimizar la
dindmica del fosforo y nitrégeno en suelos.

Uno de los principales factores en ecosistemas terrestres, asociados a la
sobrevivencia y crecimiento de la planta, asi como y a la conservacion del suelo
son los hongos ectomicorrizicos (HEM) y los hongos Micorrizicos Arbusculares
(HMA). Estos organismos tienen la capacidad de establecer asociaciones
simbitticas mutualistas llamadas micorrizas, las cuales pueden contribuir al
desarrollo de la planta huesped debido principalmente a un aumento en la
absorcién de nutrientes minerales, especialmente el fésforo (P), ademas de
realizar otras funciones importantes como estimular la formacion y estabilidad de
agregados del suelo a través de su micelio externo (Buscardo et al. 2009). La
utilizacion de estos organismos asociados a especies nativas fijadoras de
nitrdbgeno y a especies arblreas, tanto nativas como exoéticas, representa una
alternativa viable para la rehabilitacion de ecosistemas degradados.

Por otra parte, se ha sugerido que el éxito del fresno para poder desarrollarse
en zonas degradas puede ser el resultado de su habilidad para formar
asociaciones simbitticas con hongos micorrizicos (Stabler et al. 2001). Ambriz et.
al., (2010), document6 que el fresno puede formar asociacion simbiética tanto con
HEM (Pisolithus tinctorius) como con HMA (Glomus intraradices) y que esta
asociacion contribuye significativamente en la formacion de macroagregados
estables al agua y en el desarrollo de la planta. Estudios preliminares sugieren
ademas que la urea tiene un efecto significativo en desarrollo del micelio externo
del hongo Pisolithus tinctorius asociados a esta planta huésped (Baez-Pérez,
2011).

El estudio de plantas con el potencial de formar asociaciones simbidticas tanto
con HMA como con HEM puede contribuir de manera importante a mejorar las
estrategias de restauracién, al aumentar la capacidad de sobrevivencia vy
crecimiento de estas especies, asi como para contribuir a mejorar la estructura del
suelo. En este sentido Fraxinus uhdei es una planta nativa de México, facilmente
adaptable, de rapido y vigoroso crecimiento y vive de 80 a 100 afios. Debido a su
capacidad para prosperar en suelos perturbados y su tolerancia a la sequia, se ha
considerado que tiene un potencial para ser utilizada en programas de
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conservacion y recuperacion de suelos. No obstante la importancia de esta
especie, la informacién en torno a su biologia, manejo y capacidad de formar
asociaciones simbioticas es escasa.
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ANTECEDENTES

Hongos micorrizicos

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

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

Actualmente se reconocen siete tipos de simbiosis micorrizicas: arbuscular,
ectomicorriza, ectendomicorriza, arbutoide, monotropoide, ericoide y orquidaceas
(Smith y Read 1997).

Hongos micorrizicos arbusculares
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 arbusculares (vesiculo-arbusculares). Esta clasificacion se bas6 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 (Brundrett 2004). Por
altimo, 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 sélo tiene a la familia Gigasporaceae con los géneros
Gigaspora (7 especies) y Scutellospora (23 especies). Sin embargo, todos estos

4
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organismos comparten la caracteristica de que su micelio vegetativo es septado y
multinucleado, mientras que sus esporas contienen 1000 o mas nucleos y
germinan y producen muy poco micelio en ausencia de planta hospedera.

Hospederos

Los hongos micorrizicos arbusculares cuentan con un amplio rango de
hospederos. En la mayoria de las familias de Angiospermas y Gimnospermas
existe presencia de este tipo de asociaciones simbioticas, asi como en helechos,
liqguenes 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 asociacion 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 colonizacién
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).

Proceso de colonizacién

Existen distintos tipos de propagulos con capacidad para establecer la simbiosis,
como son las esporas, que constituyen las formas de resistencia de estos hongos,
los fragmentos de raices micorrizadas de plantas preexistentes y finalmente, las
redes de hifas que sobreviven en el suelo.

En condiciones favorables como la presencia de exudados radicales (Graham
1982), los cuales han sido determinados como flavonoides (Gianinazzi-Pearson et
al. 1989, Siqueira et al. 1991, Chabot et al. 1992), pueden favorecer a que las
esporas germinen y se inicie el establecimiento de la simbiosis micorricica. 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).
Si las hifas del hongo no encuentran las raices de una planta hospedadora a las
gue colonizar, su citoplasma se retrae y la espora entra de nuevo en estado de
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dormancia (o latencia) hasta que de nuevo pueda germinar para poder establecer
la simbiosis, probablemente como una estrategia para conservar las reservar e intentar
una nueva colonizacién (Bago et al. 2000).

Una vez que una hifa “infectiva” alcanza la superficie de la raiz, se adhiere a ella y
la primera estructura que se forma con el contacto hongo-planta es el denominado
“apresorio” generalmente 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 area donde la lignina estd en bajas
proporciones (Smith y Read 1997).

Se inicia la penetracion al interior de la raiz. Las hifas colonizan el cortex de la raiz
de forma rapida, sin invadir endodermos ni meristemos. Simultaneamente tiene
lugar una colonizacion intracelular, formandose las estructuras mas caracteristicas
de la simbiosis, los “arbusculos”. En cada célula sb6lo puede formarse un
arbasculo. El arbusculo representa una extensa superficie de contacto entre
ambos simbiontes. Se asume que el papel fundamental de esta interfase es el de
facilitar el intercambio bidireccional de nutrientes entre el hongo y la planta
(Brundrett 2004). El desarrollo del hongo en el interior de la raiz va acompafiado
de una proliferacion de hifas en el suelo que la rodea formando lo que se
denomina el micelio externo o extrarradical.

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 penetracién de
pequefias 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 arblsculo 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 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 aparicién 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 colonizacién de los HMA ocurre rapidamente en las raices mas jovenes. El
tiempo estimado de penetracién dura alrededor de 2 dias, mientras que la

6



Tesis de Doctorado

formacion de arbusculos de 4 dias y las vesiculas entre 3 y 6 dias (Brundrett et al.
1985). La ubicacién de los puntos de infeccion 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 nimero de puntos
de infeccion incrementa con una baja densidad de esporas (Louis y Lim 1987).

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 cortex y se dispersa grandemente en el suelo. EIl 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). EI 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 ym (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
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 praderay 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 relacion 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 s6lo 25 m de hifas / g de suelo en 7 semanas (Abbott y Robson
1985).
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Adquisicion de nutrientes

Es bien conocido el papel que tienen los hongos micorrizicos arbusculares (HMA)
en la nutricibn 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 (NOs), amonio (NH4) 0 ambas
(Figura 1). En este sentido se ha observado en un sistema in vitro que el micelio
externo toma el nitrogeno en forma de NHa4 pero no en forma de NOs (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 nitrégeno en forma de NOs (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
qgue 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 NH4NOs, 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 nitrégeno 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
(Govindarajulu et al. 2005)

Después que el nitrégeno se incorpora en el micelio se ha detectado actividad de
nitrato reductasa en presencia de NOs, mientras que cuando se aplica NHa4, 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 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 nutricién 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). EI mecanismo que implementa
el micelio para acceder al fosforo 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 fésforo. La eficiencia
de la toma de fésforo por el micelio varia en relaciébn 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).
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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 fosforo 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 fosforo 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).

Glomus intraradicens

Segun la International Culture Collection of Arbuscular and Vesicular Arbuscular
Mycorrhizal Fungi (INVAM) (2000) la clasificacion taxonomica es:

Orden: Glomales.

Suborden: Glominae.

Familia: Glomaceae

Género: Glomus Tulasne & Tulasne.

Especie: Glomus intraradices Schenck & Smith.

Sin embargo en el 2010 se le nombr6 como Rhizophagus intraradices (N.C.
Schenck & G.S. Sm.) y recientemente en 2014 como Rhizoglomus intraradices
(N.C. Schenck & G.S. Sm.) Sieverd., G.A. Silva & Oehl.

Las esporas son de color blanco, crema palido a marrén amarillo, a veces con un
tinte verde, de formas globosas, subglobosas, irregular, con muchas esporas
elipticas (especialmente los que se extraen desde dentro raices micorrizadas). Los
tamafos van desde 40 a 140 um (INVAM, 2000).

INVAM (2000) dice que posee una pared compuesta por 3 capas (L1, L2 y L3),
donde solamente L1 esta presente en las esporas juveniles y sigue hacia las hifas.
L2 y L3, luego, se forman secuencialmente tanto en las esporas como en las hifas:

* L1: Es la capa mas externa, hialina, mucilaginosa, de 0.6 a 3.2 um de
grosor. Con el tiempo, esta capa casi siempre se degrada y descompone
naturalmente por accion de los microorganismos, después de lo cual
aparecen granulos que se acumulan en restos.
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 L2: Esta adherida a la capa mucilaginosa externa, hialina, de 1.5 a 4.9 um
de grosor en esporas intactas. Con el tiempo, esta capa se degrada junto
con L1 y también adquiere una apariencia granular. Esporas maduras
comunmente carecen de L1 y L2 o ellas estan presentes juntas como
parches.

» L3: Capa que posee el color blanco cremoso y algunas subcapas que
pueden permanecer unidas o separadas cuando se aplica presion. El grado
de separacion entre las subcapas varia considerablemente entre esporas y
siempre es afectado por la edad y grado de parasitismo. En esporas
juveniles, la subcapa es de 0.5 a 1 um de espesor y va engrosando con la
formacion de otras subcapas. El grosor varia entre 3.2 a 12 um en esporas
maduras. Esta capa se forma simultaneamente en la pared de las hifas.

Las hifas son de forma cilindrica ligeramente achatadas. Poseen un ancho de 11 a
18 um, y su pared es de 3.2 a 6.4 um de ancho (INVAM, 2000). INVAM (2000)
sefala que la pared de la hifa estd compuesta por 3 capas (L1, L2 y L3) que son
continuas con las tres capas de las esporas. Las dos capas mas externas son las
Unicas presentes en las etapas tempranas de formacion de esporas; ambas son
delgadas y se degradan con la maduracion de la espora. Las subcapas de L3
también se pueden separar a lo largo de la hifa, aunque en menos ocasiones.

Un tubo germinativo emerge desde el lumen de la hifa. Este parece nacer desde la
subcapa mas interna de L3. Algunos especimenes muestran un tubo germinativo
naciente desde terminales rotos de fragmentos de hifas, a una distancia de las
esporas por el mismo mecanismo. Este comportamiento podria relacionarse por la
alta infectividad de los fragmentos de hifas en esta especie (INVAM, 2000).

Numerosas vesiculas (o esporas) a menudo forman puntos de entrada cercanos a
lo largo con la red de arbusculos e hifas. Es incierto como las vesiculas
intrarradicales son aun capaces, ademas, de diferenciarse en esporas, debido a
que ello puede co-ocurrir en las raices (INVAM, 2000).

La colonizacion arbuscular llega al maximo mas temprano que otros hongos de
Glomus; junto con raices viejas, a menudo, se encuentra una extensiva red de
hifas (sin arbusculos) y numerosas esporas intrarradicales. Estas esporas tienden
a agruparse y formar densos racimos.
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Hongos ectomicorrizicos

Clasificacion

Las ectomicorrizas son hongos de raiz que pertenecen al grupo de los
basidiomicetes. Estos hongos difieren de los ascomicetes por la produccion de
esporas en el exterior del suelo en un 6rgano 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 tamafio 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 variacibn muy amplia en estructura y funcién dentro de la
misma especie (Smith y Read 1997).

Hospederos

La mayoria de los hospederos de HEM son arboles, pero existen asociaciones con
arbustos y en menor grado con herbaceas. Dickie et al. (2004) encontré ocho
especies de micorrizas asociadas con Helianthemum bicknellii, una herbacea
perenne a semi-lefiosa arbustiva de zonas de sabanas y praderas.

Los arboles con asociaciones ectomicorricicas son dominantes en bosques de
coniferas, en regiones boreales frias o alpinas, y en muchos bosques de hoja
ancha en regiones templadas o mediterrdneas, pero también se presentan en
sabanas tropicales o subtropicales o en bosques lluviosos (Smith y Read 1997).

Dentro de las familias de &rboles ectomicorrizados de importancia comercial
sobresalen las familias Pinaceae con los géneros Cedrus, Abies y Pinus (Koide y
Wu 2003), Fagaceae con los géneros Castanea y Quercus (Dickie et al. 2004),
Betulacea con el género Alnus, Myrtaceae con el género Eucalyptus (Duplessis et
al. 2004), Mimosaceae con el género Acacia (Founoune et al. 2001, André et al.
2005) y Ericaceae con el género Arbutus, (Smith y Read 1997).

Se considera que algunas especies fangicas, tales como P. tinctorius (Pers.)
Cooker, tienen la habilidad de formar simbiosis ECM con una gran cantidad de
plantas, incluyendo especies vegetales adscritas a diferentes familias. En
contraste, otras especies fungicas se asocian con un restringido nimero de
especies vegetales adscritas a un género o una familia, como el género Suillus el
cual esta restringido a Pinaceae (Pérez-Moreno y Read 2004).
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Proceso de colonizacion

La formacion de las ectomicorrizas inicia cuando la espora o cualquier otra fuente
de inoculo hace contacto con los exudados de la raiz. Una vez que la hifa alcanza
la superficie de la raiz, se adhiere a ella y se produce la penetracién al interior de
la raiz y altera su morfologia formandose las estructuras caracteristicas como la
red de Hartig y el manto hifal. Todos estos sucesos aparecen con la compatibilidad
del hongo y la planta, ya que si no es el caso, la planta huésped puede producir
compuestos fendlicos, limitando la formacion de la red de Hartig en la capa
exterior de las células corticales de la raiz (Feugey et al. 1999).

La formacion de la ectomicorriza puede tardar de dos a cuatro dias, contados a
partir del inicio del contacto del in6culo con los exudados de la raiz. Después de
gue se forma parcialmente el manto, las hifas del interior comienzan a penetrar
entre las células epidérmicas inmediatamente atras del apice (Jordy et al. 1998),
formando posteriormente la red de Hartig, al ramificarse las hifas no septadas en
el interior de la raiz (Duddridge y Read 1984). Generalmente las hifas del hongo
no penetran mas alld de la primera capa de células corticales. Las células
epidérmicas atrapadas en el manto sufren una elongacion radial solo cuando las
hifas no logran superar esta capa, lo cual es comun en las ectomicorrizas de
angiospermas. Cuando ya se forma el manto y la red de Hartig, se dispara la
produccion de raices laterales, formandose un pequefio manto fungal muy delgado
que rodea al meristemo apical y es la base para la formacioén de la red de Hartig
en una zona mas madura de la raiz lateral (Smith y Read 1997).

La zona en que el hongo logra ingresar en las células de su hospedero es muy
especifica y se localiza cerca del 4pice. Se ha observado que la forma de penetrar
puede ser mecanica (Duddridge y Read 1984), considerando que la relacion
pectina - celulosa es mas alta que en células mas alejadas del apice. También la
presencia de enzimas fungales ha sido observada mediante la lisis de la lamina
media de las células epidérmicas, asi como enzimas que degradan celulosa,
pectina y glucanos (Baldrian 2009). Todos estos procesos van acompafiados de
cambios morfolégicos finales en la raiz colonizada. Entre los cambios mas
importantes destaca la formacién de raices laterales, la formacion de estructuras
coralinas (Kaska et al. 1999) y la supresion de la elongacion de las raices laterales
(Ditengou et al. 2000).

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

Micelio externo

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

El micelio externo es uno de los mas importantes componentes en el
funcionamiento de la simbiosis HEM debido a su habilidad para absorber y
transportar nutrientes minerales (Finlay et al. 1989, Read et al. 1985) y orgénicos
(Bending y Read 1995, Pérez-Moreno y Read 2000) del suelo. Por otra parte el
micelio puede funcionar como propagulo, iniciar la formacion de cuerpos
fructiferos como primordios y/o conectar arboles de la misma o diferente especie
en la naturaleza (Pérez-Moreno y Read 2004).

Sin embargo, Read (1992) menciona que la estructura, la funcién y hasta la
presencia de este componente han sido frecuentemente ignoradas. La principal
razén de este hecho pudiera ser que, comparado con los otros componentes de la
simbiosis HEM, el micelio externo es la parte mas dificil de examinar y manipular
experimentalmente de un modo no destructivo.

Adquisicién de nutrientes

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

Sin embargo, los mecanismos que participan en la movilizacion de nutrientes de
sustratos naturales han sido poco estudiados (Pérez-Moreno y Read 2000). Las
fuentes organicas de N que puede tomar el micelio externo son muy variables
(Turnbull et al. 1995, Keller 1996, Wallander 2002, Sawyer et al. 2003) y lo hacen
por su capacidad de producir enzimas extracelulares como las proteasas,
oxidasas y fosfatasa, que participan en la mineralizacién de N (Bending y Read
1995).
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Pérez-Moreno y Read (2000) sugiere que el micelio externo es el encargado de la
movilizacion de nutrientes de sustratos organicos naturales a la planta. La toma de
N en forma de nitrato por parte del micelio externo ha sido estudiada por varios
autores (France y Reid 1984, Finlay et al. 1988). Gobert y Plassard (2001) sefalan
gue una planta ectomicorrizada tiene una mayor capacidad de utilizar el NOs a
cualquier concentracion en comparacion con una planta no micorrizada.

El N tanto en forma de nitrato como amonio ingresa en el micelio externo y es
incorporado en aminoacidos (Finlay et al. 1989). Una vez que ingresa al micelio
externo, el amonio se integra como un grupo amino en un esqueleto carbonado
(Smith y Read 1997) y este se transporta hacia el manto hifal. La incorporacion del
grupo amino se logra por la presencia de la glutamina sintasa, dando como
producto la glutamina (Martin et al. 1994). Cuando la glutamina sintasa se inhibe,
la glutamato deshidrogenada incrementa su activad, dando como producto el
glutamato (Turnbull, et al. 1995). El nitrato por su parte es reducido por la nitrato
reductasa/nitrito reductasa e incorporado en glutamato, glutamina y asparigina
(Guescini et al. 2003).

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

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

Los cambios fisiologicos en el micelio externo de distintos HEM a consecuencia de
diferentes fuentes de nitrégeno estan documentados (Finlay et al. 1989, Smith y
Read 1997). Sin embargo, se desconoce si estos cambios influyen en la formacién
y estabilidad de agregados.
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Con respeto al amonio, la eficiencia en la absorcion de este ion es grande en la
mayoria de las especies (France y Reid 1984, Ahmad et al. 1990, Rangel-Castro
et al. 2002). La diferencia en la absorcion de las dos fuentes inorganicas oscila
entre un 60 % de nitrato en relacién a la absorcion del 100 % de amonio (Finlay et
al. 1989), normalmente cuando aplican ambos iones se denota una preferencia del
hongo por el amonio (Colpaert et al. 1999).

Por otro lado, el N en forma de urea, presenta la ventaja de proporcionar un alto
contenido de nitrégeno. La urea se encuentra en el suelo donde hay numerosos
microorganismos que liberan una enzima llamada ureasa. La ureasa es una
enzima hidrolitica que cataliza la reacciéon de descomposicibn de urea con
formacién de una molécula de anhidrido carboénico y dos moléculas de amoniaco,
el cual en presencia de agua, se transforma rapidamente en amonio, que es
entonces facilmente accesible a las plantas (Sirko y Brodzik 2000).

Pisolithus tinctorius

P. tinctorius (Pers.) Coker et Couch (syn.=P.arhizus (Scop.: Pers.) Rauschert) es
un hongo del grupo de los basidiomicetos, comestible en estadios juveniles, y
ademas se utiliza en la elaboracion de tintes de colores café brillante y negro
(Garcia-Rodriguez 2009). EI mayor interés en esta especie se deriva de su éxito
en la inoculacion de plantas forestales en paises de los cinco continentes. Las
plantas con las que P. tinctorius establece simbiosis ectomicorrizica incluyen mas
de veinte géneros de gimnospermas y angiospermas con distribucion mundial;
incluyendo especies forestales de las familias Casuarinaceae, Dipterocarpaceae,
Pinaceae, Myrtaceae (Pérez-Moreno y Read 2004). Recientemente Ambriz et al.
(2010) documentaron la asociaciéon de P. tinctorius con el género Fraxinus
perteneciente a la familia Oleaceae.

El cuerpo fructifero de este hongo suele medir entre 5y 20 cm de altura y hasta 10
cm de didmetro, fibroso de color pardo amarillento, sus esporas son de color
marrén canela, globosas de 7 a 12 pu y con espinas de hasta 2 p de largo. Su
fructificacion es al comienzo del otofio.

Puede sobrevivir en suelos empobrecidos o terrenos perturbados asi como en
suelos de alta acidez, o con altas concentraciones de metales pesados y resiste
periodos de estrés por sequia (Kuo 2006).
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Fraxinus uhdei

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

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

El area de distribucion natural del fresno se extiende desde el area central
occidental de México a través de Guatemala, desde las latitudes 25° a la 14° N
(Francis, 1990). La mayoria de su distribucion natural en México se encuentra
arriba de los 2,400 m de elevacion (fig. 2).
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Fig. 2. Distribucion natural aproximada de Fraxinus uhdei, en México.
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El fresno se ha recomendado para la restauracion de sitios degradados. Aunado a
eso, Rothstein et al. (2004) documentaron que hay grandes cantidades de Ny P
en la hojarasca de un bosque dominado por fresnos, y plantean que existe una
gran disponibilidad de nutrientes para “descomponedores” de materia organica del
bosque.

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

La agregacion del suelo

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

Los agregados del suelo son particulas minerales unidas con material organico,
formando asi estructuras de diferentes tamafios. Las etapas de formacion inician
cuando una cierta cantidad de material organico forma una especie de
recubrimiento en la superficie mineral, iniciAndose posteriormente con éste
material como nucleo, la unién entre particulas (Tarchitzky et al. 2000).

La clasificacion de los agregados se logra con base en el diametro de cada
particula, pero el tamafio considerado para ser evaluado varia ampliamente en
relacion a cada autor.

La estabilidad de los agregados en el tiempo esta en relacién a su tamafio, siendo
gue los macroagregados soOlo se mantienen por periodos de tiempo que no
exceden el aiflo, 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 y la presencia de
compuestos ricos en N (Gregorich et al. 2003) que son la principal fuente de
energia para la actividad microbiana (Garcia-Oliva et al. 2003).
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En los macroagregados la materia organica transformada se va integrando en
pequefios microagregados (Denef et al. 2001), que a su vez se concentran dentro
de los mismos (Gale et al. 2000). La baja transformacion de la materia orgénica en
los macroagregados, en comparacion a la encontrada en suelo no consolidado, se
pudo constatar en suelos forestales, en donde los agregados estables carecieron
de carbono marcado introducido poco antes de la evaluacion (Rodionov et al.
2000). Ademéas la naturaleza del material organico en relacion al tamafio de los
agregados cambia. En este sentido, se ha observado que los agregados mas
pequefios contienen un mayor contenido de carbohidratos (Spaccini et al. 2002),
mientras que los macroagregados contienen materia organica en sus etapas
iniciales de humificacion (Denef et al. 2001), lo cual provoca la presencia de
sustancias hidrofébicas que le dan la estabilidad a estos macroagregados (Shein y
Milanovskii 2003, Mataix-Solera y Doerr 2004).

Un suelo con una buena estructura (entendiéndose como una mayor presencia de
macroagregados) crea condiciones favorables para el desarrollo de la planta,
debido a su alta porosidad, movimiento de agua y circulacion del aire; es mas
resistente a la erosion hidrica y edlica y a la compactacion (Read 1992). Ademas
de presentar una mayor disponibilidad de nutrimentos (Wright y Hons 2005).

Factores que promueven la agregacion de los suelos

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 como se describe a continuacion.

Raices de las plantas

El efecto de las raices sobre la formacién y estabilidad de agregados de suelo se
puede dar en dos aspectos; a través de un efecto fisico por el crecimiento de la
raiz y mediante la secrecibn de sustancias que funcionan como agentes
cementantes. Dentro de las sustancias encargadas de formar agregados
resistentes estan los compuestos de naturaleza fenélica (Martens 2002). El acido
poligaracturonico es un exudado de raiz que incrementa la estabilidad de
agregados al incrementar la resistencia de la union entre particulas minerales y
organicas y disminuye los ciclos de humedecimiento y secado sobre estos
(Czarnes et al. 2000). La importancia de los exudados radicales en este proceso
es mayor en la formacion de agregados entre 0.25 y 2 mm (Gale et al. 2000).
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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 distribucion de las raices no afecta de manera
significativa la estabilidad de agregados (Rasse et al. 2000) mientras que en otros
autores se refleja una clara participacion de este factor en la agregacion (Bearden,
2001).

La materia organica

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

Microorganismos del suelo

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

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

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

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

Variables medioambientales

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

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

El nivel de fertilidad del suelo y algunas practicas como la fertilizacion afectan el
proceso de formacion y desarrollo del sistema hongo-raiz (Diederichs y Moawad,
1993; Khasa et. al., 2001).

La aplicaciébn excesiva de fertilizantes fosforados y nitrogenados afectan
negativamente la formacion de la simbiosis micorrizica, es decir, condicionan la
seleccién de hongos adaptados a la formacion de la simbiosis en suelos fértiles o
fertilizados

Fosforo (P)

Los MVA pueden mejorar considerablemente el suministro de P para la planta
hospedante mediante el uso de la capacidad absorbente de la extensa red de
hifas externas asociadas a la raiz infectada. Las hifas de MVA, ligadas a la raiz, se
extienden mas alla de la zona de agotamiento de P que se desarrolla en los suelos
deficientes en P, ya que la raiz absorbe iones fosfato méas rapidamente de lo que
se pueden difundir por el suelo para reabastecer el suministro a nivel de la
superficie de la raiz. El movimiento de fosfatos que esta mediado por las MVA
ocurre en tres etapas: la absorcion por la hifa endofita en el suelo, la translocacion
a la hifa dentro de la corteza radical mediante los puntos de entrada y la liberacién
hacia la planta.

El hongo probablemente toma el fosfato del suelo, principalmente en la forma de
iones ortofosfato de las existencias inestables. Se cree que la translocaciéon de
este fosfato a la raiz ocurre principalmente mediante flujo citoplasmético de los
granulos polifosfatados en las vacuolas del hongo. Los MVA mejoran
sustancialmente el crecimiento de las plantas a las cuales se les ha suministrado
fuentes de fésforo relativamente insolubles, tales como harina de hueso, fosfato
tricalcico y fosfato de hierro y aluminio. El P adicional fue tomado de la fraccién de
P soluble asociada con dichas fuentes fosfatadas o liberados por ellas en el suelo.
Por consiguiente, las micorrizas aseguran una mejor utilizacion del fosfato
disponible, en lugar de la movilizacion de la fraccion insoluble (Saif, 1984). El
fosfato esta presente en el suelo entres formas: (i) P inorganico soluble en la
solucion del suelo, (ii) P inorganico insoluble encontrado en estructuras cristalinas,
y (iii) componentes organicos tales como Phytate.
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El fésforo en el suelo es relativamente inmovil y se difunde lentamente a las raices
de la planta. Como resultado, en suelos con baja disponibilidad de P, las zonas de
deplecion se desarrollan alrededor de las raices. En los suelos la cantidad de P
gue es disponible es poca y la cantidad es cerca del 1 al 5% del total del contenido
de P (Cooper, 1984). En general, el mayor efecto en el desarrollo por la infeccion
con micorrizas es causado por el incremento en la absorcion de P. La efectividad
para la toma de P por el hongo esta relacionada por: (i) Formacion de polifosfatos
en la hifa y, mantenimiento de concentraciones internas bajas de fosfato (Pi), (ii) el
diametro pequefio de la hifa proporciona un volumen relativamente grande en el
suelo por unidad de superficie comparada con el area superficial de la raiz, y (iii)
produccion de acido fosfatasa extracelular el cual cataliza el P liberado de los
complejos organicos del suelo (Marschner & Dell 1994).

Se calcula que la concentracién de P en la parte externa de la hifa es alrededor de
0.3% de la materia seca comparada con las concentraciones del suelo "1 a 3 uyM
de ortofosfato (Pi). ElI P se absorbe como ortofosfato y es transferido a las hifas en
forma de polifosfato, esta es la principal reserva de P en el hongo; los granulos de
polifosfatos se encuentran dentro de los arblsculos jévenes y en las vacuolas de
las hifas. El modelo de transferencia de P a través de la interfase, generalmente
involucra el flujo pasivo de Pi del hongo y activo de la absorcion en la membrana
plasmatica de la célula de la planta. Cuando el hongo no se encuentra en
simbiosis, la pérdida neta de Pi es poca, de esta manera las condiciones que
promueven el flujo probablemente son importantes en la interfase hongo/raiz.

El arblsculo es un érgano del haustorio especializado capaz de gran actividad
metabolica y particularmente estd adaptado como un sitio de intercambio de
nutrientes entre el hongo y la planta hospedante (Cooper, 1984). La concentracion
intercelular de Pi en ambos, hongo y planta, afecta el transporte de Pi. Altas
concentraciones de P en la interfase de la hifa pueden, con el tiempo, reducir la
reabsorcién, maximizando la pérdida del hongo. Contenidos bajos de fésforo en
las raices en relacion al hongo (mantenidos por el metabolismo y/o translocacion
ente la planta) y el concomitante incremento en el activo transporte de Pi a la
membrana plasmatica de la planta, puede permitir el movimiento neto de Pi dentro
de la planta. La transferencia de Pi al tejido hospedante en ectomicorrizas es
cerca de 10-20% del Pi absorbido por la hifa (Marschner & Dell, 1994; Smith,
1994).
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Nitrogeno

Las investigaciones en toma de nitrégeno en plantas con VAM han sido en
leguminosas. Cuando VAM mejora la nutricion de P en la planta hospedante, esto
puede corresponder a un incremento en la nodulacion, fijacion de N2 y desarrollo.
En vista de los altos requerimientos de P para la nodulacion, muchas especies de
leguminosas que se desarrollan en suelos bajos de P son altamente dependientes
de la infecciéon VAM. Sin embargo, la simbiosis impone una gran competencia por
los fotosintatos, usualmente a expensas del crecimiento de las raices. De acuerdo
a los efectos benéficos en la fijacion con N2 son uno u otro confinados a suelos
con bajo P (Marschner & Dell, 1994).

Estudios con radioisotopos revelan que el micelio externo del hongo puede utilizar
el N inorganico del suelo eficientemente y es transportado 10-30 cm a través del
suelo. Asi, las plantas micorrizadas tienen acceso a formas de N que no son
disponibles para plantas sin esta asociacion. Bago et al. (1996) mostraron que
Glomus intraradices es capaz de tomar NO3- y translocarlo a la planta. En
muchos suelos agricolas el ion NO3- es la forma predominante de N; aunque este
ion es altamente movil, cuando los suelos estan restringidos por el contenido de
agua, su movilidad se reduce drasticamente. En estas condiciones, el papel de las
micorrizas en el transporte de NO3- a las raices puede ser significativo. Estudios
realizados en maiz (Zea mays) infectados con G. intraradices, evidencia que el
transporte de la hifa a la planta fue del 33%, aunque puede variar con la
compatibilidad funcional del hongo.

Johansen et al., (1996) indican que ambas formas de nitrégeno NO3- y NH4+ son
asimiladas en el micelio del hongo. Esta forma de incremento de toma de N puede
estimular las enzimas involucradas en la asimilacion de nitrégeno de la planta
hospedante. Estos datos sugieren una relacion positiva entre la contribuciéon de N
por la hifa y el estado metabdlico/nutricional de la planta. Estos cambios pueden
ayudar a la planta para resistir condiciones secas del suelo (Subramanian &
Charest 1999).

Micronutrientes

La movilidad de Cu, Zn, Mn y Fe en suelos es baja. Como resultado, la toma de
estos nutrientes por las raices es limitada. Cuando no hay adicion de estos
micronutrientes al suelo, la disponibilidad es aun mas baja y se forman zonas de
deplecién alrededor de las raices.

Las plantas micorrizadas pueden tomar mas nutrientes metales via hifa
extraradical, la cual provee grandes areas de superficie (Jakobsen et al., 1992).
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De acuerdo a Birket y Robson (1994) la toma de Zn esta influenciada por la
distribucion y longitud de la hifa en tres especies de VAM en el suelo. La alta
densidad de la hifa en el suelo, gran superficie de absorcion, corta distancia de los
metales para difundirse, y la efectividad de plantas micorrrizadas pueden absorber
estos nutrientes metales poco mdéviles. Liu et al.,, (2000) encontraron que la
contribucion en la toma de Zn, Cu, Mn y Fe en maiz esta significativamente
influenciada por los niveles de P y micronutrientes en el suelo. Su efecto es
positivo o negativo dependiendo no sélo del P sino también de los niveles de los
micronutrientes en mencion.

La hifa extraradical puede absorber y transportar Cu y Zn a su planta hospedante.
El efecto benéfico de la inoculacion con micorriza para la toma de Cu y Zn se
elimina con la adicién de estos micronutrientes al suelo. Bajo condiciones de Cu y
Zn abundante, las raices del maiz parecen depender menos de la micorriza. El
efecto de P sobre la toma de Zn tiene dos componentes. Por un lado, las raices de
las plantas crecidas en bajo contenido de P poseen mas hifas y, sin embargo,
puede potencialmente absorber mas Cu y Zn. Koothari et al., (1991) reportaron en
plantas de maiz crecido en suelos calcéareos, la contribucién de la hifa de G.
Mosseae a la toma total en un rango entre 16 y 25% de Zny 13 - 20% de P.

Sitio de estudio (Atécuaro)

El ejido Atécuaro se compone de dos partes: la dotacion ejidal y la ampliacion
ejidal. Los terrenos de la dotacion ejidal comprenden una superficie de
aproximadamente 284.25 ha y se localizan entre los 101° 11’ 41” y 101° 11’ 25”
de longitud Oeste y los 19° 36’ 55” y 19° 35 50” de latitud Norte, esto se
encuentra a 2.5 Km al NO de la comunidad de Atécuaro en el municipio de
Morelia, Mich.. Los terrenos de la ampliacién ejidal que comprenden una superficie
de aproximadamente 1096.75 ha se ubican entre los 101° 13’ 46’ y los 101° 171’
23” de longitud Oeste y los 19° 32’ 30” y 19° 29’ 50” de latitud Norte, esto es, 4
Km al S de la comunidad de Atécuaro, también localizado en el municipio de
Morelia, Mich, (Figura No. 1).
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Figura 1. Ubicacién del area de estudio.

Clima

De acuerdo con la informacién proporcionada por tres estaciones meteorologicas
proximas a los terrenos del ejido Atécuaro y conforme al sistema de Koeppen
modificado por Garcia (1981), el clima predominante en la region es del tipo Cwbg,
que corresponde a un clima templado subhimedo con lluvias en verano,
temperatura media del mes mas caliente menor de 22 °C y marcha de temperatura
tipo ganges (el mes mas caliente se presenta antes del solsticio de verano).

Geologia

La base geologica sobre la que se ubican los terrenos de la dotacion estan
constituidos principalmente por rocas igneas extrusivas acidas (dacitas) formadas
en el Terciario Superior y en menos proporcion por Andesitas y brechas volcanicas
andesiticas de la misma edad. En lo que se refiere a los terrenos de la ampliacion,

‘26



Tesis de Doctorado

estos se ubican sobre rocas basélticas del Cuaternario y en menor proporcion
sobre andesitas y brechas volcénicas intermedias del Terciario Superior.

Fisiografia

Tanto la dotacibn como la ampliacion del ejido Atécuaro se encuentran sobre el
eje Volcanico Transversal, especificamente en la subprovincia que el INEGI (1985)
denomina Mil Cumbre. Las elevaciones méaximas en el ejido alcanzan 2450 m
s.n.m en la porcion N de la dotacion y 2360 m s.n.m. al NE del paraje “El Capulin”
en los terrenos de la ampliacion. Las elevaciones minimas en la dotacion llegan a
los 22620 m s.n.m. y se encuentran al NE del asentamiento “Torrecillas”, en tanto
que en la ampliacion la elevacion minima corresponde a 2200 m s.n.m. al E del
asentamiento “La Codorniz”.

La mayor parte de la superficie en la dotacion presenta pendientes superior al 10%
e incluso contiene areas con pendientes mayores del 60% en tanto que los
terrenos de la ampliacion son en general menos abruptos, casi la mitad de su
superficie tiene pendiente menores del 10% Yy las poblaciones mas inclinadas, con
pendientes mayores al 25 % no cubren el 4% del area.

Suelos

Los terrenos de la dotacion estan constituidos principalmente por Acrisoles orticos
(tierra charanda) combinados con otros tipos de suelo, todos ellos con texturas
finas. Los acrisoles orticos se caracterizan por acumular en el subsuelo arcillas,
por su coloracién roja, amarilla o amarilla clara con manchas rojas. Su pH es acido
y por tanto su vocacion es preferentemente forestal ya que usados en agricultura o
ganaderia presentan rendimientos bajos a medianos.

Por otra parte, en los terrenos de la ampliacion son los andosoles humicos
(polvillas) de textura media los que predominan en combinacion con los tipos de
suelo. Los andosoles humicos son suelos que generalmente se derivan de cenizas
volcanicas y se caracterizan por poseer una capa superficial de color negro o muy
oscuro, rico en materia organica, muy acida, pobre en nutrientes y con una textura
esponjosa 0 muy suelta.

Vegetacion y uso del suelo

En los terrenos del ejido Atécuaro se presentan basicamente tres tipos de
vegetacion y cuatro diferentes categorias adicionales de uso del suelo derivados
de la vegetacion original:

1. Bosque de Pino (P)
2. Bosque de Pino-Encino (Pqy Qp)
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Bosque de Encino

Areas forestales de uso agricola (F1)

Areas forestales de uso pecuario (F2)

Areas forestales con vegetacion arbustiva (F3)
Areas Forestales erosionadas (INEGI 1983)

No Ok

Hidrologia

La porcion Norte del ejido pertenece a la microcuenca La Presa, mientras que la
porcién Sur (o ampliacion) pertenece a la microcuenca Rié Grande, ambas drenan
hacia la laguna de Cuitzeo y se incluyen en la Region Hidroldgica Lerma Santiago.
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JUSTIFICACION

Una gran extension del territorio nacional presenta graves problemas de
deforestacion y como consecuencia de erosién. Cuando los suelos son fragiles, el
P, N y los agregados del suelo se vuelven elementos limitantes importantes; si se
logran desarrollar técnicas para restablecer los ciclos biogeoquimicos de P y N,
asi como para mejorar la estructura del suelo, mediante la fertilizacion y/o adicién
de hongos micorrizicos, en estas condiciones, seria posible reincorporar grandes
extensiones improductivas al manejo sostenible de ecosistemas forestales.

HIPOTESIS

La inoculacion de Fraxinus uhdei con los hongos micorrizicos Pisolithus tinctorius
y Glomus intraradices, solos 0 en interaccion dual y en presencia de nitrégeno
incrementara el desempefio del fresno en comparacién a sus contrapartes no
inoculados, tanto en experimentos de mesocosmos como en experimentos de
campo.

OBJETIVO GENERAL

Evaluar el desempefio de Fraxinus uhdei (Wenz.) Lingelsh (fresno) inoculado con
los hongos micorrizicos Pisolithus tinctorius (Pers.) Coker & Couch (ectomicorriza
HEM) y Glomus intraradices Schenk & Smith (endomicorriza HMA), solos o en
interaccion y en presencia/ausencia de fertilizacion nitrogenada bajo condiciones
de campo y mesocosmos.

OBJETIVOS ESPECIFICOS

1. Evaluar de experimento de campo y en condiciones de mesocosmos, la
contribucion de Pisolithus tinctorius, Glomus intraradices y urea, solos o0 en
interaccién, sobre el la sobrevivencia de Fraxinus uhdei.

2. Evaluar el efecto de Pisolithus tinctorius, Glomus intraradices y urea, solos
0 en interaccién, sobre crecimiento y desarrollo de Fraxinus uhdei,
mediante el desempefio in situ y en condiciones de mesocosmos.
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RESULTADOS

CAPITULO |

UTILIZACION DE HONGOS MICORRIZICOS PARA LA RESTAURACION DE
SUELOS SEVERAMENTE DEGRADADOS

Los suelos degradados son abundantes en todo el mundo y su aprovechamiento es
muy dificil, antiecondmico o impractico.

La erosion del suelo es una forma severa de degradacion fisica. Se estima que cerca
del 80 % de la tierra agricola en el mundo sufre erosibn moderada a severa 'y 10 %
ligera a moderada (Lal y Stewart, 1995).

La republica mexicana presenta de entre 60 y 80 % de su territorio con alguin
problema de erosion y especificamente en el estado de Michoacan aproximadamente
35 000 ha son deforestadas anualmente (COFOM, 2001)

La vegetacion controla la erosién al incrementar la infiltracion y al reducir la
escorrentia impidiendo con ello la formacion de carcavas, o su posible crecimiento,
ademas de que ofrece proteccion fisica al suelo frente al impacto de la lluvia o viento.
En ese sentido, desde hace varias décadas, se ha tratado de hacer frente al
creciente problema de la degradacion del suelo. Morgar (1986) sugiere que la
revegetacion multiestrato con gramineas, leguminosas, arbustos y aboles alrededor
de las carcavas es un buena estrategia para frenar los procesos erosivos,
observando que la revegetacion, logra reducir la escorrentia en carcavas entre un 65
a 90 % y las pérdidas de suelo por erosién entre 75 a 90 %.

Sin embargo y pesar de que se ha tratado de profundizar en los distintos
mecanismos para frenar el deterioro del suelo, es un hecho bien conocido que el
funcionamiento, la estabilidad y la productividad de los ecosistemas terrestres
dependen en gran medida de la riqueza de las especies de la cubierta vegetal, su
diversidad y la estructura de las poblaciones de la misma (Pohl, 2009).

Por otra parte, el que algunas especies de plantas puedan o no desarrollar una
cubierta vegetal adecuada, depende de las interacciones que se produzcan entre las
distintas especies presentes y de la competencia temporal y espacial que se
establezcan por los limitados recursos del suelo.

Las interacciones con los diferentes grupos de organismos que constituyen una
comunidad, pueden favorecer el establecimiento de determinadas especies de
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plantas y/o su posterior desarrollo mediante mecanismos de diversa indole (Smith et.
al. 2010; Pohl et al., 2009).

De las interacciones entre plantas y otros organismos de un ecosistema, las que se
establecen con microorganismos del suelo (grupo el cual carece de suficiente
informacion) reviste de especial interés para esta revision, son los denominados
hongos formadores de micorrizas, los cuales juegan un papel clave en el
establecimiento y desarrollo de la mayoria las plantas, constituyendo asi una
posibilidad para la utilizacion de dichas especies en la rehabilitacion de suelos
severamente degradados, donde las carencias de nutrientes minerales
(especialmente el fosforo) son limitantes para el establecimiento vegetal.

Las asociaciones simbiéticas entre raices vegetales y hongos fueron denominadas
en 1885 por el patdlogo forestal aleman A. B. Fran como micorriza (Smith y Read
1997). El principal beneficio para ambos simbiontes micorrizicos es el intercambio de
nutrientes (Pérez-Moreno y Read, 2004). Los hongos que establecen esta simbiosis
reciben carbono de las plantas hospederas y las plantas en intercambio reciben
fésforo, nitrégeno principalmente entre otros nutrientes, a través de las hifas
asociadas. La micorriza es una simbiosis que se establece entre alrededor de 5000
especies de hongos y mas del 90 % de las especies de plantas vasculares
(Brundrett, 2004).

Entre los multiples beneficios que se le atribuyen a la micorrizacion, se destaca el
efecto que ésta tiene sobre el desarrollo de la planta, ya que diversos estudios han
demostrado que las micorrizas mejoran el crecimiento de la planta al aumentar la
superficie de absorcion del sistema radical por medio de sus hifas asociadas, debido
a que el didametro (3 a 30 um) y longitud de sus hifas (0.03 a 6.95 m /g de suelo) les
permite explorar un mayor volumen del sistema edéafico (Smith & Read, 1997); el
absorber selectivamente y el acumular ciertos nutrientes, especialmente fosforo
(Colpaert et. al., 1999); el solubilizar y hacer disponibles para la planta algunos
minerales normalmente insolubles (Casarin et. al. 2004; Liu et. al., 2004) el permitir
gue las raices sean fisiologicamente activas por periodos mayores de tiempo en
comparacion con una raiz no micorrizada y ademas, el que sean mas resistentes a la
infeccion que ocasionan algunos hongos del suelo tales como Phytophthora sp.,
Pythium sp. y Fusarium sp., entre otros (Azcon-Aguilar y Barea, 1996), siendo
variados los mecanismos por lo que esto sucede, incluyendo principalmente la
ocupacion de un espacio en la raiz y cambios en la produccion de exudados (Dehne,
1982, Likar y Ragvar, 2008).

Asi pues, las plantas micorrizadas introducidas al campo en los programas de
restauracion poseen una mayor ventaja para resistir el ataque de patégenos, con lo
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gue se eleva su posibilidad de establecerse exitosamente, en comparacion con una
planta no micorrizada.

Ademas de ello, en la restauracién de los sitios perturbados se debe considerar a los
hongos micorrizicos, debido a que juegan un papel importante al contribuir a
incrementar la formacion y estabilidad de agregados en el suelo (Ambriz, et. al.
2010), por lo que podria llegar a constituir una solucion viable en la recuperacion de
suelos severamente degradados (Pohl et. al. 2009).

En resumen, los procesos por los cuales los HMA participan en la agregaciéon del
suelo serian:1) enlazamiento fisico por desarrollo extensivo de las hifas externas en
el suelo para crear un esqueleto estructural que participa en la adherencia de
particulas del suelo (Tisdall, 1991, Rilling et. al. 2010; Borie et. al. 2008)
enlazamiento quimico, debido al mucigel (glomalina) que las hifas producen y
excretan en las raices colonizadas y en el suelo (Schindler et. al. 2007; Driver et. al.
2005; Spohn y Giani 2010); 3) creacion de condiciones adecuadas para el desarrollo
de raices e hifas externas (Kodesova et. al. 2006; Milleret et. al. 2009); 4)
envolvimiento de microagregados en macroagregados pequefios y la creacion de la
estructura del macroagregado (Tisdall, 1996); 5) proteccion contra los procesos de
excesivo secado y humedecimiento de los agregados de los diferentes niveles
jerarquicos, debido al caracter hidrofébico de la glomalina (Rilling et. al. 2010; Spohn
y Giani 2010; Lichner et. al. 2007; Czarnes et. al. 2000) y 6) creacion de condiciones
adecuadas para el desarrollo de otros microorganismos de la rizosfera que estan
involucrados en la formacion y estabilidad de agregados (Young et. al. 1998; Tisdall,
1994; Bethlenfalvay et. al. 1999; Milleret et. al 2009; Davidson et. al. 2006) .

Los hongos micorrizicos promueven ademas, la resistencia a deficiencias hidricas en
la planta hospedera (Kodesova et. al., 2004), lo cual es consecuencia de diferentes
mecanismos, que van desde una respuesta fisica hasta una respuesta a nivel
bioquimico (Azcon-Aguilar y Berea, 1997; Cordier et. al. 1998; Auge, 2001).

En este sentido se ha observado que los hongos micorrizicos influyen en el ambiente
edafico al prevenir la formacion de claros entre las raices y el suelo, lo que mantiene
la continuidad del liquido, a través de la interface suelo-raiz (Czarnes et. al., 2000).
Ademas de que las hifas extraradicales incrementan la zona de captacién de agua
(Faber et. al. 1991; Davies et. al. 1992; Querejeta et. al. 2003), asi mismo se ha
observado que incluso pueden tomar agua del suelo cuando ésta se encuentra con
un valor de potencial hidrico no accesible para ser extraido por las raices de las
plantas (Bethlenfalvay, 1992). Por lo tanto, la asociacion micorrizica altera las
relaciones hidricas, lo cual es de gran valor ecoldgico ya que favorece el
establecimiento, vigor, productividad y supervivencia de las plantas (Auge, 2001),
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incrementando con ello las probabilidades de establecer de nuevo la comunidad
vegetal en un sitio perturbado con condiciones limitadas de agua.

Por otro lado, fundamentalmente, para que se forme la micorriza, en un medio
natural, deberan existir principalmente dos condiciones, la presencia de una planta
susceptible de ser micorrizada y la de algun tipo de propagulo en el medio (Smit and
Read, 1997). En teoria cualquier medio natural puede reunirlas, sin embargo cuando
se trata de suelos sumamente degradados, donde los nutrientes minerales sean
deficientes y las condiciones hidricas no sean adecuadas para el desarrollo éptimo
de la cubierta vegetal, se condiciona el establecimiento y desarrollo de los hongos
micorrizicos (Smith et. al., 2010).

Asimismo, las propiedades de infectividad de los hongos micorrizicos presentes asi
como de la efectividad de la simbiosis resultante dependera de diversos factores,
como por ejemplo, el grado de dependencia de las plantas a los hongos micorrizicos
(Plenchette, 1983), observandose que, en ese sentido, las especies con mas
dificultad para captar fosfatos de la solucién del suelo o con mayor demanda de ellos,
son las que tienen mayores grados de dependencia micorrizica (Flores y Cuenca,
2004). Es decir, existe evidencia de que la micorriza puede tener un mayor efecto
cuando el fésforo esta presente en sus formas menos solubles (Brundrett, 1991). La
adaptacion de hongos micorrizicos a condiciones particulares del suelo,
aparentemente es mAas comun que interacciones especificas con plantas
hospedantes. Asi, en sistemas experimentales, son raras las combinaciones
hospedante-hongo incompatibles, pero en ecosistemas naturales, muchas de estas
combinaciones pueden ser menos exitosas porque los hongos son pobremente
adaptados al habitat normal de las plantas (Brundrett, 1991).

Ademas de ello, se debe de considerar, que la especificidad de los hongos, las
condiciones fisicas, quimicas y biologicas del medio son factores determinantes
(Azcdn et. al. 1984), ya que se ha observado que dependiendo del el tipo de hongo
micorrizico del cual se trate, tomando en consideracion que actualmente se
reconocen 7 tipos de hongos micorrizicos (Smith and Read, 1997), se poseen
caracteristicas especificas individuales que les confiere diferentes aptitudes, como
por ejemplo, tener mayor tolerancia a temperaturas extremas del suelo, humedad,
baja fertilidad y salinidad, presencia de toxicos y metales pesados, etc., los cuales
pueden proveer a la planta hospedante ventajas de competencia ecoldgica e
incrementar la supervivencia, crecimiento, nutricion o rendimiento en estas
condiciones ((Daft, 1991).

Asi pues, en base a lo anterior revisado se sugiere que es posible lograr la
restauracion de suelos severamente degradados o afectados por erosion severa
mediante un estrategia integral basada en la participacion de la simbiosis micorrizica.
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Resumen

En suelos severamente degradados el establecimiento de plantas se dificulta por la
ausencia de estructura, de microorganismos del suelo y en muchos casos por las
bajas concentraciones de macronutrientes. En estas condiciones, el uso de
interacciones con hongos micorrizicos, podria ser una estrategia efectiva para la
revegetacion y la restauracién ecologica. Se realizé un experimento con sustrato
obtenido de un sitio severamente erosionado (acrisoles con presencia de carcavas)
en un sistema de mesocosmos, con el objetivo de evaluar el desempefio de Fraxinus
uhdei (Wenz.) Lingelsh (fresno) inoculado con los hongos micorrizicos Pisolithus
tinctorius yRhizophagus intraradices, solos o0 en interaccion y en presencia/ausencia
de fertilizacion nitrogenada. Se evaluo la altura, la cobertura de la copas, el diametro
a la altura de la base del tallo y el nUumero de hojas al finalizar el experimento y se
cosechd la biomasa. Se prepararon muestras para verificar la micorrizacion. Los
resultados indicaron que la fertilizacién no tuvo efecto significativo sobre el desarrollo
de las plantas pero, afectd negativamente la supervivencia (con urea 67%, sin urea
90%). Los mayores valores para las variables de crecimiento y la biomasa aérea
siempre correspondieron a las plantas con inoculacion dual, y los menores para las
plantas control o las inoculadas con P. tinctorius (altura 23.3 cm contra 15.8 cm para
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P. tinctorius, didmetro a la altura de la base 0.74 cm contra 0.5 para P. tinctorius, el
peso seco de las partes aéreas 2.0 g contra 1.0 g del control). Los resultados
sugieren que en suelos que presentan condiciones severas de degradacion la co-
inoculacién de plantas adaptadas a condiciones adversas puede ser una estrategia
eficiente de revegetacion

Palabras clave: co-inoculacion, Glomus intraradices, Pisolithus tinctorius, simbiosis,
restauracion ecologica.

Abstract

In severely degraded soils, plant establishment is difficult because of lack of structure,
a depleted community of microorganisms and in many sites low concentrations of
macronutrients . Under these conditions, the use of interactions with mycorrhizic fungi
could be an effective strategy for revegetation and ecological restoration. An
experiment was established in mesocosms with soil gathered from a severely
degraded site (acrisols with gully formations). The objective of the study was the
evaluation of the performance of Fraxinus uhdei (Wenz.) Lingelsh (ash) inoculated
with the mycorrhizic fungi Pisolithus tinctorius and Rhizophagus intraradices, each
species by itself or in combination and also with presence or absence of nitrogen
fertilization. Height, canopy cover, diameter at the base of the stem and number of
leaves were evaluated at the end of the experiment, afterwards biomass was
harvested. Samples were prepared to verify mycorrhization. Results showed that
fertilization had no significant effect on plant development but had a negative effect
on survival (with urea 67%, without urea 90%). The highest values for growth
variables and biomass were those of plants with dual inoculation, and the lowest for
control plants or plants inoculated with P. tinctorius (height 23.3 cm against 15.8 cm ,
DAB 0.74 cm against 0.5 , dry aboveground weight 2.0 g against 1.0 g ). These
results suggest that in severely degraded soils dual inoculation of plant species
tolerant to degraded sites can be an efficient revegetation strategy.

Key words: co-inoculation, ecological restoration, Glomus intraradices, Pisolithus
tinctorius, symbiosis.

Uno de los problemas ambientales mas graves y mundialmente reconocidos es la
erosion del suelo, resultado principalmente de la deforestacion. En México, la tasa de
deforestacién alcanzo6 hace 20 afios cerca de 800 000 ha/afio (Masera et al., 1992), y
se estima que se perdi6 mas suelo en la segunda mitad del siglo XX que en los
cuatro siglos anteriores (Maass y Garcia-Oliva, 1990). La erosion recurrente de la
capa superficial del suelo, y la erosion en carcavas como consecuencia de la
deforestacion y técnicas de cultivo inadecuadas, han sido documentadas para el 65 o
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el 85 % de la superficie de México (Bocco y Garcia-Oliva, 1992; Maass y Garcia-
Oliva, 1990), lo anterior implica que cerca de 535 millones de toneladas de suelo se
pierden anualmente (SEMARNAT, 1997).

La lluvia, el viento, el tipo de suelo, la pendiente, la cobertura vegetal y la presencia o
ausencia de medidas de conservacion son los factores principales que determinan la
erosion del suelo (Pimentel, 2006). Debido a que en los suelos altamente
erosionados no existe una cubierta vegetal que brinde proteccion, la lluvia cae
directamente, provocando con ello que el flujo de agua de lluvia empiece a arrastrar
el suelo provocando la erosion por céarcavas, un grado avanzado de erosion (Tyler,
1994). En suelos con alto grado de erosion, se altera o pierde considerablemente la
diversidad de microbiota (Nie et al., 2013), se reduce la capacidad de retencion de la
humedad, se modifica la estructura, el nivel de compactacion, se puede dar el
afloramiento de subhorizontes con menor fertilidad, lo que en su conjunto se traduce
eventualmente en la pérdida total del suelo y en la presencia de un sustrato sin las
propiedades fisicas y quimicas minimas para el desarrollo y supervivencia de las
plantas (Duran y Rodriguez, 2008).

En suelos altamente erosionados, para evitar mayores dafios en el sitio y en las
cuencas en los que se encuentran, es recomendable establecer programas de
restauracion que entre otras medidas deben contemplar el establecimiento de una
cobertura vegetal para mejorar la estructura de suelo y por lo tanto facilitar su
regeneracion y proteccion. En ese sentido el estudio de plantas con potencial para
formar asociaciones simbi6ticas tanto con hongos micorrizicos arbusculares (HMA)
como con hongos ectomicorrizicos (HE), puede contribuir a mejorar las estrategias
de restauracion ecoldgica (Gémez-Romero et al., 2012), en particular lo relacionado
con la diversidad microbiana del suelo y las funciones que esta diversidad sostiene.

Una funcién bien documentada de los hongos micorrizicos es la de facilitar a la
planta la adquisicion y la absorcién de fésforo. Sin embargo, estos hongos procuran
otros beneficios a las plantas, tanto a escala poblacional como de comunidades:
mejoran la adquisicion y la absorcién del nitrégeno y del cobre, limitan la absorcion
de metales pesados toxicos como el zinc y el cadmio. Ademas, mejoran el flujo de
agua, aumentando la resistencia de las plantas a la sequia, particularmente en las
primeras etapas de vida. También incrementan la resistencia contra agentes
patdgenos Yy, por consiguiente, aumentan la adecuacion de las plantas, su
supervivencia y su fecundidad (Smith y Read, 1997; Pérez-Moreno y Read, 2004).

Las especies vegetales que forman asociaciones micorrizicas presentan una
fisiologia y una ecologia diferentes de aquellas que no forman esta asociacion, y se
considera a la asociacion micorrizica como uno de los factores promotores de la
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diversidad vegetal, al facilitar el establecimiento de las plantas (Pohl et al., 2009;
Smith et al., 2010).

Unas de las especies vegetales capaces de establecerse en sitios degradados son
los fresnos (Fraxinus), en particular F. uhdei, pues son resistentes a suelos pobres
en nutrientes y materia organica (Francis, 1990; Stabler et al., 2001). Fraxinus uhdei
es una especie endémica a México capaz de formar asociaciones simbioticas en
condiciones de laboratorio (Ambriz et al., 2010) tanto con hongos ectomicorrizicos
(HEM) como con hongos endomicorrizicos (HMA). Aunado a ello, Rothstein et al.
(2004), documentaron que hay grandes cantidades de N y P en la hojarasca de un
bosque dominado por fresnos, y por ende plantean que esta especie favorece la
recuperacion de la dinamica biogeoquimica del suelo.

Por otro lado, se ha sugerido que el éxito del fresno para poder desarrollarse en
zonas degradas puede ser el resultado de su habilidad para formar asociaciones
simbidticas con hongos micorrizicos (Stabler et al., 2001). Sin embargo, existen
pocos trabajos que muestran la contribucion del sistema fresno-hongos micorrizicos
en el desempefio de la planta en sustratos limitantes.

Las variables que afectan esta asociacion bajo condiciones mas realistas pero aun
controladas no han sido estudiadas. Lo anterior se puede lograr con el uso de
mesocosmos y que han probado ser una aproximacion experimental util para la
restauracion ecologica (Callaway et al., 1997; Szanser et al., 2011). Por lo tanto, el
objetivo de este estudio fue evaluar el desempefio de Fraxinus uhdei inoculado con
los hongos micorrizicos Pisolithus tinctorius (Pers.) Coker & Couch y Rhizophagus
intraradices (N.C. Schenck & G.S. Sm.) C. Walker & A. Schuf3ler (antes Glomus
intraradices; SchiuRller y Walker 2010; Kriger et al., 2012), solos o en interaccién en
un experimento de mesocosmos, a fin de evaluar el comportamiento del sistema en
un suelo con las caracteristicas antes mencionadas, partiendo de la hipétesis de que
la adicion de N incrementara el desempefio y supervivencia del sistema F. uhdei-R.
intraradices-P. tinctorius.

Materiales y métodos

Se propagaron plantas de Fraxinus uhdei en agosto de 2011 en condiciones de casa
de sombra (20%), para lo cual se escarificaron semillas de forma manual y se
desinfectaron con peroxido de hidrogeno (H202) al 10% (v:iv) por 15 min.
Posteriormente fueron sembradas en contenedores rigidos de plastico (240 cm?3),
utilizando como sustrato agrolita-turba (2:1 v/v) esterilizada en autoclave por 30
minutos a 121 °C y 15 PSI. A las 9 semanas de crecimiento, las plantas fueron
separadas cuatro grupos, las del primer grupo no fueron inoculadas y las
pertenecientes a los tres restantes furon inoculadas: a) el hongo ectomicorrizico P.
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tinctorius (1 x 10° esporas/planta) utilizando como vehiculo turba micronizada, b) el
hongo micorrizico arbuscular R. intraradices (50 esporas/planta), aplicado como una
suspension en agua destilada y ¢) con una mezcla de ambas especies de hongos
(inoculacion dual), cada especie aplicada como ya se mencioné. El in6culo de P.
tinctorius fue obtenido de Biosyneterra Solutions Inc. (L'Assomption, Québec,
Canada), y R. intraradices a partir de cultivos aislados en el Laboratorio de
Interaccion Suelo-Planta-Microorganismo del Instituto de Investigaciones Quimico
Biologicas de la Universidad Michoacana de San Nicolas de Hidalgo.

Cuando las plantas de fresno cumplieron 17 semanas de inoculacién, fueron
trasplantadas a contenedores de plastico de 20 | que contenian como sustrato suelo
extraido de la localidad Huertitas, en el Ejido de Atécuaro (19° 33’ 05” y 19° 37’ 08”
N y 101°05’°07”0 vy altitud de 2275 m) localizado a 15 Km al sur de la ciudad de
Morelia, Michoacan. El suelo no fue esterilizado porque el experimento buscaba
lograr condiciones similares a las que las plantas encontrarian en campo pero
controlando el mayor numero de variables posibles. No esterilizar el sustrato
potencialmente permitiria a las plantas asociarse con bacterias presentes en el
mismo aunque podria también implicar que las plantas adquirieran otras especies de
hongos micorrizicos. Esta localidad se caracteriza por tener un alto grado de erosién
y numerosas carcavas, formadas en suelos de tipo acrisol ocrico (Duvert et al.,
2010). En las condiciones actuales de degradacion, el suelo de la localidad contiene
muy poca materia organica (0.78%), es muy bajo en nitrégeno total aprovechable
(19.60 kg/Ha) y extremadamente pobre en fosforo asimilable (0.347 mg/kg). El
experimento fue establecido en el Centro de Investigaciones en Ecosistemas de la
UNAM Campus Morelia, al aire libre. Las macetas fueron distribuidas en un disefio
completamente al azar con ocho tratamientos (4 de inoculacion y dos de fertilizacion
en un disefio ortogonal) y 18 réplicas conteniendo una planta de fresno por maceta.
El experimento fue evaluado durante 20 meses.

Para los tratamientos con fertilizacion, urea (NH2CONH) fue disuelta en agua a una
concentracion 200 mM, de tal forma que cada planta recibié 0.096 g de urea, cada
tercer dia durante la temporada de lluvias. El riego se mantuvo constante cada tercer
dia para todos los tratamientos durante todo el experimento, con excepcion de la
época de lluvias en la que se suspendio el riego.

Para evaluar el desempefio de los fresnos, se registrd al finalizar el experimento la
supervivencia, la altura, el diametro a la altura de la base (DAB en el cuello de la
planta a un cm del suelo), la cobertura (evaluado mediante la formula de la elipse
rir21r con dos radios de la copa para inferir el dosel), el nimero de hojas. Se cosecho
la biomasa aérea y de raices de 10 plantas por tratamiento elegidas al azar. A partir
de este material se obtuvo el peso freso y seco, y para las raices se midi6 la longitud,
se obtuvo el volumen, por el método de desplazamiento de agua.
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El hongo micorrizico arbuscular se identificé por medio de la técnica de tincion tinta y
vinagre descrita por Vierheilig et al. (1998), clareando las raices con KOH al 10%
(peso / vol) por 30 min, para posteriormente tefiir con tinta shaeffer Negra disuelta al
10% con acido acético al 25%, y posteriormente lavando el exceso de colorante con
agua corriente. Una vez tenidas las raices se buscaron estructuras caracteristicas
propias de la especie (arbusculos, vesiculas y/o micelio) fotografiando con una
camara Leica DFC 295 (Version 7.0.1.0) la cual estd integrada a un software
especializado (Leica Application Suite Version 3.4.1). P. tinctorius se detectd en
base a la técnica de Thomson et al. (1993), tifiendo el manto y el micelio externo, del
hongo asociado a los segmentos finos de raices de fresno, con azul de tripano al
0.05 % por 24 horas y retirandose posteriormente el exceso de colorante con agua
destilada, antes de ser observados al microscopio.

Los andlisis estadisticos se llevaron a cabo a través de andlisis de varianza de dos
vias, inoculacién vy fertilizacion), y se verific6 que se cumpliera con los supuestos de
este método estadistico. Debido a la mortalidad, y debido a la sensibilidad del
analisis de varianza de mas de una via a datos desbalanceados, se eliminaron
réplicas al azar de tal forma que se contara con el mismo numero de réplicas por
tratamientos (Underwood 1997). En el caso de que para alguna de las variables uno
de los factores no fuera significativo, el factor fue eliminado del analisis, lo que
permitié en estos casos utilizar la base de datos completa (Crawley 2007).

Resultados

Las preparaciones de tejido de raiz mostraron que la inoculacion con Rhizophagus
intraradices y Pisolithus tinctorius fue efectiva (Figura 1), tanto para las plantas
inoculadas con cada una de estas especies como para aquellas que fueron
inoculadas por ambas. Al finalizar el experimento, a los 20 meses de establecido, la
mortalidad entre los individuos asignados a los diferentes tratamientos difiri6. Entre
tratamientos de inoculacion las diferencias no fueron significativas (x2 = 2.72, g.l. = 3,
P = 0.43), pero entre tratamientos de fertilizacion si (x2= 12.64, g.l. = 1, P = 0.0004),
debido a que la supervivencia sin aplicacién de urea fue del 90% y con aplicacion de
67%.
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Figura 1. En (A) raices de Fraxinus uhdei pertenecientes al tratamiento control; en
(B), raices de la misma especie con micelio externo de Pisolithus tinctorius; en (C),
raices con micelio externo de Rhizophagus intraradices ; y en (D), vesiculas de
Rhizophagus intraradices (indicadas por las flechas).

Las variables de crecimiento mostraron, al igual que todas las variables de respuesta
consideradas, sOlo diferencias entre tratamientos de inoculacion. La altura (figura
2a), fue mayor para las plantas con inoculacién dual (GP), que alcanzaron una altura
de 23.3 + 6.9 cm, y la menor fue para las plantas inoculadas con P. tinctorius (P), que
alcanzaron una altura de 15.8 + 4.4 cm, las diferencias entre tratamientos fueron
significativas (F, 109) = 7.15, P = 0.0002). El didmetro a la altura de la base (DAB)
mostré un patron similar, el mayor diametro lo presentaron las plantas con
inoculacion dual, 0.74 £ 0.27 cm y el menor las plantas inoculadas con P. tinctorius,
0.50 £ 0.12 cm, las diferencias entre tratamientos fueron significativas (F3, 109) = 5.43,
P = 0.002). La cobertura mostro un patron similar al de las dos variables anteriores
pero en este caso las diferencias se dieron entre las plantas con inoculacion dual, las
gue fueron inoculadas con P. tinctorius y las que pertenecian al grupo control (Figura
2c), con coberturas de 88.9 + 74.7 cm? 212 + 33.1 y 45.6 + 57.9 cm?
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respectivamente (F, 109) = 5.3, P = 0.002). Finalmente, para este tipo de variables, el
namero de hojas siguid el mismo patrén que la cobertura, con el mayor nimero de
hojas para la inoculacion dual y la menor para las plantas inoculadas con P. tinctorius
y las plantas control, 9.6 + 5.9, 6.3 + 3.6 y 6.5 + 3.5 respectivamente (F3, 109) = 3.42,

P =0.02).
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Figura 2. a) Altura, b) diametro a la altura de la base, c) cobertura 'y d) numero de

hojas de F. uhdei en los distintos tratamientos de inoculacion (C = control, G =
Rhizophagus intraradices , P = Pisolithus tinctorius, GP = inoculacion dual). Los

datos son medias y desviaciones estandar, las medias no identificadas con la misma
letra son significativamente diferentes (P < 0.05).
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La biomasa de las partes aéreas fue mayor para las plantas con inoculacion dual
(Figura 3), la biomasa fresca alcanz6 4.77 £ 3.4 g para estas plantas en contraste
con 2.3 + 2.2 g para las plantas control (F, 74) = 4.85, P = 0.004), la biomasa seca
sigui6 el mismo patrén entre tratamientos, las plantas con inoculacién dual
alcanzaron un peso promedio de 2.0 £ 1.42 g contra 1.0 £ 0.99 de las plantas control
(F@, 74y =4.42, P = 0.006).
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Figura 3. Peso fresco y peso seco de las partes aéreas de los individuos de F. udhei
cosechados de los diferentes tratamientos de inoculacion (C = control, G =
Rhizophagus intraradices , P = Pisolithus tinctorius, GP = inoculacion dual). Los
datos son medias y desviaciones estandar, las medias no identificadas con la misma
letra son significativamente diferentes (P < 0.05).

El peso fresco y seco de las raices (Figura 4a y 4b) muestran nuevamente un patron
en donde los valores mayores son para las plantas con inoculacion dual (peso fresco
=13.9 £ 9.6, peso seco = 3.3 £ 2.6) y los menores para las plantas inoculadas con P.
tinctorius (peso fresco = 4.4 + 3.6, peso seco = 1.0 £ 0.8), que no difirieron
estadisticamente de los valores para las plantas control (peso fresco = 5.1 + 4.1,
peso seco = 1.1 + 0.9); las diferencias tanto para el peso fresco (Fa, 74 = 7.19, P =
0.0003), como para el peso seco (F@, 74) = 6.29, P = 0.0007), fueron significativas. El
volumen de las raices (Figura 4c) mostré6 el mismo patrén pues las plantas con
inoculacién dual tuvieron un volumen de 13.6 + 8.8 cm?, y las plantas inoculadas con
P. tinctorius y las control de 4.5 + 3.7 cm® y 5.3 + 3.2 cm? respectivamente (F@, 74) =
7.68, P = 0.0002). La longitud especifica (Figura 4d) fue menor para las plantas con
inoculacion dual (35.1 + 26.7 cm g1) que en las plantas control (104.7 + 89.4 cm g%),
que representaron los extremos para esta variable que fue la dltima en mostrar
diferencias significativas entre tratamientos (F, 74) = 4.66, P = 0.005).
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Figura 4. a) Peso fresco, b) peso seco, c) volumen y d) longitud especifica de las
raices de F. uhdei cosechadas de los distintos tratamientos de inoculacion (C =
control, G = Rhizophagus intraradices , P = Pisolithus tinctorius, GP = inoculacion
dual). Los datos son medias y desviaciones estandar, las medias no identificadas con
la misma letra son significativamente diferentes (P < 0.05).
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DISCUSION

En suelos degradados que son deficientes en nutrientes, carentes de estructura y
depauperados en diversidad de microorganismos, puede ser util el uso de plantas
resistentes a situaciones adversas y de aprovechar asociaciones simbioticas con
hongos micorrizicos (Smith et al., 2010; Gomez-Romero et al.,, 2012). En este
sentido, en el presente trabajo se establecid un ensayo en suelo de tipo acrisol
ocrico, con deficiencias nutricionales que dificultan el desarrollo de las plantas. En el
suelo utilizado, el fosforo se encuentra unido a minerales de hierro, lo que lo hace
insoluble y poco disponible para las plantas (ISRIC, 2013). Sin embargo, a pesar de
estas caracteristicas del sustrato se observd que Fraxinus uhdei es capaz de
establecerse satisfactoriamente, particularmente si se encuentra formando
asociaciones micorrizicas como lo indican los resultados del presente estudio. El
ensayo mostré que el fresno es resistentes a condiciones adversas del sustrato y
sugiere que puede sobrevivir en suelos pobres en nutrientes, aiun mas pobres que
los reportados en otros estudios (Francis, 1990; Stabler et al., 2001).

Es interesante notar que el efecto de la adicibn de urea fue adverso para la
supervivencia de las plantas de fresno en las condiciones experimentales del
presente trabajo, y que no tuvo ningun efecto para el resto de las variables
evaluadas. Existen pocos trabajos que documenten los efectos de la fertilizacién
nitrogenada en especies arbdreas, y con los que se cuenta, son principalmente de
especies del género Pinus. Por ejemplo, para P. pinea L., la fertilizacién no afecta la
supervivencia pero si su crecimiento (Canellas et al., 1999), resultados que son
contrarios a lo obtenido en el presente ensayo, donde la supervivencia si se vio
afectada pero no asi el crecimiento de las plantas, aunque en este sentido los
resultados son similares a los obtenidos por Davel et. al. (2001), donde se observo
que la fertilizacion nitrogenada no tuvo efecto alguno sobre el desarrollo de P.
ponderosa. La micorrizacidbn puede verse afectada por la adicion de nitrégeno,
variando la proporcion de las micorrizas presentes, tanto en tipos como en
abundancia relativa (Alexander y Fairley, 1983), de hecho, la adicion de nitrégeno
inhibe la colonizacién de los hongos micorrizicos en algunas especies de plantas
cultivadas, siendo su efecto depresivo mayor que el del fésforo (Ocampo y Hayman
,1981; Hayman, 1983).

La micorrizacion tuvo un efecto en todas las variables evaluadas, en particular la
micorrizacion dual, pero no en la supervivencia, o que contrasta con otros trabajos
recientes realizados con leguminosas en zonas semiaridas (Monroy-Ata et al., 2007),
Cedrela odorata (Méndez-Cortés et al., 2013) y Pinus halepensis (Alvarez-Sanchez
et al., 2013).

Se sabe que la simbiosis micorrizica estimula el crecimiento vegetal debido
principalmente al efecto benéfico sobre la nutricion mineral y el aporte de agua hacia
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las plantas (Simard y Durall, 2004; Pringle et al., 2010), sin embargo, debe tenerse
en cuenta que hay asociaciones distintas que se establecen entre el hongo y su
hospedante, y que cada combinacion puede tener efectos distintos sobre el
crecimiento de la planta. En ese sentido, en este estudio se observo que a pesar de
que F. udhei puede formar asociaciones simbiéticas tanto con R. intraradices
(endomicorriza) como con P. tinctorius (ectomicorriza), las plantas respondieron de
manera distinta a cada especie. Las plantas inoculadas con R intraradices tuvieron
un mejor crecimiento en comparacion con las inoculadas con P. tinctorius y cuando
ambos hongos micorrizicos se encuentran en coinoculacion se presenta una sinergia
que repercute positivamente en el crecimiento de F. uhdei. Estos resultados
coinciden con lo reportado por Ambriz et al. (2010) para la misma especie de
hospedero, sin embargo, el ensayo desarrollado por este autor se realizd bajo
condiciones controladas en camara de crecimiento y en periodo menor de tiempo (12
semanas de duracion).

Existen reportes que muestran el efecto benéfico de la inoculacion dual con R.
intraradices y P. tinctorius (Founoune et al., 2001; Misbahuzzaman y Newton, 2006),
sin embargo, la informacion en torno al sistema F. uhdei-R. intraradices-P. tinctorius
es casi inexistente, debido a que so6lo se contaba con reportes de que las familias
gue forman asociacién simbidtica tanto con hongos endomicorrizicos como con
hongos ectomicorrizicos son: Juglandaceae, Tiliaceae, Myrtaceae, Salicaceae,
Fagaceae y Caesalpiniaceae (Harley y Smith, 1993), por lo tanto este trabajo
confirma lo reportado por Ambriz et al. (2010) en términos de la respuesta de la
planta, pero en un sistema menos controlado. Desde luego no demuestra que la
simbiosis simultdnea ocurra de forma natural, pero sugiere que al menos una especie
del género Fraxinus podria ser capaz de formar asociaciones con hongos
ectomicorrizicos, lo que indica la necesidad de explorar esta posibilidad con
individuos creciendo en condiciones naturales. Finalmente, debido al mejor
desempefio de las plantas con inoculacién dual, se podria sugerir que el uso de
hongos micorrizicos (HMA y HEM) asociados a esta especie podria ser una
herramienta para programas de restauracion de suelos severamente degradados.
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CAPITULO Il

INOCULACION DE PLANTAS DE FRAXINUS UHDEI CON HONGOS
MICORRIZICOS: EFECTOS DE LA SIMBIOSIS Y FERTILIZACION EN SUELOS
DEGRADADOQOS, UN ESTUDIO DE CAMPO.

Resumen

En suelos severamente degradados, deficientes en nutrientes y carentes de
estructura, el establecimiento, desarrollo y supervivencia de plantas se dificulta. Ante
estas condiciones, el uso de interacciones micorrizicas, podria ser una estrategia
efectiva para la revegetacion y restauracién ecoldgica. Se realizé un experimento en
una localidad caracterizada por su alto grado de erosién y numerosas carcavas, en
suelos tipo acrisol 6crico, con el objetivo de evaluar el desempefio de Fraxinus uhdei
inoculado con los hongos micorrizicos Pisolithus tinctorius y Glomus intraradices,
solos 0 en interaccidon y en presencia/ausencia de urea. Se evalué la altura,
cobertura foliar, didmetro a la altura de la base y numero de hojas, al finalizar el
experimento (21 meses de establecido). Los andlisis estadisticos se llevaron a cabo
a través de analisis de varianza de dos vias (inoculacién y fertilizacion), Se
prepararon muestras para verificar la micorrizacién, siendo ésta efectiva. Entre
tratamientos de inoculacién las diferencias no fueron significativas, sin embargo al
comparar el 100 % de supervivencia del tratamiento con inoculacién dual fertilizado,
contra el control (61.54 %), se evidencia una clara diferencia estadisticamente
significativa (P < 0.0001). Al analizar crecimiento de F. uhdei, los resultados indicaron
que los valores menores corresponden al control para todas las variables
analizadas, por lo que es importante la presencia de los hongos micorrizicos de
manera individual o dual (no existiendo diferencia estadistica entre tratamientos
inoculados) ya que presentan valores mayores con respecto a las plantas control. El
factor fertilizacién solo fue significativo para la altura de F. uhdei. Los resultados
sugieren que en suelos con deficiencias nutricionales se requiere de interacciones
entre plantas y hongos micorrizicos como las descritas en este estudio para mejorar
el establecimiento, crecimiento y supervivencia ante estas condiciones, lo cual
pudiera ser clave como estrategia en la restauracion de sitios altamente degradados.

Palabras clave: co-inoculacion, Glomus intraradices, Pisolithus tinctorius, simbiosis,
restauracion ecolégica.
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INTRODUCCION

Los suelos degradados son abundantes en todo el mundo y su recuperacion aunque
necesaria puede ser muy dificil, e incluso en ocasiones no realizable por los altos
costos o la falta de conocimiento cientifico y desarrollos tecnoldgicos (Bradshaw y
Chadwick, 1980).

La erosion del suelo es una forma severa de degradacion fisica. Se estima que cerca
del 80% de la tierra agricola en el mundo sufre erosion moderada a severa y 10%
ligera a moderada (Lal y Stewart, 1995). Especificamente en México, en los Ultimos
45 afos se han degradado (de forma moderada a extrema) 60.9 millones de ha, lo
que representa un 24.1% de su superficie con cobertura vegetal (Maass 1993);
particularmente en el estado de Michoacan aproximadamente 35 000 ha son
deforestadas anualmente (COFOM, 2001) viéndose reflejado en un aumento de la
erosion del suelo.

La vegetacion controla la erosién al incrementar la infiltracion y al reducir la
escorrentia impidiendo con ello la formacion de carcavas, o su posible crecimiento,
ademas de que ofrece proteccion fisica al suelo frente al impacto de la lluvia o viento.
En ese sentido, desde hace varias décadas, se ha tratado de hacer frente al
creciente problema de la degradacion del suelo. Morgar (1986) sugiere que la
revegetacion multiestrato con gramineas, leguminosas, arbustos y arboles alrededor
de las carcavas es un buena estrategia para frenar los procesos erosivos,
observando que la revegetacion, logra reducir la escorrentia en carcavas entre un 65
a 90% y las pérdidas de suelo por erosion entre 75 a 90%.

Sin embargo y pesar de que se ha tratado de profundizar en los distintos
mecanismos para frenar el deterioro del suelo, es un hecho bien conocido que el
funcionamiento, la estabilidad y la productividad de los ecosistemas terrestres
dependen en gran medida de la riqueza de las especies de la cubierta vegetal, su
diversidad y la estructura de las poblaciones de la misma (Pohl, 2009).

Por otra parte, el que algunas especies de plantas puedan o no desarrollar una
cubierta vegetal adecuada, depende de las interacciones que se produzcan entre las
distintas especies presentes y de la competencia temporal y espacial que se
establezcan por los recursos del suelo.

Las interacciones con los diferentes grupos de organismos que constituyen una
comunidad, pueden favorecer el establecimiento de determinadas especies de
plantas y/o su posterior desarrollo mediante mecanismos de diversa indole (Smith et.
al. 2010; Pohl et al., 2009).
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De las interacciones entre plantas y otros organismos de un ecosistema, las que se
establecen con microorganismos del suelo, un grupo muy amplio de organismos
pertenecientes a diversos phyla de los cuales se carece hoy en dia de suficiente
informacion. Para el presente estudio, son de particular importancia los hongos
formadores de micorrizas, los cuales juegan un papel clave en el establecimiento y
desarrollo de la mayoria las plantas, constituyendo asi una posibilidad para la
utilizacion de dichas especies en la rehabilitacion de suelos severamente
degradados, por una lado para reducir los efectos negativos de las carencias de
nutrientes minerales (especialmente el fésforo). En las plantas, y por otro por su
papel en la formacién de estructuras que contribuyen a la estructura del suelo
(Colpaert et. al., 1999, Ambriz, et. al. 2010).

Entre los multiples beneficios que se le atribuyen a la micorrizacion, se destaca el
efecto que ésta tiene sobre el desarrollo de la planta, ya que diversos estudios han
demostrado que las micorrizas mejoran el crecimiento de la planta al aumentar la
superficie de absorcion del sistema radical por medio de sus hifas asociadas, debido
a que el diametro (3 a 30 um) y longitud de sus hifas (0.03 a 6.95 m /g de suelo) les
permite explorar un mayor volumen del sistema edafico (Smith & Read, 1997);
absorber selectivamente y el acumular ciertos nutrientes, especialmente fosforo
(Colpaert et. al., 1999); solubilizar y hacer disponibles para la planta algunos
minerales normalmente insolubles (Casarin et. al. 2004; Liu et. al., 2004); permitir
que las raices sean fisioldgicamente activas por periodos mayores de tiempo en
comparacién con una raiz no micorrizada y ademas, el que sean mas resistentes a la
infeccibn que ocasionan algunos hongos del suelo tales como Phytophthora sp.,
Pythium sp. y Fusarium sp. (Azcén-Aguilar y Barea, 1996), siendo variados los
mecanismos por lo que esto sucede, incluyendo principalmente la ocupacion de un
espacio en la raiz y cambios en la producciéon de exudados (Dehne, 1982, Likar y
Ragvar, 2008). Por otro lado, en la restauracion de los sitios perturbados se debe
considerar a los hongos micorrizicos, debido a que juegan un papel importante al
contribuir a incrementar la formacién y estabilidad de agregados en el suelo (Ambriz,
et. al. 2010), por lo que podria llegar a constituir una solucion viable en la
recuperacion de suelos severamente degradados (Pohl et. al. 2009).

Asi mismo, el estudio de plantas con potencial para formar asociaciones simbioticas
tanto con hongos micorrizicos arbusculares (HMA) como con hongos
ectomicorrizicos (HE), puede contribuir a mejorar las estrategias de restauracion
ecologica (Gomez-Romero et al., 2012), en particular lo relacionado con la diversidad
microbiana del suelo y las funciones que esta diversidad sostiene.

Unas de las especies vegetales capaces de establecerse en sitios degradados son
los fresnos (Fraxinus), entre ellos F. uhdei, pues las especies de este género son
resistentes a condiciones de estrés causadas por suelos pobres en nutrientes y
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materia organica (Francis, 1990; Stabler et al., 2001). Fraxinus uhdei es una especie
endémica a México capaz de formar asociaciones simbidticas con hongos
formadores de micorrizas. En términos ecosistémicos, se ha demostrado que en
bosque dominado por fresnos hay grandes cantidades de N y P en la hojarasca y se
favorece la recuperacién de la dinAmica biogeoquimica del suelo (Rothstein et al.
2004).

Ademas de ello, se ha sugerido que el éxito del fresno para poder desarrollarse en
zonas degradas puede ser el resultado de su habilidad para formar asociaciones
simbidticas con hongos micorrizicos (Stabler et al.,, 2001). Sin embargo, existen
pocos trabajos que muestran la contribucion del sistema fresno-hongos micorrizicos
en el desempefio de la planta en sustratos limitantes.

Asi pues, en base a lo anterior revisado se sugiere que es posible lograr la
restauracion de suelos severamente degradados o afectados por erosién severa
mediante una estrategia integral basada en la participacibn de la simbiosis
micorrizica, debido a lo cual el presente ensayo tiene como finalidad contribuir a
esclarecer el comportamiento de F. uhdei inoculado con hongos micorrizicos y en
presencia de fertilizacion nitrogenada, ante un escenario como la problematica antes
descrita.

MATERIALES Y METODOS

Se propagaron 500 plantas de F. uhdei en marzo del 2012 en condiciones de casa
de sombra (20 %), para lo cual se escarificaron semillas de forma manual y se
desinfectaron con peroxido de hidrogeno (H202) al 10% (v:iv) por 15 min.
Posteriormente fueron sembradas en contenedores rigidos de plastico (375 cm3),
utilizando como sustrato agrolita-turba (2:1 v/v) esterilizada en autoclave por 30
minutos a 121 °Cy 15 PSI.

A las 9 semanas de crecimiento, las plantas fueron separadas en cuatro grupos, las
del primer grupo no fueron inoculadas y las pertenecientes a los tres restantes fueron
inoculadas: a) el hongo ectomicorrizico P. tinctorius (1 x 108 esporas/planta)
utilizando como vehiculo turba micronizada, b) el hongo micorrizico arbuscular G.
intraradices (50 esporas/planta), aplicado como una suspension en agua destilada y
c) con una mezcla de ambas especies de hongos (inoculacion dual), cada especie
aplicada como ya se menciond. El in6culo de P. tinctorius fue obtenido de
Biosyneterra Solutions Inc. (L'Assomption, Québec, Canada), y G. intrarradices a
partir de cultivos aislados en el Laboratorio de Interaccion Suelo-Planta-
Microorganismo del Instituto de Investigaciones Quimico Bioldgicas de la Universidad
Michoacana de San Nicolas de Hidalgo.
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Cuando las plantas de fresno tuvieron 17 semanas de inoculacion, fueron
trasplantados a campo, a una localidad llamada Huertitas, en el Ejido de Atécuaro
(19°33'05”y 19° 37 08” Ny 101°05'07”0O y altitud de 2275 m) localizado a 15 Km al
sur de la ciudad de Morelia, Michoacan. Esta localidad se caracteriza por tener un
alto grado de erosién y numerosas carcavas, formadas en suelos de tipo acrisol
ocrico (Duvert et. al. 2010). En las condiciones actuales de degradacion, el suelo de
la localidad contiene muy poca materia organica (0.78 %), es muy bajo en nitrdgeno
total aprovechable (19.60 kg/Ha) y extremadamente pobre en fésforo asimilable
(0.347 mg/kg). Las plantas de fresnos fueron distribuidos en un disefio
completamente al azar con ocho tratamientos (4 de inoculacion y dos de fertilizacion,
tabla 1) y 28 réplicas por tratamiento a los largo de las dos laderas de una cércava
con orientacion de Este y Oeste con una profundidad de alrededor de 6 m, para
contar con 14 réplicas en cada ladera de cada tratamiento. EIl experimento fue
evaluado durante 20 meses.

Tabla 1. Tratamientos experimentales
TRATAMIENTOS

1 | Fraxinus uhdei (control)

2 | Fraxinus uhdei + Glomus intraradices

3 | Fraxinus uhdei + Pisolithus tinctorius

4 | Fraxinus uhdei + Glomus intraradices + Pisolithus tinctorius

5 | Fraxinus uhdei + urea

6 | Fraxinus uhdei + Glomus intraradices + urea

7 | Fraxinus uhdei + Pisolithus tinctorius+ urea

8 | Fraxinus uhdei + Glomus intraradices + Pisolithus tinctorius + urea

Para los tratamientos con fertilizacion, la urea (NH2CONH:2) se disolvio en agua a una
concentracion 200 mM, recibiendo 0.384 g urea/planta en 250 ml de disolucion, cada
15 dias durante la temporada de lluvias (junio-octubre) y no se realizé riego de auxilio
en temporada de secas (diciembre-mayo).

Para evaluar el desempefio de los fresnos, se registr6 mensualmente la altura, y
semestralmente el diametro a la altura de la base (DAB en el cuello de la planta a un
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cm del suelo), la cobertura (evaluado mediante la férmula de la elipse rir2m con dos
radios de la copa para inferir el dosel), el nimero de hojas y la supervivencia.

Debido a que en la ladera con orientacion Este, la mortalidad fue muy alta, con la
pérdida de todas réplicas de algunos tratamientos, los analisis estadisticos se
llevaron a cabo solamente para la ladera Oeste a través de analisis de varianza de
dos vias, inoculacion y fertilizacion, y se verificd que se cumpliera con los supuestos
de este método estadistico. Debido a la mortalidad, y debido a la sensibilidad del
andlisis de varianza de mas de una via a datos desbalanceados, se eliminaron
réplicas al azar de tal forma que se contara con el mismo numero de réplicas por
tratamientos (Underwood 1997). En el caso de que para alguna de las variables uno
de los factores del modelo no fuera significativo, el factor fue eliminado del andlisis, lo
que permitio en estos casos utilizar la base de datos completa (Crawley 2007).

RESULTADOS

Las preparaciones de tejido de raiz de Glomus intraradices y Pisolithus tinctorius
mostraron que la micorrizacion fue efectiva (figura 1), tanto para las plantas
inoculadas con una sola especie de hongo, como para aquellas donde ambas
especies de hongos estaban presentes.
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Figura 1. Evidencia de colonizacion micorrizica. En (a) raices de Fraxinus uhdei
pertenecientes al tratamiento control; en (b), raices de la misma especie con
vesiculas de Glomus intraradices; en (c), raices con micelio externo (me) de Pisolitus
tinctorius; y en (d), esporas de Glomus intraradices y micelio externo (me) de
Pisolitus tinctorius (indicadas por las flechas).

Al finalizar el experimento, a los 21 meses de establecido, la mortalidad de los
individuos asignados a los diferentes tratamientos difirio (fig. 2). Entre tratamientos
de inoculacion las diferencias no fueron significativas, sin embargo al comparar el
100 % de supervivencia del tratamiento con inoculacion dual fertilizado, contra el
control, el cual presenté una supervivencia del 61.54 %, se evidencia una clara
diferencia estadisticamente significativa (P < 0.0001).

Supernvivencia de Fraxinus uhdei

ab ab

N o

T
z Z
o o]
Q Q
2

T
Z z

F. uhdei F
F. uhdei + + +
G intraradices P. tinctorius Co-inoculadion

Fig. 2 Supervivencia de F. uhdei en los distintos tratamientos. Las primeras barras de
cada tratamiento corresponden a los tratamientos sin fertilizacion nitrogenada, las
segundas barras de cada tratamiento corresponden a los tratamientos con
fertilizacion nitrogenada. NH2CONH2= urea. Letras distintas indican diferencias
estadisticas significativas (P < 0.0001).

En el lapso de tiempo evaluado, se observo que desde el inicio de establecido el
experimento, los valores menores en altura correspondieron a los tratamientos no
inoculados, manteniendo esta tendencia a lo largo de los meses evaluados (Fig. 3).
Es a partir de los 12 meses de evaluacién (en temporada de lluvias) donde se
evidencian claramente dos grupos, los tratamientos inoculados, presentan las
mayores alturas en comparaciébn con los tratamientos no inoculados, vy
especificamente el tratamiento inoculado con G. intraradices (indistintamente de la
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fertilizacion) el que presentd los valores mayores en altura hasta finalizar el
experimento.

Altura de F. uhdei
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Fig. 3 Altura de Fraxinus uhdei en el experimento en campo (P < 0.0005). Barras
verticales indican el error estandar.

Las variables de crecimientos analizadas al finalizar el experimento difirieron,
mostrando solo para la altura un efecto de la inoculacion y de la fertilizacion sobre la
variable, y para las demas variables (cobertura, DAB y numero de hojas) solo la
inoculacion fue significativa y no asi la fertilizaciobn o la interaccion entre ambos
factores.

La altura fue mayor en los tratamientos micorrizados, siendo el tratamiento inoculado
con G. intraradices (G), el que presento las mayores alturas (26.25 + 5.28 cm) siendo
estadisticamente diferentes al compararse con el control (P<0.003043) (fig. 3a). Sin
embargo, entre grupos micorrizados no hubo diferencia estadisticamente
significativa. Al analizar la variable, se observo que la fertilizacion tuvo efecto sobre la
altura de los fresnos, siendo significativa la diferencia para los fresnos que recibieron
fertilizacion nitrogenada en comparacion que carecieron de fertilizacion.
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a) ALTURA DE Fraxinus uhdei
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Fig. 3. @) Altura de Fraxinus uhdei en los distintos tratamientos de inoculacion. b)
Efecto de la fertilizacion sobre la altura de Fraxinus uhdei en los distintos
tratamientos de inoculacion. C = control, G = Glomus intraradices, P = Pisolithus
tinctorius y GP = inoculacion dual. Los datos son medias y las barras verticales
errores estandar; las medias no identificadas con la misma letra son
significativamente diferentes.

La cobertura mostré que el efecto de la micorrizacién, ya sea por individual, o en
inoculacion dual (GP) fue mayor (en comparacion con el grupo control que presento
las menores coberturas (56.05 + 31.36 cm?). Las diferencias entre tratamientos
inoculados y el grupo control fue significativa estadisticamente (P<0.01021) y no asi
entre tratamientos inoculados donde no existe una diferencia estadisticamente
significativa.

En el caso del numero de hojas, el tratamiento inoculado con P. tinctorius (P) fue el
gue presentd los valores mayores (13.69 * 5.37), siendo estadisticamente diferente
al compararlo con el grupo control (P<0.04032), sin embargo no se observaron
diferencias estadisticas entre tratamientos inoculados.

Finalmente en el didmetro a la altura de la base se observé que el tratamiento
inoculado con la ectomicorriza P. tinctorius (P) fue el que presentd los valores
mayores (0.95 + 0.19 cm), siendo estadisticamente significativo al comparase con el
grupo control (P<0.001) que presenté el DAB menor entre todos los tratamientos
(8.70 £3.9 cm).
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a) COBERTURA DE Fraxinus uhdei b) NUMERO DE HOJAS DE Fraxinus uhdei

a

120

e
N
!

®
S
L

COBERTURA (cm?)
NUMERO DE HOJAS
o
|

IS

S

L
IS
!

0-

C G GP P
TRATAMIENTOS

c) DIAMETRO A LA ALTURA DE LA BASE DE Fraxinus uhdei

a

(o} G GP P
TRATAMIENTOS

Fig. 4. a) Cobertura de Fraxinus uhdei en los distintos tratamientos de inoculacion; b)
numero de hojas de Fraxinus uhdei; c) diametro a la altura de la base de Fraxinus
uhdei. d) imagen del ensayo en campo. C = control, G = Glomus intraradices, P =

Pisolithus tinctorius y GP = inoculacion dual. Los datos son medias y las barras
verticales errores estandar, las medias no identificadas con la misma letra son
significativamente diferentes.

Al analizar esta misma variable en el lapso de tiempo evaluado, podemos observar
interesantemente que el tratamiento con inoculacion dual en presencia de
fertilizacion mantenia los valores mayores en DAB. Sin embargo, en la segunda
temporada de lluvias (12 meses) empiezan a declinar los valores y es hasta esta
temporada en donde se observa que el tratamiento inoculado con P. tinctorius
incrementa sus valores manteniendo esta tendencia hasta finalizar el experimento.
Cabe mencionar que el grupo control fue el que present6 los valores menores en
DAB a lo largo del tiempo evaluado.
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Diametro a la altura de la base de F. uhdei
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Fig. Diametro a la altura de la base de Fraxinus uhdei en el experimento en campo
(P < 0.0005)

DISCUSION

La fertilidad de los suelos es un factor clave para el crecimiento y supervivencia de
las plantas y tiene gran influencia sobre su productividad y desempefio; en suelos
con deficiencias nutricionales, bajos en actividad microbiolégica y carentes de
estructura, una estrategia integral basada en la interaccidon entre hongos micorrizicos
y plantas resistentes ante este tipo de condiciones pudiera ser clave para mejorar las
estrategias de restauracion, al aumentar la capacidad de sobrevivencia y crecimiento
de las especies (Gémez-Romero et. al., 2012), asi como para contribuir a mejorar la
estructura del suelo pudiéndose ver reflejado en la estabilizacién del sustrato
(Ramos-Zapata y Guadarrama, 2004).

En este sentido, en el presente trabajo, se establecié un ensayo en una localidad
caracterizada por tener un alto grado de erosion (numerosas carcavas) y con
deficiencia nutricionales extremas (MO 0.78 %, Nta 19.60 kg/Ha y Pa 0.347 mg/kg),
lo que dificulta el desarrollo vegetal (Duvert et. al. 2010); sin embargo y bajo este
escenario, en el presente ensayo, se observo que Fraxinus uhdei (fresno) fue capaz
de establecerse favorablemente en un sitio extremadamente pobre en nutrientes, con
un suelo muy degradado. Estos resultados que coinciden con lo reportado por
Francis (1990) y Stabler et al. (2001) quienes reportan que esta planta puede
establecerse en suelos empobrecidos o terrenos perturbados, no obstante, las
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condiciones que se presentan en la localidad de estudio son aun mas adversas que
las reportadas en dichos estudios.

Ademas de ello, existen pocos estudios donde se contempla la interaccion
micorrizica bajo este tipo de escenario. En ese sentido, en el presente estudio se
observo que la supervivencia de F. uhdei se vié aumentada cuando se encontraban
formando asociacion simbidtica con los hongos micorrizicos P. tinctotius y G.
intraradices y mas aun cuando estos interactuaban en inoculacién dual, ademas de
gue el aumento fue significativo cuando se le adicionaba urea como fertilizante.

La interaccion entre F. uhdei-G. intraradices-P.tintorius ha sido poco estudiada, y
solo abordada bajo condiciones controladas en sistemas de caAmara de crecimiento
(Ambriz et. al., 2011) o bajo un sistema de mesocosmo (Baez-Pérez et.al., 2014 en
prensa) y hasta donde sabemos, nunca bajo condiciones de campo como en el
presente estudio. Sin embargo, los resultados coinciden con lo reportado por Ambriz
et. al. (2011), donde se reporta por primera vez la asociacién simbiotica con ambas
especies de hongos micorrizicos, observando un efecto sinérgico de la inoculacion
dual sobre el desarrollo del fresno en comparacion con la inoculacién por individual.
Sin embargo dicho estudio es desarrollado bajo condiciones controladas y no
considera la fertilizacion nitrogenada.

En el ensayo desarrollado por Baez-Pérez et. al. (2014), bajo un sistema de
mesocosmo, la inoculaciébn dual de P. tinctotius y G. intraradices repercutio
positivamente en la sobrevivencia y el desarrollo de F. uhdei en comparacion de los
fresno inoculados de manera individual, sin embargo, los resultados de dicho ensayo
indicaron que la fertilizacién no tuvo efecto significativo sobre el desarrollo de las
plantas pero, afecto negativamente la supervivencia (con urea 67%, sin urea 90%).

Cabe resaltar que a pesar de que el sustrato utilizado en el ensayo realizado por
Baez-Pérez et. al. (2014) fué similar a las condiciones locales donde se desarrollé
nuestro experimento, en esté ensayo no se aplicoé riego de auxilio, por lo que los
resultados de nuestro experimento demuestran que F. uhdei asociado a P. tinctotius
y G. intraradices ademas, es resistente a periodos de estrés por sequia.

Es interesante notar que la fertilizacion nitrogenada solo tuvo efecto sobre la
supervivencia y la altura de F. uhdei y no tuvo ningan efecto para el resto de
variables analizadas. En este sentido, existen pocos estudios que muestran el efecto
de la fertilizacién nitrogenada sobre especies arbéreas y principalmente son para
especies del genero Pinus. Asi, nuestros resultados concuerdan con lo reportado
por Canellas et. al. (1999), donde se reporta que la fertilizacion nitrogenada tiene un
efecto positivo sobre la altura de la planta, sin embargo no tiene efecto sobre la
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sobrevivencia contrario a lo mostrado en este ensayo donde la fertilizacion repercute
positivamente sobre la supervivencia de F. uhdei.

Por otro lado, se ha reportado que la fertilizacion nitrogenada puede afectar la
micorrizacion pudiendo inhibir la colonizacion y el desarrollo per se de la micorriza
(Ocampo y Hayman ,1981; Hayman, 1983), sin embargo en este ensayo la
micorrizacion tuvo un efecto positivo sobre el desarrollo F. uhdei, resultados que
concuerdan con lo reportados para otras especies de plantas inoculadas con P.
tinctorius y G. intraradices, principalmente para Acacia holosericea (Founoune et. al.,
2001) y Eucalyptus camaldulensis (Misbahuzzaman y Newton, 2006), de manera
individual y mas aun cuando se encontraban en inoculacion dual. No obstante que la
micorrizacion fue positiva, se observé que a pesar de que F. udhei puede formar
asociaciones simbidticas tanto con G. intraradices como con P. tinctorius, las plantas
respondieron de manera distinta a cada especie de hongo.

El ensayo mostr6 que P. tinctorius obtuvo los valores mayores en las variables
analizadas en comparacion a las inoculadas con G. intraradices o de manera dual, lo
gue contrasta con la otros trabajos realizados donde se muestra una sinergia en las
variables de crecimiento en plantas con inoculacion dual (Founoune et. al., 2001,
Misbahuzzaman y Newton, 2006; Ambriz et. al., 2011; Baez-Pérez et. al., 2014). Sin
embargo los resultados del presente experimento concuerdan con lo reportado con
Gomez-Romero et. al., 2013, donde la inoculacién de Pinus pseudostrobus con
P.tinctorius respondié de manera positiva ante un escenario similar al utilizado en
nuestro ensayo.

Finalmente, debido al mejor desarrollo y supervivencia de F. uhdei, los resultados
sugieren que en suelos que presentan condiciones severas de degradacién, la
inoculacién con hongos micorrizicos y especificamente con P. tinctorius de plantas
usadas para reforestar sitios con condiciones adversas, puede ser una estrategia
eficiente de restauracién de suelos severamente degradados.

Ana Laura Baez Pérez



Tesis de Doctorado | 68

LITERATURA CONSULTADA

Ambriz E., Baez-Pérez, A., Sdnchez-Yanez, J. M., Moutoglis, P. y Villegas, J. 2010
Fraxinus—Glomus—Pisolithus symbiosis: Plant growth and soil aggregation
effects. Pedobiologia. 53: 369-373

Azcon-Aguilar, C. y Barea, J. M. 1996. Arbuscular mycorrhizas and biological control
of soil-borne plant pathogens — an overview of the mechanisms involved.
Mycorrhiza 6 :457-464.

Bradshaw, A.D. y M. J. Chadwick. 1980. The restoration of land: the ecology and
reclamation of derelict and degraded land. University of California Press. Los
Angeles. EUA.Bucking H., Kuhn A. J., Schroder W. H. y Heyser W. 2002. The
fungal sheath of ectomycorrhizal pine roots an apoplastic barrier for the entry
of calcium, magnesium, and potassium into the root cortex? Journal of
Experimental Botany 53: 1659-1669.

Canellas I., Finat L., Bachiller A. y Montero G. 1999. Comportamiento de planta de
Pinus pinea en vivero y campo: ensayos de técnicas de cultivo de planta,
fertilizacion y aplicacion de herbicidas. Investigaciones Agricolas: Produccion y
Proteccion Vegetal 8:335-359.

Casarin, V., Plassard, C., Hinsinger, P. y Arvieu, J. 2004. Quantification of
ectomycorrhizal fungal effects on the bioavailability and mobilization of soil P
in the rhizosphere of Pinus pinaster. New Phytologist. 163: 177-185.

Colpaert, J.V., Tichelen, K.K., Assche, J.A. and Laere, A. 1999. Short-term
phosphorus uptake rates in mycorrhizal and non-mycorrhizal roots of intact
Pinus sylvestris seedlings. New Phytologist. 143:589-597.

Crawley R. 2007. The R Book. John Wiley and Sons, Ltd.

Duvert C., Gratiot N., Evrard O., Navratil O., Némery J., Prat C. y Esteves, M. 2010.
Drivers of erosion and suspended sediment transport in three headwater
catchments of the Mexican Central Highlands. Geomorphology 123:243-256.

Founoune H., Duponnois R., Ba M.A,, Sall S., Branget I., Lorquin J., Neyra M. y
Chotte L.J. 2001. Mycorrhiza helper bacteria stimulate ectomycorrhizal
symbiosis of Acacia holosericea with Pisolithus alba. New Phytologist 153:81-
89.

Francis J.K. 1990. Fraxinus uhdei (Wenzig) Lingelsh. Fresno, tropical ash. SO-ITF-
SM-28. New Orleans, LA: U.S. Department of Agriculture, Forest Service,
Southern Forest Experiment Station. 4 p.

Gbémez-Romero M., Soto-Correa J.C., Blanco-Garcia J.A., Saenz Romero C.,
Villegas J. y Lindig-Cisneros R. 2012. Estudio de especies de pino para

Ana Laura Baez Pérez



Tesis de Doctorado | 69

restauracion de sitios degradados. Agrociencia 46:795-807.

Gomez-Romero, M., Villegas, J., Sdenz-Romero, C. y Lindig-Cisneros, R. 2013.
Efecto de la micorrizacion en el establecimiento de Pinus pseudostrobus en
carcavas. Madera y Bosques. 19(3): 51-63.

Hayman D.S. 1983. The physiology of vesicular-arbuscular endomycorrhizal
symbiosis. Canadian Journal of Botany 61:944-963.

Lal, R. y Stewart, B. A. 1995. Soil Management, Experimental Basis for Sustainability
and Environmental Quality. CRC Press, Inc. 555 p.

Likar, M. y Regvar, M. 2008. Early defense reactions in Norway spruce seedlings
inoculated with the mycorrhizal fungus Pisolithus tinctorius (Persoon) Coker &
Couch and the pathogen Heterobasidion annosum (Fr.) Bref. Trees. 22:861—
868

Liu, Q., Loganathan, P., Hedley, M. J. y Skinner, M. F. 2004. The mobilisation and
fate of soil and rock phosphate in the rhizosphere of ectomycorrhizal Pinus
radiata seedlings in an Allophanic soil. Plant and Soil 264: 219-229.

Maass J.M.M. y Garcia-Oliva F. 1990. La conservacion de suelos en zonas
tropicales: el caso de México. Ciencia y Desarrollo 90:21-36.

Misbahuzzaman K. y Newton A. 2006. Effect of dual arbuscular ectomycorrhizal
inoculation on mycorrhiza formation and growth in E. camaldulensis Dehnh.
seedlings under different nutrient regimes. International Journal of Agriculture
and Biology 8:848-854.

Morgan, R. P. 1986. Soil erosion and conservation. New York United state. Edited by
John Wiley & Sons INC. 605. Third Avenue. 298 p.

Ocampo J.A. y Hayman D.S. 1981. Influence of plant interactions on vesicular-
arbuscular mycorrhizal infection. Il. Crop rotation and residual effects of non-
host plants. New Phytologist 87:333-343.

Pohl, M., Alig, D., Kérner, C. y Rixen, C. 2009. Higher plant diversity enhances soil
stability in disturbed alpine ecosystems. Plant Soil. 324:91-102.

Ramos, Z., J. y Guadarrama, P. 2004. Los hongos micorrizégenos en la restauracion
de comunidades tropicales. Universidad y Ciencia. Numero especial |: 59-65.

Rothstein D.E., Vitousek P.M., y Simmons B.L. 2004. An exotic tree alters
decomposition and nutrient cycling in a Hawaiian montane forest. Ecosystems
7:805-814.

Ana Laura Baez Pérez



Tesis de Doctorado | 70

Smith S.E., Facelli E., Pope S. y Smith, S.E. 2010. Plant performance in stressful
environments: interpreting new and established knowledge of the roles of
arbuscular mycorrhizas. Plant and Soil 326:3-20

Smith, S.F. and Read, D.J. 1997. Mycorrhizal symbiosis. 22 Edicién. Academic Press
London. P: 605

Stabler L.B., Martin C.A. y Stutz, J.C. 2001. Effect of urban expansion on arbuscular
mycorrhizal fungal mediation of landscape tree growth. Journal of Arboriculture
27:193-202.

Underwood A.J. 1997. Experiments in Ecology: Their Logical Design and
Interpretation Using Analysis of Variance. Cambridge University Press,
Cambridge.

Ana Laura Baez Pérez



Tesis de Doctorado | 71

DISCUSION GENERAL

En sitios severamente degradados la cobertura vegetal es muy dificil de regenerar
por varios factores asociados con el suelo: la deficiencia de nutrientes, la carencia de
estructura y una baja diversidad de microorganismo. En estas condiciones el
desarrollo de estrategias integrales basadas en la participacion de la simbiosis
micorrizica, podrian ser clave para en el establecimiento, desarrollo y supervivencia
de las plantas, constituyendo asi una posibilidad para la rehabilitacion de suelos
severamente degradados, donde las carencias de nutrientes minerales
(especialmente el fésforo) son limitantes.

Para contribuir a lo anterior, en el presente trabajo se establecieron dos ensayos con
el objetivo de evaluar el desempefio de Fraxinus uhdei (Wenz.) Lingelsh (fresno)
inoculado con los hongos micorrizicos; Pisolithus tinctorius y G. intraradices, solos o
en interaccion y en presencia/ausencia de fertilizacion nitrogenada en suelos de tipo
acrisol écrico severamente degradados que presentan deficiencias nutricionales que
dificultan el desarrollo de las plantas.

El primer ensayo consisti6 de un sistema de mesocosmos utilizando macetas con
sustrato obtenido de un sitio severamente erosionado (acrisoles con presencia de
carcavas, en la localidad de Atecuaro), con 8 tratamientos y 18 réplicas por
tratamiento, y que tuvo una duraciéon de 20 meses. El segundo ensayo con los
mismos tratamientos y 28 réplicas por tratamiento, fue establecido in situ y tuvo una
duracion de 21 meses. Para ambos experimentos las evaluaciones de altura se
realizaron de forma mensual y los diametros a la altura de base, coberturas de copa
y numero de hojas, de forma semestral.

Los tratamientos para ambos experimentos fueron los siguientes:
e Tratamiento 1: Fraxinus uhdei (control).
e Tratamiento 2: Fraxinus uhdei + Glomus intraradices.
e Tratamiento 3: Fraxinus uhdei + Pisolithus tinctorius.
e Tratamiento 4: Fraxinus uhdei + Glomus intraradices + Pisolithus tinctorius
e Tratamiento 5: Fraxinus uhdei + urea.
e Tratamiento 6: Fraxinus uhdei + Glomus intraradices + urea.
e Tratamiento 7: Fraxinus uhdei + Pisolithus tinctorius+ urea
e Tratamiento 8: Fraxinus uhdei + Glomus intraradices + Pisolithus tinctorius +
urea.

Para ambos experimentos, la fertilizacion se realizé durante la temporada de lluvias,
recibiendo 0.096 g urea/planta a una concentracion de 200 milimolar cada tres dias
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en el caso del sistema de mesocosmos y 0. 384 g ureal/planta en la misma
concentracion cada 15 dias para el experimento en campo.

La utilidad de llevar a cabo basicamente el mismo experimento en dos condiciones
distintas, de mesocosmos y campo, es que bajo las condiciones de mesocosmos se
cuenta con un mejor control de variables, en particular de la disponibilidad de agua,
el efecto de herbivoros y otras contingencias que son dificiles o imposibles de
controlar en campo.

Al realizar un analisis comparativo entre los dos ensayos realizados en el presente
estudio, al finalizar el lapso de tiempo planeado para cada uno (cuadro 3), podemos
notar diferencias en el comportamiento del sistema F.uhdei-P.tinctorius-G.
intraradices. Teniendo en cuenta las principales diferencias entre sistemas, que
fueron: 1) control de la disponibilidad de agua en los mesocosmos 2) posibles efectos
por el espacio limitado para el desarrollo de la raices en los mesocosmos; 3) sequia
estacional en campo.

Por lo anterior, en campo el estrés por sequia fue mayor que en condiciones de
mMesocosmos.

Cuadro 1. Cuadro comparativo de las variables analizadas en experimento en
sistema de mesocosmo y en experimento en campo. Celdas sombreadas indican
valores mayores en cada experimento. Celdas sombreadas punteadas indican
valores menores.

EXPERIMENTO EN CAMPO
C | G P

EXPERIMENTO EN MESOCOSMO
VARIABLE C G I P | GP

GP

Altura
(cm)
DAB

1
26.43 + 4.58

1
21119 23.3+6.9 2593+ 475 24.018 +4.61

168+ 15

0.52£0.04 0.68 +£0.07 0.74 £0.27 0.82+0.18 0.94+0.19 0.81+0.19

(cm)

Cobertura
(cm?)

45.6 +£57.9

58.8+23.2

#
Hojas

6.5+35

9.2+1.27

88.9+74.7

8.70+3.9

67.98 +44.71

102.76 + 87.01

68.66 + 55.13

9.72 +4.64

12.79 £ 5.87

10.50 +5.49

En experimento en el sistema de mesocosmos podemos ver que el inoculacion dual
es la que presento los valores mas altos para todas las variables analizadas. En ese
sentido se ha documentado que una mayor altura relacionada a un mayor niamero de
hojas representa una mayor calidad de las plantas por tener mayor capacidad
fotosintética y transpiratoria y define la capacidad para almacenar carbohidratos
(Thompson, 1985); esta tendencia la observamos en los resultados de nuestro
ensayo en el sistema en mesocomos. Aunado a ello, se midio la actividad
fotosintética de los fresnos (fig. 1) y observamos que los valores menores
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correspondieron a los fresnos control, por lo que podriamos deducir que las
condiciones del sustrato son realmente complicadas ya que las plantas estan
presentando una actividad fotosintética menor cuando no reciben ningun tratamiento
de fertilizacion ni presencia de hongos micorrizicos. Aunado a ello, es bien conocido
que unos de los beneficios mas importantes de la simbiosis micorrizica es
incrementar el 4rea fotosintética de la planta (Leake et al., 2004), como lo pudimos
apreciar en el andlisis se realizo.

Fotosintesis de Fraxinus uhdei

0.8

o
(2]
L

o
'S
I

micromoles m2s’!

0.2

0.0 ~

F. uhdei F. uhdei F. uhdei
F. uhdei + + +

G. intraradices F. tinctorius Co-inoculacion

Fig. 1. Fotosintesis de F. uhdei en los distintos tratamientos. Las primeras barras de
cada tratamiento corresponden a los tratamientos sin fertilizacién nitrogenada, las
segundas barras de cada tratamiento corresponden a los tratamientos con
fertilizacion nitrogenada. NH2CONH2= urea. Letras distintas indican diferencias
estadisticas significativas (P < 0.0001).

Se ha observado ademas, que una buena relacidon de altura con el peso total de la
planta es imprescindible para la supervivencia en campo, especialmente en sitios
secos (Cano, 1998). En ese sentido en el sistema de mesocosmos donde se
cosecharon los fresnos al finalizar el experimento, observamos que la biomasa de las
partes aéreas fue mayor para las plantas con inoculacion dual (la biomasa fresca
alcanzo 4.77 + 3.4 g y la biomasa la biomasa seca siguié el mismo patron entre
tratamientos, las plantas con inoculacion dual alcanzaron un peso seco promedio de
2.0 £ 1.42 g) ademas de ser el tratamiento que present6 los valores mayores en
altura.
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Con estos resultados podemos inferir que, probablemente debido a esta relacion
entre la altura y el peso total de la planta, en el ensayo en campo, el tratamiento con
inoculacién dual fertilizado fue el que present6 el mayor porcentaje en supervivencia
(100 % de supervivencia) y valores mayores en altura (siendo la Unica variable para
la cual el factor fertilizacion fue significativa), en comparacién con los fresnos control,

Al comparar los valores de DAB (didmetro a la altura de la base) entre el ensayo en
el sistema de mesocosmo y el ensayo en campo, pudimos ver que los valores casi se
duplican en el ensayo en campo. Esta tendencia probablemente puede deberse a
que en plantas lefiosas el DAB esta muy relacionado con la cantidad de sustancias
de reserva ya que, a mayor diametro puede existir mayor cantidad de tales
sustancias, que en condiciones de extremo estrés como el que presenta el sitio
donde se desarrollo el ensayo es de suma importancia el contar con reservas que le
permitan a la planta sobrevivir ante estas condiciones por lo que esta variable
representa un buen parametro de prediccidn de crecimiento y supervivencia. El
diametro también se relaciona con las caracteristicas de la raiz, incluyendo su peso
seco y su morfologia.

Generalmente a un mayor diametro del tallo se presentan mas raices laterales
(Thompson, 1985), caracteristica que observamos en el ensayo en mesocosmo
donde se analiz6 el sistema radicular del fresno, denotando que el tratamiento con
inoculacién dual fué el que presento la mayor cantidad de raices laterales (parametro
medido a través del andlisis de longitud especifica) y valores mayores en DAB. Las
implicaciones de que un sistema radical sea fibroso y tenga una mayor cantidad de
raices laterales, pudiera reflejarse en abarcar una gran superficie para la absorcion
de agua y nutrimentos, lo cual ante condiciones de estrés como las del sitio de
estudio, es de gran utilidad.

Como hemos analizado al momento, la inoculacion dual fue la que presentd los
valores mas altos en las variables analizadas y, las plantas control y aquellas
inoculadas con P. tinctorius los valores mas bajos. Sin embargo, en el ensayo en
campo esta tendencia cambia, pues a pesar de que el aporte en el desarrollo y
supervivencia de los hongos micorrizicos es evidente, el comportamiento de P.
tinctorius fue mejor en comparacion de la endomicorriza y de la inoculacién dual.

En ese sentido el que la inoculacién con P. tinctorius presentara los valores mayores
para todas las variables analizadas en campo, podria deberse a que se ha
documentado que de manera generalizada las raices micorrizadas con Pisolithus
tinctorius se desarrollan con mayor profusion que aquellas micorrizadas con otras
especies de hongos micorrizicos, incluso se han observado redes de micelio de
Pisolithus en el interior de rocas, lo que da idea de la capacidad pionera de este
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hongo micorrizico capaz de utilizar agua y nutrientes inaccesibles a las raices de los
arboles.

Trabajos realizados por Plamboeck et al. (2007) muestran que la red de hifas
participa activamente en el transporte del agua hacia la planta; fenomeno que
explicaria también la tolerancia al estrés por sequia. En este sentido, investigaciones
realizadas por Tagu et al. (1996) y Bucking et al. (2002) en plantas de Eucalyptus
globulus Labill micorrizadas con Pisolithus tinctorius muestran la expresion de genes
que sintetizan pequefias proteinas hidrofébicas, llamadas hidrofébinas, que
participan en la agregacion de la hifa del HEM. La funcién principal de estas
proteinas no se conoce con exactitud, pero se sabe que evitan la deshidratacion del
manto hifal y generan una barrera que limita la difusién de elementos como Ca, Mg y
K a la raiz micorrizada, contribuyendo a la disminucion del estrés por pH acidos
(Mankel et al. 2002), caracteristica que también presenta el sustrato utilizado en
nuestro ensayo. Asi pues es de singular importancia el hecho de que P. tinctorius
también pueda desarrollarse en los suelos con un ph elevado. En ese sentido se ha
destacado la capacidad que tiene P. tinctorius a soportar suelos extremadamente
acidos convirtiéndolo en uno de los hongos micorrizicos mas eficaces en suelos con
condiciones de acidez extrema y elevadas concentraciones de metales pesados
(Oria de Rueda, J. A., 1991).

Aunado a ello, Johansen et al., (1996), indican que la toma de N (tanto NO3~ como
NHa4*), son asimiladas en el micelio del hongo. Esta forma de incremento de toma de
N, puede estimular las enzimas involucradas en la asimilacién de nitrégeno de la
planta hospedante. Estos datos sugieren una relacion positiva entre la contribucién
de N por la hifa y el estado metabdlico/nutricional de la planta. Estos cambios pueden
ayudar a la planta para resistir condiciones de sequia del suelo (Subramanian y
Charest 1999) y coinciden con los resultados mostrados en campo, donde la
fertilizacion nitrogenada si produjo un efecto positivo sobre la supervivencia de la
planta y sobre su altura. A diferencia del ensayo en condiciones de mesocosmo,
donde no se tenia el factor estrés por sequia y donde por el contrario, la fertilizacién
nitrogenada causo un efecto negativo en la supervivencia en el crecimiento del
fresno quedando por esclarecer si la dosis utilizada en los ensayos seria la adecuada
para ser utilizada en el sistema, teniendo como antecedente el trabajo realizado por
Baez-Pérez, (2011). Debido a lo cual se verific6 mediante un experimento dosis-
respuesta, diferentes concentraciones de fertilizacion nitrogenada (urea) y la
respuesta en porcentaje de dafio del fresno (fig. 1) en dos sustratos diferentes. Sin
embargo, los resultados nos indicaron que la dosis utilizada en los ensayos (0.096 g
de urea/planta) fué la idénea para el sistema, pues no causo dafio aparente a la
planta.
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Efecto dosisrespuestade F. undel en vermiculita

Porcentgje de dano

Figura 1. Porcentaje de dafio de F. uhdei en las distintas dosis de urea

Otro factor que podria marcar la diferencia en la comparacion que se esta
analizando, es en lo referente a la presencia de un mayor estrés por herbivoria en
campo. En ese sentido se realiz6 un analisis (fig. 1), a fin de evaluar el porcentaje de
dafio en la planta causado por herbivoria (4 niveles de dafio en la planta: 0-25, 25-
50, 50-75 y 75-100 % de dafio). El resultados reflejaron que las plantas que mayor
porcentaje de dafio presentaron fueron las inoculadas con P. tinctorius,
interesantemente el tratamiento que presentd los valores mayores en las variables de
crecimiento.
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Figura 1. Porcentaje de dafio en plantas de F. uhdei crecidas en campo en los
diferentes tratamientos.

En ese sentido se ha documentado que la herbivoria afecta negativamente a las
micorrizas, pero no es lo mismo si es acompafiado de estrés ambiental. Si hay
defoliacion por herbivoros sumado al estrés ambiental no afecta mucho a las
micorrizas. No hay una relacion directa entre impacto de herbivoros y cambios en la
colonizacion de micorrizas, pues las plantas tienen muchas estrategias de respuesta.
Alguna ante la defoliacion pierden raices, en cambio otras incrementan la biomasa
radicular y la exudacion de las raices, esto beneficia a las micorrizas, la respuesta es
pues condicional.

Incluso altos niveles de crecimiento en las plantas y tejidos con nutrientes asociados
con micorrizas no tienen por qué afectar positivamente a os herbivoros. Incrementos
en el vigor de la planta pueden aumentar las habilidades de la misma para tolerar la
herbivoria, aunque esto no esta totalmente esclarecido.

Por otra parte, el que P. tinctorius desempefie un papel mas importante en el
desarrollo de F. uhdei en condiciones de campo como las descritas en el presente
estudio, pudiera ser clave para ser utilizada en estrategias de restauracion de sitios
severamente degradados ya que se ha documentado que la inoculacién de plantas
con P. tinctorius desde vivero disminuye el stress post-plantacién, ademas de que
una vez en campo los carpoforos permanecen de primavera al otofio siguiente. Esta
larga permanencia, es un mecanismo que favorece la dispersion lenta y continuada
aunado a que al emerger los carpéforos de P. tinctorius, éstos son capaces de
romper las costras cuando no sean excesivamente gruesas (menores de 35 mm de
grosor), por lo cual ejercen una labor realmente eficaz y beneficiosa ante escenarios
como los descritos en el presente estudio. Sin embargo se tiene que seguir
estudiando las interacciones entre una planta huesped y mas de una especie de
hongo micorrizico de manera simultanea ya que puede abrir posibilidades
importantes para avanzar en la ciencia de la interacciones simbidticas y en sus
aplicaciones para el manejo de ecosistemas.
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