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RESUMEN

El presente trabajo fue un estudio integral sobre el comportamiento de algunos hongos
ectomicorrizégenos aislados en el estado de Tlaxcala, principalmente de los géneros Amanitay Suilius
con el fin de conocer sus habilidades fisioldgicas y bioquimicas y su capacidad de asociacién con
algunos hospederos :

Se realizaron pruebas de crecimiento en diferentes medios nutritivos a cuatro cepas de

Amanita spp., una de Bolefus sp, una de Laccaria bicofor, una de Pisolithus arrhizus, una de
Scleroderma polyrrhizum., 11 de Suiflus spp., y una de Terfezia ofbiensis Se midieron velocidad
media de crecimiento, didmetro final y peso seco, se les aplicd andlisis de varianza y pruebas
multiples de Tukey para comparar |as respuestas entre cepas. En dichas pruebas se observéd que las
cepas gue presentaron mayor crecimiento fueron las del género Suffius spp, en tanto que las cepas
gue crecieron menos fueron las del género Amanita, ios medios en los que crecieron mejor [a mayoria
de las cepas fueron bictina aneurina acido félico agar (BAF), papa dextrosa agar (PDA)} y Sabouraud
agar (SAB). | '
Se hicieron pruebas de crecimiento en medios sélidos de BAF con pH de 4 a 8 Para estas
pruebas se usaron dos cepas de Amanita spp., una de Laccaria bicolor, dos de Pisolithus arrhizus,
una de Rhizopogon sp, una de Scleroderma sp., siete de Suiffus spp. v una de Terfezia ofbiensis. Se
midieron-fa velocidad de crecimiento, el diametro final y el peso seco, aplicando a estos datos analisis
de varianza y pruebas multiples de Tukey, se observd que los pH de 4 a 6 fuerpn los que permitieron
el mayor crecimiento de la mayoria de las cepas, con excepcidon de T. ofbiensis que presentd buen
crecimientoenpH 7y 8.

A quince cepas de Suillus spp. y siete de Amanita spp se les realizaron pruebas fisiclogicas y
bioguimicas, tales como: crecimiento .en compuestos fungistdticos, crecimiento en diferentes
temperaturas, -actividad de las enzimas polifenol oxidasa, reaccion de las colonias al reactive azul de
diazonio.y degradacion enzimética de compuestos de carbono y nitrégeno

La mayorfia de las cepas de Suiflus presentaron tolerancia al benomil, cloruro de sodio, rosa
de bengala, verde de malaquita y crecieron a 25 V°C, mientras gue fueron sensibles a la cicloheximida
y no se desarrollaron a 30 °C, algunas cepas no produjeron lacasa ni tirosinasa, otras las produjeron
con fa misma intensidad y otras mas, produjeron solamente tirosinasa, el micelio tratado con KOH
presentd una coloracién rojiza cuando se le agregé azul de diazonio; estas cepas no degradaron
celulosa, lignina ni almiddn y solamente S. fornentosus degradd débilmente la pecting y Suitlus of
unicolor tos lipidos. La mayoria de cepas degradaron ligeramente |a urea.

En cuanto a las cepas de Amanita, se observd que presentaron diferentes respuestas ante los
compuestos fungistaticos. No crecieron a 30 °C y solamente una cepa de A muscaria se desarrollé a
7.°C, 1a mayorfa de las cepas crecieron a 25 °C Todas las cepas fueron tirosinasa dominante;
presentaron diferentes respuestas cuando el micelio no se tratd con KOH y se le agregd azul de



diazonio, Ja mayoria de las cepas fueron positivas a las lipasas y ureasas y presentaron diferentes
respuestas al degradar gelatina y casaminoacidos _

Con los resultados obtenidos en las pruebas anteriores se realizé un andlisis de similitud
comparando el comportamiento de los dos generos con los resultados reportados en la literatura. En
este analisis se observé que se formaron cuatro grupos: 1) cepas de Swillus aisladas de Tlaxcala, 2)
cepas de Suillus reportadas en el extranjero; 3) cepas de Amanita aisladas de Tlaxcala; y 4) cepas de
Amanita del extranjero. '

Se comprob6 la capacidad simbidtica de -Suillus spp. L. bicofor, T. olbiensis y Rhizopogon sp.
con plantulas de Pinus montezumae y P cembroides, realizandose un total de 9 caracterizaciones de
los sistemas micorrizicos obtenidos.

Las micorrizas que formdé Rhizopogon sp fueron parecidas a las que se desarrollaron en
Suiflus (dicotdmicas a coraloides), pero las de este Ultimo género fueron de una coloracion cafe
ararillenta, mientras que las de Rhizopogon fueron blanquecinas. Las micorrizas de L. bicolor con P
montezumae son de simples a dicotdmicas. Las micorrizas de T. olbiensis con P. cembroides no
mostraron cambios morfolégicos aparentes, solamente formaron un manto muy delgado y laxe, con
una red de Hartig muy irregular

Se realizaron dos ensayos de inoculacidn esporal con P monfezumae, en uno se aplicaron
esporas de Amanita caesarea y Boletus edulis, utilizando suslo forestal como sustrato, encontrandose
gue no se formaron micorrizas con las esporas de estos hongos En el segundo ensayo se emplearon
esporas de /nocybe dulcamara, | griseovelata y Suillus glandulosipes, utilizando suelo extraido del
cerro Tepeticpac, mezclado con suelo forestal en una proporcién 31; en este ensayo se obtuvieran
bajos porcentajes de micorrizacién con los diferentes indculos. A cada indcuio esporal que se utilizd,
se le efectuaron tinciones con saleé de tetrazolio y hematoxilina para conocer sus porcentajes de
viabilidad y actividad, encontrandese que las esporas de Amanita caesarea y Boletus edulis no se
tiferen con el metil tetrazolic {(MTT) en el tiempo estipulade en la téenica; mientras que fos otros
indculos esporales presentaron porcentajes de tincion desde 24 hasta 33 % en las esporas de Suilffus
glandujosipes y del 81 al 83 % en las de inocybe.

En el presente estudio se encontré que las cepas que toleran mas el manegjo de laboratorio
son'. las pertenecientes al genero Suiflus, por lo que tienen mayor potencial para su uso en
plantaciones de pinos, ya sea en forma de indculo vegetativo o esporal

La cepa de Terfezia olbiensis también podrfa terier potencial para utilizarse en lugares
perturbados, ya que es una cepa que soporta condiciones alcalinas; es de crecimiento relativamente
rapido y es capaz de asociarse con Pinus cembroides.



SUMMARY

This research is an integral study on the behavior of specific ectomycorrh|zat fungi, mainly of the
genera Suillus and Amanita, isolated in the state of Tiaxcala, Mexnco with the purpose of learning

about their physiological and blochemlcal properties, as well as of their capacrty of association with
certain hosts _

Growth tests on drfferent nutrient media were performed using four strains of Amanita spp ,

one of Bo!etus sp., one of Laccaria bicolor, one of Pisofithus arrhizus, one of Scleroderma sp., eleven
of Suillus spp., and one of Terfezia sp. Mean growth rate, final diameter and dry 'weight weare
measured, to which variance analysis and the test of Tukey were applied in order to compare their
responses. Through these tests it was observed that the strains of the genus Suiflus presented the
greatest growth, while those that grew least corresponded to the gends Amanita, the media where
most strains grew best were biotin-aneurin-folic acid (BAF), potato-dextrose-agar (PDA) and
Sabouraud (SAB).
_ Growth tests were carried out using BAF with pH ranging from 4 to 8, using twe strains of
Amanita spp, one of Lacca'r[a bico!or, two of Pisolithus arrhizus, one of Rhizopogon sp., one of
Scleroderma sp., seven of Suillus spp and one of Terfezia. Mean growth rate, final diameter and dry
weight were measured and enaiyzed._ applying variance analysis and the test of Tukey It was
obse'rved_ that for most strains a pH ranging from 4. to & allowed the greetest growth, while only Terfezia
olbiensis grew well at pH values between 7 and 8 .

Fifteen strains of Surllus spp., and seven of Amanita spp., were tested for physrolog:cal and
bzochemrcal properties, such as: growth on funglstatac compounds, growth at different temperatures
polyphenoiloxidase enzymatic activity; colony reactron_to_ diazonium blue B staining; and enzymatic
degradation of nitrogen and carbon compounds |

Most of the Suwillus strams were tolerant to benomyt sodlum chlonde Bengal rose, malachite
green and grew well at 25°C; yet were sensitive to cicloheximide and could not develop at 30°C
Some of the strains produced neither taccase nor tyrosinase, some produced them with the same
intensity, while others produced only tyrosinase. Mycelium treated with KOH turned red when
diazonium blue B was added to the media These strains did not degrade cellulose, lignin or starch;
only S. tomentosus degraded pectin mildly and Swuilius of unicolor degraded lipids Most strains
degraded urea slightly.

Regarding the Amanita strains, different responses to the fungistatic compounds were
observed. They did not grow at 30°C and only one strain of A muscaria developed at 7°C, while most
straing grew best at 26°C. All strains were dominant for tyrosinase and presented different responses
when mycelia was freated with diazanium blue B_in the absence of KOH, most strains were positive for
lipases, ureases and responded differently while degrading gelatin and casaminoacids

With the results obtained on the previous tests, a similarity test was carried out in which the
behavior of the two genera was compared to those reported in the literature. The formation of four



groups was observed: 1) Suillus strains isolated in Tlaxcala, 2) Suillus strains isolated elsewhere, 3)
Amanita strains isolated in Tlaxcala; and 4) Amanita strains isolated elsewhere.

The symbiotic capacity of Suillus spp., Laccaria bicolor, Terfezia olbiensis and Rhizopogon sp ,
with Pmus montezumae and Pinus cembroides plantiets was proven, and a total of nine
characterizations of the obtained mycorrhizal systems were performed.

The mycorrhiza formed by Rhizopogon was similar to the one developed by Suifius (dicotomic
to coralloid), except that the latter presented a brown yellowish color, while those of Rhizopogon were
whitish. The mycorrhiza formed by Laccara bicolor with Pinus montezumae was from simple to
_dichotorhous.. The my(;or'rhiza of Terfezia olbiensis with P cembroides showed no apparent
morphological Changes; they formed a very thin and loose mantle with a highly irregular Harting's net.

Two assays of 'sporal innoculation were carried out on Pinus montezumae. In one of fhem,
spores of Amanita caesarea and Boletus edulis were applied, using forest soil as a substrate, no
mycorrh'iza were formed with spores of these fungi In the second assay, spores from /nocybe
dulcamara, {. griseovelata and Suillus glandulosipes were tested, using as a substrate soil extracted
from the Cerro Tepeticipac mixed with forest soil, in a proportion of 3:1 In this assay, a low
peréer]tage of mycorrhization was obtained with the different inodulums In order to determine the
'pércehtages of viability and activity of each sporal inoculum’s, they were stained with tetrazolium salts
and hematoxitin, A caesarea and 8. edulis did not stain with MTT in the time period established by the
techn:que Sporal inoculums from Suillus glandulosipes presented stain percentages ranging from 24
to 33% while Inocybe from 81 to 83%

In the present investigation it was determined that the strains that better tolerated laboratory
_manipulétioh belonged to the Suillus genus, therefore indicating a'gr‘eater potential for its use in pine
plé-ntétions either as sporal or vegetative inoculums

Due to the fact that the Terfezia olbiensis stram withstands alkaline conditions, has a relatively
fast growth rate and is able of assocnatlng to Pinus cembroades it may have the potentlal to be used in

dlsturbed areas



INTRODUCCION

Los vegetales se encuentran distribuidos de muy diversas maneras dando lugar a formaciones
vegetales que se unen unas a otras conformando bictopos (Villé, 1988). Uno de éstos es el bosque.
Este se.encuentra conformado por diversas interrelaciones que hacen al sistema biodiverso vy
sustentable (Pérez-Moreno, 1995). Sin embargo, debido a la destruccion acelerada de los bosgues es
necesario tomar medidas tendientes a conservar, restaurar, proteger y aprovechar racichatmente la
riqueza forestal existente (SDS e INE, 1993). Una de las condiciones necesarias para que se

establezcan y se desarrolien las plantas de interés forestal es ta formacién de la micorriza.

Se ha reportado que aproximadamente el 90% de las plantas terrestres forman algun tipo de micorriza
y que solamente el 10% de la flora del mundo presentan ectomicorriza (Molina ef a/., 1992a). En esta
asociacion, los hongos ‘ayudan al crecimiento de las diferentes especies vegetales como los pinos y
bajo condicicnes naturales son indispensables {(Marx, 1980). Las plantas que presentan abundantes
micorrizas son mas activas fisiclégicamente, por aumentar el area de absorcion de nutrimentos y agua

comparados con ptantas con poeas o sin micorrizas (Marx y Cordell, 1994).

La superficie de la ralz fisiclégicamente activa puede incrementarse por la extension micorrizica,
ademas se ha observado que las hifas micorrizicas que se encuentran en el suelo tienen la capacidad
de conectar arboles de la misma o diferentes especies (Werner, 1992), formando las denominadas
.redes.interhifales, a través de las cuales se ha observado la transferencia de nutrimentos minerales de

una pianta hospedera a otra {(Brownlee et a/ 1983).

Por otra parte, se ha comprobado que las ectomicorrizas impiden la colonizacion de las raices por
patogenos tales como Phytophthora (Marx, 1873, Marx y Krupa, 1978) a Ia vez que. inducen una
mayor produccion de hormonas que incrementan la actividad fisioldgica de las raices (Ek ef al,, 1983).
-Sin. embargo, no todas las especies de hongos forman ectomicorrizas ni dan el mismo beneficio a sus
hospederos bajo condiciones especificas, ya que algunas son mas activas que otras (Marx y Cordell,
1994).

Por lo anteriormente mencionado, es necesario conocer las cualidades de las especies nativas de
hongos ectomicorrizogenos que existen en las zonas forestales del pais y bajo qué condiciones de
crecimiento pueden reproducirse asi como su potencialidad en lgs programas de reforestacién, ya que
éstas estan mejor adaptadas a las condiciones edéficas, vegetacionales y climaticas de nuestro pals,
por io que su uso en la produccién de inoculantes permitirda aumentar la probabilidad de éxito en el
establecimiento de los arboles que sean trasplantados en el campo Un beneficio adicional al realizar
estas practicas es la obtencion de hongos comestibles, ya que muchas de las especies forman
carpoforos macroscopicos que son utilizados como alimento por las comunidades rurales.



Una forma de conocer la biologia de los hongos es por medio de los cultivos puros de las cepas
aisladas de los cuerpos fructiferos (Torres, 1992), con estos se puede conocer la capacidad fisiologica
0 bioguimica de cada cepa en la forma de degradar los compuestos de carbono y nitrégeno, o su
resistencia a crecer en condiciones extremas como las de pH o temperatura. Aln cuando se han
redlizado numerpsas descripciones de los cultivos de muchas especies de Hymenomycetes
saprofitos, en cuanto a hongos ectomicorrizégenos el nimero de éstas es muy limitado.

Debido a que muchas especies son similares en la morfologla colonial y microscépica del cultivo, es
dificil diferenciarlas e identificarlas cuando el aislamiento proviene de una ectomicorriza de campo, por
lo gue Hutchinson y Malloch (1988) sugieren utilizar caracteres fisiologicos y bioquimicos en adicion a

los caracteres morfoldgicos

ANTECEDENTES

'DEFINICION DE MICORRIZA

La micorriza es la asociacién mutualista entre el micelic de un hongo y las raices de una planta, la
palabra deriva del griego myke y rhiza y significa hongo-raiz, y esta basada en los intercambios
reciprocos entre vegetales y hongos a través de las raices e hifas, implicando una serie de
interacciones celulares a diferentes niveles en ambos simbiontes (Anderson, 1881). La mayoria de las
plahtas que viven en la superficie terrestre presentan esta asociacion, de la cual se han reconocido
diferentes tipos de acuerdo con sus caracteristicas morfo-anatomicas Cada tipo de micorriza presenta
propiedades particulares (Honrubia et a/, 1892) '

TIPOS DE MICORRIZAS

Las micorrizas estan clasificadas con base en las estructuras especializadas que los hongos producen
en fa raiz, asi como por las plantas y hongos asociados. Harley y Smith (1983) describieron varios
tipos micorriza arbuscular, arbutoide, monotropoide, ericoide, orquideocide, ectendomicorriza y
ectomicorriza (Marks, 1991).

Ectomicorriza. Se reconoce faciimente porque cambia lé morfologia de la ralz, presentandola
engrosada y con pérdida de los pelos radicales, ademas, se forma una cubierta de hifas conocida
como manto que rodea a las raices secundarias. El micelio penetra intercelularmente en el cértex
radical dando lugar a un enframado hifal denominado red de Hartig. Los hongos formadores de
ectomicorrizas son principalmente miembros de los ascomicetos y basidiomicetos (Honrubia et af ,
1902, Marx y Cordell, 1994)



Una forma de conocer la biologia de los hongos es por medio de los cultivos puros de las cepas
aisladas de los cuerpos fructiferos (Torres, 1992), con estos se puede conocer la capacidad fisiologica
0 bioguimica de cada cepa en la forma de degradar los compuestos de carbono y nitrégeno, o su
resistencia a crecer en condiciones extremas como las de pH o temperatura. Aln cuando se han
redlizado numerpsas descripciones de los cultivos de muchas especies de Hymenomycetes
saprofitos, en cuanto a hongos ectomicorrizégenos el nimero de éstas es muy limitado.

Debido a que muchas especies son similares en la morfologla colonial y microscépica del cultivo, es
dificil diferenciarlas e identificarlas cuando el aislamiento proviene de una ectomicorriza de campo, por
lo gue Hutchinson y Malloch (1988) sugieren utilizar caracteres fisiologicos y bioquimicos en adicion a

los caracteres morfoldgicos

ANTECEDENTES

'DEFINICION DE MICORRIZA

La micorriza es la asociacién mutualista entre el micelic de un hongo y las raices de una planta, la
palabra deriva del griego myke y rhiza y significa hongo-raiz, y esta basada en los intercambios
reciprocos entre vegetales y hongos a través de las raices e hifas, implicando una serie de
interacciones celulares a diferentes niveles en ambos simbiontes (Anderson, 1881). La mayoria de las
plahtas que viven en la superficie terrestre presentan esta asociacion, de la cual se han reconocido
diferentes tipos de acuerdo con sus caracteristicas morfo-anatomicas Cada tipo de micorriza presenta
propiedades particulares (Honrubia et a/, 1892) '

TIPOS DE MICORRIZAS

Las micorrizas estan clasificadas con base en las estructuras especializadas que los hongos producen
en fa raiz, asi como por las plantas y hongos asociados. Harley y Smith (1983) describieron varios
tipos micorriza arbuscular, arbutoide, monotropoide, ericoide, orquideocide, ectendomicorriza y
ectomicorriza (Marks, 1991).

Ectomicorriza. Se reconoce faciimente porque cambia lé morfologia de la ralz, presentandola
engrosada y con pérdida de los pelos radicales, ademas, se forma una cubierta de hifas conocida
como manto que rodea a las raices secundarias. El micelio penetra intercelularmente en el cértex
radical dando lugar a un enframado hifal denominado red de Hartig. Los hongos formadores de
ectomicorrizas son principalmente miembros de los ascomicetos y basidiomicetos (Honrubia et af ,
1902, Marx y Cordell, 1994)



ORIGEN Y EVOLUCION DE LAS ECTOMICORRIZAS

Pirozinski y Hawksworth (1988) afirmaron que la simbiosis es la asociacion mas estable e intima y
probablemente sea el resultado de la coevolucién planta-hongo, entre las que destacan el parasitismo
y el mutualismo, ademas, mencionaron que los hongos son organismos biolégicos ideales para
interactuar con otros organismos en simbiosis. Taylor (1990) sugirié que las ectomicorrizas se
“desarrollaron cuando aparecieron las primeras plantas con flores en el carbonifero.

GENERALIDADES SOBRE ECTOMICORRIZAS

Se.ha notado gue con la presencia del hongo simbionte el crecimiento de las raices secundarias se
reduce tomando el nombre de raices cortas, estas son colonizadas para formar ia micorriza. La forma
tipica puede ser simple o ramificada. También se ha observado que la estructura de la ectomicorriza

estd determinada por la planta hospedera (Werner, 1992)

EI hongo crece mas rapido que la ralz en la zona de colonizacién, de tal manera que puede envolver
la corteza radlcal con una capa de hifas llamada manto, éste tiene una superﬁcae relativamente
vcompacta con poco micelio radial, aunque también puede ser mas laxo Se ha observado que las hifas
de la capa interior del manto contienen mas organelos y citoplasma y estan embebldas en una matriz
"de carbohidratos (Werner 1992).
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El micelio que se encuentra rodeando las células de la ralz es llamado Red de Hartig, ésta puede
estar restringida a la capa exterior de las células corticales o puede llegar hasta la endodermis. La
‘penetracién de las hifas para la formacién de esta estructura es tanto mecénica como por excrecion
de pectinasas- Estas hifas tienen citoplasma denso y numerosas mitocondrias. Se ha observado que
‘un mantg bien desarrollado no es requisito para la formacion de la red (Werner, 1992}

La vida media de una ralz micorrizada es de alrededor de 9 a 14 meses y muestra un ciclo de
desarrollo anual {(Werner, 1992).También se ha visto que en los primeros 10 cm del suelo, las
micoirizas son jovenes y bien desarrolladas; sin embargo, a grandes profundidades éstas son
’ééctasa‘s. vigjas v sufren por falta de oxigeno (Laiho, 1988).

L& fertilidad de los suelos puede influir en la estructura de las ectomicorrizas, ya que se ha encontrado
gue en ios lugares moderadamente fertiles, la micorriza de Vaccinum y Myriillus presenta un manfo
delgado y escaso con una red de Hartig bien desarroliada mientras que en lugares mas fértiles y ricos
en hierbas, tienen un manto delgado y una red de Hartig delgada (Laiho, 1988)

HONGOS SIMBIONTES
La mayoria de l0s hongos simbiontes que forman ectomicorriza son ascomicetos o basidiomicetos y

solo algunas especies pertenecen al grupo de los zigomicetos (Werner, 1992).



Las formas mas importantes de las micorrizas por su abundancia son las formadas por los
basidiomicetos, con los géneros Boletus, Leccinum, Suillus, Russula, Corfinarius, Amanita, Tricholoma
e Hygrophorus, Laccaria, Paxillus, Cantharellus, Gomphidius e Hydnum {Laiho, 1888).

PLANTAS SIMBIONTES :

La asociacién ectomicorrizica predomina en érboles y arbustos templados o en.bosgues tropicales con
baja diversidad o monoespecificos. Se han encontrado alrededor de 140 génercs de plantas
distribuidas en las familias Dipterocarpaceae, Pinaceae, Fagaceae, Myriaceae, Salicaceae vy
Betulaceae gue son hospederos de hongos ectomicorrizdgenos (Werner, 1992).

BENEFICIOS _

La simbiosis micotréfica modifica ta morfologia y fisiologia de Ia planta incrementando la asimilacion
de nufrimentos (Pirozynski y Hawksworth, 1988); ademas, incrementa la longevidad de las raices,
reduce sﬁ tasa de crecimiento, y promueve una alta ramificacion de las raices la cual tiene gran efecto
sobre la respiracion. Se ha observado que todos los nutrimentos pueden ser transportados por las
hifas hasta la faiz, la que se vuelve hasta cinco veces mas eficiente, esto es poque_: las hifas son
capaces de infiltrarse en los espacios capilares mas pequefios del suelo, desarrollando una area

superficial activa mas grande que la lograda por los pelos radicales (Werner, 1992)

Las plantas ectomicorrizadas son capaces de absorber y acumular nitrégeno, fosfore, potasio y calcio
mas rapidamente en el manto y por periodos mas largos que las no micorrizadas, a través de la
-asociacion se incrementa la tolerancia de los arboles a la sequia, altas temperaturas del suelo, toxinas
(organicas e inorgdnicas) asi como acidez o basicidad del sueio, no obstante, no todas las especies
de hongos forman ectomicorrizas ni dan el mismo beneficio bajo condiciones especificas, por lo que

algunas son mas efectivas que otras (Marx y Cordell, 1994)

La produccién de hormonas por los hongos es importante para fa interaccién simbidtica ya que las
auxinas, citoquininas, giberelinas y etileno que producen inhiben la formacién de pelos r‘édicales,
estimulan fa ramificacién de la raiz y la reestructuracidn morfolégica de las células exteriores del
cortex de la ralz (Werner, 1992), también inducen a las raices para tener una mayor actividad

fisiologica que las raices no micorrizadas (Ek et a/, 1_983)

Se ha sugerido que los hongos ectomicorrizégencs secretan 4cidos organicos que precipitan calcio,
fierro o aluminio, ademas de incrementar la disolucién de fosfatos en los suelos. Tal accién pue‘de dar
alguna explicacién de la tolerancia a suelos alcalinos de algunas especies de arboles cuando estén
micorrizades (Harley y Smith, 1883).



Los hongos pueden proteger a la planta contra patégenos mediante los siguientes mecanismos: 1) La
excrecién de sustancias antifungicas y antibitticas; 2) La estimulacién de otros microorganismos que
inhiben el crecimiento de los patégenos; 3) La produccién de antibidticos por el hospedero, bajo el
control de los simbiontes; 4} La reduccién de fuentes de carbono y fuentes de energia sobre la
superficie de la ralz para que las esporas de los patdgenos ne puedan germinar, 5) La excrecidn de
sideréforos que deprimen el fierre para el patogeno, 8) La proteccion estructural de la raiz por el
manto: Los hongos pueden utilizar una o mas combinaciones de estas estrategias (Werner, 1992),

De los antibidticos extraidos y producidos por los hongos, muy pocos han sido identificados
guimicamente y no se ha explicado su mecanismo de accién; por otro lado, también se ha visto que
las raices colonizadas tienen ocho veces mas terpenos volatiles y sesquiterpenos; por ejemplo,
Leucopaxillus cerealis produce poliacetileno que tiene propiedades fungistaticas y bacteriostaticas
(Werner, 1992).

CAPTACION DE NUTRIMENTOS

Se considera que la funcién primaria de las hifas micorrizégenas es la absorcion de nutrimentos del
suelo, donde la eficiencia relativa de la micorriza en tomar y translocar agua y nutrimentos, es
resultado tanto de transporte activo, como pasivo (Miller y Allen, 1892) Tal {ranslocacion se da en
ambas direcciones, ya que, compuestos de carbono derivados de los hospederos son translocados

para el crecimiento de las hifas y cuerpos fructiferos (Harley y Smith, 1983)

El nitrégenc y el fosforo son los dos elementos mas importantes en la nutricién fungica, por lo que es
buenc considerar su capacidad ecolégica ya que pueden existir en los habitats naturales en muchas
formas quimicas como los nitratos, amonio, proteinas en el primer caso y fosfatos organicos e
inorganicos en el sequndo. Ademas, se puede esperar que el aprovechamiento de las diversas formas
tiene influencias selectivas en la presencia de especies particulares en un habitat. Aunque también, se
argumenta que los elementos mencres como el zing, o el calcio, pueden ser igual o mas importanies
en determinados hichos ecologicos (Jennings, 1989).

Carbohidratos. £n los primeros intentos para cuantificar el movimiento del carbono, se mencioné que
los compuestos producidos durante la fotosintesis son transportados al manto e hifas extramatricales
Se ha calculado que ef 15 % de la produccién de las plantas es consumida por los hongos, sin
embargo, en ocasiones las mismas especies de micobiontes bajo diferentes condiciones fisiolégicas
inducen diferentes grados de movimiento det carbono y las mismas especies de plantas experimentan

diferencias con varias especies de micobiontes (Miller y Allen, 1992).

Los:hongos utilizan carbohidratos simples como sacarosa, maltosa, celobiosa, xilosa y arabinosa La
glucosa fa convierten a trehalosa y glicégeno y ia fructosa a manitol (Werner, 1992)



Es de particular interés el hecho de gue se ha encontrado que algunos hongos ectomicorrizégenos
pueden utilizar pectina, pero otros no La habilidad del hongo para hidrolizar pectina y hemicelulosa,
podria explicar la penetracién de las hifas a la raiz, no obstante, sélo algunas especies han mostrado

capacidad pectinolitica (Harley y Smith, 1983).

Nitrégeno. No hay evidencia de que los hongos puedan fijar nitrégeno atmosférico, por lo que las
plantas que incrementan las concentraciones de éste lo toman del suelo (Harley y Smith, 1283) Los
hongos ectomicorrizégenos tienen la capacidad de utilizar fuentes de nitrégeno organicas, incluyendo
proteinas y aminoacidos libres, asi como inorganicas tales como amonio y nifratos. Estos hongos
también contribuyen a la nutricion del hospedero al convertir el nitrégeno absorbido en formas que

metabolizan los hospederos (Miller y Allen, 1992)

Muchos hongos crecen con compuestos de amonio y algunos pueden utilizar nitratos, pero ofros no.
Se ha observado que la absorcién de amonio modifica el pH del medio incrementando o disminuyendo
la tasa del crecimiento de los hongos Existen cepas gue utilizan nitratos solamente después de un
periodo de adaptacion (Harley y Smith, 1983; Read et af, 1989).

En el suelo, el nitrato es mas mévil que el amonio, lo cual se debe a la demanda de éste por las
plantas, por lo que ta mayoria de los suelos tienen deficiencia de este compuesto-(Harley y Smith,

1083)

Fésforo. En suelos humicos incluyendo los forestales, muchos de los fosfatos (alrededor del 80% o
mas) estan presentes en forma de fitatos (fosfato inositol) que son insolubles (Harley y Smith, 1983,
Werner, 1992) Bouher ef al. (1990) encontraron que, para que las raices puedan colonizarse por los
hongos ectomicorrizégenos, la cantidad 6ptima de fosforo va de 2-4 mg por Kg'' de suelo; sin éste se
tiene uha baja colonizacién micorrizica, pero con una dosis mayor de 36 mg las raices no se

colonizan.

La transilocacion del fosforo ocurre a altas tasas dependiendo del metabolismo del hongo,
sugiriéndose que se transporta por el citopiasma acarreado por las vacuolas y se almacena en el
manto en forma de granulos de polifosfatos (Gianinazzi-Pearson y Gianinazzi, 1989). Ademas, estos
granulos contienen altas concentraciones de calcio, por lo que la acumulacién de Ca sigue a la de
fosfatos {Werner, 1982).

Azufre. El azufre puede estar presente en el suelo en concentraciones relativamente altas y tener

mayor movilidad que el fosfato, por lo que la translocacion hifal puede no tener mucha importancia en
la entrada de los suifatos. Sin embargo, el hongo tiene efecto en |la absorcion de este idn.-Se ha
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derostrado que la fertilizacion con fosfatos y la colonizacién micorrizica incrementan la entrada de

3 del suelo a la planta (Harley y Smith, 1983)

Calcio. Analisis recientes de los granulos de polifosfatos en las hifas de los hongos mostraron que
contienen calcio. Este elemento es requerido en trazas por algunos hongos y parece que los
ascomicetos y basidiomicetos pueden requerir cantidades mas grandes, pero en menor cantidad que

las plantas (Harley y Smith, 1983)

Potasio. No se han observado los requerimientos de potasio por los hongos ectomicornzogenos

{Harley y Smith, 1983)

Metales. Se ha observado que los metales pesados pueden reducir la colonizacion micorrizica
influyendo en el crecimiento de la planta, detectandose también que las ectomicorrizas pueden

proteger al hospedero contra el zinc {Stribley, 1987).

- BENEFICIOS ECOLOGICOS

Se ha aceptado ampliamente que las plantas en la-mayoria de los ecosistemas son celonizadas por
hongos micorrizégenos, sin embargo, se han realizado pocos experimentos para investigar la funcidn
del-mutualismo a nivel de comunidad, ya que ias investigaciones dirigidas a cuestiones nutricionales
-5€ han enfocado a plantas individuales (Francis y Read, 1994)

Arboles de la misma o de diferente especie pueden estar comunicados entre si por ias hifas de los
hongos lo cual permite la transferencia bidireccional de nutrimentos promoviendo ef reestablecimiento
forestal después de un disturbio, dado que la conexidn puede reducir la competencia y promover la
recuperacion forestal. La habilidad de los hongos para conectar a las plantas depende de la
compaosicion y estructura de la materia organica de los suelos (Amaranthus y Perry, 1994).

En un sistema donde varias plantas hospederas estan inferconectadas, la muerte de una de ellas no
es importante ya que el hongo estd conectado con .otras plantas y el almiddn almacenado en las
ralces de las plantas muertas es solubilizado y traslocado por las hifas a las ofras plantas después de
aproximadamente 4 semanas (Miller y Allen, 1992)

Se ha mostrado que las ralces micorrizadas son capaces de vivir varios meses después de haber sido
eliminada la parte aérea de la- planta, disminuyendo su viabiiidad con el pase del tiempo, de tal
manera gue al introducir plantulas de manera natural o artificial éstas pueden ser colonizadas
rapidamente por fa red de hifas que existe en el suelo. Sin embargo, si las plantulas no se introducen
al- siguiente afio después-del corte, la red de micelio se pierde (Miller y Allen, -1882) Por otro lado,
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Amaranthus y Perry (1994) mencionaron gue las esporas y fragmentos de hifas pueden permanecer

metabolicamente viables por mas de dos afos

‘COMPATIBILIDAD

El fenémeno de compatibitidad est# ligado a la ultraestructura, bioguimica y niveles genéticos de las
interacciones entre hongo y planta, en donde el reconocimiento inicial, las atteraciones en la estructura
celular y el establecimiento de interfases funcionales son vitales para balancear las relaciones e

intercambios de metabaolitos (Molina et af , 1992b).

El estudio de las interacciones fisiolégicas que tienen lugar durante ia formacién de endo y
ectomicorrizas indica que hay genes que regulan los eventos de la interaccion a varios niveles,
iniciaimente en la rizosfera, después en la superficie de la ralz y finalmente en la rafz {Kropp y
“Anderson, 1994).

A través de experimentos citoquimicos se han podido detectar y localizar azlcares especificos en la
interfase hongo-planta, revelando diferencias en la composicion de [a pared celular entre los tejidos
micorrizados y no micorrizados, La adhesién de los hongos a la raiz es mediada por una matriz
mucilaginosa que envuelve a la hifa y a la superficie de la raiz, encontrandose que la secrecion de
-glicoproteinas extracelulares son la clave en las asociaciones compatibles. Una capa de polimeros
fibrilares extracelulares estd presente en la matriz del micelioc de algunos hongos antes de la
interaccion, los cuales son depositados en los lugares de contacto e intervienen en la especificidad
con alta afinidad entre el hospedero y su micobionte {Martin et af., 1994b). En conirasle, en las
interacciones no compatibles este material no es secretado y se retarda? o no .se presenta? el
desarrollo de la micorriza (Marks, 1991; Martin ef af., 1994 a).

Las hidrofobinas producidas durante la formacién de la micorriza pueden ser secretadas por las hifas
colonizadoras como se ha sugerido para otras interacciones (Martin ef al., 1994 b) También se ha
observado la presencia de lectinas en las hifas del hongo, las cuales reconocen los componentes de
los pelos radicales del hospedero (Kropp y Anderson, 1994).

Se ha encontrado que las plantas micorrizadas contienen altos niveles de compuestos como ios
isoflavonoides, gliceolin 1, coumestrol y diadzein, sugiriéndose que esos niveles de compuestos
fendlicos explican la gran resistencia de las plantas a los patégenocs. Estos compuestos también
podrian impactar a los microorganismos no patégenos (Hetrick, 1989).

Cuando hay incompatibilidad entre simbiontes, la lignina y los polifenoles se-juntan en la. interfase
Este tipo de respuesta -también se presenta con células corticales- viejas o cuando el simbionte

fungico activa la liberacion de defensas del hospedero (Marks, 1991).
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ESPECIFICIDAD _ _

La especificidad se refiere a la asociaciéon de ciertos hongos con algunos hospederos, donde los
primeros son aparentemente especificos para un hospedero. En contraste, ofros hongos
ectomicorrizégenos se asocian con varias plantas formando ectomicorrizas con numerosos generos
de 4rboles de diversas familias (Marx y Cordell, 1994). Aunque la presencia de un hongo asociado con
un hospedero puede o no correlacionarse con la presencia o ausencia de los cuerpos fructiferos
(Kropp vy Anderson, 1994). De acuerdo con ia diversidad de especies de plantas que forman micorriza
con las especies fingicas se pueden apreciar tres categorias de especificidad: estrecha, intermedia y

amplia-(Molina ef af., 1992a).

Intervalo de hospederos estrecho. Puede ser la ascciacion de un hongo ectomicorrizégeno con una
especie de planta Se ha observado que numerosos hongos forman micorriza o producen esporomas
solamente en asociacion con un género de planta. Anteriormente mencionas que la clasificacion en
estrecho intermedio y amplia es de acuerdo con la diversidad de especies de plantas gue forman
micorriza. En este caso son los hongos quienes tienen un intervalo de hospederos estrecho ya que se

asocian solamente conh un género de planta.

La especificidad del hospedero con intervalo estrecho presenta muchas presiones de seleccion, por
ejemplo, Alnus rubra, es resistente a ser colonizada por. hongos de intervalo ampiio de hospederos, ya
que se asocia Unicamente con hongos fuertemente especificos (Molina, 1979), también se ha
observado que es resistente a patdgenos de la raiz, probablemente porque produce abundantes

fenoles radicales (Trappe et al., 1873).

Intervalo -de hospederos intermedio. Cuando los hongos estan limitados a una familia de

hospederos, por ejemplo: Suillus y Rhizopogon-con pinaceas.

Muchos hongos fructifican consistentemente con un hospedero en particular, mientras que otros lo
hacen con una amplia variedad de hospederos. Sin embargo, la falta de esporomas no¢ implica
inhabilidad para formar micorrizas en el campo (Trappe, 1962; Molina y Trappe 1982).

Intervaio de hospederos amplio: Los hongos en esta categoria pueden formar micorrizas con
diversas plantas hospederas. Se ha observado que muchos hongos caen en esta categoria, y que
gran cantidad de plantas pueden formar micorriza con numerosas especies de hongos (Molina ef af |
1992a, 1992b). -

La formacion de esporomas en los hongos ectomicorrizégenos con amplia gama de hospederos esta
regulada por el ambiente ya que estos hongos pueden fructificar en invernadero, vivero, plantaciones,
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o bosques con hospederos de todas las edades, siempre que la humedad y ia temperatura sean los
adecuados (Molina ef al, 1992z, 1992b) :

En general, los hongos micorrizégenos sdlo forman un tipo de micorriza, sin embargo, existen
excepmones que podrian incluir algunos ascomicetos y hasidiomicetos que pueden formar ecto y

ectendomicorriza (Molina ef af,, 1992a; 1992b).

Muchas plantas también pueden mostrar preferencia a una micorriza en particutar. Al examinar
algunas angiospermas se reporta que solamente ei 85% de las especies forman una clase de
micorriza, mientras que el 5% forman mas de una clase (Trappe, 1987)

La ectomicorriza prevalece sélo en las familias Pinaceae, Fagaceae y Betulaceae (Molina et af,
1992a; 1992b), aunque se ha observado que algunas plantas ericoides forman esta asociacion
(Lafgent et al, 1980). La ecto y ectendomicorriza son encontradas cominmente en el mismo
hospedero y algunos hongos ectomicorrizégenos pueden formar micorriza orquideoide {(Warcup,
1088) Por ofro lado, familias como Salicaceae ¢ Myrtaceae y géneros como Alnus, Salix, Populus y
Eucalyptus pueden formar micorriza arbuscular o ectomicorrizas en la misma ralz (Chilvers et al,,
1987; Molina et al., 1992b) Arctostaphylos uva-ursi y Arbutus mensiezii (ericales) pueden formar
micorriza arbutoide y ectomicorriza en cultivo puro con una gran variedad de hongos y en estudios de
campo se ha observado que estas plantas proveen de indeuio a pinos y piceas en suelos talados
{Molina et al,, 1992a). '

Especies de plantas pertenecientes a los géneros Pinus, Picea, Abies, Quercus, Fagus y Carpinus
son ectomicorrizicas obligadas, mientras que las especies facultativas pertenecen a los géneros Acer,
Alnus, Betufa, Corylus, Cupressus, Eucalyptus, Juniperus, Salix y Ulmus, indicandose que alrededor
del 12 % de las angiospermas son facultativas (Wemner, 1992). En este tipo de asociacion los
'si‘mbiontes‘Vegetales son capaces de formar micorriza, pero también son capaces de completar su
ciclo de vida sin formar la asociacion o formando otro tipo de micorriza (Molina ef af, 1992b), en
contraste, la rareza con que los hongos producen esporomas.en ausencia dé sus hospederos, indica
relaciones obligadas. El crecimiento de muchos hongos en medios artificiales y ta inhabilidad de otros,
indica diferencias fisiolégicas entre los hongos obligadas (Molina ef &/ , 1992a).

SUCESION

La composicion de especies de hongos ectomicorrizégenos cambia considerablemente durante el
desarrollo del bosque, algunas especies son caracteristicas de bosques jovenes, otras, de bosques
viejos {Arnolds, 1991; Deacon'y Fleming 1992). ‘
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En' la sucesion de los bosques se presentan hongos caracteristicos de estadios tempranas y ofros
tipicos de estadios tardios, no obstante, solamente los hongos de estadios tempranos son capaces
de colonizar rapidamente las plantulas en un suelo que confiene otros hongos ectomicorrizégenos

nativos (Marx y Cordell, 1994)

Cuando los arboles -maduran, los hongos de estadios tempranos no desaparecen totalmente, éstos
pueden ser suplantados gradualmente por fas especies mas dominantes o ser suprimidos en su
reproduccién porgue cambiaron las caracteristicas de la rizosfera (Dighton et af, 1986) Se ha
observado que con la edad del rodal se incrementa el nimero de especies fungicas (Last et af, 1084).

Marx v Cordell (1994) mencionaron que la sucesion fingica se mide con la produccidn de esporemas
y esta influenciada por los cambios estacionales, la cantidad y frecuencia de liuvias, asi como por el
contenido organico del suelg, la densidad de raices y el grado de desarrollo de las ectomicorrizas.

‘Es posible que los cambios de especies micorrizogenas de un hospedero se deban a la competencia
entre los hongos inoculados y los nativos, 0 a los cambios en la fisiclogia de la planta, desde plantula
hasta arbol madurc En el campo los hongos de los estadios tardios son capaces de formar micorrizas
solamente después de que los hongos de estados tempranos han desaparecido de la ralz o han
“perdido su efectividad (Miller y Allen, 1992).

Por ofro lado, Werner (1992) menciond que también existe una sucesién en cuanto a la distancia que
existe entre el tronco del arbol y los hongos ectomicorrizogenos ya que en Belula pubescens se
‘observé que a los 25 cm det tronco el 10 % de las raices fueron colonizadas por especies de
Hebeloma, incrementandose hasta el 50% a una distancia de 100 cm; algunas especies de Lactarius
su mavyor fructificacién se observé a los 50 cm de distancia, mientras que Leccinum no fructifica a una
distancia de 73-100 cm.

DISTRIBUCION DE LAS ECTOMICORRIZAS

Las micorrizas arbusculares y las ectomicorrizas estan distribuidas de acuerdo con el bioma. Los
hongos ectomicorrizdgenos predominan en climas templados, ademas, de gue generaimente se
encuentran en.suelos con alto contenido de materia organica (Allen et al., 1945).

En 1987, Moser (fide Allen ef al, 1995) elabord un mapa de los patrones de distribucién de los
bosques con micorriza arbuscular y ectomicorriza en el mundo. Basicamente, los bosques con
ectomicorriza incluyen bosques de coniferas boreales y templados, altas elevaciones con encinos,
-pinos, hayas y bosques de coniferas en los trépicos, subtropicos y zonas montafiosas de regiones
.aridas a semiaridas, el bosque de Eucalyptus de la Australia templada y el bosque tropical de Malasia
y nordeste de Australia. El bosque del sudeste de Asia actualmente estd mezclado con micorriza
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arbuscular, hay sitios que son ectomicorrizégenos predominantes y lugares que tienen solamente el
10 % de ralces ectomicorrizadas. El bosque tropical es predominante ¢ exclusivamente arbuscular,
aunque puede tener algunos arboles ectomicorrizégenos, tales como leguminosas en Africa y
Dipterocarpaceas en India. También se mostrd que en bosques tropicales y caducifolios de Ameérica
Central hay ectomicorrizas, pero hay mucho mas micorrizas arbusculares, como es el caso de los
bosques tropicales secos de Africa. Otros bosques con micorriza arbuscular se encuentran en Nueva
Zelanda, y en parches como en los bosques de micorriza arbuscular/ectomicorrizas en climas

templados (Allen ef al., 1995).

PROBLEMATICA FORESTAL EN MEXICO

Uno de tos problemas mas graves gue se vive a nivel mundial es la desforestacidn. El territoric de
México también ve desaparecer la cubierta vegetal gradualmente, constituyendo uno de los casos
mas graves de desforestacién del continente americane, donde el crecimiento de la ganaderia
extensiva, la extraccion inmoderada de madera y ofros recursos forestales, asi como la practica de
actividades agricolas sin ‘manejo adecuado, son las principales causas de esta destruccion con la
‘perdida de casi 40% de los bosques de conlferas y encino (Salas-Portugal, 1896).

Fara 1990 la superficie tolal arbolada nacional se calculd en 48 6 miliones de hectareas, la cual esta
integrada por bosques de coniferas, latifoliadas y selvas altas, medianas y bajas, por otro lado, e area
total de las &reas forestales perturbadas es de 21 6 millones de hectareas (SARH, 1991-1892)

La FAQ (Food and Agricultural Organization) y el programa de Naciones Unidas para el Medio
Ambiente (PNUMA) situé a México en el tercer lugar de Latinoamérica con una tasa de 500 000
hectareas de desforestacién anual (1981-1985), en tanto que Gonzélez-Pacheco (1992) la estimd en
400 000 hectareas por afo, tales cifras contrastan con las que arroja la expansién agricola vy,

sobretodo, la pecuaria (Toledo, 1988).

REFORESTACION Y PLANTACIONES FORESTALES

Algunas de las medidas que pueden contribuir a la recuperacién de la cubierta vegetal del pais y
hacer un uso sustentable de nuestros recursos bidticos son: la reforestacién con especies nativas que
permitan la regeneracion de sueios y de la vegetacion, asi como el apoyo a cultivos que favorezcan la
conservacion de la diversidad bioldgica y &l uso racional de 10s recursos maderables (Salas-Portugal,
-1996).

En México, las areas que requieren reforestacion estdn severamente erosionadas y el subsuelo
expuesto esta generalmente compacto, seco, rocoso vy es de baja fertilidad: Por el contrario, las
‘practicas de vivero de uso comun favorecen el desarrollo de hongos simbiontes que son capaces de
crecer en suelos con alta humedad y fertilidad, pero cuando la planta de este vivero se pasa‘al campo,
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el hongo es incapaz de sobrevivir y crecer en los sitios severamente perturbados, provocando.

fracasos en las reforestaciones (Valdés, 1988) .

La expansién de plantaciones forestales debe llevar consigo el empleo de practicas que incluyan la
inoculacién con hongos, ya que se tienen evidencias de estudios de campo que demuestran que estos
mejoran la sobrevivencia de los arboles (Dodd y Thomson, 1984). En numercsos estudios se ha
observado la habilidad gue tienen algunas especies de hongos para colonizar raices y para mejorar el
crécimiento de arboles en vivero y campo. Estas investigaciones se han.basado en coniferas, por su
importancia econdémica en plantaciones forestales, pero también porque han demostrado su
dependencia de los hongos simbiontes (Castellano y Molina, 1989; Castellanc y Bougher, 1994, Grove
y Malajczuk, 1994). Esta simbiosis tiene potencial para su uso en la restauracion de suelos, control de
la erosién, asi como en: el incremento en la formacién de agregados de particulas de suelos por las
hifas extramatricales e incremento en la diversidad (Dodd y Thomson, 1994),

Desde hace varias décadas, se ha observado que el uso de hongos especificos ha mejorado el
rendimiento de plantulas de pino en vivero y campo en varias partes del mundo ya que el desarrolio
ectomicorrizogene: es esencial para el establecimiento exitoso de especies de pino en areas
desforestadas (Vozzo y Hacskaylo, 1971, Mikola, 1973). Ademas, la. combinacién con hongos
simbiontes comestibles serfa de gran valor para los paises en desarrollo (Valdés, 1986).

El manegjo de las ectomicorrizas en las plantaciones forestales es mas accesible que en otfros sistemas
de cultivo por la facilidad del cultive de los hongos, ya que se puaden tener aislamientos a partir de
cuerpos fructifercs y prepararse en cultives puros, aiternativamente se. pueden utilizar. esporas o
basidiomas como indculo, sobretode en hongos con fructificacion profusa (Grove y Malajczuk, 1994).

CULTIVOS IN VITRO

El cultive in vifro permite el control riguroso de los factores que intervienen en el desarrollo y
crecimiento de las plantas ya “b'que las celulas poseen un nlcleo que es capaz de reproducir tas
caracter(sticas de su progenitor, sin embargo, el comportamiento de cada organismo es variable en
los diferentes medios de -cultivo (Augé et al, 1986), por lo que es importante estudiar el

comportamiento de cada organismo en diferentes medios nutritivos.

En el caso de los hongos ectomicorrizégenos, el aislamiento y cultivo puro es parte fundamental de
cualquier trabajo de investigacion sobre ectomicorrizas. Estudios sobre la biologia y fisiologia de las
especies fungicas, la compatibilidad y especificidad con determinados hospederos, la seleccion de
especies ‘o cepas de hongos especificos para la inoculacién en vivero, las interacciones con
microorganismos, incluidos patbgenos, etc., precisan del aislamiento y cultivo de las especies fungicas

con las que se desea trabajar (Torres, 1992).
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SELECCION DE HONGOS :

Es de gran importancia el estudio de la simbiosis establecida en las raices de coniferas,
especialmente cuando se trata de mejorar el desarrolio de plantulas de vivero en el campo. Por lo gue
es importante conocer la biota flingica que se asocia con una especie forestal determinada para poder
iniciar la seleccién de las especies fingicas mas adecuadas y plantear un programa efectivo de

inoculacion (Torres, 1992),

Cuando se reforestan lugares con plantas que dependen de las micorrizas para desarrollarse
adecuadamente y carecen de éstas, el fracaso as inminente, por lo que es necesario dotarlas de los
hongos simbiontes adeclados, ya que se persigue incrementar su vigor, el cual se hace evidente en la
produccién de biomasa vegetal, incremento en altura y grosor de su tallo y en el numero de
ramificaciones, etc; lo anterior permitira acelerar los procesos de revegetacion en zonas determinadas.
En este sentido, numerosos trabajos en Argentina, Australia, Canadd, Francia, Espafia y Estados
Unidos, entre otros, han evidenciado la importancia de las inoculaciones controladas con el fin de
mejorar la respuesta de las plantulas en campe (Vozzo y Hacskaylo, 1971, Mikola, 1973; Theodorou y
Bowen, 1'973, Trappe, 1977, Laiho, 1888, Marx et al, 1984, Honrubia et al,, 1992), manifestandose
sus beneficios después de la plantacidn en campo (Dixon et al. 1981; Ruehle et al, 1981 y
Rushle,1882; Thomas -y Jackson, 1983; Beckjord y Mcintosh, 1984, Kropp et af, 1985 Marx y
Hatchell, 1986; Valdés, 1986).

El prirhero y mas importante paso en cualquier programa de inoculacién de plantulas es la seleccion
de los hongos mas aptos, utilizando las diferencias fisioldgicas y ecoldgicas que existen entre ellos.
Ademdas de considerar las condiciones extremas del suelo y clima, los antagonistas del suelo
incluyendo otros hongos ectomicorrizogenocs, la aplicacién de pesticidas, el rompimiento fisico del
micelio por las practicas culturales del vivero (poda de raices) y el brusco ajuste fisioldgico de la planta
que en el vivero fuvo una buena fertilizacion e irrigacion, al cambio hacia e lugar de transplante con
baja fertilidad y diversas tensiones ambientales (Dodd y Thomson, 1994; Marx y Cordell, 1994),

El'inéculo obtenido a partir de micelic de un hongo ha sido recomendado como el mejor material
hiolégico para inoculacion, desafortunadamente, algunos hongos son dificiles de obtener en cultivo
puro, otros crecen muy lentamente o nunca se han aislado y crecido en medios de cultivo y otfros
mueren algunos meses después de su aislamiento. Muchos de estos hongos requieren de factores de
crecimiento especificos, como Vitaminas (tiamina y biotina) y carbohidratos simples (Marx y Kenney,
1982), asl como de otras sustancias aln no determinadas. o

La seleccion de la cepa del hongo que se va a utilizar en inoculaciones de vivero debe ser hecha

minuciosamente teniendo en cuenta los siguientes criterios (Molina y Trappe 1984: Alvarez, 1985): 1)
Facilidad de aislamiento, 2} Capacidad de crecimiento en ‘cultivo. puro y resistencia a las
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manipulaciones a las que se vera sometida en el proceso de inocculacion; 3) Capacidad de formacion
de simbiosis con varios hospederos; 4) Adaptacion a las condiciones ecolégicas de la localidad donde
seran transplantados, asi como adaptacién a las condiciones existentes en los viveros, 5) Produccion
de rizomorfos (debido a que se cree que incrementan la capacidad det hongo de absorber agua y
nutrimentos) ¢ produccién de esclerocios; 8) Agresividad y competitividad con otros tipos de hongos
existentes en los viveros, 7) Capacidad de resistencia a hongos patdgencs especificos,.y 8)

Capacidad de tolerar compuestos tdxicos existentes en el suelo.

LA MICORRIZACION EN LOS VIVEROS

El concepto de formacién de micorrizas en los viveros con hongos ecolégicamente adaptados a los
lugares de trasplante mejora el rendimiento en el campo y fue desarrollade en Hungria por Bokor en
1954; posteriormente los procedimientos fueron refinados en Austria por Theadorou y Bowen en 1673
y en Estados Unidos por Vozzo y Hacskaylo en 1971 (Marx ef al, 1991). Estos programas de
investigacion mostraron que las pléntulas con ectomicorrizas especificas exceden el rendimiento en el
campo de los que tuvieron pocos hongos en el trasplante (Marx et al. op. cit.)

En condiciones de vivero y de campo, la mayoria de las plantas se encuentran micorrizadas en mayor
0 mendr grado por o gue una cuestion primordial es opfimizar el estado de micerrizacion y en
consecuencia ‘el estado de saiud de las plantas, controlando a los hongos simbiontes. de interés, con
el objetivo de reintroducirlos a zonas determinadas (Honrubia ef af, 1992).

La inoculacion en vivero en algunos paises es adoptada ampliamente ya que incrementa la eficiencia
de las practicas de vivero asi como la higiene por la fumigacion o pasteurizacién que se realiza
(Jasper, 1994), aunque aan existen muchos viveristas que temen incorporar hongos a sus cultivos
porgue los consideran nocivos ya que los relacionan con los gue producen el Damping-off (Honrubia
et al, 1992).

Se han realizado estudios de efectos de inoculacion de arboles jovenes con mas de 500 hongos
especificos, donde casi la mitad ha mostrade tener un efecto positivo a la inoculacién, aunque, en
algunos casocs se han detectado efectos negativos (Grove y Malajezuk, 1994).

Con la inoculacién en vivero se evitan retrasos en la colonizacién de ias ralces, mejorando la
sobrevivencia 'y crecimiento de la planta en regiones donde el periodo de establecimiento. ests
restringido por la sequia de veranc o el frio de invierno, ya gque los requerimientos de nutrimentos son
mas grandes en el establecimiento de la plantacion (Grove y Malajczuk, 1994).

Los sistemas de vivero estan disefiados generalmente para minimizar espacio, costos de fabor y
materiales, - ademas . de proveer plantas con caracteristicas uniformes y adecuadas para las
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plantaciones; asi como de manipular factores como tipc de suelo, pH, contenido de humedad,
temperatura de enraizamiento, fumigaciones y pasteurizaciones, uso de biocidas y fungicidas (Marx et
al, 1982, Cordell et al, 1991) Por ellc se sugiere seleccionar aislamientos efectivos en la
colonizacién, que persistan en las raices, que incrementen el crecimiento de los arboles, que esten
adaptados a condiciones extremas y que sean capaces de soporté_r ios cambios que se presentan en
fas condiciones ambientales desde el paso por el vivero hasta el campo (Dodd y Thomson, 1994,
Grove y Malajczuk, 1984),

Cuando el nivel de nutrimentos en los viveros es alto se impide la formacién de micorrizas al menos
por una temporada y cuando las dosis de fertilizacién son bajas se forman micorrizas débiles y
pobremente ramificadas, mientras que en los suelos minerales su estructura es fuerte (Laiho, 1988)
Hay mayor respuesta de crecimiento de la planta cuando se adiciona fosforo solamente en las
cantidades necesarias. También se ha visto que aitas concentraciones de nitrégeno reducen la
colonizacion, detectandose que el NOs- inhibe mas la colonizacién que el NH,"; aunque las cantidades

de cada nutrimento son especificas en cada vivero (Grove y Malajczuk, 1994).

Cuando hay exceso de agua en el suelo, las plantas desarrollan raices gruesas y carnosas que actlan
como aesponjas ¥y no permiten la formacidn de micorrizas, estas. plantas carecen totalmente de
posibilidades de subsistir en campo. Por otro lado, cuando las plantas se mantienen con escasez de
agua también presentan carencia de nutrimentos, manifestdndose en la parte aérea y radical
{Honrubia ef af., 1992),

TECNICAS DE MICORRIZACION EN VIVEROQ Y TIPOS DE INOCUL.O

Hay: flexibilidad para seleccionar el hongo a inocular, la forma dei inéculo, el método de aplicacion y
las condiciones culturales mas adecuadas para la formacion de las. ectomicorrizas y crecimiento de las
plantulas, la eleccion depende del nivel de sofisticacion de los viveros (Grove y Malajczuk, 1994).

Para las ectomicorrizas se distinguen tres tipos de indculo, de acuerdo con las formas de
manipulacion de los hongos a} Indculo bruto, sin depurar, que corresponde a los propagulos
existentes en el suelo (micelio, rizomorfos, 'cordones miceliales, esporas, esclerocios, trocitos de
raices micorrizadas, etc.) y del que no se conoce la cantidad y frecuencia-abundancia de las especies
o de los mismos propagulos; b) Indculo esporal, constituido por esporas maduras, y ¢} Inéculo
micelial, producidc en laboratorio y consistente en el micelio aislado y cultivado en medios sintéticos
{Honrubia et al.,, 1892)

Indeculo bruto o forestal. Es el método mas simple y ampliamente usado para inocular nuevas areas,

y consiste en extraer suelo forestal y utilizarlo para la produccién de planta (Marx y. Cordell, 1994). Sin
embargo, requiere del movimiento de grandes volimenes de suelo dando costos de transporte altos y
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provocando una gran alteracion 'de la zona de extraccién (Honrubia et al., 1982; Torres, 1992, Marx y

Cordell 1994)

Los' mayores problemas que presenta este sistema de micorrizacion son de origen biolégico ya que se
pueden introducir semillas de malas hierbas y patégenos como hongos, bacterias, virus y nematodos;
ademas, la calidad y cantidad de indculo micorrizdgeno introducido son desconocidas y variables de
un-afto al otro,-dependiendo de! lugar de procedencia del suelo (Honrubia et af, 1992); asimismo, &l
suelo no se puede proteger de los recalentamientos y desecacion y algunos de los propégulos son

sensibles a estos factores (Werner, 1992).

Inoculo micedial. La micorrizacion con indculo micelial obtenido de cultivos puros o inoculacion
vegetativa, es posiblements el método mas seguro, carente de riesgo de introduccion de otros
organismos no.deseables, asi como competidores. Es también el mas efectivo y con el que se alcanza
mayor porcentaje de micorrizacion en menos tiempo, sin embargo, es el mas costoso y de
manipulacion mas sofisticada. Su implantacién en los viveros requiere de una adecuacion tecnologica

de las instalaciones, aunqgue es interesante observar la productividad (Honrubia ef af,, 1992).

El punto de parlida es [a produccion del indculo en el laboratorio, el cual se puede obtener de varias
fuentes: por aislamiento y cultivo del micelio extraldo directamente de los esporomas, por la
germinacion.de esparas in vitro, o por cultivo del micelio a partir de micorrizas {(Honrubia et al., 1992)

El micelio se puede producir en mezclas de turba-vermiculita, medio. liquido o gotas de ‘alg_i_nato..
Aungue hay gran interés en el usc de micelio encapsulado en alginato porque tiene las ventajas de
alta efectividad por unidad de volumen, se puede almacenar por varios meses, protege el micelio
contra las condiciones adversas hasta la colonizacién de las raices, sin embargo, existen serias
dificultades para encapsular algunas especies de hongos (Grove y Malajczuk, 1994)

Varios investigadores en diversas partes del mundo han desarrollado procedimientos de cultivo puro
para la produccién de inoculo de una gran variedad de hongos, desafortunadamente, la aplicacién en
vivero-a gran escala siempre involucra solamente unos cuantos miles de plantulas, por la falta de
cantidades suficientes de indculo viable, ya que es relativamente facil producir un volumen de 30 a 40
litros de indculo para estudios de investigacion, pero es completamente diferente producir material
suficiente para comergializar y/o para inoculaciones a gran escala en viveros.(Marx y Cordell, 1994)

Inéculo Esporal La inoculacién con esporas ha sido ampliamente utilizada, ya que es relativamente
facil de aplicar ya sea mezclandolas con el suelo antes de ia plantacién, en el riego de las camas o en
los contenedores; en pelets de esporas, o bafio de las semillas (Grove y Malajczuk, 1994). Ademas,
no requieren de una fase de crecimiento bajo condiciones asépticas (Marx y Cordell, 1994).
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Este 'méfodo puede ser aplicado facilmente por los viveristas pues no requiere de tecnologias
sofisticadas sino el de conocer las especies fungicas adecuadas (Honrubia et al, 1992). El mayor
inconveniente es que algunas especies flungicas producen pocos esporomas, sus esporas germinan
pobrehente o presentan baja viabilidad, se desconoce la cantidad de esporas que se requiere y faltan
pfueb‘éé apropiadas para determinar su viabilidad (Grove y Malajczuk, 1994; Marx y Cordell, 1994)

El inéculo esporal se prepara facilmente con hongos gue producen muchas esporas como Suiflus,
Rhizopogon, Pisolithus, Scleroderma Algunos de ellos se han probado ofreciendo garantia de su uso
durante unos cuantos meses después de su preparacion (Honrubia et al, 1992), a pesar de lo
expresado por Castellano (1989) quien encontrd que las suspensiones de esporas de distintas

especiés de Rhizopogon mantienen su efectividad durante varios afios.

Las dosis de aplicacion pueden variar segunla especie hospedera pero de manera generalizada se
utiliza un total de 107 esporas por planta De 5 a 7 carpoforos de las especies de Suillus, Rhizopogon
o Amanita :dépendiendo del estado de maduracién, tienen esporas en cantidad suficiente para
micorrizar de diez a guince mil pinas ‘en el vivero, aunque conviene comprobar la dosis aplicada y el
estado de viabilidad de las esporas para tener la certeza de que las esporas son capaces de germinar
en la rizosfera de las plantulas (Honrubia et al., 1892).

Actuaimente se encuentran suspensiones esporales comercializadas de varios hongos en algunas
empresas forestales privadas, principalmente americanas (Forest Mycorrhizal Application, Oregén) y
espafiolas (Micologia Forestal y Aplicada, Barcelona) ias cuales tienen a la venta suspensiones
eporales de Suiflus, Rhizpogon, Lactarius, etc. (Honrubia et al., 1992).

COMPETENCIA DE'LOS HONGOS INOCULADOS CON HONGOS INDIGENAS -

El suelo forestal y los suelos no estériles de vivere generalmente contienen hongos micorrizégenos
indigenas, y una decisidn para introducir indculos hajo esta circunstancia depende de [a efectividad de
tos hongos nativos cuando se comparan con los hongos inoculados (Dodd y Thomson, 1994). En este
caso, se  tendrian que utilizar indculos de hongos que sean competitivos con los nativos (Jasper,
'1'994'). ya que su efectividad depende de la habilidad que tengan para competir (Grove y Malajczuk,
1994). |

En una plantacién manejada intensivamente es mas conveniente que se desarrolien practicas que den

ventajas competitivas a los hongos indigenas, pues se tiene la prioridad de mantener la biodiversidad
del ecosistema (Grove y Malajczuk, 1994).
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LA INOCULACION EN OTROS PAISES _

Estados ‘Unidos Este pais ha concentrado sus estudios en Pisolithus tinctorius, sus técnicas de
inoculacion han sido desarroliadas para su uso en sistemas de produccién de plantuias y su indculo
esta basado en formulaciones comerciales. También se han .utilizado siete especies de hongos
hipogeos con cuatro especies de coniferas, donde las especies que produjeron numerosas micorrizas

fueron Rhizopogon vinicolor ¥ R. colossus {Marx et afl, 1991).

El inécule de basidiosporas se ha utilizado en escalas experimentales y operacionales, siendo
efectivos en varias formas: como pellets ¢ encapsulados en semillas (Marx et a/,, 1991).

Francia La inoculacién en este pais tiene dos propédsitos. mejorar el crecimiento de los arboles. en las
reforestaciones y mejorar la produccion de hongos comestibles (Le Tacon et af, 1988).

Se han realizado trabajos de inoculacién de Pinus pinaster con Suillus granulatus y Quercus spp. con
Tuber melanosporum o T -uncinatum que han sido reproducidos comercialmente para la preduccidn
de trufa. Con este sistema, las trufas se obtienen tres o cinco afios después del trasplante. Por otro
lado, Laccaria laccata, L bicolor y Hebeloma crustuliniforme forman abundantes micorrizas después

de ser inoculados como micelio vegetativo (Marx et af, 1981).

También se ha producido micelio en fermentadores, el cual es encapsulado en alginato de caicio con
turba en polvo, determinandose que en esta forma estd mejor protégido para sobrevivir mas tiempo y

es mas efectivo que la reproduccion en vermiculita (Marx et af . 1991}.

Canada. Las inoculaciones estan concentradas en especies de Pinus, Picea y Larix, con cepas de
Laccarfa laccata, Hebeloma cylindrosporum, Cenococcum geophilum, Thelephora terrestris y Pisolfitus

tinctorius, las cuales son reproducidas en medio liquido (Marx et al., 1991).

Filipinas. De la Cruz y colaboradores y The National Institute of Biotechnology and. Applied
Microbiology (BIOTECH) elaboran una tableta de arcilla conteniendo basidiosporas de Fisolithus
tinctorius y una especie de Scleroderma; esta tableta es adicionada a los contenedores con la planta y
a los tres meses se pueden observar micerrizas (Marx ef af,, 19971).

Venezuela. En los viveros de e'ste pais se utiliza suelo tratado con indculo de Thelephora terrestris en
una plantacién de Pinus caribea establecida en 1986, este hongo forma micorrizas. con plantas de

Pinus caribea, P oocarpa y Eucalyptus spp. (Marx et al., 1991)

Desde 1980 se utilizan basidiosporas de P. tinctorius originario de Georgia, Estados Unidos y el nuevo
inbculo esporal es recolectado cada afio FEste procedimiento da un méaximo desarrollo de
ectomicorrizas para mejorar la sobrevivencia y crecimiento de las plantas (Marx et a/, 1991).
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EL USO DE LOS HONGOS EN PROGRAMAS DE INOCULACION EN EL MUNDO

Se ha probado el indculo vegetativo de once especies en diferentes especies de arboles bajo
diferentes condiciones experimentales, estos hongos son. Amanita muscaria, Corticium bicolor,
Hebeloma cylindrosporum, Lactarius rufus, Paxillus involutus, Rhizopogon roseolus, Scleroderma sp.,
Suiflus cothurnatus, S luteus, S variegatus y Tricholoma albobrunneum, dichos hongos estan
disponibles en Mycorr Tech Inc (Estados Unidos), sin embargo, solamente unas pocas formulaciones
vegetativas de estos hongos se han probado para su efectividad bajo condiciones operacionales
(Marx et af , 1991)

Ademas de F tincforius, el indculo esporal de otras 18 especies de hongos se han reportado como
formadoras de micorrizas con varias especies de arboles bajo condiciones experimentales, estos
hongos son. Hebeloma crustufiniforme, Rhizopogon colossus, R luteclus, R. nigrescens, R. roseolus,
R. vinicolor, Scleroderma auranteum, S. dictyosporum, & flavidum, S texense, Sulllus acidus, S
granutatus, S. grevillei, Tuber aestivum, T brumale, T. maculatum, T magnatum y T. mefanosporum
(Marx et al,, 1991).

DECADENCIA DE LOS BOSQUES

Arncids (1991) menciond que ta decadencia de los bosgues se puade deber a la sucesidn forestal, la
recoleccion de hongos comestibies, cambios en €l manejo del bosque, influencia de ia contaminacién
det aire, acidificacidén. de los suelos y consecuente incremento de la disponibilidad de aluminio,
deposicion de nitrogeno, incremento en la acumulacion de hojarasca, cambios €n la capa herbacea y

reduccion de la vitalidad de los érboles.

Algunas ectomicorrizas parecen ser tolerantes al O, mientras que otros son mas tolerantes at SO,
Los cambios en los niveles de los metales pesados pueden afectar directamente a las ectomicorrizas.
Se ha observado gue altas concentraciongs de Cu, Zn o Pb en el suelo hacen que disminuya el
nimero de micorrizas activas, aunque P. finctorius y Cenococcum geophilum tienen algunas proteinas

que los hace tolerantes a ios metales pesados (Werner, 1992).

ESTUDIO DE LOS HONGOS ECTOMICORRIZOGENOS EN MEXICO

En nuestro pais, los primeros estudios de hangos ectomicorrizdégenos consistieron en ensayos donde
se inocularon estos en especies forestales, encontrdndose resultados positivos al confrontar varias
especies de Pinus con algunas cepas exdticas de hongos ectomicorrizégenos (Cuevas-Rangel, 1979,
Valdés y Grada-Yautentzi, 1980; Valdés et al, 1983, Estrada-Torres y Valdés, 1986; Valdés, 1986;
Quintos y Valdés, 1987, Cigarrero et af,, 2002).
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Posteriormente, se trabajd con especies de pino, probando especies de hongos ectomicorrizégenos
hativos ‘como Scleroderma texense y 8. aerolatum (Orozco-Garcia, 1891), Canthareffus cibarius,
Lepista nuda, S verrucosum y Pisolithus tinctorius (Aras. y Garza-Ocafias, 1997a y 1997b), P.
tinctorius (Villa, .1998), S  glandulosipes y Rhizopogon sp. (Navarro, 2000}, /nocybe griseovelata y
Suiflus tomentosus (Xochitiotzin, 2000), S. fexense y un inécule mixto (Aguilar et af., 2002); Laccaria
sp. P tinctorius y Rhizopogon sp. adicionando acido fulvico (Cuevas-Rangel y Zamora-Martinez,
2002y, P. arhizus y Cenococcum geophilum {Orozco et afl.,, 2002). Por ofro lado, Barcenas et al. (2000)
evaluaron el porcentaje de micorrizacion de plantas de vivero. Con respecto a otras especies
forestales, solamente se cuenta con el estudio de un encino, en el cual se registrd que la planta

presentd ectomicorriza y micorriza arbuscular (Reyes y Palacios, 1998).

Se han elaborado listados de especies potenciaimente micorrizégenas de lugares particulares {Castillo
ef al, 1979, Ledn y Guzman, 1980; Quintos ef al., 1984, Garza-Ocafas, 1986; Uribe-Arréyave et al,
1997, Pensado y Garza, 1998, Guzman, 2000, Juzrez et al., 2000; Kong-Luz vy Estrada-Torres, 2000,
Kong-Luz et af., 2000, Parada y Kong-Luz, 2000, Ramirez ef al., 2000; Reyes y Aquiahuati, 2000).

Por otro lado, se han realizadeo aistamientos de hongos a partir de micorrizas, en 10s que se observado
el antagonismo de estos hongos contra algunos patégencs (Pefa-Cabriaies y Valdes, 1974).
Asimismo, se han obtenido aislamientos a partir de micelio obtenido de cuerpos fructiferos. Estos
aislamientos han sido objeto de diferentes estudios’ caracterizacion de-los micelios (Avila, 1888, Cruz-
Ulloa, 1890 y 1991; Pérez-Moreno y Ferrera-Cermrato, 1991); optimizacién del crecimiente de las
colonias en diferentes medios nutritivos (Cuaxilo, 1891, Santiago-Martinez y Cuaxilo, 19891, Santiago-
Martinez et af , 1995, Aquiahuati et af , 2000); crecimiento de las colonias en diferentes valores de pH
(Vézquez y Santlago-Mar’tmez 1994), caracterizaciones fisioldgicas (Vazquez-Marrufo ef al, 1998);
fssuotogia de la glucosa (Galmdo~Flores y Estrada- Torres, 1998; Aquiahuat et al., 1998a) efecto de la
utlllzamén de d|ferentes fuentes de mtrégeno (Aquaahuatl et al, 1998b); obtencién ¥y manejo de
germoplasma para la sintesis de micorrizas {Tejocote et al, 2000), y métodos de conservacién de

colonias de hongos (Carranza et al , 1998)

Se han obtemdo smtesm in vitro y caracterlzambn de las micorrizas producidas con hongos como
P:sohthus tmctonus (Santlago -Martinez of af., 1993), Laccaria bicolor (Santiago-Martinez et af, 1994);
Rbfz_opo_gon sp _(Torres et al., 1997) y Suillus spp. (.cho_hténcatl et al, 1997)

Asimismo se han realizado estudios de caracterizacion de micorrizas de campo (Kong-Luz y Santiago-
Martinez, 1991; Barcenas et al, 1896; Garza et al, 1996, Arias y Garza, 1987a; Burrola et al, 1997,

Serrano et al , 1997).
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Por otra parte, se han realizado estudios en plantaciones, en los cuales se describio la morfologia de
algunas micorrizas y 'se evalué su relacion con el crecimiento de plantas de pino (Lopez-Qlivares y
Fierros, 1990; Lépez-Olivares et al, 1990) En lo tocante a aspectos ecolégicos del grupo, solo se
cuenta con un estudio realizado con Tricholoma magnivelaris (Sudrez-Islas y Viltareal, 1998) en el que

no obstante, se explord su potencial coma comestible y no como ectomicorrizégeno

Los estudios sobre hongos ectoricorrizégenos han aumentado, sin embargo adn falta realizar mas
estudios en un pais tan diverso como es México, tal como lo mencionan Varela y Estrada-Torres

(1997).

Zamora et al (2002), mencionan que es necesaria una normatividad para el uso de inoculantes de
hongos ectomicorrizégenos de origen nacional y de importacién, para lo cual se requiere de la
participacién de los micologos Esta accién se debe a que en la produccidn de plantas de interés
forestal, en la mayorfia de los viveros de México se utiliza suelo extraldo de los bosques como fuente
de inéculo para la formaciéon de micorrizas, lo cual conlleva a danos ecoldgicos; algunos utilizan
inoculos del extranjero, io cual puede alterar diversos aspectos ecoldgicos por la introduccién de

especies exoticas.

Es importante mencionar que la mayoria de los trabajos citados aqui son resiimenes de congresos y

solarmente unods cuantos constituyen articulos publicados en revistas especializadas.

JUSTIFICACION

,l__.a destruccion acelerada de los ecosisternas forestales hace necesario realizar estudios de sus
diferentes compenentes bidticos, como son los arboles y los organismos con los que se asocian, en
especial aguellos que les proporcionan beneficios como los hongos mutualistas que favorecen una
buena nutricion y crecimiento vegetal o

El conocimiento de las especies de hongos ectomicorrizégenos existentes en las zonas forestales del
pai'_s 'eé:at'm precario, tanto en el ambito ecologico como al nivel de laboratorio, ya que se desconocen
las condiciones de crecimiento bajo fas cuales pueden reproducirse, asi como su potencialidad"'e'n los
programas de reforestacion. Por ello, es necesario conocer las cualidades de los hongos nativos del
pals, que pueden estar bien adaptados a las condiciones ambientales de nuestro pals y de esta
manera, aumentar |a probabilidad de éxito en el establecimiento de las plantaciones forestales.
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Los cultivos de hongos tienen caracteristicas micro y macromorfoldgicas particulares, sin embargo no
han ‘podido’ utilizarse para determinar la identidad de las cepas obtenidas a partir de micorrizas de .
campo debido a que carecen de estructuras reproductoras que pueden utilizarse en el proceso de
identifi'c_aci'én No obstante, con el afan de diferenciar grupos ecolégicos basados en su modo de
nutricién en la literatura se ha 'propuesto una serie de pruebas bioguimicas y fisiolégicas que pueden

ayudar a diferenciarlos

Por estas razones, se planed hacer un estudio integrado que muestre las necesidades nutricionales
de algunos hongos ectomicorrizégenos para gque tengan buen crecimiento en medios de cuitivo
especificos, los pH a los cuales crecen mejor, sus cualidades fisiolégicas y hioguimicas y su
compatibilidad con alguhos hospederos Con estos resultados se espera poder hacer
recomendaciones acerca del uso y manejo de algunos hongos en viverg y campo, asl como conocer
las caracteristicas fisiolbgicas 'y bioquimicas de wvarias cepas de hongos ectomicorrizégenos

mexicanos.

OBJETIVO GENERAL 5
CONOCER LA BIOLOGIA DE ALGUNOS HONGOS ECTOMICORRIZOGENOS, MEDIANTE

PRUEBAS FISIOLOGICAS ¥ BIOQUIMICAS.

METODOLOGIA GENERAL. _

En el trabajo se ‘éétudié un total de 31 cepas de hongos ectomicorrizoégenos, perteneci.éntes'a los
siguientes taxa: Amani’ta spp. (8 cepas), Boletus sp. (1), Laccaria bicolor (1), Pisolithus afrhizus (2),
Rhizopogon sp. (1), Scleroderma polyrhizum (1), Suillus spp. (15) y Terfezia olbiensis (1), aisladas de
carpoforos procedentes de diferentes localidades del estado de Tlaxcala, con excepcién'de"_una cepa
que procede de Oaxaca (Cuadro 1), Las cepas se encuentran depositadas en el cepario de hongos
ectomicarrizdégenos del Centro de Investigacion en Ciencias Biologicas de la Universidad Autdnoma

de Tlaxcala.
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Cuadro 1 Cepas de hongos ectorhicorrizégenos estudiados

No. de : Taxa Material de | Procedencia | Vegetacion
cepa . referencia

TLAX 2 | Amanita muscatia (L.) Hook. GSM 54 3 IV -
TLAX 22 | A muscatia AME 10456 3 Vv
TLAX 27 | A muscaria AKL 2252 3 v
TLAX 41 | A. muscaria GGF 1851 6 ]
TLAX 21 | A pantherina Gonn & Rabenh. AME 1004 7 VI
TLAX 26 | Amanita aff. rubescens (Pers.) Gray AKL 2251 3 \Y
TLAX 48 | Amanita aff. rubescens AME 1541 7 il
TLAX 4 | Amanita sp. Secc. Vaginata GSM 134 5 Il
TLAX 47 | Amanita sp. AME 1418 7 Vil
TLAX 8 | Boletus sp. ' AKL 1757 8 Vi
TLAX 30 | Laccaria bicolor (Maire) P, D. VCL 55 3 v
TLAX 13 | Pisolithus arrhizus (Scop.) Rauschert ENCE 9 Vil
TLAX 37 | P. arrhizus AME 1177 7 Vi
TLAX 28 | Rhizopogon sp. AKL 2254 3 I\
TLAX 38 i Scleroderma polyrhizum (J. F. Gmel.) Pers. AME 1263 7 Vil
TLAX 31 i Suilius cothurnatus var. hiemalis Singer AME1137 2 I
TLAX S | S. glandulosipes Thiers A, H. Sm. AKL 1588 1 1l
TLAX 10 | S. glanduiosipes GSM 284 1 i
TLAX 25 | 8. glandufosipes VCL 54 1 1}
TLAX 34 | S. glandulosipes AKL 2267 2 ]
TLAX 35 | S. glandulosipes AKL 2296 1 1
TLAX 40 | S. fakei (Murrih A, H. Sm, & Thiers AKL 2740 5 i
TLAX 9 | S fomentosus (Kauffman) Singer GSM 276 3 v
TLAX 24 | S. fomentosus AME 1009 3 v
TLAX 33 | Suillus cf. pseudobrevipes A. H. Sm. & Thiers AKL 2266 -2 |
TLAX 36 | Suillus of. pseudpbrevipes AKL 2297 1 1]
TLAX 42 | Suiflus cf. unicolor (Frost) Kuntze GGF 1852 ) il
TLAX 32 | Suillus sp. AKL 2264 2 I
TLAX 20 | Suiflus sp. AKL 1970 4 v
TLAX 44 | Suillus sp. AKL 2650 5 Il
TLAX 16 | Terfezia olbiensis Tul. AKL 1594 1 HI

LOCALIDADES DE PROCEDENCIA DE LAS CEPAS: 1: Cero Tepeticpac, Mpic. Totolac; 2.2 Km al NO de Miltepec, Mpio
Espafiita; 3: Parque Nacional La Malinche, Mpio. Huamantla; 4. Cerrc El Pefién, N de El Rosario, Mpio. Tlaxco; 5: Villarreal,
Mpio Terrenate; 6::Barranca del rio. Zahuapan, NE de Tlaxco, Mpio. Tlaxco; 7: 1 Km al este de San Francisco Temezontla,
Mpio. Panotla; 8: Cerro Tizatlan, Mpio. Totolac; 9 Caxaca.

VEGETACION ASOCIADA: I: Pinus-Juniperus-Arbutus-Guercus; | Pseudotsuga-Quercus-Pinus-Abies; Il: Pinus-Quercus; IV:

Pinus-Abies, V. Abies-Pinus-Quercus; VY Quercus; VII: Pinug; VIII; Juglans.
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CAPITULO |

OPTIMIZACION DEL CRECIMIENTO DE CEPAS DE HONGOS
ECTOMICORRIZOGENOS

En'el casa de los hongos ectomicorrizégenos, el aislamiento y cultivo axénico de las
esbec':ie‘s' fangicas con las que se desea trabajar es parte fundamental de cualquier
trabajo de investigacién encaminado a generar conocimientos sobre su biologla vy

fisiologla (Torres, 1992).

Debido a que hasta ahora no existen estudios que indiquen cuales son los medios de
cultivo y valores de pH més favorables para el crecimiento de las colonias, el propésito
de este capitulo es proporcionar informacién acerca del crecimiento de 19 cepas en

difsrentes medios y valores de pH.

Los resultados de las pmébas en diferéntes medios de cultivo se derivan en dos
fnanuséritos. unb en donde se describe el cracimiento de ocho cepas de hongos de
diferentes taxa y otro en el que se reporta el crecimiento de once cepas del género
Suillus Este Uitimo se envié a la revista Terra para su evaluacion y publicacion.

Por otra harte. se' preparé el articulo Que se encuentra en prensa: Vazquez-Garcla, A |
G. Santiago-Martinez y A’ Estrada-Torres, 2002 Influencia def pH en el crecimiento
de cepas de hongos ec'tomicorrizégenos Anales del Instituto de Biologia, Serie
Botanica 73(1):1-15
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PRUEBAS DE CRECIMIENTO EN DIFERENTES MEDIOS NUTRITIVOS

ANTECEDENTES

Existen miles de hongos ectomicorrizégenos que preéentan gran diversidad fisicldgica, lo que es
evidente por la facilidad o dificultad que se tiene para aislarlos, por el crecimiento que presentan en
cultivo puro, por su efectividad al ser utiizados como indculo y por el beneficio que aportan al

hospedero (Molina y Trappe, 1984).

L.os hongos ectomicorrizégenos tienen gran potencial de uso en los programas de reforestacion ya que
se asocian de manera obligada con las coniferas (Honrubia et al, 1992). El aislamiento y cultivo puro
de os hongos ectomiéorri_zégenos es parte fundamental de cualquier trabajo de investigacién scbre
ectomicorrizas (Torres y Honrubia, 1993), dado que los estudios de ios cultivos seon la via para conocer
las caracteristicas bioldgicas y fisicldgicas de los hongos (Molina y Palmer, 1982).

Estrada-Torres y Varela (1998) proponen que la diversidad de los hongos mexicanos podria ser una de
las mas grandes del mundo. Sin embargo, los estudios sobre hongos ectomicorrizégenos mexicanos
son aiin escasos (Varela y Estrada-Torres, 1897). '

Debido a que no existen hasta ahora esfudios gue nos indiquen cuales son los medios de cultivo mas
favorables para el crecimiento de estos hongos y dado que es importante para lograr la optimizacién
de la reproduccion masiva de las cepas, €l objetivo de este estudio fue evaluar el crecimiehto de ocho
cepas de hongos ectomicorrizégenos mexicanos en siete medios de cultive. |

MATERIALES Y METODOS

Las cepas que se estudiaron fueron recolectadas de diferentes municipios del estado de Tlaxcala y
pertenecen a diferentes géneros y especies. Se encuentran depositadas en el ceparic de hongos
ectomicorrizégenos del Centro de investigacion en Ciencias Biologicas, de la Universidad Auténoma
de Tlaxcala, las cuales se mantienen en papa dextrosa agar. En el cuadro 1 se enlistan las cepas
identificadas con su clave de cepario, el taxén al que pertenecen, el nimero de Herbario, la
procedencia del material de referencia y el tipo de vegetacion en el que se encontraron asociadas.

El micelic crecido durante fres semanas en cajas de Petri con papa dexrosa agar (Bioxon Becton
Dickinson, México) se cuadriculd con un bisturl estérii, contando fragmentos de 5 mm por lado,
posteriormente se transfirieron a cajas de Petri de 90 mm de didmetro por 10 mm de alto que
contenfan los medios de cultivo que se utilizan cotidianamente en la manipulacion de cepas de hongos
ectomicorrizégenos: PDA, ingestad agar (ING) (Mason, 1980), Melin y Norkrans agar modificado
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(MNM) {Molina y Palmer, 1982), Hagem agar (HG) (Molina y Palmer, 1982) y biotina-aneurina-acido
folico-agar (BAF) (Moser, 1960), asf como los medios de cultivo que se utilizan para crecer una gran
variedad de hongos, como son extracto de maita agar (EMA)} (Bioxon Becton Dickinson, México) y
Sabouraud agar {(SAB) (Bioxon Becton Dickinson, México), sembrandose 6 repeticiones para cada
cepa y medio .- Las cepas se incubaron en la oscuridad & 25°C Los medios de cultivo y las cajas de

Petri se esterilizaron de manera convencionat.

Cuadro 1 Origen y clasificacién de las cepas estudiadas y vegetacion asociada

oo Tes e v
TLAX 22 - Amanita muscana (L... Fr.) Hooker AME 1045 -2 H
TLAX 27 A. muscaria AKL 2252 2 il
TLAX 21 Amanita panthenina (DC.: Fr.} Kummer AME 1004 3 1
TLAX 26 Amanita aff. rubescens (Pers.: Fr) 8. F. Gray AKL 2251 2 il
TLAX 8 Boletus sp. - AKL 1757 4 il
TLAX 37 Pisclithus amhizus (Scop.) Rauschert AME 1177 3 1
TLAX 38 . Scleroderma polyrhizum Pers. AME 1263 3 v
TLAX16 . Terfezia olbiensis Tulasne. AKL 1594 1 |

[GCALIDADES DE PROGEDENGIA DE LAS CEPAS: 1: Cerro Tapeliopac, Mpio. Totolac ;2: Parque Nacional a Mainche,
Mpio.. Huamantla; 3: 1 Km al este de San Francisco Temezontla, Mpio Panotia; 4: Cerro Tizatian, Mplo. Totolac. VEGETACION
ASOGIADA: I: bosque de Pinus-Quercus;\l: bosque de Pinus-Abies; lilbosque de Quercus; 1V: bosque de Pinus,

El desarrollo de las cepas se evalud midiendo el didmetro de las colonias cada tercer dia, hasta que se
estabiiizd ei"cr'ecimiehto registrandose el diametro final En el caso de las cepas de Amanita se
tomaron datos durante 42 dlas, de Bolstus sp vy Scleroderma polyrrhizum por 46 dias, de Pisolithus
arrhizus por 48 dias y de Terfezia por 24 dias Con los valores obtenidos cada tercer dia, se obtuvo
matematicamente el valor de la pendiente de la curva para tener un indibador de la velocidad media de

crecimiento (Santiago-Martinez, 1992).

Al final de estos periodos, se midit la biomasa det peso seco, modificando la técnica de Chapman et
al. (1990), en la cual el micelio se separd calentando la caja hasta' el puntc de fusidn del agar,
posteriormente se enjuagd con agua caliente para eliminar el medio nutritivo y se secé a 63°C hasta
obtener peso constante. |

A los resultados de diametro final, velocidad de crecimiento y produccion de biomasa se les aplico el

andlisis de varianza simple, asi como pruebas de intervalos multiples de Tukey con un nivel de
significancia de 0.05, o
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RESULTADOS Y DISCUSION

Amanita muscaria

La cepa TLAX 22 de A muscaria, b’resenté los valores de velocidad media y didmetro final mas

grandes en el medio de PDA, obteniendo diferencias significativas con fos valores registrados en los

otros medios, excepto con el medio HG el cual fue similar con los valores de todos los medios .
ensayados (cuadros 2 y 3). Para fa cepa TLAX 27 se puede observar que se formaron tres grupos: 1)

el mayor digmetro colonial y velocidad media de crecimiento se obtuvo en EMA, presentando

diferencias significativas con los otros tratamientos; 2) se obtuvieron valores intermedios en los medics

PDA y BAF, y 3) la cepa presentd crecimiento escaso o no crecid en los medios de SAB, ING, MNM y

HG {cuadros 2 vy 3).

Cuadro 2. Velocidad media de ¢recimiento (mm/dia)

CEPA TAXA PDA EMA SAB ING MNM HG BAF
Nz Amusaia X or Gon 0es  Gon bor  looe  0oe
X2 Amuscara Y Gog  oos 004 08 005 00 004
naxzt Apantrenna 7 OG0 O G5 Goe Gor oos  ooe
Xz Aaffmbescons ¥ Gue  oge. 007 005 005 006 000
TLAXS  Boletus sp. P %% Yo s vee  ses ooe  oom
TAXS P, armhizus ; G5 oo 004 005 o1 0o+ o0
TLAX 38 S.polyrhizum f 100(?38 005 Z}gc OODOT 007(?.? Oé g?fe O:ggd 1r:)3t§)5iEI

o - 263b 024d  034d 205c 248bc 197c  3.42a
TLAX1e T ofbiensis . 006 0.04 0.06 007 013 009 0.08

>

? Prom_gdlq de & repeticiones; ¢ emor estandar, letras iguales en la misma linea no hay diferencias significativas

En Ja figura 1 se muestra la interaccion - ommmm e e o

. . Interaccion de las diametro colonial
significativa que hay entre las dos cepas de A T oraceion dE s cepas en diameto Coion! 1
muscaria en cuanto al didmetre final, = gp |
detectandose que en el PDA las dos cepas | 60 |

e | |
respondieron de !a misma manera, sin 40 -
embargo, en el EMA la cepa TLAX 22 20§
presentd un diametro pequefic mientras que la | e e
‘ ‘ "PDA EMA SAB ING MNM HG BAF
TLAX 27 presentd su mayor valor; en los _ medios de cultive

medios SAB, ING MNM y HG la cepa TLAX 27 —&-TLAX 22 - TLAX 27

presentd los menores didmetros coloniales, en

tanto en BAF esta cepa presentd mayor didmetro que la cepa TLAX 22
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Hutchison (1991) reporté para esta especie diametros coloniales similares a los obtenidos en este
ensayo en los medios de BAF y PDA (cuando la colonia tenia 30 dias); mientras que en los medics de

MN y HG obtuvo diametros mayores.

Cuadro 3. Diametro final de las colonias {(mm)

CEPA TAXA PDA EMA SAB ING MNM HG BAF
o Amee 1 0% F S92 4P 0% 4% OB
o Amews G OERGE BE gm o E o om @p
e Apems G AE BE £2 wp g op
wr Ao T 92 B0 % B@ ol g o
wo mews 1 GE SR uE 9@ oam am om
wor pamns 7 W SF %% g 4 r u
e Spn G 9D BE GE up o ugme e
wor T G S® O Gm Sk gr sk

= promedio de 6 repeticiones; ¢ error estandar; letras iguates en l2 misma ifnea no hay diferancias significativas

En cuanto a la biomasa {cuadro 4), se puede observar que la cepa TLAX 22 alcanz6 la mayor

produccién en el medic SAB, valor que presentd diferencias estadisticas con los otros valores excepto
con ef obtenido en PDA, los valores mas bajos se obtuvieron en los medios MNM, ING y EMA Para la
cépa TLAX 27, la mayor biomasa se observd en el medlo EMA, valor que presentd diferencias
significativas con los - crammientos en los otros medios de cultlvo los valores mas bajos se detectaron

en.los medios de cultivo MNM y HG.

En la figura 2 se muestra la interaccion
sighificativa que existe entre las dos cepas en |

cuanto a la produccuén de biomasa, donde s€

puede observar que la cepa TLAX 27 produgo

los -valores mds grandes en los medlos EMA y }
BAF mientras queia TLAX 22 los obtuvo en los

medics de PDA y SAB. Como se ilustra en la

figura 2, las cepas no respondieron de la misma |

manera en los diferentes medios de cultivo a

pesar de haber sido recclectadas en el mismo

lugar y de estar asociadas con el mismo hospedero.
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En las figuras 3 y 4 se muestra que no existe corretacion entre las variables del diametro colonial y la
produccién de biomasa, ya que por ejemplo en la-cepa TLAX 22, los.valores de diametro final en los
medios de SAB, HG y BAF son muy parecidos, sin embargo, se produjo mayor biomasa en el medio
SAB Las diferencias que se presentaron se deben al lipo de colonia que se desarrolid, ya que en ¢l
SAB la colonia present6 un micelio compacto, mientras que la colonia en BAF y HG el micelio fue laxo

con abundante micelio aereo.

} Correlacién diametro vs biomasa de la cepa 3 Correlacion digmetro vs. biomasa de la cepa 4
TLAX 22 | TLAX 27 ;
Lomg :
! 100 -, ‘ 120
A : n
75 il i * 90 i I — . P P
: 25 P 4 $ ; 1+ J SO .__W_’___.__":.__, S
¢PDA MEMA ASAB XING XMNM @HG +BAF | ¢PDA MEMA ASAS XING XMNM HG +BAF
Cuadro 4 Peso seco (mg)
CEPA - TAXA PDA EMA: SAB - ING MNM HG BAF
TLAX22 A muscaria % 70.8ab 16 8c 87 0a 23.5¢ 239¢c  347bc 26.3¢c
. o e 1.43. 0.29 096 0.27 0.48 0.49 0.33
TLAX 27 A muscaria z 400bc  107.7a 58.3b  14.8¢d 4 4d 4.3d £2.0b
' v 062 A CRE 0:66 -0.14 019 - 042 048
TLAX21 A pantherina %= ©B854ab 14 3b 22 8b 64.7ab 146.6a 156.1a 82 3ab
0 099 0.25 0.34 0.5 1.45 11 0.8
TLAX 26 A aff rubescens % 183a 15.6ab 4.0c 120ab 100bc 1293b 13.8ab
2 05 0.38 D2 0.21 0.17 0.3 0.28
TIAX B Boletus sp. % 50.7ab 76.1a 14.0b 43 5ab 24 9b 501ab 51.5ab
‘ 2 0.77 078 035 086 0.28 0.81 1.08
TLAX 37 P arrhizus z 1357b 29.2d 134.4b 63.1cd 70 89cd 790c 178.6a
a 0.68 054 1.22 0.55 0.66 0.33 0.66
TLAX 38 S polyrhizum % . B38b 37.5bc 7.4c 62 4b 11 5¢c 9.1¢c 119.6a
e 0.76 058 0.28 07 0684 - 033 0:93
TLAX16 T ofbiensis s 970ab - 15.8d 187d  407cd  144B8a  238d  74.5be
2 067 0.32 0.59 0.54 1.11 0.53 0.78

= promedio de 6 repeticiones; « error estandar; letras iguales en la misma iinea no hay diferencias significativas
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Amanita pantherina _ .
En la.cepa de Amanita pantherina TLAX 21, se pudieron observar los mayores valores de velocidad de
crecimiento, didmetro final y produccién de biomasa en los medios HG y MNM, presentando

diferencias significativas con los otros valores, T
Correlacién diametro final vs biomasa 5

excepto con los de PDA, los valores mas bajos de la cepa TLAX 21
se observaron en los medios SAB y EMA, que ' mg
; . s e e 200 -
presentaron - diferencias significativas con los *
valores de los otros medios (cuadros 2, 3y 4) 100 - -

En esta cepa si se observa correlacion entre los

l
|
‘:
]
]
valores de didmetro colonial y 1a biomasa (figura - ‘ B
‘ o 20 40 60 80
5). _ mm |
¢ PDA MEMA ASAB XING XMNM ®HG +BAF

Amanita rubescens

La velocidad media de crecimiento y el didametro colonial mas grande de la cepa de Amanita rubescens
TLAaX 26 se.afcanzaron eén el medio PDA, que presenté diferencias significativas con los valores
obtenidos en los otros -medios, excepto los de BAF; el valor mas bajo se presentd en SAB el cual tuvo
diferencias significativas con los valores de los otros medios. Los valores de biomasa en los medios
PDA, EMA, BAF, HG e ING no presentaron I — = -

Correlacion didmetro vs. biomasa &

diferencias estadisticas, en tanto la cepa " de I capa TLAX 26
produjo menos biomasa en el medio SAB En . mg '
la figura 6 se puede observar que existe | = 207 *

correlaciébn entre el didmetro final y la 0 i x ._; +

produccién de biomasa de la cepa TLAX 26 ya

que -en valores de diametro colonial pequefios 0 1 _: e L
se obtuvo biomasa escasa y en valores de . o 20 40 . 60 80 ]
diametro colenial grandes se produjo mayor ®PDA MEMA ASAB.XING XMNM @HG +.Bﬂ:: :

biopmasa

Al comparar nuestros resultados con los de Hutchison {1991), se puede observar que nuestra cepa
crecid mas en los medios de PDA y BAF, mientras que el crecimiento fue menor en los medios MNM y
HG.

Boletus sp.

En la cepa de Boletus sp. TLAX 8, se pudo observar que la velocidad de crecimiento presentd sus
valores mas grandes en los medios de EMA, PDA, MNM, HG, BAF y HG los cuales no presentaron
diferencias significativas entre si, la velocidad de crecimiento en el medio HG fue similar con el valor
mas pequefio obtenido en el medio SAB. En el didmetro final y produccién de biomasa, la cepa obtuve
el valor mas grande en EMA y el mas pequefio en SAB. Hutchison (1991) reporté para las cepas de
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este género digdmetros mas grandes gue los obtenidos en nuestros ensayos; por otro lado, Torres y
Honrubia (1993) reportaron crecimientos de 15 a 20 mm de didmetro en 30 dias, valores diferentes a

los ‘que reportd el primer autor y parecidos a los nuestros.

Correlacion didmetro vs biomasa 7

En la figura 7 se observa que no hay de la cepa TILAX 8
correlacién entre el diametro final y Ia mg
produccion de biomasa, ya que por ejemplo 80+ + -
80 i e e e e e o
los medios de ING, MNM y BAF presentaron 46 . A .4
didmetros  similares  pero  produjeron : 20 o g K
diferentes cantidades de biomasa. : (o JEE SRR N
i 0 10 20 30 49 50

mm
! ¢ PDA MEMA A SAB XING XMNM @HG + BAF

Pisolithus arrhizus

En la cepa de Pisolithus arrhizus TLAX 37 la mayor velocidad de crecimiento se alcanzé en PDA, BAF
y MNM, los cuales presentaron diferencias estadisticas con los valores obtenidos en los otros
fratamientos (HG, ING, EMA y SAB). En el diametro colonial se observaron tres grupos: las colonias
mas grandes se obtuvieron en PDA y BAF los cuales presentaron diferencias significativas con los
otros tratamientos; el medio MNM presento crecimiento intermedio, en tanto el menor desamollo de las
colonias se obtuvo en los medios ING, EMA y SAB. En cuanto a la produccién de biomasa, el valor
mas alto se presentd en BAF, el cual presentd diferencias significativas con los valores de los otros

tratamientios, en tanto el valor mas pequefio se obtuvo en EMA.

Hutchison {1991) trabajé con cepas de esta especie en los medios de cultivo HG y MN y obtuvo
crecimientos mas grandes que los obtenidos en nuestro ensayo; en los medios de PDA y BAF, la cepa
P. arrhizus (TLAX 37) presentd mayor didmetro colonial que los obtenidos por Hutchison (1991). Por
otro lado, la cepa que trabajaron Torres y Honrubia {1983) alcanzé las mismas medidas que la cepa
trabajada por Hutchison (1991) en MN

Correlacion diametro vs. biomasa _ 8

de la cepa TLAX 37
mg
En la figura 8 se puede observar que no existe 200 - +
correlacion entre los valores obtenidos en L e "
didmetro final y produccion de biomasa de la -12: e R >K
cepa TLAX 37. . BN o O
o g 0 20 - 40, 60 80 -

SPDA BEMA ASAS XING XMNM @HG +BaF M
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Scleroderma polyrhizum . ‘
En la cepa de -Scleroderma polyrhizum TLAX 38, 1a mayor velacidad de crecimiento se alcanzé en los
medios BAF y PDA, en tanto los valores mdas pequefios se obtuvieron en SAB, presentandose
diferencias significativas entre los dos grupes. En:cuanto al diametro final, el valor mas grande se
alcanzo en el medio BAF y el mas pequefio en el medio SAB, presentdndose diferencias significativas
entre estos dos resulfados, La mayor cantidad de biomasa se registré en el medio BAF, presentando
diferencias significativas con los resultados de los otros medios, en tanto el valor mas pequefio se
obtuve en los medios MNM, HG y SAB (cuadros 2, 3y 4).

Hutchison (1991} reporté cepas de este género con valores de didmetro colonial en los medios de
MNM y HG mas grandes que los obtenidos para la cepa TLAX 38, mientras que las colonias crecidas
en los medios PDA y BAF fueron mas grandes en nuestro ensayo

Correlacién didmetiro vs biomasa 9

En esta cepa tampoco existe correlacion entre mg de Ja cepa TLAX 38
Jos resultados de diametre final y biomasa, ya 150
que en varios medios se obtuvieron valores de | i +
100 “_._- e “pie vt et e e 8 e 81 A¥ e b 1

biomasa similares, mienfras que los de | v

|
diametro fueron diferentes (figura 9). 80 I [ ] ¢

Q ‘.‘,mt..A X, w...,,_._., - - !
0 20 40 80 80 |

mm ;
& PDA REMA 4 SAB XING XMNM @HG +BAF

Tetfezia olbiensis
La cepa de Terfezia olbiensis TLAX 16 alcanzd su mayor velocidad de crecimiento y diametro final en
et medio BAF, presentando diferencias significativas con los otros valores, los valores mas pequefios
se registraron en SAB y EMA La cepa produjo la mayor biomasa en el medio MNM, presentando
similitud estadistica con el PDA, en tanto los valores mas pequerios los alcanzé en los medios HG,
SAB y EMA {cuadros 2, 3y 4) o e e

i Correlacion didmetro vs. biomasa 10
de la cepa TLAX 16
En la figura 10 se puede observar que no

existe correlacién entre las biomasas y los MY 200 4

diametros de la cepa TLAX 16. Un ejemplo de 150 1-- - X |

esto, es el comportamiento de la cepa en €l 1:2 4I_;:v - 77“’ m+

medio de BAF, en el cual se observaron los 0 4" S . x A '
0 20 40 60 80 100

valores mas grandes de diametro colonial, sin o]
¢PDA MEMA A SAB XING XMNM @HG + BAF

embargo presentd un valor de produccion de
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biomasa mas bajo que en otros medios, por otro lado, en el MNM se observd gran produccion de
biomasa, sin embargo a colonia fue muy compacta, dando como resultado un didmetro escaso.

CONCLUSIONES
« Los medios de cultivo en los que crecieron mejor la mayorfa de las cepas fueron PDA y BAF
« Al comparar el crecimiento de todas las cepas, se pudo observar que los géneros Amanita y

' Boletus presentan los valores de crecimiento mas bajos, mientras que Scleroderma polyrhizum
y Terfezia olbiensis ios valores mas alios. '

« Solamente las cepas de Amanita pantherina y Terfezia olbiensis presentaron buen crecimiento
en el medio MNM. '

+ Unicamente las cepas de Amanita muscaria (TLAX 27) y Boletus sp. se desarrollaron mejor en
el medio EMA,

*» Las cepas nativas de Tlaxcala presentaron crecimientos en los medios de cultivo muy
diferentes a los de las cepas reportadas en la literatura.

» Las cepas de Terfezia olbiensis y Scleroderma polyrhizum podrian ser buenos candidatos para
reproducirse masivamente en el medio de cuitivo BAF, con el fin de realizar inoculaciones de

plantas de interés forestal
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RESUMEN

Se realizaron pruebas.de crecimiento de once cepas de Swuillus en siete medios de cultivo. Para
determinar la dindmica de crecimiento de cada cepa se consideraron las siguientes variables: velocidad
media de crecimiento, didmetro final y produccidn de biomasa. Con respecto a la velocidad media de
crecimiento, se observé que las cepas que crecieron mas rapido fueron Swillus tomentosus TLAX 24 y
Suillus sp. TLAX 32 y las més lentas S. glandulosipes TLAX 34 y Suillus cf. pseudobrevipes TLAX
36:-En el didmetro final, la cepa de Suillus sp. TLAX 32 presento el diametro mas grande y Suillus cf.
pseudobrevipes TLAX 36 el mas pequefio. El medio de cultivo que dio mejores condiciones para las
variables evaluadas de crecimiento fue el PDA. En cuanto a la produccion de biomasa, se encontré que
las cepas S. tomentosus TLAX 9y Suillus sp. TLAX 32 presentaron los mayores valores de peso seco.
Los. medios de cultive en los que las cepas produjeron mayor biomasa fueron SAB,. BAF y PDA, en
tanto, en los medios HG y MNM se obtuvieron los valores més bajos en las tres variables analizadas.
Palabras clave. hongos ectomicorrizégenos, reforestacion, coniferas, viveros.
SUMMARY o

Growth-tests with eleven strains of Suillus and seven culture media were made. Average speed growth,
final éolony.diameter and biomass production were evaluated. Concerning the average speed grqwtﬁ,
Suillus tomentosus TLAX 24 and Suiflus sp. TLAX 32 were the strains with fastest growth, wh"i.le 8
glandulosipes TLAX 34 and S cf. pseudobrevipes TLAX 36 had the slowest. Suillus sp. TLAX 32 had
the longer colony diameter, while S. cf pseudobrevipes had the smaller one. The best culture medium

for both of these variables was PDA. Concerning the biomass production, Suillus tomentosus TLAX 9
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and Suillus sp. TLAX 32 produced the highest dry masses. The best culture media for biomass
production were SAB, BAF and PDA, while HG' and MNM were the ciilture media with the lowest
values in the three analyzed variables,

Index words: Ectomycorrhizal fungi, reforestation, coniferae, nursery.

INTRODUCCION
Los hongos ectomicorrizégenos son organismos que forman asociaciones mutualistas .con diversas
plantas en particular las de intér‘és forestal. Estos hongos tienen gran potencial de nso en los programas
de reforestacién ya que muchas plantas de alto valor econdmico, como las coniferas, se asocian en forma
' obligada con ellos (Honrubia ef al., 1992). A pesar de que.en nuestro pais su uso ha sido li-r-nitado, la
presencia de micorrizas en las raices, es un criterio para evaluar la calidad de las plantas producidas en
los viveros. |

Existen miles de hongos formadores de ectomicorriza, los cuales presentan gran diversidad
fisioldgica, lo que se hace patente por la facilidad o dificultad que se tiene para aislarlos, y por las
diferencias que presenfan cuando estan en cultivo axénico (Molina y Trappe, 1984).

"Se ha propuesto que la diversidad de los hongos ectomicorrizégenos mexicanos podria ser una de las
mas grandes del mundo (Estrada-Torres y Varela, 1998). No obstante, los estudios sobre estos
or‘ganishos son alin escasos en México (Varela y Estrada-Torres, 1997) y sélo unas cuantas colecciones
r-esguér'dan germoplasma de los mismos (Estrada-Torres y Varela, 1998),

- Entre los hongos' ectomicorrizégehos que se desarrollan en México, resaltan aquéllos del género
Suillus debido a ‘su relativa alta abundancia (Bandala y Montoya, 1993; Gonzélez-Veldzquez y
Valenzuela, 1993; Moreno-Fuentes e af, 1994; Rodriguez ef al., 1994), a la facilidad con que son
aislados (Molina y Palmer, 1982), a su répido crecimiento in vitro, a que cominmente pueden asociarse
con plantas jovenes (Mason ef al., 1990; Bowen, 1994) y a su estrecha relacion con coniferas: de la
familia Pinaceae (Van ef af., 1987; Mdlina.et al., 1991; Francis y Read 1994).

No obstante, no existen hasta ahora estudios que nos indiquen cuales son los medios de cultivo mas
favorables para estos hongos y dade que es importante para lograr la optimizacién de la reproduccion
masiva de las cepas, el objetivo del presente estudio fue evaluar el crecimiento de once cepas mexicanas
del género Swillus en siete medios de cultivo, procedentes de diferentes localidades del estado de

Tlaxcala.
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MATERIALES Y METODOS
Material biolégico. Las cepas utilizadas se encuentran depositadas en el cepario de hongos
ectomicorrizogenos: del Centro de Investigaciones en Ciencias Bioldgicas (CICB) de la Universidad
Autdnoma de Tlaxcala (UAT) las cuales se mantienen en papa dextrosa agar. En el cuadro 1 se enlistan
las cepas identificadas con su clave del cepario, el taxdn al que pertenecen, el nimero de Herbario, la

procedencia de] material de referencia vy el tipo de vegetacion con el que se encontraron asociadas.

Cuadro 1. Listado de las cepas estudiadas

No.de Cepa - " Taxa : Material de Proce- Vege-
. _ ‘ referencia dencia tacion
TLAX 31 Suillus cothurnatus var. hiemalis Sing. AME 1137 2 [
TLAX S S. glandulosipes Thiers et Smith AKIL 1588 1 I}
TLAX 10 §. glandulosipes Thiers et Smith GSM 284 1 1]
TLAX 25 S. glandulosipes Thiers et Smith VCL 54 I - U
TLAX 34 S. glandulosipes Thi_ers et Smith o AKL 2267 2 i
TLAX 35 S. glandulosipes Thiers et Smith AKL 2296 1 i
TLAX @ S. tomentosus (Kauftm.) Singer, Snell et Dick - GSM 276 3 I
TLAX 24 S. tomentosus (Kauffim.) Singer, Sneli et Dick AME 1009 3 IT1
TLAX 33 S. cf. pseudobrevipes Smith et Thiers AKL 2266 2 I
TLAX 36 §. cf. pseudobrevipes Smith et Thiers | AKL 2297 ] If
TLAX 32 Suiltus sp. AKL 2264 2 I

LOCALIDADES DE PROCEDENCIA DE LAS CEPAS: 1: Cerro Tepeticpac, Mpto dé Tototac ; 2: 2 Km al NG de Miltepes, Mpio. de Espania;
3: Parque Nacional la Malinche, Mpio de Huamantla, VEGETACION ASQCIADA: I Pinus-Juniperus-Arbuius-Quercus; 1h, Pinus-Quercus;
WII: Pinus-Abies

Fase experimental. Para la reactivacion de las cepas y tener ef micelio de la misma edad las colonias se
desarrollaron en cajas de petri durante tres semanas con PDA (Bioxon Becton Dickinson, México),
posteriormente se cuadricularon con un bisturi estéril, cortando fragmentos de 4 a 5 mm por lado y
transfiriéndolos a cajas de 90 mm de diametro por 10 mm de alto que contenian los medios de cultivo
que se utilizan cotidianamente en la manipulacidén de cepas de hongos ectomicorrizogenos como son
papa dextrosa agar (PDA), Ingestad agar (ING) (Mason, 1980), Melin y Norkrans Modificado agar
(MNM) (Molina y Palmer, 1982), Hagem agar (HG) (Molina y Palmer, 1982) y biotina-aneurina-4cido
folico-agar (BAF) (Moser, 1960), asi como medios de cultivo que se usan pafa crecer una gran.
variedad de hongos, como son extracto de malta agar (EMA) (Bioxon Becton Dickinson, México) y
Sabouraud agar (SAB) (onxon Becton Dickmson Mex&co) Se sembraron cinco repeticiones por cepa y

medio de cultivo. Las placas se incubaron en la oscuridad a 25°C, durante 46 dias.
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Evaluacién de resultades. La velocidad media de crecimiento, la biomasa y el didmetro colonial final
fueron evaluados de acuerdo con los procedimientos descritos por Santiago-Martinez ez al. (1995).

Para verificar si existian diferencias significativas en los resultados de velocidad media, didmetro
final y peso seco entre los diferentes medios y entre las cepas, se aplicaron a los datos andlisis de

varianza bifactorial y pruebas de intervalos muitiples de Tukey con nivel de significancia al 5%,

RESULTADOS Y DISCUSION
Velocidad media de crecimiento. Los resultados de velocidad de crecimiento se presentan en la cuadro
2. En general, la cepa que crecié mds rapido fue la de Suillus tomentosus TLAX 24, presentando
diferencias estadisticas con respecto al resto de las cepas; seguida por la cepa Swillus sp. TLAX 32 que
también presentd diferencias significativas con el resto de las cepas. La cepa con crecimiento mas lento

fue 8. glandulosipes TLAX 34.

Cuadro 2. Velocidad media de crecimiento de las cepas de Suillus (mm/dia)

CEPA PDA  EMA SAB ING MNM HG - BAF CEPAS

TLAX 31 % 1.23 0.60 0.28 0.91 0.63 1.00 1.23 0.84ef
N T 0.02 0.02 0.04 0.01 0.09 0.01 0.02

TLAX 5 % 0.39 0.81 1.08 1.15 0.29 0.85 1.04  0.95de
t 0.08 0.02 0.03 0.08 0.04 013 0.03

TLAX 10 % 1.43 0.64 1.38 1.16 085 078 134 1.08¢
f 0.04 0.02 0.03 0.01 0.01 0.05 0.02

TLAX 25 % 1.42 1.19 1.08 0.95 0.88 0.85 1.18 1.08¢
t 0.02 0.02 0.14 0.03 0.02 0.03 0.08

TLAX 34. - % 0.66 0.39 0.27 0.68 0.05 0.09 0.50 0.38¢g
' ' T 0.04 0.11 0.06 0.07 0.01 002 0.07

TLAX 35 % 0.81 0.83 1.04 0.88 0.63 0.89 0.96 0.86¢
T 0.04 0.02 0.03 0.05 0.05 0.07 0.03

TLAX 9 % 1.34 . 0.53 1.33 1.37 0.64 0.79 1.18 1.03cd
¥ 0.01 0.02 0.04 0.02 0.07 0.01 0.03

TLAX 24 . 437 0.85 0.92 3.04 0.48 0.84 1.29 1.69a
t 0.03 0.02 0.10 0.31 0.18 0.14 0.09

TLAX 33 % 1.42 1.16 0.97 083 087 0.92 1.19 1.05¢cd
t 0.01 0.01 0.03 0.02 0.02 0.05 0.05

TLAX 36 % 1.29 1.35 0.61 0.76 % ¥ .11 0.73f
T 002 0.05 0.01 0.12 0.05

TLAX 32 = 1.51 1.63 1.50 1.28 1.27 1.06 1.45 1.39b
- T 0.03 0.02 003 0.01 1.05 0.08 0.04
'MEDICS % 1.5a  009lc 0.95c  L.18b  0.60e 0.74d  1.13b

% promedio de cinco repeticiones; T error esténdar; letras iguales no hay diferencias significativas P=0.03; # no
crecié la colonia '

Los medios que proporcionaron mejores condiciones para el crecimiento radial de los hongos fueron

PDA mismo que presenté diferencias estadisticas con el resto de los medios; seguido por el ING y el
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BAF que fueron estadisticamente similares pero diferentes significativamente de las demas; los
crecimientos obtenidos en HG y MNM fueron los menores, presentando diferencias significativas entre
ellos y con el resto de fos medios estudiados. .

Las cepas de S. glandulosipes tienen una velocidad de crecimiento variable, presentandose
crecimientos lentos como en la cepa TLAX 34 con 0.4 mm/dia hasta crecimientos que rebasan valores
de 1 mm/dia en las cepas TLAX 10y 25, |

La cepa de 8. tomentosus TLAX 24 presentd un periodo de adaptacion al medio de dos dias, con su
mayor velocidad de crecimiento en PDA, ya que cubrid la placa en 22 dias; sin embargo, en los otros
medios la velocidad de crecimiento fue menor.

También se encontraron diferencias entre las dos cepas de S. tomentosus prbbadas, siendo la TLAX
24 la que tuvo mayor velocidad de crecimiento de todas las cepas aisladas.

Las cepas de Suillus cf. pseudobrevipe& TLAX 33 y 36 presentaron diferencias estadisticas entre si
creciendo mas rapido la primera; la cepa TLAX 36 no creci6 en los medios de MNM y HG.

Las cepas TLAX 31, 9, 24 y 33 tuvieron un periodo de adaptacién al medio de menos de 8 dias, en
tanto las cepas TLAX 10,'25, 35 y 32 presentan periodos de adaptacion al medio de aproximadamente 8
dias. Las cepas TLAX 5 y'34 necesitan un mayor periodo de adaptacion al medio (16 dias) para que
comience su crecimiento. | '

Didmetro final. Los resultados del didmetro final se muestran en la cuadro 3. La cepa Swillus sp. TLAX
32 fue la que presentd el mayor didmetro colonial final detectdndose diferencias éigniﬁcativas con las
demés cepas; le siguieron las cepas S. glandulosipes TLAX 25 y TLAX 10, S. tomentosus TLAX 9 ¥
Suillus cf. pseudobrevipes TLAX 33, que pr'esenta\-ronAvalorcs estadisticamente similares entre ellas; 1as‘
cepas Sz{jllus _c_:f.b pseudobrevipes TLAX 36 y S élandulosipes TLAX 34 fueron en las que se
prqsentarbn los diametros finales meﬁores? con diferencias .signiﬁcativas respecto a las demas cepas y
entre ellas. | | ‘
_ En cuanto a los medios de cultivo, el PDA fue en el que se obtuweron los valores mayores de
d:ametro ﬁna] con d1ferenclas estadlstlcas respecto a tas colonias crecidas en otros medios de cultivo,
En los medios HG y MNM se registraron los didmetros finales menores, presentando diferencias

significativas con los otros medios y entre ellos.
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Cuadro 3. Didmetro final de las cepas de Suillus (mm) ‘
CEPA PDA EMA SAB  ING  MNM _ HG  BAF  CEPAS

62.2 342 20.7 44.5 358 30.7 61.5 44.2cd

TLAX 31 %
T 0.95 108 2.17 043 3.58 0.21 0.76

TLAX 5 2 62.0 34.0 50.3 580 208 412 488  450c
T 2.46 1.26 133 2.41 1.81 425 098 :

TLAX 10 = 61.7 27.7 63.8 53.8 422 385 617 499
T 1.38 0.71 1.22 0.31 0.54 1.61 1.41

TLAX25 = 67.0 523 48.0 472 419 412 553 50.4b
T 036 2.10 6.58 122 . 080 0.92 3.92

TLAX 34 = 37.5 30.5 20.5 352 6.25 1.5 327  24.9d
t 1.12 4.59 335 2.68 0.11 1.56 2.64

TLAX 35 = 40.2 412 50.8 39.5 33.3 430 458  42.0cd
t 178 1.54 1.01 1.94 2.11 2.26 0.91

TLAX 9 % 63.2 272 . 623 . 625 34.3 417 570  49.7b
t 0.83 0.95 167 118 3.17 0.61 134

TLAX?24 = 90.0 247 26.5 67.3 18.0 255 340 - 409d
T .0 099 220 5.78 403 265 205

TLAX 33 =% 64.7 51.8 42.1 44.25 43,11 442 566  495b

' T 049 0.95 0.84 0.76 0.51 1.59 262"

TLAX 36 = 60.2 58.0 34.5 407 £2 + 52.2 36.5¢
t 1.19 2.07 3.58 451 178

TLAX 32 . = 69.7 702 685 62.2. 58.2 492 6633  63.4a
t 1.74 117 112 1.1 1.54 2.69 1.43 '

MEDIOS z  6l.6a 41.06d 443¢  50.46b  30.81f 356le 51.99

b

% promedio de cinco repeticiones; T error estindar; letras iguales no hay diferencias significativas P=0 05;  no
¢creci6 la colonia :

Produccion de biomasa. Los resultados sobre biomasa final producida se incluyen en la cuadro 4 y
f‘lgurg ‘!. Las cepas.de Sﬁii!ys tofnéntosus TLAX 9 y Suillus sp. TLAX 32 produjeron las ma‘yores
biomasas, siendo esl;ad-ist_icamente. sirﬁiiarés entre ellas pero con diferencias sigﬁificativas respecto a las
demas cepas. En la cépa S. glandulosipes TLAX 34 se obtuvo la menor produccic’m de biomasa,
mostrando diferencias significativas con el resto de las cepas. | |

En cuanto a los medios de cultivo, se presentaroﬁ diferencias significativas entre las biomasas
producidas en todos los fr;edios, excej)to _eﬁ HG y MNM donde se produjeron las menores biomasas; la
mayor produccion de biomasa se presénté en el medio de SAB, seguido de BAF, PDA, ING y por aftimo
EMA. B B |

El didmetro fina! de la colonia es una variable utilizada para evaluar el efecto de diferentes medios
sobre ¢l desarrollo de los hongos (Acosta-Urdapilleta ef al., 1988; Cuaxilo, 1991; Mata y Guzman,
1989; Salmones et al., 1990). Sin embargo, el uso de esta variable como indicador del crecimiento

podria conducir a una seleccion inadecuada del medio de cultivo mas favorable para el desarrollo de una
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cepa en particular ya que dos cepas con el mismo didmetro_colonial no siempre presentan el mismo

vigor.

Cuadro 4. Produccién de biomasé de las cepas de Suillus (mg)

CEPA PDA EMA SAB ING MNM HG BAF CEPAS
TLAX 31 % 130.8 26.0 70.0 36.6 42.6 89.1 1873 83.2¢d
T 9.13 0.60 10.1 4.01 1171 24 8.86
TLAXS5 - % 176.7 41.5 195.6 116.0 14.4 21.2 1757 105.9b
t 16.81 3.33 11.67 6.93 3.48 3.42 945
TLAX 10 % 140.2 210 2343 86.3 52.2 207 1759  104.4b
t 8.61 3.00 17 31 479 119 2.22 9.59
TLAX 25 % 1452 82.0 205.6 70.3 517 61.9 1347  107.3b
' t 15.53 8.77 54 74 4.27 3.54 1.79 15.3
TLAX 34 % 55.3 323 42.8 58.1 2.9 9.4 490 35.7¢
_ T 4.99 6.62 12.1 5.17 0 0.89 7.99
TLAX 35 % 60.4 79.7 241.4 74.8 334 60.9 1218 96.1bc
T 6.64 832 14.04 9.06 5.92 572 7.63
TLAX 9 % 153.1 15.2 329.8 111.0 57.7 27.8 2516  135.2a
T 13.83 285 14.48 11.86 9.00 0.50 6.01
TLAX 24 % 164.0 22.1 134.5 68.3 31.8 37.6 70.7 75.64d
T 15.96 1.39 11.95 " 6.90 9.59 4.53 564
TLAX 33 % 160.8 . 82.0 151.7 60.7 61.6 63.3 1489  104.2b
T 6.09 8.32 12.61 3.73 - 5.38 8.25 879
TLAX 36 % 106.1 84.4 2102 7423 . % f 146.7.  888bed
T 468 993 2803 16.11 15.80
TLAX 32 % 154 6 92.0 280.3 154.1 522 - 207 1759  132.8a
t 17.99 12.76 13.11 6.88 1.18 222 9.59
MEDIOS % 137 6¢c 52.6e l90.6a 82.8d 36.4f  37.5f  148.9b

% promedio de cinco repeticiones; T error esténdar letras iguales no ‘hay diferencias 51g111ﬁcat1vas P=0.05; ¥ no
creci6 la colonia

La produccion de biomasa es otra variable que se ha'utili_za;do para la evaluacién‘del crecimiento de
las colonias (Oort, 1981), debido a que esta variable podria ser mejor indicador ‘del crecimiento de las
cepas, ya que entre mayor cantidad de micelio producido, se podra contar con mayor cantidad de
indeulo, . | ‘ -

_ Santiago-Martinez et al. (1995) reportaron que no siempié'existe correlacién entre el crecimiento
radial de las colonias de Pisolffhus tinctorius y las biomasas producidas. Al gréﬁcar estas variables
para el caso de las cepas de Suil?u& probéd'as en este estudio, se observo que en algunos casos si existe
una relacién directa entre.el radio colonial final y la biomasa; es decir, a mayor radio colonial mayor
cantidad de b1omasa produc:da tal oomo sucede con la cepa TLAX 10 de §. glanduloszpes {figura. 2).
No obstante, éste no es siempre el caso, ya que en algunas cepas se observo que se producia gran
cantidad de_ biomasa en algunos medios, aunque el radio colonial fuera pequeno, o viceversa (figuras 3,

4y5)
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Ademds, en las figuras 6 y 7 podemos observar que no todas las cepas responden de la misma
manera en los diferentes medios de cultivo; un gjemplo de esto podria ser la cepa de S fomentosus

TLAX 24 que en los medios de PDA e ING presenté velocidades de crecimiento mas grandes que las

otras cepas.
| CONCLUSIONES |

En general, las cepas de Suiflus presentan crecimientos aceptables en algunos medios de cultivo como
SAB, PDA y BAF vy se pueden considerar como adecuadas para continuar con la produccion masiva de
inéculo micelial y utilizarse en ensayos de vivero o campo, ya que ademas su aislamiento a partir de
basidiomas es ficil de realizar.

Las cepas S. tomentosus TLAX 9 y Suillus sp. TLAX 32, al producir mayor biomasa en menos
tiempo son la que tienen mayor capacidad para reproducirlas masivamente en laboratorio y con estas

colonias realizar ensayos de inoculacidn en vivero.
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Fig. 1: Biomasa (mg) producida por las cepas de Suillus en los diferentes ‘medios nutritivos.
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Fig. 2: Correlacién-entre la biomasa y didmetro colonial, cepa S. glandulosipes TLAX 10,
Fig. 3: Correlacion entre la biomasa y didmetro colonial, cepa Suillus cf. pseudobrevipes TLAX 33.
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Fig. 4: Correlacién entre la biomasa y didmetro colonial, cepa Suillus tomentosus TLAX 24.
Fig. 5: Correlacion entre la biomasa y didgmetro colonial, cepa Suillus sp. TLAX 32.
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Fig. 6: Interaccién entre los medios de cultivo y las once cepas de Suillus con respecto a la velocidad
media de crecimiento.
Fig. 7: Interaccién entre los medios de cultivo y las once cepas de Suillus con respecto al didmetro final.
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INFLUENCIA DEL PH EN EL CRECIMIENTO
DE HONGOS ECTOMICORRIZOGENOS

ALFREDO VAZQUEZ-GARCIA”
. *

(GUADALUPE SANTIAGO-MARTINEZ
E ]

ARTUROD ESTRADA-TORRES_

Resumen. Se estudio el efecto del pH sobre el crecimiento de quince cepas de hongos ectomicorrizégenos, las
cuales se encuentran depositadas en el cepario del Centro de Investigaciones en Ciencias Biolégicas (CICB) de la
Universidad Auténoma de Tlaxcala (UAT) y perienecen a los siguientes taxa: Amanita muscaria, Laccaria
bicolor, Pisolithus arrhizus, Rhizopogon sp., Scleroderma polyrhizum, Suillus glandulosipes, S. tomentosus,
Suillus sp. vy Terfezia olbiensis. Para la evaluacidn del desarrolio de las cepas en los diferentes valores de pH se

midieron las variables: velocidad media de crecimiento, didmetro final de la colonia y peso seco.

Las cepas de Amanita muscaria presentaron un crecimiento lento sin diferencias significativasen lospH de 4 a 7;
la cepa TLAX 22 crecio mejor-que la 27. Laccaria bicolor presentd su mayor crecimiento en lospH de 6 v 7. Las
cepas de Pisolithus arrhizus Tuvieron su mayor crecimiento en los pH de 4 a 6, siendo Ja cepa TLAX 13 la de
crecimiento mas répido. Rhizopogon sp. obtuvo mayor crecimiento en los pH de 50 y 6.0 Scleroderma
polyrhizum obtuvo su mayor crecimiento en pH 6.0. Las cepas de Suillus crecieron mejor en los pH de 4 a 6.
Térfezié olbiensis fue la nica cepa que se desarrollé mejor en pH 8.0; ademés, fue la de crecimiento més répido,

por 1o que el experimento se finalizé a los 18 dias.
Palabras clave: hongos ectomicorrizogenos, pH, Amanita, Lacearia, Pisolithus, Suillus, Scleroderma, Terfezia,

Abstract. The effect of pH on growth rate was studied in fifteen strains of ectomycorrhizal fungi. The strains are
de;:)o's'ited in the culture collection of the Centro de Investigaciones en Ciencias Biologicas (CICB), Universidad
Autbnoma de Tlaxcala (UAT), and belong to; Amanita muscaria, Laccaria bicolor, Pisolithus arrhizus,
Rhizopogon sp., Scleroderma polyrhizum, Suillus glandulosipes, S. tomentosus, Suillus sp. and Terfezia olbiensis
The tested pH values were 4.0, 5.0, 6.0, 7.0 and 8.0. The variables studied were average growth rate, final

diameter and dry weight of the fungal colonies.
Amanita muscaria strains had slow growth, without statistical significative differences at 4 to 7 pH

values, being the strain TLAX 22 which grew better than strain TLAX 27. Laccaria bicolor had its larger
growth at pH of 6 and 7. Pisolithus arrhizus strains had their best growth at pH of 4 to 6, being the

'Centro de ]nvestilgacién en Ciencias Biologicas, ‘Universidad Auténoma de Tlaxcala, Km 10.5 autopista Texmelucan-Tleala, San Felipe
Ixtacuixtla, CP 90120, Yiaxcala.
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strain TLAX 13 which grew faster. Rhizopogon sp. had its larger growth at pH of 5 and 6. Scleroderma
polyrhizum grew better at pH of 6. S;illus strains grew better at pH of 4 to 6. In contrast, strain of
Terfezia olbiensis was the only one that grew better at pH of 8.0, and its growth was so faster that the
experiment was concluded at 18 days.

Kéy words: ectomycorrhizal fungi, pH, Amanita, Laccaria, Pisolithus, Suillus, Scleroderma, Terfezia.

Introduccién
El pH del suelo es muy impottante porque influye en la poblacién microbiana, asi como en la disponibilidad de
nitrégeno, fosforo, calcio y magnesio, enire otros (Bockheim, 1991), considerandose que la mayoria de los
nutrimentos estan disponibles para tas plantas a los pH de 6.5 a 7.5 (Tamhane et af., 1986).

Sin embargo, la intervencidn del hombre induce cambios importantes en ¢l pH edéfico, as, en los suelos
en los que se han extraido mincrales con su posterior acumulacién en la superficie, ¢l pH se modifica
notablemente (Malajczuk ef al, 1994), en tante muchos suelos de Europa y Norteamérica se han acidificado por la
precipitacion de soluciones sulfuricas y 4cidos nitricos, o el depésito de biéxide de azufie, 6xidos de nitrégeno o
particulas que conttenen sulfato o nitrato de amonio (Fredman, 1989; Willenborg et al., 1990), Estos cambios
ocasionan graves dafios en los procesos edaficos. _

La ectomicorriza es la asociacién mutualista entre las raices de plantas como las coniferas y el micelio de
algunos hongos del suelo; en esta asociacion, el hongo rodea las raices secundarias de las plantas formando una
red de hifas entrelazadas llamado manto; intercelularmente, ef hongo rodes a las células corticales formandose la
red de Hartig (Smith y Read, 1997). En esta asociacién se favoiece la captacion de agua y nutrimentos det suelo,
se provee a la planta de resistencia a condiciones ambientales extremas como sequia, pH y temperatura, y se
proporciona proteccidn contra patdgenos (Honrubia er af , 1992)

La susceptibilidad de las pi4ntulas a ser micorrizadas depende de factores ambientales y quimicos como
disponibilidad de nutrimentos, temperatura y pH, donde la tolerancia de los hongos a estos factores puedé influtr
en la colonizacidn y establecimiento de las micorrizas. Estas caracteristicas podrian ser utilizadas como uno de los
criterios de seleccion de hongos, para que puedan ser dtiles en los programas de r‘efor'estaéién, sobre todo en
lugares con condiciones adversas (Hommilla ef al., 1994).

Cada tipo de hongo puede tener diferentes reacciones en cada valor de pH, pero la_informacién
concerniente al pH éptimo necesario para el establecimiento de una simbiosis entre un hongo especifico v 1-5.8
raices de su hospedero es todavia limitada (Hung y Trappe, 1983). El pH del medio de cultivo afecta el
crecimiento de los hongos ectomicorrizogenos (Zak, 1973) y aunque se han reportado datos experimentales que
indican un buen crecimiento a pH desde 3.2 hasta 6.5, el 6ptimo oscila .entre 4.5y 5.5 para 'la mayoria de los
aislamientos probados. También existen algunas especies coﬁ buen crécimiento aun pH de 6.8 ¥ 8.3 (Hung y
Trappe, 1983). No obstante, los experimentos in vitro que miden el efecto del pH sobre el crecimiento fitngico

deben ser interpretados con precaucién, ya que los resultados pueden ser afectados por la duracion del ensayo, la
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fuente de nitrégeno o la adicién de sales de hierro antes o después de la esterilizacién del medio (Hung y Trappe,
1983). '

En México, el pH de los suelos estd sujeto a cambios dramaticos (Castro-Servin, 1995); por un lado, los
problemas de la contaminacién por gases y lluvia 4cida han afectado a las zonas boscosas aledafias a las grandes
ciudades durante los dltimos afios (Arnolds, 1991), en tanto que, por otro lado, los problemas de desertificacion
por degradacion ecoldgica (Llerena-Villalpando v Sdnchez-Bernal, 1992) afectan cerca del 54 % de la superficie
total de la Repiiblica Mexicana la cual esta en peligro de convertirse en zonas tepetatosas (Werner, 1992). Por lo
anteriot, es necesario emprender nuevas formas de proteccidn y conservacidn, asf como detectar qué hongos
ectomicorrizégenos son capaces de tolerar fos cambios en el suelo y lograr que la asociacién se desarrolle para el
mejor establecimiento de las plantas utilizadas con fines de rehabilitacion. Es por esto, que el propdsito de este
trabajo fue determinar la influencia que tiene el pH sobre el desarrollo de cepas de hongos ectomicorrizégenos
.. bajo condiciones de cultivo axénico, asi como observar su tolerancia a la acidez y/o alcalinidad, para

proporcionar las bases que permitan su empleo en vivero y/o campo.

Materiales y métodos
Obtencién de las cepas. Las cepas estudiadas se encuentran depositadas en el cepario de hongos
ectomicorrizégenos del Centro de Investigacion en Ciencias Biologicas (CICB) de 1a Universidad Auténoma de
Tlaxcala. Dichas cepas se obtuvieron a partir de cuerpos fructiferos procedentes de diferentes focalidades del
estado de Tlaxcala y pertenecen a siete géneros, Asimismo, se incluy6 una cepa praveniente del estado de Oaxaca
(Cuadro 1) Los materiales de referencia se encuentran depositados en ¢l he;bario TLXM de la misma institucién.

Crecimiento activo. Para el crecimiento activo, las cepas seleccionadas se resembraron en medio papa-
dextrosa-agar (PDA) (Bioxon Becton Dickinson de México) y se incubaron a 25 °C en la oscuridad durante
cuatro semanas. | |

Ajuste det pH. El pH del medio biotina-aneurina-dcido félico agar (BAF) (Moser, 1960) se ajustd a los
pH de 3.0,4.0, 5.0, 6.0, 7.0 y 8.0, agregando. HC] 0 KOH 1IN, segun fuera necesario.

Cultivo en diferentes pH. La colonia en crecimiento activo se cuadriculé con un bisturi estéril, cortando
fragmentos de 5 mm por lade y transfiriendo un cuadro a cada caja de Petri con e! medio de cultivo BAF
previamente ajustado a los diferentes valores de pH. Se sembraron cuatro repeticiones para cada una de las
pruebas y se incubaron a 25°C en la oscuridad durante 30 dias. El didmetro de 2 colonia se midi6 cada tercer dia
para poder estimar 1a velocidad de crecimiento.

Modificacién del pH. En cada tratamiento se midi6 el pH inicial y final del medio de cultivo con un
potenciémetro modelo PHI 34 marc¢a Beckman provisto con un electrodo para sélidos,

Variables consideradas:

Velocidad media de crecimiento. Con los datos de los diametros coloniales obtenidos cada tercer dia, se realizo
un analisis de regresion lineal para obtener el valor de la pendiente de cada tratamiento. A estas pendientes se les
considerd como la velocidad media de crecimiento de la colonia considerando los criterios de Santiago-Martinez

(1992).
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Cuadro 1. Listado de especies estudiadas

No de Cepa Taxon Material de Proce- Vegetacion
. ] referencia dencia
TLAX 22 Amanita muscaria (L.) Hook. ~ AME 1045 -1 I
TLAX27 A muscaria - AKL 2252 1 i
TLAX 30 Léccarz“a bicolor (Maire) P. D, Orton CLV 55 1 I
TLAX 13 Pisolithus arrhizus (Scop.) Rauschert ~ ENCBS 2 g
TLAX37  P. arrhizus AME 1177 3 1
TLAX 28 - Rhizopogon sp. .AKL 2254 1 | 1
TLAX 38 Scleroderma polyrhizum (], F. Gmel ) Pers, AME 1263 3 v
TLAX 10 Suillus glandulosipes Thiers & A. H, Sm. SMG 284 4 Y
TLAX 5 8. glandulosipes AKL 1588 4 v
TLAX 35 S. glandwlosipes AKL 2296 4 v
TLAX 9 S tomentosus (Kauffiman) Singer SMG 276 1 [
TLAX 24 S tomentosus . AME 1009 1 I
TLAX20  Suillus sp. . AKL1970 5 VI
TLAX 32 Suillus sp. AKL 2264 .6 VI
TLAX 16 Terfezia olbiensis Tul AKL 1594 4 Y

LOCALIDADES: (1) Caffada Grande, Ladera Este, Volcan la Malintzi, Mpio. Huamantla, Tlax (2) Oaxaca. (3) | Km al N de Sn Francisco
Temezontla, Mpio de Panotla, Tlax (4) Cerro. Tepeticpac, Mpio. de Totolac, Tlax (5) Ef Pefién, N del Rosario, Mpio de Tlaxco, Tlax (6) 2
Km al NW de Miltepec, Mpio de Espaftita, Tlax. VEGETACION: (I) bosque de Pinus-dbies; (H) Juglans, (T bosque de Cueercus, (1Y)
bosque de Pinus leiophylla y Arbutus; (V) area reforestada con Pinus; (VI) matotral secundario y bosque :es:duai de Cuercus,(VII) bosque
de Ables, Pinus y Quercus, (VII) bosque de Quercus-Ar. bumsJun:pems

Didmetro final. Es el dato de la ditima medicién del didmetre colonial.

Produccién de biomasa. Al terminar el periodo de incubacion, se determiné la produccion de biomasa a
través del peso seco de la colonia con la técnica modificada de Chapman er al. (1990), la cual consisti6 en
eliminar el agar poniendo la colonia en agua hitviendo, posteriormente ésta se enjuagé con agua caliente y se
colocé en un homo a 80°C, hasta obtener peso constante.

Analisis estadistico. A los datos obtenidos de velocidad media de crecimiento, didmetro final y
produccién de biomasa de cada cepa en los diferentes pH se les aplicé andlisis de varianza simple o bifactorial,
segin el caso, para comparar el crecimiento en los diferentes pH entre cepas- del mismo. género, asi como la
prueba multiple de Tukey con nivel de significancia de P=0.05 para establecer los tratamientos en los que hubo

diferencias éstadisticas. Para esto se utilizé el programa estadistico SAS, Institute Inc. (1985),
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Resultados y discusién
Con base en los restltados de los analisis estadisticos, podemos determinar que ¢l crecimiento de las cepas fue
afectado por el pH, observandose que el valor 6ptimo para la mayoria de los aislamientos varfa entre 4.0 y 6.0 y
solo la cepa de Terfezia olbiensis TLAX 16 tiene su crecimiento optimo en pH de 8.0. Esto puede deberse a las
condiciones en que crece estexhoingo en el campo, ya que se encontrd en un lugar donde predominan los suelos
calcdreos, con valores de pH bésicos,

El crecimiento de las cepas de Amanita muscaria fue lento, comenzando a formar hifas a los cuatro dias
aproximadamente. La cepa TLAX 22 presentd crecimiento dnicamente en los pH de 4 a 7 v la cepa TLAX 27
crecié en todos los tratamientos aunque los valores mds altos de las variables estudiadas los presentd en los
mismos valores de pH en los que se desarroll6 la otra cepa de esta especie, Los andlisis de varianza bifactoriales
nos indicaron que no hay diferencias significativas de los crecimientos en los pH de 4.0 2 7.0; pero al comparar el
crecimiento entre cepas, la TLAX 22 tiene mayor crecimiento con diferencias significativas, aunque es importante
seffalar que no se desarrollé en los valores de pH extremos; inicamente se observo interaccion entre cepas y pH
del medio en la produceidn de biomasa. Torres y Honrubia (1991) repoitan resultados parecidos, ya que en ambos
estudios no hay diferencias significativas entre los tratamientos para cada cepa (Cuadros 2, 3 y 4).

En cuanto al crecimiento de las cepas de Pisolithus arrhizus, se observé que la cepa procedente de
Qaxaca (TLAX 13) tiene mayor crecimiento que la TLAX 37 presentando diferencias estadisticas entre eilas; en
los pH de 4.0, 5.0 y 6.0, se encontraron los valores més altos en las tres variables para las dos cepas, presentando
diferencias estadisticas con los valores de los pH de 7:.0 y 8.0 (Cuadros 2, 3 y 4). La cepa TLAX 37 es mas
sensible a los pH bésicos, ya que no crecid en pH 8 0. La interaccidn entre cepas y medios no fue significativa.

Hung y Trappe (1983) observaron que algunas cepas de Pisolithus arrhizus pueden crecer en
condiciones alcalinas, pero las cepas mexicanas estudiadas desarrollan sélo algunas hifas sobre el cuadro del
in6culo cuando se pasan a medios de cultivo con pH de 7.0 y 8.0. ,

Las cepas del género Suillus pr'e'sentaron gran variabilidad en cuanto a su patrén de crecimiento. Asi, §
glandulosipes TLAX 10 se desarrollo bien en los pH de 3.0 a 6.0, obteniendo sus mayores velocidad de
crecimiento y didmetro final en el pH de 3.0 y su mayor produccién de biomasa en el de 5.0. La cepa de S.
glandulosipes TLAX 5 mostrd su mayor velocidad de crecimiento y diametro final en ¢! pH de 7.0 y su mayor
produccion de biomasa en el pH de 3.0; finalmente, la cepa TLAX 35 presentd su mayor desarrollo en el pH de
6.0, siendo la Unica cepa de Suillus que crecié en el pH de 8.0 (Cuadros 2, 3 y 4).

Lacepa de Suillus tomentosus TLAX 9 presenté su mayor didmetro final y produccién de biomasa en el
p_H dedlyla mayor velocidad media de crecimiento en el de 6.0; mientras tanto Ia cepa TLAX 24 de la misma
especie crecié bien en los pH de 3.0 5 7.0, determinndose como pH éptimo el de.5.0 para produccién de biomasa
y &l de 7.0 para la velocidad de crecimiento y el diametro final (Cuadros 2, 3 y 4),

La cepa de Suillus sp. TLAX 20 tuvo su mayor desarrolla en el pH de 6.0, en tanto la cepa de Swiflus sp. TLAX
32 presentd su méaximo crecimiento en los pH de 4.0 y 6.0 en la velocidad de crecimiento y didmetro final, y su

mayor produceion de biomasa en el de 6.0 (Cuadros 2, 3 vy 4),
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Cuadro 2. Velocidad media de crecimiento (mm/dia)

CEPA ) 3 4 -5 ) 7 .3 ¥ CEPAS
T TS R Q.
Cman Do 0@ e owe om
% pH 0106 0272 033  03la szza 0286
N A
2 TLAX3? % %:632 ol 0 oy O nocrecic  0.74b
PH  120ab  122ab  L68a 1602 053 'o:wc
TLAX 10 % é‘l‘g byt o (])?2 3‘1“: fo crecié  1.15a
s 7B B e
A T 0T 0% 0% ont ous oo 0o
R SR AT "
necs OB 2 W % e
TAX0 T G5 oo ol ols  agg  moewd  0a%
mocs 7 M e e
CwpH 085 L% L7 12Ma 074c 008
oomaxsy B m TR 20 26% 2ew b
.
o TLaxss Fre 0b 0l L 0zb oo
Tomaxie o B s P 0w b 4e

1} Amanita muscaria; 2) Pisolithus arrhizus,-3) Suillus spp.; 4) Laccaria bicolor, 5) Rizopogon sp.; 6)
Scleroderma polyrhizum; 7) Terfezia olbiensis. Promedlo de 4 repeticiones; o error esténdar letras iguales no
hay diferencias significativas P=0.05.
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Cuadro 3. Digdmetro final (mm)

CEPA 3 4 -5 [ - 7 3 X CEPAS
"1 TLAX2Z2 =& no 13.6 16.1 15.2 127 no 14.4a
. crecié 0.9 08 12 i1 creci6
TLAX27 = x 7.1 109 122 119 9.1 7.1 9.7b
& 0.4 0.8 0.6 0.8 0.5 04
% pH 7.1b 12.2ab 14.2a 13.5a 10.9ab 7.tb
2 TLAX13 % 527 58.5 695 592 375 7.0 47.4a
¢ 0.7 i0 13 1.2 19 0.9
TLAX 37 % 225 32.5 334 38.2 5.4 no 26.4b
e 1.6 1.2 1.3 1.3 0.6 crecid
=z pH 37.6b 45.5ab 51.4a 48.7ab 21.4c 59¢
3 TLAX10 = 446 429 406 40.2 194 no 378
6 0.9 0.7 1.1 0.9 0.6 crecio
TLAX S % 250 321 354 32.0 40.1 no 32.9ac
o 0.7 08 07 1.0 1.0 crecid
TLAX 35 R 40.1 26.6 30.1 . 396 32.6 7.1 29.4bc
e 1.0 ‘13 13 0.5 1.0 0.6
TLAX 9 % nocrecid 36.0 25.9 34.2 19.7 no 29be
& ' 0.7 0.6 0.8 1.2 crecid
TLAX 24 = 26.1 27.7 27.9 . 277 28.0 no 27.5¢
¢ 0.9 1.4 1.3 - 1.5 08 crecio
TLAX 20 5 18.7 33.6 38.7 41.5 13.7 no 29.3bc
o 1.0 0.6 0.7 0.7 0.9 crecid
" TLAX 32 % noerecid 44.4 37.7 . 449 23.1 no 37.5ab
2 ' 0.6 0.5 06 0.8 crecid
g pH 30.9ab 34.8a 33.8a -37.2a 25.2b T.i¢
47T TLAX30 . % nocrecié | Sidab  0.da 780a  79.0a 35.7b
e = 0.5 1.0 1.1 1.1 2.3
5 TLAX28- = 17.5¢d 30.5ab 357a 40,92 18.6bc 6.2d
e 0.5 08 0.9 0.9 1.4 1.0
6 TLAX 38 - % nodirecid 14.2¢ 32.0b 38.2a 12.5¢d 8.5d
e 0.2 0.3 0.8 0.5 05
7 TLAX16 %  nocrecid ho crecio 48 6b 70.2ab 60.5ab 80 Oa
0 1.7 1.1 1.3 1.5

1) Amanita muscaria; 2) Pisolithus arrhizus; 3) Suillus spp; 4) Laccaria bicolor; 5) Rizopogon sp.; 6)
Scleroderma polyrhizun; Ty Terfezia olbiensis. % Promedio de 4 repeticiones; ¢ error estandar; letras iguales no
hay diferencias significativas P=0.05,
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Cuadro 4. Produccion de biomasa (mg)

8.0

CEPA 3.0 4.0 5.0 6.0 7.0 % CEPAS
I TLAX22 = no 248 29.5 223 169 no  23.4a
.- e crecié 13 16 2.4 1.2 crecié
TLAX27 = 132 287 404 30.2 13.4 53 21.9a
@ 0.7 1.3 1.4 2.2 1.3 0.2
% pH 13.2a 26.7a 34.9a 26.2a 15.1a S.3a
UUFLAX 13 % 1971 Tie0s 2929 3027 576 5.8 141.2a
] 2.4 3.0 4.1 . 4.0 2.8 1.1
TLAX 37 % 43.1 08.7 67.8 80.0 14 no 58.2b
e 1.3 12 2.0 16 0.3 crecid
% pH 85.1be 129.8ab  180.3a 141.3ab 29.5¢ 5.8¢
3 TLAX 10 % 1187 1311 1623 1198  30.8 “no 11252
¢ 3.1 1.4 33 2.7 14 crecié
TLAX 5 % 63.2 78.7 809 60.9 80.4 no 72.0b
8 1.3 2.2 2.1 1.9 2.9 crecié
TLAX 35 % 771 75.1 75.4 -_137.6 64.4 4.2 73.1b
¢ 2.1 34 2.3 1.7 2.6 0.8
TLAX @ b4 no 106.4 71.9 958 23.8 no 74.5b
e crecio 2.0 2.1 24 1.9 crecioé
TLAX 24 % 53.6 60.9 67.0 61.2 45.1 no 57.5b
e 1.2 3.0 33 3.3 18 crecid
TLAX 20 % 41.2 66.3 70.8 89.2 9.6 no 55.4b
0 20 1.3 1.9 2.2 0.6 crecio
TLAX 32 2 no 93.7 71.6 120.7 19.7 no 76.b
' 2 crecio 1.4 1.0 1.5 0.8 crecid
% pH 70.8a 87.5a 85.7a 97.9a 39.8b 4.2b
4 TLAX30 =  no  346a  272a  546a  443a  16.1a
¢ crecid 1.7 14 1.7 1.9 1.9
5 TLAX 28 % 36.7bed 83.3ab 76.3bc 133 6a 25.3cd 3.7d
2 0.7 1.5 2.8 18 1.6 10
6 TLAX?38 4 no 13.0bc 21.2ab 29.0a 5.6¢ C0.5¢
e crecio 0.4 0.6 14 0.7 0.2
7 TLAX 16 ® no ne 28.9¢ 118.3b 136.8b 244.8a
¢ crecio orecid 14 2.5 2.5 1.4

1) Amanita muscaria, 2) Pisolithus arrhizus; 3) Suillus spp.; 4) Lacearia bicolor; 5) Rhizopogon sp.; 6)
Scleroderma polyrhizum; 7) Terfezia olbiensis. % Promedio de 4 repeticiones; ¢ error estandar; letras iguales no
hay diferencias significativas P=0.05. ‘

Las cepas de Swillus comenzaron su crecimiento a partir del cuarto dia; sin embargo las cepas TLAX 5y

TLAX 20 presentaron un crecimiento lento que se acelerd hasta los 12 dias,
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El analisis bifactorial nos indicé que las cepas que presentaron mejor crecimiento en las tres variables
fueron Suillus gl&ﬁdd!osipes TLAX 10y TLAX 5, ¥ Swillus sp. TLAX 32; los valores de pH en los que crecieron
estas cepas van de 3.0 a 6.0 (Cuadros 2, 3 v 4). El anélisis también indicé que la interaccion entre las cepas y los
pH del médio fue significativa, es decir, la cepas respondieron de forma diferente a las distintos valores de pH.

La cepa dé Laccaria bicolor TLAX 30 fue sensible a pH muy 4cidos (3.0) no creciendo en dicha
condicién. También se pudo observar que las colonias obtuvieron sus mayores velocidades de crecimiento y
didmetro fivial en los pH de 6.0 v 7.0 (Cuadros 2 v 3), aunque su mayor produccién de biomasa se encontré en el
pH de 6.0 (Cuadra 4), angbloed v Borst-Pauwels (1990) reportaron que esta especie alcanza su mayor didmetro
colonial en pH de 6.0, sin embargo, también sefialaron que la mayor produccion de biomasa se obtiene en pH de
4.8. El crecimiento de la colonia en pH de 8.0 fue escaso con un micelio postrade en el medio.

La cepa de Rhizopogon sp. TLAX 28 crecid bien en pH de 6.0, con los valores mas altos en las tries
variables {Cuadros 2, 3 y 4). También presenté tolerancia para crecer en pH muy acidos (3.0) o basicos (8.0),
concordando con lo reportado por Jha er al. (1990) para un aislamiento de R fureolus Dennis (1985) reporté que
algunas cepas de R rubescens y R vulgaris presentan crecimiento Gptimo en pH. 6.0; por otro lado, Torres vy
Honrubia (1991) y Hung y Trappe (1983) estudiaron algunas cepas de Rhizopogon tegistrando su. mayor
crecimiento en otros valores de pH a los reportados en este estudio para la cepa TLAX 28. La cepa comenzé su
crecimiento entre Jos 8 y 10 dias de haberse resembrado, _

La cepa de Scleroderma polyrhizm TLAX 38 alcanzo6 su mayor desarrollo en los pHde 5.0y 6 Gen las
tres variables (Cuadros 2, 3 ¥ 4). Dennis (1983) reportd una cepa de Scleroderma bovisia con  c¢recimiento
6btimo en el mismo valor de pH. Esta cepa tiene un periodo de acondicionamiento al medio de cultivo de 12 dias.

La cepa de Terfezia olbiensis TLAX 16 fue la finica que presentd su mayor velocidad de crecimiento,
dimetro final y biomasa (Cuadro 2", 3y 4) en el pH de 8.0, por lo que se considerd como su pH dptimo, siendo
sensible a los pH muy 4cidos (3.0 y 4.0) y tolerante al pH de 3.0. Dado el desarrolio acelerado que presents en el
pH de 8.0, el experimento se concluyé antes del tiempo sefialado en ta metodologfa, ya que cubri las cajas de
petri a los [8 dias. Se han realizado pocos estudios referentes a este taxdn y hasta el momento se tiene
informacion de que este género se asocia con plantas arbustivas como Helianthemum y Cistus entre otras,
encontrandose frecuentemente en suelos con pH atcalinos (Leduc et af., 1986).

El pH del medio de cultivo puede modificar el patrén de ramificacién de las hifas; un ejemplo muy
evidente se presenté en la cepa de Lacearia bicolor TLAX 30 que en ¢l pH de 8.0 presenté un micelio £scaso y
Ia).(o," en tanto en e pH de 6.0 la colonia fue mas compacta con micelio aéreo abundante; Terfezia olbiensis TLAX
16 presentd una colonia laxa y postrada en el medio con pH 5.0, pero la colonia fue mas densa y con micelio
aéreo abundante en el pH 8.0

La mayoria de las cepas provienen de suelos forestales, donde el pH varia desde 5.0 hasta 6.5; otras
cepas provienen de una zona de lomerios de origen calcareo donde el valor del pH del suelo es de 8 a 8.5. Las
cepas se-desarrollaron bien en los valores de pH probados en el laboratorio que se acercan a los pH de los suelos
de los lugares de donde fueron recolectadas, por gjemplo, la cepa de Laccaria bicolor, que proviene de un suelo

forestal con pH de 6.5, present6 un pH éptimo entre 6.0 y 7.0 en las pruebas de laboratorio (Cuadro 2, 3 y 4).
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Las cepas de S glandulosipes presentaron un comportamiento acidéfilo a pesar de que provienen de un
lugar con suelo calcdreo; estas cepas proceden de una plantacion de pinos o de los manchones residuales de
bosque que atn quedan en el sitio en que fueron recolectadas y normalmente se encuentran en lugares
completamente cubiertos con hojarasca, lo que posiblemente disminuya el pH del 4rea en la que estdn creciendo.
Por otro lado, la cepa TLAX 35 presentd un crecimiento escaso en el pH de 8.0 en comparacioén con las otras
cepas de Swillus que no crecieron en dicho valor de pH (Cuadro 3).

La Gnica cepa que presentd su pH dptimo en valores alealinos fue la de Terfezia olbiensis, ya que obtuvo
su mayor-desarrollo en pH de 8.0, teniendo el suelo de su lugar de procedencia las mismas condiciones de
alcanidad (Cuadros 2, 3 y 4).

Por otro lado, se ha observade que el pH de un medio de cultivo puede cambiar durante el crecimiento
de los hongos y estos cambios pueden afectar la composicion del medio. Ademas, se menciona que el efecto en el
cambio del pH de una solucion puede ser el resultado de la actividad metabolica de los hongos (Lilly y Barnet,
19513,

En la Cuadro 5 se muestra como los pH iniciales son modificados por la accién de cada una de las cepas
probadas. Asi, las cepas de Amanita muscaria TLAX 22 y 27 incrementaron los valores en menos de media
unidad en los pH de 3.0 y 4.0; en el pH de 6.0, el valor disminuyé hasta una unidad. Hung y Trappe (1983)
reportaron una cepa de Amanita muscaria que disminuyé el pH de 6.0 hasta 3.4

La cepa de Lacearia bicolor TLAX 30 aumentd ligeramente los valores de pH iniciales 3.0, 4.0 y 5.0,
en tanto disminuyé fos de 6.0, 7.0 y 8.0.

El patrén de variacion del pH de las cepas de Pisolithus arrhizus es diferente entre ambas. La cepa
TLAX 13 disminuyé a 3.3 y 4.} los pHde 5.0 y 6.0 respectivamente; mientras que la cepa TLAX 37 decrernento
el pH desde 6.0 hasta 4.6, Hung y Trappe (1983) reportaron cambios de 2.25 hasta 2.55 unidades para una cepa
de Pisolithus arrhizus en esos mismos valores de pH.

- «Con Rhizopogon sp. TLAX 28, el pH de 6.0 bajé hasta 4.7, en tanto para los demds valores de pH la
variacion es de menos de media unidad. _ ‘

Scleroderma polyrhizum TLAX 38 incrementd ligeramente los pH de 3.0 a 32 yde 40a 41, no
sobrepasando .5 de unidad; los pH de 6.0, 7.0 y 8.0 llegaron a 5.4, 6.6 y 7.5 respectivamente.

" Las cepas del género Suillus spp. respondieron de las siguientes formas: en el pH de 3.0, la cepa TLAX
10-disminuy6 el pH hasta 2 8; y las cepas TLAX 5,35, 24 y 20 Jo incrementaron en menos de media unidad; en el
pH de 4.0, ¢l valor disminuyé con todas las cepas probadas; en el pH inicial de 5.0, disminuy¢ desde 0.5 hasta 1.0
unidad; en el pH de 6.0 la disminucién va desde 1.0 hasta 1.5 unidades; en el pH de 7.0, las cepas TLAX 10, 9,
20 y 32 disminuyeron el valor en menos de una unidad, en tanto fas cepas TLAX 10 y 5 lo hicieron en més de una
unidad, y solamente la cepa TLAX 24 lo disminuy6 hasta 4.5.. En los pH de 8.0, todas las cepas bajan ligeramente
el pH (Cuadro 5).

' Terfezia olbiensis TLAX 16 incrementd en menos de media unidad los pH del 3.0 a 5.0; en los demds
valores, el cambio también fue menor de 0.5 de unidad y sﬁlo en el pH de 8.0 lo bajé hasta 7.0, siendo en ese pH

donde la cepa obtuvo su mayor crecimiento.
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Podemos decir que las cepas fueron capaces de modificar el pH del medio de cultivo y se puede notar
que, por lo general, las mayores modificaciones coinciden con los tratamientos en donde se obtuvieron los
mayores valores en las diferentes variables estudiadas. las modificaciones de los valores del pH del medio
posfblémeme tengan que ver con una estrategia de estoé hongos para regular el ambiente en el que se desarrollan,
tendlendo a modificar el pH hacia sus valores dptimos de crecimiento.

Las cepas estudladas presentaron una gran variacién intraespecifica, ya que cepas de la misma especie
obtuvieron diferencias en la produccion de metabolitos que confirieron distintas coloraciones al micelia y medic
de cultivo en los diferentes valores de pH, tal como se notd con las cepas de Amanita muscaria, Pisolithus

arrhizus, Suillus glandulosipes v §. tomentosus.

Conclusiones

La mayoria de las cepas modifican el pH inicial del medio, es decir, en los pH alealinos v neutro sé presenta una
disminucién a pH ligeramente éciﬂos, en tanto que en pH més bajos (3.0 y 4.0) se tiende a incrementar su valor

La modificacién del pH medio de cultivo sugiere que la mayoria de las cepas tienden a regular la acidez
o alcalinidad del medio,
h Con estos resultados se tienen candidatos de hongos que toleran diversos valores de pH, lo que permitird
utilizar cepas especificas de acuerdo con las condiciongs de pH del suelo del lugar que se desee reforestar, asi
como de las cdndiciones disponibles en el vivero en el que se producira la planta.

‘De acuerdo con el desarrollo de los hongos ectomicotrizdgenos probados podriamos destinar cepas
como la de Pisolithus arrhizus TLAX 13 o la de Suillus glandulosipes TLAX 10 para la introduccion de plantulas
ectomicorrizadas en suelos sometidos a fuerte acidificacion por efecto de la contaminacién; 0 cepas comd Suillus
glandulosipes TLAX 5 y 35; 8§ tomentosus TLAX 24 y Terfezia olbiensis TLAX 16 en la recupetacidn y/o

establecimiento de drboles en suelos de origen calcéreo.
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Cuadro 5 Moedificacién del valor de pH de las cepas

S pH inicial
- Cepa 30 20 50 6.0 70 80
TLAX 22 356 4 50 51 63 79
TLAX27 34 4.3 46 51 6.3 8.0
" TLAX 30 3.4 43 52 56 6.9 76
TLAX 13 30 3.3 33 41 64 76
TLAX 37 3.0 36 43 46 65 8.0
TLAX28 33 4.0 46 47 65 17
TLAX38 32 4.1 5.1 s4 66 15
' TLAX 10 2.8 39 4.5 5.2 63 78
TLAX 5 3.1 38 43 47 54 79
TLAX 35 3.1 3.9 43 45 54 73
TLAX 9 3.6 3.9 4.5 6.3 7.8
TLAX 24 32 39 4. 46 45 7.9
TLAX 20 32 3.9 4.5 47 6.6 7.7
TLAX32 - 16 4145 63 77
TLAX16 31 19 54 59 67 7.0

Figs. 1-4 1: Produccién de biomasa (mg) producida por las cepas de Amamta en los diferentes pH; 2: Produccidn
de biomasa (1ig) producida por-tas cepas de Pisolithus arrhizus en los diferentes pH; 3: Produccion de biomasa
(mg) producida.por las cepas de Suillus en los diferentes pH; 4: Produccién de biomasa (mg) producida por las
d;ferentes cepas probadas eh los diférentes pH.

61



gHA@ /HIG gHdO sHA@ #HAO eHd R

sedad 91 Xyl

2E XV1L

8Z XYL

sedao

gHI@ MO oHd O SHAm tHAD eHd D

CEXVIL QEXVIL PEXVIL 6XYIL SEXVIL SXVIL 0L Xv1L

1 g ¢ - 20 Y - - + : et t =
: i : _ N °
< I Om M I ON
: 3
: N
< . R
¢ 0oL m . oo
N
- OGL “ﬂ I Ow
j 3
g .m 11 qol
- 00z N 14
...” : ..ON—.
N
052 m 4
N
‘ M| oot
L cog
B L gl
r € Buwl
gHd@ /HIO 9MdM SHAE PHAD cHd@ BHA@ ZHA0 gHd M SHAW pHAD eHdm
sede
0 LEXVIL £L XVL sedeo LEXYIL Z XL
b 77 y < »\.\ 0 0
__ “1 | ool o
L 0z
- 002
- 0
L pog
- Op
- ooy ; L 0g
t
B ! B

6t



CAPITULO Il

PRUEBAS FISIOLOGICAS Y BIOQUIMICAS

* Los cultivos axénicos de hongos ectomicomrizdgenos son dificiles de identificar, debido
3 due p'roducen'pocas estructuras micromorfoldgicas y éstas suelen ser tan escasas
“que no perfnite‘n diferencialos (Zak y Bryan, 1963; Zak'y Marx, 1964). Ante tal
problemética, se ha propuesto que para la identificacion de aislamientos desconocidos
&8s necesario usar caracteres macromorfolagicos como textura y color de la colonia,
. ademas de hacer uso de herramientas fisioldgicas y bioguimicas (Hutchison, 1991).

Bajo esta premisa, en este capitulo se muestran los resultados obtenidos al realizar
diferentes pruebas de crecimiento con hongos ectomicorrizogenos

Debido a que las pruebas realizadas requieren de metodologias diferentes, este

capitulo se dividio en partes:

Parte 1. Manuscrito Crecimiento en diferentes temperaturas.
' Parte 2. 'Manuscrito en forma de articulo: Efecto de compuestos fungistatices sobre el
| '.':crec:mlento de aigunas cepas de Amanifa Enviade a la Revista- Mexicana de
M|coiog|a para sy revision y publicacion.
Artlcu!o publlcado Santlago Martinez, G., A Estrada-Torres, L Varela y A. Kong-
: Luz, 1997. Efecto de compuestos fungistaticos sobre algunas cepas de Suillus Rev.
Mex. Mic, 13.28-32 '
Parte 3. Manuscrito: Degradacion de compuestos de carbono y nitrégeno
Parte 4. Manuscrito Actividad de a polifenol oxidasa '
" parte 5 Manuscrito. Reaccién del micelio con azul de diazonio:

" Parte 6. Manusciito, Andlisis de similitud de las cepas de Amanita'y Sufllus,; con-base
a 10s resultados obtenidos en las pruebas fisiclogicas y bioquimicas obtenidas.
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PARTE 1
CRECIMIENTO EN TEMPERATURAS EXTREMAS

ANTECEDENTES '
Las plantas ectomicorrizicas y sus hongos asociados han tenido éxito para colonizar diversos habitats

en una ampiia area geografica (Meyer, 1973}. Sin embargo, para que un hongo ectomicorrizégeno
pueda colenizar exitosamente. Jas ralces de un arbol influyen factores edaficos y ambientales, tales
como el tipo de suelo, la disponibilidad de los nutrimentos, la humedad, el pH y la temperatura, asi

como ia influencia de los microorganismos que se encuentran cercanos {Hutchison, 1990 d).

En ocasiones se correlaciona la asociacion -especifica de los hongos con la tolerancia a las
temperaturas de 30 °C, con la incidencia de los hongos en pinos y encinos que poseen caracteristicas
de un sistema radical profundo y que se encuentran en lugares xerdfilos con suelos arenosos

{Hutchison, 1990 d)

Se han desarrollado trabajos con ei afan de seleccionar los hongos idoneos para la inoculacion de
plantulas destinadas a habitats particulares, en los cuales puedan existir temperaturas extremas en ¢l

suelo (Trappe, 1977).

Por otro lade, se tienen bien estabIeCtdas las técnicas de estudlo en la ldentlflcacujn de ievaduras y
ciertos grupos de. hongos, donde se utiliza un nimero fimitado de temperaturas como un caracter
taxonomico Util que define los valores mé&ximo, minimo y éptimo de crecimiento para cada espec;e sin
embargo, en hongos ectomicorrizogencs se han realizado pocos estudios que definan estos
caracteres y soélo el -trabajo_dé Hutchison (1990 d) ha tenido como objetivo estudiar el efectq de la

temperatura.

Hutchison (1890 d) menciond qué la sensibilidad o tolerancia de los hongos ectoﬁﬁjcqrrizégehoé alas
temperaturas extremas puede ser empleada como una herramienta taxonémiéa ‘par_a marcar las
diferencias de-los aislamientos.y que en combinacién con las caracteristicas fisiolégicas y. bibqu[micas.
permite definir la identidad genérica o especifica de cepas de identidad desconocida. '

Por lo anterior, se planted en este estudio realizar ensayos de crecimiento de algunas cepas a las

temperaturas de 7 °, 18 °, 25 ° y 30 °C, para posteriormente determinar si la temperatura tiene
potencial taxonémico que nos pueda ayudar a diferenciar cepas de los géneros Amanita y Suillus.
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MATERIALES Y METODOS
En este ensayo se utilizaron cepas de los géneros Amanita y Suiflus, 1as cuales se encuentran listadas

en los cuadros 1 y 2, respectivamente

Para las pruebas de crecimiento en diferentes temperaturas, se cuadricularon las colonias de cada
cepa en fragmentos de 5 X 5 mm, los cuales se transfirieron a cajas de 90 mm de diametro por 10 de
alto que contentan el medio de MNM (Marx, 1969) Se sembraron 20 cajas con cada una de las cepas,
se separaron en cuatro grupos los cuales se sometieron a las temperaturas de 7 °, 18 °, 25 ° y 30 °C
A las cinco semanas se midié el diametro fina) de las coloniasg, restandoles el diametro iniciak.

Siguiendo el criterio de Hutchison (1990 d) la temperatura de 18 °C se tomé como la temperatura
testigo vy a partir de " ésta, se establecieron tres respuestas de crecimiento de acuerdo con las
siguientes categorias i) tolerante, cuando el crecimiento es mayor del 50% con respecto al testigo, ii)
semitolerante; cuando el crecimiento es del 20 al 50% con respecto al testige; v iii) sensible, cuando el

crecimiento es menor del 20% con respecto al testigo

RESULTADOS Y DISCUSION

Hutchison (1990 d) trabaj6é con las temperaturas de 7 °C y. 30 °C como temperaturas extremas y
menciona que la temperatura de 18 °C es la temperatura ideal para las especies de hongos que él
trabajo, por lo que la toma como temperatura testigo; sin embargo, se ha observado que las cepas del
estado de Tlaxcala que se han trabajado presentan buen crecimiento a los 25 °C, por lo que se
adicion6 este valor de temperatura en el experimento y se comparé con los datos obtenidos en 18 °C.

Al comparar los resultados obtenidos en este ensayo con lo reportado por Hutchison (1990 d), se
cbservo que las cepas de Tlaxcala no responden de la misma manera que las frabajadas por él, qu'i'zé
porque las condiciones de los lugares de donde fueron aisladas son diferentes tanto en latitud como en
altitud; -asi comeo la presencia de nevadas que en el extranjero llegan a ser de varics meses, mientras
que en el centro del nuestro pals practicamente no existen,

La respuesta de las cepas de Amanifa se registra en el cuadro 1, en el que se puede observar‘qru_e
todas las cepas son sensibles a altas temperaturas (30 °C) ya que no mostraron crecimiento
‘Hutchison (1990 d) reportd a las cepas de este género con respuestas variables, desde tolerantes (A
brunescens, A citrina y A. flavoconia), hasta sensibles (A. muscaria y A. rubescens) Mientras que
“¥ang ef al. (1999) reportd algunas cepas con respuesta tolerante.
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CUADRO 1. Respuesta de crecimiento de las cepas de Amanifa a temperaturas extremas

CEPA TAXA 7°C . 25°C 30°C
TLAX 2  Amanita muscaria S T+ S
TLAX22 A muscaria ' S T+ S
TLAX 27 A‘_rﬁuscaria S ST 8
TLAX 41 A. muscaria "I_'+ T S
TLAX 468 Amanita aff rubescens S T+ S
TLAX 4 Amanita sp. secc vaginata S T S
TLAX 47  Amanita sp S T+ 8

S=sensible; T= tolerante; T+ crecid mas que el testigo; ST= semitolerante

A la temperatura de 7 °C, las cepas fueron sensibles ya que su crecimiento fue menor del 20 %,
eXCe'bto lacepa ('TLAX 41) de Amanita muscaria cuya colonia crecid mas que en la temperatura testigo
(18 °C) Hutchison (1990 d) y Yang et af. {1999) reportaron a las cepas de Amanita como sensibles a

asta temperatura.

La méyéria de las cepas fuercn tolerantes a 25 °C, incluso dos cepas de Amanita muscaria (TLAX 2y
22), una de Amanita aff. rubescens (TLAX 48} y una de Amanita sp (TLAX 47) crecieron mas que en
18 °C Estas respuestas sugieren que la temperatura éptima para estas cepas de Amanita es diferente
de los 18 °C posiblemente porque las condiciones de nuestros bosques son mas calidas.

Denis (1985} encontr6 que A. rubescens presenta crecimiento a los 35 °C, en tanto Yang et a/ (1999)
reportaron que la especie no sobrevive a ~10 °C y es sensible'a 7 y 30 °C.

En el cuadro 2 se muestra la respuesta de las cepas'de Suillus; encontrando que todas las. cepas
fueron sensibles a la temperatura dé 30 °C Hutchison (1990 d) reportd a Suillus tomentosus con
respuesta tolerante, mientras que cepas de ofras especies tuvieron respuesta variable; en tanto,
Dennis (1985) reportd que las tasas de respiracion de este género se inhiben con las altas
temperaturas

Las cepas de Suiflus glandulosipes fueron sensibles a temperaturas de 7 °C, excepto la TLAX 10 que
fue semitolerante, la cepa de S lakei (TLAX 40) fue tolerante a esfa-temperatura, -en tanto las dos
cepas de S. tomenfosus (TLAX 9 y' 24) fueron sensibles, una cepa de Suiflus cf. pseudobrevipes
(TLAX 33) fue tolerante, mientras la otra fue semitolerante (TLAX 36). La cepa de Suiflus cf unicolor
{TLAX 42) y dos cepas de Suillus sp (TLAX 32y 44) fueron sensibles, en tanto la cepa TLAX 20 crecié
mas gue en la temperatura testigo, considerandose entonces como tolerante (Cuadro 2).
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CUADRO 2. Respuesta de crecimiento de las cepas de Suilus a temperaturas extremas

CEPA = TAXA : 7°C .. .25°C 30°C
TLAX 31 Suillus coturnatus var. hiemalis 'S T+ '8
TLAX § S glandulosipes s T S
TLAX 10.. S glandulosipes | ST T+ s
TLAX25 . glanduiosipes s T s
TLAX 34 S glandulosipes S T+ s
TLAX 35 S glandulosipes S T+ 8
TLAX 40 S lakei R T 8
TLAX @ S tomentosus 8 T S
TLAX 24 = S fomentosus S T+ S
TLAX 33 = S of pssudobrevipes - T T+ S
TLAX 36 8. cf pseudobrevipes - 8T ST+ s
TLAX 42 S cf. unicolor -8 T S
TLA)_( 32 Suiflus sp. S T+ S
TLAX 20 Sullussp. - T T s
TLAX 44 Suillussp. s T s

S=sensible; T= tolerante; T+ crecio mas que el testigo; ST= sémitolerante

Moser en 1958 encontrd que los aislamientos de Suilfus plorans obtenidos en altitudes elevadas estan
mejor adaptados a las temperaturas frias, Cline et al (1987) probaron que Suiffus granufatus muestra
mayor crecnmlento mlcellal en temperaturas bajas.

Todas las cepas fueron tolerantes a los 25 °C, e incluso la mayoria crecieron mas que en la
temperatura testigo (Cuadro 2)

En la literatura se ha reportado que puede haber gran variedad de respuestas al incubar diferentés
cepas de una misma especie, que fueron aisladas dé lugares geograficos: préximos, asi, Samson y
Fortin (1988) encontraron que S. grevillei es una especie de amplia distribucién pero su origen
geog'réficb no se correlaciona con el crecimiento enlas temperaturas probadas, argumentando que la
altitud es un factor mas importante que la latitud o el intervalo de latitudes muestreadas y sugiriendo
que esto se debe a una gran variabilidad génética '

Moser (1858) encontr6 que Suillus variegatus puede sobrevivir en periodos de heladas hasta -2 °C y
gue puede tener crecimiento micelial desde 0 ° C hasta 5 °C, también observé que los ecotipos
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provenientes de sitios elevados pueden sobrevivir las heladas durantes: dos meses, mientras que los
hongos de los valles morian a los cinco dias, concluyendo finalmente que la variabilidad intraespecifiga
es muy alta en los hongos ectomicorrizégencs (Marxy Kénney, 1982).

Theodorou y Bawen (1971) examinaron fres aislamientos de Suiflus granu!afus que cuya "temperatura
dptima de crecimiento se encuentra entre 20 y 25 °C; posteriormente, Cline et al (1987) encontraron
tres aislamientos de la misma especie que crecieron a 32 °C, mientras que otras -ocho cepas
presentaron crecimiento dptimo en un intervalo de 16 a 32 °C, concluyende que la variabilidad del
crecimiento micelial en cultivo pure entre aislamientos de la misma especie en respuesta a la
temperatura sugiere que el genotipa fungico puede estar influyendo significativamente en las

respuestas del crecimients.

Theodorou y Bowen (1971) indicaron que las respuestas fangicas a las temperaturas observadas en
cultivo puro pueden tener valor limitado en ta prediccién del comportamiento de los hongos en la
rizosfera. A pesar de esto, Graham y Linderman (1981) han mostrado que la infectividad parece estar
correlacionada con la tasa de crecimiento de los aislamientos en cultivo puro (Samson y Fortin, 1988)

La determinacitn de la temperatura 6ptima de cada una de las cepas es muy imporianie para |a
reproduccion masiva de las cepas para posteriormente realizar inoculaciones en vivero, debido a que
en aigunos estudios en Europa indican gue las respuestas a la temperatura pueden limitar su
distribucién, actividad y persistencia en |a formacion de micorrizas ectotréficas con especies de arboles

particulares {Hacskayio ef al , 1965).

Cline et al. (1987) citaron que es importante determinar los requerimientos de temperatura, porque
esto permite: 1} que el crecimiento del indculo sea efectivo, 2) que la micorriza alcance un buen
desarrollo después de |a inoculacién en el vivero, y 3) que tenga buena sobrevivencia y crecimiento en

el trasplante.

CONCLUSIONES o
s Con base en los resultados obtenidos podemos conciuir que las cepas de Amanita y Suillus
aisladas del estado de Tlaxcala son muy sensibles a 30 °C
» No obstante, las cepas responden mas a las condiciones del lugar de donde fueron aistadas,
que a caracteristicas taxondmicas de la especie, ya que cepas de la misma especie pueden
presentar respuestas diferentes a las temperaturas ensayadas.
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PARTE 2

EFECTO DE COMPUESTOS FUNGISTATICOS SOBRE EL. CRECIMIENTO
c DE ALGUNAS CEPAS DE Amanita

Guadalupe Santiago-Martinez' |
Arturo Estrada-Torres

Lucia Varela®

Tebfilo Herrera®

ABSTRACT

Seven strains of Amanifa were grown on potato-dextrose-agar added with one of the following
fungitoxic compounds benomyl '10 ug/ml, cicloheximide 2 pg/ml, rose bengal 10 pg/ml; malachite
” green 2 pug/ml; and sodium ¢hioride 10 mg/ml. Each fungitoxic compound was tested by triplicate After .
~ five weeks, colonial growths were measured, compared without fungitoxic, and classified as tolerant
when the growth was higher than 50%, semitolerant with a growth between 20 and 50 %, and sensitive
with a growth lesser than 20 % Alf tested strains were tolerant to semitolerant to NaCl, three strains of
A muscaria and one'of A, aff rubescens were sensitive 1o benomyl, but the other three strains were
toleranit; the four strains of A muscaria and the one of Amanita sp: section Vaginatae were tolerant to
the-rose bengal, while Amanita aff. rubescens and Amanita sp. were semitolerant. Responses in the
growth of the strains in the media with malachita green and cycloheximide were variable.

Key words ectomycorrhizal fungi, benomyl, cicloheximide, rose bengal, malachita green, sodium
chloride. '

RESUMEN

Se sembraron siete cepas de Amanita en el medio de ‘papa dextrosa agar con los siguientes
compuestos toxicos: benomil 10 ug/ml, cicloheximida 2 pg/ml, rosa de bengala 10 ug/ml, verde. de
malaquita 2 ug/ ml y cloruro de sodio 10 mg/mi, con seis repeticiones por tratamienio. A las cinco
semanas, se midio el didmetro de las-colonias en cada compuesto toxico y se compararon con el
crébimiehto de Ia'cepa sin compuestos toxicos {testigo} tomando en-cuenta. los criterios: tolerantes
cuando el crecimiento es mayor del 50% con respecto al testigo, semitolerante con crecimiento del 20

al 50%, y sensible' menos del'20% con respecto al testigo.

Laboratono de Micologia, Centro de Investlgac:én en Cienmas Bologicas, Universidad Auténoma de
Ttaxcala Km 10.5 Carr. Texmelucan-Tlaxcala, 90120, Ixtacuixtla, Tlaxcala.

2 Laboratorio de Ecologia Microbiana, Departamento de Microbiologia, Escuela Nacional de Ciencias
B:oléglcas IPN. Carpio y Plan de Ayala, México, D. F,

Laboratono de Micologla Departamento de Botémca Inst:tuto de Blologra UNAM A P 70-233, Coyoacan, México, D. F.
04510 :
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Las cepas fueron de tolerantes a semitolerantes al NaCl, tres cepas de A. muscaria y una de A. aff.
rubescens presentaron sensibilidad al benomil, las otras tres cepas tolerantes; en cuanto al ‘ver‘de de
malaquita presentaron variabilidad de respuestas; las cuatro cép_as de A muscaria fueron tolerantes al
rosa de bengala, A.aff rubescens y Amanita sp. semitolerantes y la cepa de Amanita sp. seccion
vaginata tolerahte; con la cicloheximida también presentaron variabilidad en las respuestas

Palabras. clave hongos ectomicorrizégenos, benomil, cicloheximida, rosa de bengala, verde de

malaquita, cloruro de sodio.

INTRODUCCION
El efecto de los compuestos fungistaticos sobre algunos hongos ha sido evaluado para conocer sus
usos potenciales en la micologla médica y para el control de patégenos de plantas (Hall, 1979). La
toxicidad - selectiva de muchos compuestos se ha usado no sélo para la preparacién de medios
selectivos, sino también por su potencial para la diferenciacién de taxa (Hutchison, 1980).

Tradicionalmente se han enfatizado las caracteristicas coloniales microscépicas. y macroscépicas, no
obstante, éstas no se han podido ulilizar para determinar la identidad de las cepas de los simbiontes
fungicos aislados de ectomicorrizas de campo Sin embargo, Taylor (1974) y Hutchison y Malloch
(1988) sugirieron gle es necesario usar integralmente las caracteristicas fisiologicas, bioguimicas y

morfologicas que puedan diferenciar taxa.

Hutchison (1990) propuso gue la accion de compuestos fungistaticos como el benomil, los colorantes
rosa de bengala y verde de malaquita, la cicloheximida y el clorure de sodio pedrfan apoyar la
delimitacion de grupos taxondmicos. La respuesta de las cepas a diferentes compuestos puede ser Uil
en la identificacion de géneros, grupos de especies o incluso para separar cepas aisladas a partir de

ectomicorrizas de campa

La necesidad de identificar los cultives de cepas aisladas de las ectomicorrizas de campo, tomando en
cuenta que las caracteristicas macro y micromerfol¢gicas no son suficientes para la delimitacion
taxonémica de los organismos involucrados, ha enfatizado la necesidad de tomar en cuenta
caracteristicas fisiolégicas y bioguimicas de las cepas en cuestion. Estos estudios podrian tomar en
cuenta la toxicidad selectiva de algunos compuestos, sin embargo, es necesario validar la
're;jroducibi!'idad de los resultadds usando un gran nimero de cepas de diferentes especies, con

diferentes procedencias.

En el cepario de hongos ectomicorrizégénos del Centro de lnvéstigadién en Ciencias Bioldgicas (CICB)

de la Universidad Auténoma de Tlaxcala se cuenta con aislamientos del genero Amanita. Dado que es
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uno de los grupos méas grandes dentro de los. basidiomicetos, con mas de 400 especie_s descritas para
el mundo, se considera un grupo cosmopolita de interés para el ser humano porque contiene especies
tanto comestibles como venenosas. Ademas, la mayor parte de las especies de Amanita forman
ectomicorrizas. Se ha asumido que muchas especies estén restringidas a habitats particulares, no

obstante muchas parecen tener amplia distribucion y estar asociadas a numerosos hospederos (Yang

et al., 1999).

El pfesente trabajo tuvo como objetivo analizar el efecto de los cinco compuestos fungistaticos
propuestos por Hutchison (1990) sobre el desarrollo micelial de siete cepas de Amanita, con el fin de

validar su potencial como herramienta auxiliar en la identificacidon de taxa de hongos

ectomicorrizégenos.

MATERIALES Y METODOS

Se utilizé el medio de papa dextrosa agar (PDA,Bb, Becton Dickinson y Co, Coceysville, MD) como
medlo basal, el cual después de esterilizado se dejé enfriar parmalmente y antes de solidificar se le
adicionaron altcuotas de soluciones de cada compuesto téxuco con.la ayuda de jeringas estériles, para
obtener los medios con las concentraciones finales propuestos por Hutchison (1990): benomil 10
pg/ml; cicloheximida 2 ug/ml, rosa de bengala 10 pg/ml; verde de malaquita 2 pg/ml; el cloruro de sodio
fue adicionado directamente en el agar antes de ser esterilizado para dar una concentracion final de 10
mg/mi. Los medios as( pr_eparado_s se agitaron con el compuésto, _vaci_a_ndo 30 mide medio_ a cajas de
petri de 90 mm de diametro (Hutchison, 1990). -

‘Para el ensayo se utilizaron siete cepas de Amanita cuyas procedencias e identificaciones se muestran
en el cuadro 1. Las cepas ensayadas se encuentran depositadas en el cepario de hongos
ectomicorrizogenos del CICB y los materiales de referencia en el herbario TLMX de la misma

Institucion.

.Para Ia inoculacion de cada ensayo, se cortaron con un blsturf trozos de 5 mm por lado en los
mérgenes de colonias en crecimiento act:vo los cuales fueron colocados en el centro de cada caja de
Petri. Para cada compuesto, el ensayo se hizo por triplicado montando en forma s;multénea el testigo
sin fungistatico. Cada caja fue sellada con papel egépac e incubado boca abajo en |a oscuridad @ 18 C
por cinco semanas. Posteriormente se determind el diémeiro medio (didmetro final menos el didmetro
del indculo) de cada colonia en los diferentes compuestos Los porcentajes de crecimiento para cada
aislamiento fueron. c_éiculadqs seguh_ los criterios'_de_ Hutchis.on (1990), con una relacion entre el
crecimiento en ios medios con fungistéfibos y los testigos.. Para cadé compuesto té_xiéo probado, los

aislamientos fueron clasificados de acuerdo con su respuesta de crecimiento en tres cétégorias. {m
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tolerante, cuando e! crecimiento es mayor del 50% comparado con el testigo; (2) semitolerante cuando
el crecimiento es del 20—50% de! testlgo (3) sensible, cuando el crecimiento es menor del 20% del

testigo.
‘.No ceba' — Taxa . Mat.de =~  Procedencia Vegetacion
referencia

TLAX 2 Amanita mucaria (L...Fr.) Hooker GSM 54 1 |
TLAX 22 Amanita mucaria (L :Fr.) Hooker AME 1045 1 . I
TLAX 27  Amanita mucaria (L...Fr.} Hooker ‘ AKL 2252 1 I
TLAX 41  Amanita mucaria (L. Fr) Hooker GGF 1851 2 {
TLAX 48  Amanita aff. rubescens (Pers. Fr)S F AME 1541 3 il
TLAX 4 f;?gnita sp. Secc. Vaginatae _ - GSM 134 4 Il
TLAX 47  Amanita sp |  AME 1419 3 I

Cuadro 1. Listado de cepas estudiadas 1. Parque Nacional La Malinche, Mpio. de Huamantla, 2
Barranca del Rio Zaguapan. NE de Tlaxco, Mpio de Tlaxco; 3 1 Km al este de San Francisco
Temezonltla, Mpio de Panotla; 4 Villareal, Mpio de Terrenate |: Pinus-Abies; il. Pseudotsuga-Quercus-
Pinus-Abies, Il: Pinus.

RESULTADOS Y DISCUSION

‘Las cepas de Amanita mpécaria TLAX 22 y 27 presentaron tolerancia al cloruro de sodio, en tanto las
TLAX 2 y ;11 fuéfon semitolerantes (cuadro 2), Hutchison (1991) sefalé que esta especie presenta
respuestas variables, Yang et al. (1999) la sefialan como tolerante, en cuanto al benomil, tres cepas
fueron sensibles (TLAX 2, 22 y 27} y una tolerante (TLAX 41) Hutchison (1890, 1991) reportéd que las
cépas de A. muscaria son sensibles al benomil; con el verde de malaquita, las cepas TLAX 2, 22y 27
fuéroh'sénsibles y sclamente la cepa TLAX 41 fue semitolerante, concaordando que las tres primeras
depas sdn de la Malintzi y la cuarta de Tlaxco, lo que posiblemente explica las diferencias en
sensibilidad, Hutchison (1990) reporté que esta especie es sensible a este colorante; con respecto al
rosa de bengala, las cepas estudiadas presentaron tolerancia al compuesto, sin embargo, Hutchison
(1990 1991) reportd que las cepas que &l estudié presentaban mayor sensibilidad, en tanto, Yang et
al. (1999) reportaron gue esta especie es toierante con respecto al compuesto cicloheximida, las
cepas TLAX 2 y 22 fueron tolerantes al compuesto Ia TLAX 27 semltolerante y la TLAX 41 sensible.
Hutchison (1990) reporté la especie como sensubie o

La cepa de Amanita aff. rubescens solamente fue tolerante al éloruro de sodio; sensible ai benomil y

semitolerante al verde de malaquita, rosa de bengala y cicloheximida; los datos concuerdan con los de

Ia Ilteratura ya que marcan sen5|bllldad al benomi! semutolerancna a la cicloheximida y tolerancia al
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NaCl (Hutchison 1990). Yang et al. {1999) sefialaron que las especies del complejo rubescens son

tolerantes a la cicloheximida, rosa de bengala, verde de malaquita y NaCl

Cepa Clorurode  Benomil Verde de Rosa de Cicioheximida
sodio malaguita hengala
TLAX 2 ST s S T T
TLAX 22 T S S T T
TLAX 27 T S 5 T ST
TLAX41 ST T ST T s
TLAX 46 T S ST . 8T ST
TLAX 4 T T T ST st
TLAX 47 T T - 8T ST S

Cuadro 2. Respuesta de las cepas a los diferentes compuestos téxicos. T=tolerante, >

de 50% con respecto al testigo, ST=semitolerante, det 20 al 50%, S=sensible < del

20% con respecto al testigo. El {estigo se considerd come el 100% y corresponde al
~ crecimiento de la cepa sin compuestos fungistaticos. :

La cepa TLAX 4 la cual pertenece a la seccién Vaginatae fue tolerante a los compuestos NaCl,

benomil, verde de malaquita rosa de bengala y semitolerante a la cicloheximida.

La cepa TLAX 47 (Amanifa sp ) fue tolerante al cloruro de sodio y benomil, semitolerante al rosa de

bengala y verde de malaquita, y sensible al compuesto de cicloheximida.

Las cepas que son tolerantes al benomil y/o clorure de sodio son susceptibles a utilizarse en ensayos
de inoculacion en vivero, ya que por un lado, en el vivero se utiliza comunmente el benomil para
controlar hongos patdgenos que pueden atacar a las plantas; y por otro algunas veces las plantas se
destinan a lugares con suelos que tienen problemas de salinidad y si van micorrizadas con hongos que

~ toleran ciertas concentraciones de sales tienen mayor probabilidad de sobrevivir en estos sitios

CONCLUSIONES
Se requiere hacer mas estudios donde se involucre un nimero mayor de cepas de diferentes lugares

para poder estandarizar las respuestas gue tiene cada especie
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ABSTRACT ' '

EFFECT OF FUNGISTATIC COMPOUNDS ON SOME STRAINS OF SUILLUS: Rev. Mex. Mic. 13: 28-32 (1997).
Fifteen strains of Suillus were grown on polato-dextrose-agar added with one of the -following fungitoxic
compounds: benomyl 1¢ mg/ml; cicloheximide 2 mg/ml; rose bengal 10 mg/ml; malachite green 2 mg/mi; and
sodium chloride 10 mg/ml ‘Each fungitoxic compound was tested by triplicate. After five weeks, eolonial
growths were measured, compared with the control without [ungitoxic, and classified-as tolerant when the
growth was higher than 50%, semiiolerant with a growth between 20 and 50%, and sensitive with a growih
lesser than 20%  All the isolates were toleranl to sodiumchloride; fourteen werc tolerant and just one was
_ semitolerant 1o benomyl; response to malachite green was from semitolerant to tolerant; in bengal rosc. the
response was variable; in cicloheximide, lwélve sirains were sensitive, two tolerant, and one semitolerant.
Key words: ectomycorrhizal fungi, benomyl, cicioheximide, rose bengal, malachite green, sedivm chloride

, " RESUMEN
Sc sembraron quince cepas'de Suiffus en medio de papa dextrosa agar con los siguientes compueslos 16xicos:

henomil 10 mg/ml; cicloheximida 2 mg/ml; rosa de bengala 10 mg/ml; verde de malaquita 2 mg/ml; cloruro -

dc sodio 10'mg/ml, con tres repeticiones por lratamiento’ A las cinco semanas, se midié el digmetro de la
colonid en cada ¢ompuesto 16xico y s compar con ¢l crecimiento de la cepa en el mismo medio de cullivo
sin thxicos (tesligo) tomando en cuenta los siguientes criterios: tolerantes cuando el crecimiento es mayor al
*50%:; semilolerante con crecimiento del 20 al 50%; y sensible menos del 20% con respecto al testigo. Se

observé que todas las cepas fueron toleranies al clorure de sodio; 14 cepas fueron tolerantes al benomil y

sélo una fue semitolerante; la respuesta al verde de malaquita fue.de semitolerante a tolerante; en ¢l Tosa de
bengala, la tespucsia fue muy variable; en la cicloheximida 12 de las cepas fueron sensibles, dos lolerantes y
una semitolerante. _ ' . o .
Palabras clave: hongos ectomicorrizégenos, benomil, cicloheximida, rosa'de bengala, verde de malaguita,
cloturo de sodio. ; . o

Introduccion

‘La accidn de compuestos fungistaticos (compuestos
" quimicos que inhiben o detienen de desarrollo de los
" hiongos) ha sido propuesta como wn cardcter taxo-

iémico adicional, auxiliar en la délimitacion de gru-°

_pos fingicos, sobretode en aquellos hongos: de im-
* portancia médica v fitopatolégica (Hall, 1979) En el
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caso de los honges- ectomicorrizégenos, Hulchison
(1990} -ha propuesto que la-accién de compuestos
fungistdticos como €1'benomil, los colorantes rosa de

“bengala y verde de malaquita, el antibidtico ciclohe-
. ximida y el cloruro de sodio-podrian ser un valioso

apoyo en la delimitacidn de grupos taxondmicos Este .
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hecho podria ser un importante auxiliar en la identifi-
cacién de géneros, grupos de especies ¢/o incluso
especies de aislamientos realizados a partir de la
ectomicorriza, en donde se carece de la estructura
reproductora usualmente utilizada durante el proceso
de identificacidn. No obstante, antes de poder utilizar
rutinariamente estos caracteres fisiolégicos en la

identificacién de hongos ectomicorrizégenos, es ne-

cesario validar su reproducibilidad usando un gran
mimers de cepas de diferentes especies, procedencias
geogréficas y ecolégicas.

En el cepario del Centro de Investigaciones en
Ciencias Biolégicas de la Universidad Auténoma de
Tlaxcala (CICB) se¢ cuenta con numerosos aislamien-
tos de algunas especies de Suillus, un género fiingico
frecuentemente asociado a coniferas y con un gran
potencial para ser utilizado en programas de pro-
duccién de plantas para fines de reforestacién. El
presente trabajo tuve como objetivo analizar el efecto
sobre el desarrollo micelial de los cinco compuestos
fungistaticos propuestos.por Hutchison (1990) y de-
terminar sn potencial como herramienta anxiliar en Ja
identificacidn de taxa de hongos ectomiconizégenos,

Materiales y métodos

Se utilizé el medio de papa dextrosa agar (PDA, BBI,
Becton Dickinson y Co., Coceysville, MD) como
medio basal, el cual después de esterilizado se dejé
enfriar parcialmente y antes de la gelificacién se le
adicionaron alicuotas de solaciones de cada com-
puesto téxico con ayuda de jeringas estériles, para
obtener medios con las concentraciones finales pro-
puestos por Hutchison (1990): benomil 10 mg/ml;
cicloheximida 2 mg/ml; rosa‘dé bengala 10 mg/ml;
verde de malaquita 2 mg/ml; el cloruro de sodio fue
adicionado directamente en el ager antes de ser este-
rilizado para dar una concentracién final de 10
mg/mt. Los medics asl preparados se agitaron con el
compuesto, vaciando 30 m] de medio a cajas de Petri
de 90 mm (Hutchison, 1990).

Para ¢l ensayo se utilizaron 15 cepas de Swillus,
cuyas procedencias e identificaciones se muestran en
la Tabla 1. Las cepas ensayadas se encuentran depo-
‘sitadas en: el cepario:de hongos ectomicormrizégenos
del CICB'y los materiales de referencia en el herbmo
TLMX de la misma institucién.

Para la inoculacién de cada ensayo, se cortaron
con un bistur{ -trozos de 5 mm por lado en los mérge-
nes de colonias recientes, los cuales fueron colocados
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¢ el ¢entro-de cada caja Petri. Para cada compuesto,
¢l ensayo se hizo por triplicado montardo en forma
simuitdnea el control sin fungistitico. Cada caja fue
sellada con papel egapac e incubado boca abajo en 12
oscuridad a 18°C por cinco semanas. Posteriormente,
se determiné el difimetro medio (didmetro final me-
nos el difmetro del indeulo) de cada colonia én los
diferentes compusestos. Los porcentajes de creci-
miento para cada aislamiento fueron calculados se-
gin los criterios de Hutchison (1990), con una rela-
cién entre los crecimientos en los medios con fungis-
tdticos y los controles. Para cada compuesto téxico
probado los aislamientos fueron cladificados de
acuerdo con su respuesta de crecimiento en tres cate-
gorfas: (1} tolerante, cuando el crecimiento es mayor
de! 50% comparado con el control; (2} semitolerante,
cuando el crecimiento lineal es de 20-50% del con-
trol; (3) sensible, cuando el crecimiento es menor del
20% del control. ' '

Resultados y discusiones (

De acuerdo con Hutchison (1991), el género Suillus

$€ caracteriza por ser tolerante al benomil, al verde de

malaquita y al mismo tiémpo sensible a la ciclohe-
ximida, lo que en general coincide con los resultados
encontrados en el presente trabajo. En cuanto a la

_respuesta al rosa de bengala, dicho autor reporta una

respuesta varigble, desde sensible hasta tolerante,
pero la mayoria de las cepas y especies presentan
tolerancia a este cornpuesto (Hutchison, 1990;1991},
Hecho que también coincide con nuestros resultados
{Tabla 2). En el caso del cloruro de sodio, Hutchison
(1990;1991) encontrd una respuesta de semitolerante
a tolerante, aunduie la mayorfa de las cepas y especies
estudiadas correspondieron a la itima categorfa, En
el presente trabajo, todas las cepas estudindas mostra-
ron tolerancia a la concentracidn de cloruro de sodio
ensayada (Tabla 2).

En cuanto a las cepas estudiadas, la de Suillus
cothurnatus var hiemalis y una de las no identificadas
presentaron el mayor grado de sensibilidad a los
fungistaticos, siendo ambas sensibles 2l rosa de ben-
gala v a la ciclobeximida, y Ia primera semitoleranie
al benomil, en tanto la segunda semitolerante al verde
de malaquita. La cepa mds tolerante correspondié a la
TLAX.-24 de Suillus tomentosus, no presenténdose

 diferencias con respecto al testigo en ninguno de los

compuestos probados (Tabla 2). La respuesta mis
frecuentements encontrada entre las cepas estudiadas
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N°de  Taxa _"Material de' * Procedencia’ ~Vegetacion
cepa - _ referencia
TLAX 31 Suillus cothurnatus var. hiemalis Sing, AME 1137 2 1
TLAX 5 8. glandulosipss Thiers et Smith AKL 1588 1 m
TLAX 10 8. glandulosipes Thiers er Smith GSM 284 i _' EI '
TLAX 25  S. glandulosipes Thiers et Smith V(L 54 1 144
TLAX 34 S. glandulosipes Thiers et Smith AKL 2267 2 |
TLAX 35 5. glandulosipes Thiers et Smith AKL 2296 1 ™
 TLAX 40 8. lakei (Murr.) Smith ef Thiers AKL 2740 5 o
" TLAX 9 §. tomentosus (Kauffm.) Singer, Snell ef Dick ~ GSM 276 3 v
TLAX 24  §. romentosus {Kauffin.) Singer, Snell ¢t Dick AME 1009 3 v
TLAX 33 5. cf. pseudobrevipes Smith ez Thiers AKL 2266 2 1
TLAX 36 S, cf. pseudobrevipes Smith et Thiers ARL 2297 1 m ¢
TLAX 42 §. of. unicolor (Frost) Kuntze GGF 1852 6 o
TLAX 32 Sullius sp, AKL 2264 2 1
TLAX 20 Suillus sp. AKL 1970 4 v
TLAX 44 Smllus sp : AKL 2650 5 - II

Tnbh L I.istado de cepas estudiadas.i: Cmo'l‘cpetlcpac, Mpio dcTotolac %2 KmalNOdoMlltewc. Mpw deBspaﬁm, K
Parque Naclonal 1a Malinche, Mpio de Huamantfa; 4; Cexro El Pefidn, N de E! Rosario, Mpio. de Tlaxco; 5: Villarreal, Mpio de
Terrenate; 6: Barranca del ro Zagwapan, NE de Tlaxco, Mpio de Tlaxco. I Pinus-Juniperus-Arbutus-Quercus, II; Pssudorsuga
Quercu: - Piitis- Abm. III Pinus- Quercur, IV: Pinus-Abies, V: Abies- Pbm.s' Qucrcus

fue la tolerancia a cloruro de sodio, benomil, verde
de malaquita, rosa de bengala y sensibilidad a ciclo
heximida (Tabla 2). Esta respuesta se presenté en tres
cepas de Suillus glandulosipes, una de §: lakei, mna
de  Suillus cof..: pseudobrevipes y una. cepa  no
identificada. - Hutchison (1990) registré esta misma
respuesta para 8. luteus (L:Fr) S.. F. Gray, §.
sinuspaulinus (Pomerlean er Smith) Dick er-Snell, 5.
‘subluteus (Pk.)y Snéll, 8. umbonatus Dick et Snell -y
-algunos aislanzientos de'S. granulatus (L.:Fr.YKuntze,
8. grevillei (K1.:"Pr.) Sing. y"S. -ocrhraceoroseus
“(Snell) Sing.; por lo giie al parecer no existe ninguna
carrelacléq “entre: asza respuesta’ y' In ubicacién
“ambos subgéneros (Boletinus y Suillus) reconomdos
por Thiers (1975) y dentro de éstos a dos y tres
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_ secc:ones. respectwamente. Boletinus y' V;scidl enel

primero, y. Suillus, Annulati y Megasporini en el

segundo. A pesar. de.lo anterior, parece haber cons-
- tancia en-al menos algunas respuestas.dentro. de la

misma especie. Asf; por ejemaplo Suillus tomentosus
parece ser: consisténtemente .tolerante-a benomil,
cloruto de sodio y'verde de malaquita (Hutchison,
1990;1991; Tabla 2); aunque svs respuestas son va-

* riables a la cicloheximida y al rosa de bengala, Cabe
‘sefialar queé ‘aln dentro de los aislamientos de la
" misma €specie procedentes de la misma localidad, o
‘incluso de la misina poblacién, las respuestas a los
fungistdticos no “son constantes: ‘Asf, para los dos
" aislamientos de S. tomentosus, ambos procedentes de

un‘bosque de" Pinus-Abies en el Volcin la Malintzi,
se encontraron las mismas respuestas para cloruro de
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Cepa Clorarodesodio Benomil Verdede malaquita  Rosa de Bengala Cicloheximida ~
TLAX 31 T ST T S $
TLAX § T T T T s
TLAX 10 T T | T ST s
TLAX 25 T T T T s
TLAX 34 T T T T s
TLAX 35 T T T ST S-
TLAX 40 T T T T $
TLAX 9 T T T T ST
TLAX 24 T T T T T
TLAX 33 T T T T s
TLAX 36 T T ST T T
TLAX 42 T T ST T s
TLAX 32 T T ST -8 s
TLAX 20 T T T s 5
TLAX 44 T T T T S

Tabla 2. Respnesta de las Cepas a los Diferentes Compuestos Téxicos TaTolerante > de 50% -con: respecto al testigo;
ST=Semitolerante del 20 al 50 %; S-Smmblcdelzo%conmpcctoal testigo. BITmﬂgoumnmdudoomd !Oﬂ%ywmpondcal

cremndcnto dela capa sin compuestos ﬁmglstinoos

sodio, benomil, verde de malaguita y rosa de Eengala.
pero no para la cicloheximida, siendo un aislamiento

“tolerante pero el otro-semitclerante. As{ mismo, se ¢

" encontré qae los cuatro - aislamientos de Swillis
glandulosipes, pertenecientes a la-misma poblacién
“def cerro Tepeticpac, eran tolerantes al cloruro de
sodio, benomil y verde de malaquita; y-sensibles'a la

cicloheximida, pero su respuesta-al rosa de bengala

fue variable, yéndo de semitolerantes a tolerantes.

- La tolerancia-al .cloruro de sodio presentadas por
todas Jas cepds estudiadas. podria indicarnos que la
mayoria de los aislamientos de Suiflus son potencial-
nmente ttiles para la introduccidn de plantas en sitios
. con problemas de salinidad. Asimismo, la tolerancia

_ al'benomil podiia ser una caracteristica valiosa para
manejar - estas. cepas, en. viveros ¢on problemnas de
. "damping off", en donde este fungistético podrfa ser
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aplicado sin afectar significativamehtc la micorriza-
cién de las plantas.

Conclus_ioqes B

Como ya se habia sefialado previamente, el gépero
Suillus parece estar-bien delimitade en cuanto a sus
respuestas-de tolerancia al benomil, clorure de sodio
y cicloheximida, siendo generatmente tolerante a los
dos primeros compuestos y. sensible al-ditimo.

Atin cuando existen respuestas constantes de las

. diferentes especies.. . algunos.. funglstﬁtwos, estas

respuestas: parecen no-éstar correlacionadas con los

diferentes rangos. mfragenéncos (subgéneros, seccio-

nes o subsecciones) delimitados por Thiers (1975).
Las _pruebas de to]eranaa .2 compuestos fungists-

ucos pueden ser auxlhares en la determinacién taxo-
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ndmica de atslamientos de hongos ectomiconizéga-
10, pero su valor podrfa ser limitado si no se utilizan

. conjuntamente coR otras pruehas (morfo]égxcas, de—

gradaaén de compuestos orgimcos, etc.).
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PARTE 3
DEGRADACION DE COMPUESTOS DE CARBONO Y NITROGENO

ANTECEDENTES

Los hongos ttenen una forma de nutricidn caractenstlca y altamente exnosa reguieren como fuentes
de energia y de carbono para su nutricion de compuestos organicos preformados. Las moleculas mas
simples como monosacaridos, aminoacidos y acidos organicos, los obtienen a través de la membrana
celular y las moléculas mas comple;as que incluyen muches disacaridos, deben degradarse a
monomeros en el exterior de Ia célula por medio de enzimas extracelulares Los alimentos se digieren
los externamente por enzimas hidroliticas que secretan a su alrededor fas cuales rompen los
sustratos en sub-unidades mas pequefias (Garraway y Evans, 1521).

Los hongos, como todos los organismos vivientes toman el material que estd alrededor de sus
membranas, lo transportan por sitios metabdlicos activos y 1o transforman en energia para el
mantenimiento y procesos biosintéticos (Garraway y Evans, 1991).

Entre las diferentes fuentes de carbeno y nitrdgeno que usan los hongos se encuentran la lignina,
celulosa, pecting, almidén, lipidos, gelatina, urea y aminoacidos, los cuales se describen brevemente

a continuacion:

Celulosa: es un polisacarido complejo que constituye el polimero organico mas abundante sobre el
planeta, puede ser descompuesta en sub-unidades de B glucosa por hidrdlisis (Garraway y Evans,
1991)

Lignina: es e segundo polimero orgénico mas abundanie sobre la tierra y el mayor componente de
las plantas perennes. Es estructuralmente complejo y con alto peso molecular; su estructura quimica
lo hace resistente al ataque de los microorganismos. Hay evidencias gue sugieren que las enzimas .
fenol-oxidasa extracelulares producidas por algunos hongos tales como la lacasa y peroxidasa, la
degradan produciendo preductos de bajo pesc molecular (Garraway y Evans, 1991)

Almidén: es la mezcla de cuando menos 2 polisacaridos llamados amiiosa y amilopectina Es una
polimerizacion de alrededor de 300 moléculas de «-glucosa en una cadena simple (Garraway y

Evans, 1991).
Lipidos: pueden servir como fuente de carbono. Muchas especies de hongos secretan al medio
lipasas que hidrolizan los lipidos en sub-unidades (Garraway y Evans, 1981).
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Sustancias pécticas: se encuentran en las paredes celulares de los vegetales formando una capa
delgada llamada laminilla media, que es la responsable de mantener unidas a las células y no se
considera parte de la pared de ninguna de ellas. Esta compuesta en gran proporcion de pectina que

es blanda y de consistencia gelatinosa (Garraway y Evans, 1891)

Otros compuestos organicos gue son fuentes potenciales de carbono son las que también contienen
nitrégeno  El nitrégeno organico méas comtinmente encontrado son ias proteinas y sus aminoacidos.
Muchas especies de hongos secretan proteasas al medio liberando los aminoacidos que pueden ser
utilizados como nutrimentos Dependiendo de |as especies, los aminoacidos pueden servir como una
fuente de carbdn o como fuente de nitrdgeno, o ambos (Garraway y Evans, 1891).

Urea: es producida por la degradacién de compuestos como purinas, pirimidinas y arginina La urea
“puede utilizarse por los hongos como fuente de nitrégeno cuando se adiciona en el medio (Garraway
'y Evans, 1891).

Aminoacidos: muchos hongos utilizan estos compuestos come fuente de nitrdgeno Pueden
utitizarlos durante el crecimiento o esporulacion. Por ejempio el triptofano, leucina y metionina se
utilizan para la esporulacién, la serina, T-aminobutirato y glutamato son excelentes fuentes de N para
ambos procesos, en tanto la ornitina y la arginina son buenas fuentes solo para el crecimiento
(Garraway y Evans, 1991)

Las diferentes cepas de la misma especie de hongo pueden variar en su habilidad para utilizar ciertas
clases de compuestos de carbono o el uso del mismo compuesto en diferentes rutas metabdlicas.
Cuando se presenta una mezcla de diferentes fuentes de carbono, hay un uso preferencial de algunas

formas, mas. que de otras (Hutchison, 1990 a)

Las investigaciones sobre la actividad enzimatica de varios hongos han tenido interés por el afén de
diferenciar grupos ecologicos basados en su modo de nutricion. El metabolismo de carbohidratos se
ha utilizado como caracter taxondmicos en la identificacién y clasificacion de bacterias, levaduras y
ciertos grupos de hongos filamentosos importantes médicamente. Nobles (1958) y Stalpers (1978)
enfatizaron.la importancia de ciertos caracteres bioquimicos tales como la actividad de la lacasa y Ia '
tirosinasa. Taylor (1874), y mas recientemente Hutchison y Malloch (1988), Kian ef af. (1989) y
Hutchison (1990 b), sugirieron que la uiilizacidn de las caracteristicas bioquimicas y fisiolé,gicas en
adicién con las caracteristicas morfoldgicas pueden ser Utiles en la investigacion de las retacionés
taxondmicas entre.fos Hymenomygcetes (Hutchison, 1990 a). |
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Por esta razon, se planted comprobar si las cepas de Amanita y Suilfus no degradan lignina, . ni
celulosa y determinar si son capaces de degradar compuestos que contienen pectina, lipidos,
geiatina, almidén, casaminoécidos y urea para utilizarlos como fuente de carbono y nitrégeno y
corroborar que dichas respuestas pueden ser Utiles. como caracteristicas taxonémicas en cada

especie.

MATERIALES Y METODOS
Las cepas que se utilizaron para estas pruebas pertenecen a los géneros Amanita y Suillus, las

cuales se encuentran listadas en los cuadros 1y 2

En esta parte, se utilizd la metedologia descrita por Hutchison (1990 a) donde el medio basal utilizado
para el seguimiento de las pruebas fisiologicas fue el MN modificado por Marx (1969), como se
describe a continuacion 1.0 g de glucosa, 2.0 g de extracto de malta; 1.0'g de extracto de levadura,
0.5 g de KHzPO4 ,0.25 g de (NH4):HPQy; 0.15 g de MgSQ4.7H:0, 005 g de CaCly, 0.025 g de NaCl,
0.012 g de FeCl3 8H,0; 15 g de agar; 1,000 ml de agua destilada

Degradacion de la celulosa. Se adicionaron 15 m| de’ medio MNM a frascos de 25 ml, el cual fue
esterilizado y solidificado Por separado se prepard una solucion al 2% (w/v) de celulpsa azure
(Calbichem-Behring Corp., La Jolla, C A.; No. de Cat 219481) en MNM; 1.5 ml de esta suspension
fue adiciocnada asepticamente a cada frasco formando una capa, para esto se ulilizd una pipeta
estéril con la punta rota para facilitar su distribucién. La degradacion de la celulosa se detectd cuando
€l color azul de la celulosa se difundié en la capa inferior, Esta prueba es una modificacién de la

técnica desarrollada por Smith (1977)

Degradacién de la lignina. Para esta prueba se utilizé el MNM eliminando el fosfato de amonio
((NH4):HPQ,) y adicionando 0 2 g/l de poly R-478 (Sigma Chemical Co., St. Louis; Cat. No. P 1900).
Después de la inoculacién, si la Iigni.nasa se produce, se forma una zona evidente de color purpura
alrededor y debajo de la colonia. Esta prueba es una’ modificacion de la técnica de Glenn y Gold
(1983) ' '

Degradacién de la pectina Al medio basal de MNM se le adicionaron 5.0 g/l de pectina-citrus
(Eastman Kodak Co., Rochester, NY). Para disolver la pectina, el medio necesité calentarse y
_ mezclarse completamente antes de esterilizarse Cinco semanas después de ta inoculacion (o antes
si el hongo es de crecimiento répido) las cajas’ de Petri se inundaron por varias horas con una
solucion acuosa al 1% de bromuro de hexadeciltrimetilamonio (Sigma Chemical Co., St. Louis).
Posteriormente, el liquido se removid y si la pectinasa se produjo se pudo observar una zona clara

alrededor de la colonia.
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Degradacion de los lipidos. Al medio basal de MNM se le agregé 0.1 g de CaCly/l. Por otro lado, se
esterilizé por separado el Tween 20 (polixietileno sorbitan monolaureato, J. T. Baker Chemical Co.,
Phillipsburg, N J.) a manera de que quedaran 10 ml por litro de medio. Una vez estériles las
soluciones, se mezclaron moviendo suavemente antes de vertir a las cajas de Petri. En el caso de
que el hongo produzca lipasas se forman cristales macroscopicos visibles alrededor y abajo de las
colonias, que representan las sales de calcio del acido graso (acido lalrico) liberado por la lipclisis.

Degradacién de ta gelatina. Para la elaboracion de este medio se utilizé el medio basal de MNM
conteniendo 120 g/ de gelatina en lugar de agar. Para esto, la gelatina se disolvio en 800 mi de agua
esterilizandose por separado de los demas ingredientes, los cuales se disolvieron y esterilizaron en
100" ml de agua. Después de esterilizar la mezcla de sales se adiciond a la gelatina tibia antes de
vaciar a las cajas de Petri. En e! caso de gue el hongo haya producido proteasas se cbservaria la

licuefaccién de la gelatina alrededor o abajo de la colonia.

Degradacién del almidén. Al medio basal de MNM se le agregaron 2.0 g/l de almidén soluble (BDH
Chemicals Canada Lid, Toronto). Después de cinco semanas de incubacion, las cajas de Petri se
inundaron con una solucidn de yodo (5.0 g Kl y 1.5 g de yodo en 100 mi de agua). Después de varios
minutos el liquido se eliminé. Si el hongo produjo amilasa se observaria una zona destefiida det color
pUrpuré gue tome el medio al adicionar la selucién de yodo. '

Degradacién de casaminoacidos Al medio basal de MNM sin (NH.),HPO, se le mezclaron 5.0 g/i
de ¢asaminoacidos (Difco Laboratories, Detroit, MI). Se le adicionaron 2 mll parpura de bromo cresol
(BDH Chemicals, Canada, Ltd, Toronto) (el cual fue preparado con 1.6 g por cada 100 mi de etanol al
95 %). El medio es de color gris rojizo a un pH inicial de 8.5. Si los casaminoacidos liberan amonio, el
medio se basifica virando a color purpura (pH >6.8) Si el medio cambia a amarillento o claro, es
cuando ocutre la acidificacion (pH<5.2) como resultado de la secrecion de los acidos fangicos. Esta
prueba es una modificacion de |a técnica usada por Summerbell ef al. (1988).

‘Degradacién de urea. Al medio basal de MNM sin fosfato de amonio [(NH4):HPO, Jse le agregaron

509 de glucosa por litro, también se le adiciond rojo fenol (J T Baker Chemicat Co., Phillipsburg,
LJ) a una tasa de 12 mg/l El medio se elabord con 900 ml con agua y se esterilizé por separado. Por
otro lado, 20 g de urea (BDH Chemicals Canadé Ltd, Toronto) se disolvieron en 100 mi de agua y
" esta solucion se esterilizo por filtracién con un filtro milipore de 0.45 um. Posteriormente, los 100 mi
de urea se adicionaron a los 900 ml de agar estéfil hasta afdrar a un litro. También se adicionaron de
2 a 3 gotas de HCI concentrado y se mezcl6 para ajustar el pH a 6 8. El medio se vacié a las cajas de
Petri. Después de la inoculacién, si el hongo produjo ureasa el medio amarillo cambi6 a color rojo (pH
>82). ' o
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Todas la pruebas se realizaron por triplicade inoculando las cajas de Petri y los frascos con cuadros
de 4 mm de diametro, e incubando a 18 C en la oscuridad por 5 semanas. Las pruebas para la

degradaciéh de la celulosa, lignina y casaminoacidos se incubaron por 12 semanas.
RESULTADOS Y DISCUSION
Lignina, celulosa y almidén. En los cuadros 1 y 2 se muestra -que ninguna cepa de Amanita y

Suiltus fue capaz de degradar celulosa, lignina, ni almiddn

CUADRO 1  Dégradacién de compuestos de carbono y nitrégeno por cepas de Amanita

CEPA TAXA Cel Lig Pec.  Llp Gel Alm  Casa  Urea
TLAX2 A muscaria - - - - b R 4+ +
TLAX 22 A muscaria - - - 4+ ++ - + +
TLAX 27 A muscaria : - - - +++ +++ - ++ +
TLAX 41 A muscaria - - S bt ot B + +
TLAX 46 A aff. rubescens - - - - ++ - +
TLAX 4 A sp. Secc. vaginala - - - 4+ R - - +
TLAX 47 A sp. ' - - - - +++ . . -+

Cel:celulosa; liglignina; pec:pectina; ip:lipidos; gelgelating; alm:almidén; casa:casaminodcides; {-) negativo; (+) débilmente positivo;
(++} moderadamente positivo; (+++) fuertemente positive; A=acidificé el medio

Las cepas de Amanita y Suillus probadas no degradaron celulosa y lignina al igual que todos los
hongos ectomicorrizégenos probados por Hutchison (1990). Este autor aclard que en hongos
ectomicorrizodgenos obligados, la alta actividad de celulasa y/o pectinasa podria disminuir o ser
perjudicial para la asociacion, en este caso el hongo podria actuar como patdgeno provocando una
‘respuesta de defensa Por el ofro lado, la baja actividad celulolitica puede ser preferible para el
-hospedero pues limita la penetraciéﬁ, promoviendo &l establecimiento de la micorriza

Sin embargo, se han reportado estudios en fos que algunos hongos ectomicorrizégencs son capaces
de 'metabolizar fuentes de carbono complejas como la celulosa y la lignina; un ejemplo de esto, es el
trabajo de: Norkrans. {(1950. fide Hutchison, 1990 a), quién encontrd qﬁe_ Trichofoma vaccinum fue
capaz de descomponer celuiosa adicionando giucosa como una fuente de carbono promotdra..

“Ademas, se encontré utilizando una técnica de radiorespirémetro, que los componentes de la
lignoeelulosa fueron descompuestos por hongos como Cenococcum geophil_uh?, Amanita muscaria,
Tricholoma aurantium, Rhizopogon lufeolus y R. roseolus (Trojanowski et al, 1984). Por otro lado, se
ha demostrado béja actividad celulolitica en Bolefus variegatus y Amanita citrina (Taber y Taber 1987,
Donnelly, 1891). Asimismo, Chambers et al. (1999) realizaron ensayos directos para determinar la
actividad lignina peroxidasa en gran niomero de hongos ectomicorrizégenos bajo condiciones
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limitadas de Fe. Dichos estudios revelaron que.no hay evidencias que demuestren la produccion de

lignina peroxidasa.

Cuadro 2. Degradacién de compuestos de carbono y nitrégeno por cepas de Suillus _
CEPA TAXA Cel. Lig. Pec. Lip. Gel. Am  Casa  Urea

TLAX 31 S. cothurnatus var. hiemalis - - - - - - + -

TI.AX5 S. glandulosipes - - - - + - + -
TLAX 10 S glandulosipes ' . - - - + - ++

TLAX 25 S glandulosipes - - . - + . -+

TLAX 34  S. glandulosipes - - - - - - ++ -
TLAX 35 . glandulosipes - - . - + . . .
TLAX 40 S lakei - - - . ; . ; ;

TLAX 9 S tomentosus - - + - ++ - + .
TLAX 24 S tomentosus o - - - - ++ - + -
TLAX 33  S. cf. pseudobrevipes . - - - - - LA +
‘TLAX 36 S cf. pseudobrevipes - - - - . ++ .
TLAX 42 S cf. unicofor - - - ++ ++ - + -
TLAX 32 S sp - - - - + -

TLAX 20 8. sp - - - - ++ - ++

TLAX 44 8. sp. - - - IR + - ++ .

Celcelulosa; lig:lignina; pec:pactina; lip:lipidos; gel:gelatina; alm:almidén; casaicasaminodcidas; (-). negativo; (+) débilmente positivo;
(++) moderadamente positiva; (+++) fuertemente positive; LA=ligeramente acido. ' ‘

Por otra parte, Haselwandter ef af (1990) compararon la degradacién de la lignina por hongos
formadores de micorriza ericoide y ectomicorriza, sugifiendo que son capaces de degradar lignina en
el siguiente orden: hongos ericoides > hongos ectomicorrizogenos facultativos > hongos

ectomicorrizogenos obligados (Cao y Crawford, 1893).

Donnetly (1991} indicd que los requerimientos -de nitrégeno juegan un papel importante en la
regulacion de la degradacion de lignina y celulosa por Pisolithus tinctorius, observando un incremento
‘en |a tasa de degradacién de lignina y celulosa cuando se disminuy6 la concentracion de nitrégeno en

el medio de cultivo. -

En el caso del almidon, todas las cepas que se probaron en este ensayo son.incapaces de producir
amilasas, coincidiendo parcialmente con los resultados de Hutchison (1990 a) quién reportd que las
cepas de A. muscaria presentan respuesta negativa; sin embargo, también enconird varias cepas de
-otras especies de Amanita con respuestas fuertemente positivas, entre ellas una de A. rubescens que
en nuestro caso también presentd: respuesta negativa. En cuanto a las cepas de Suiflus, también
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presentaron respuesta negativa a la produccién de amilasas, tal como lo habia reportado previamente

el mismo autor.
Pectina. Ninguna cepa de Amanita fue capaz de degradar pectina {cuadro 1},

Unicamente la cepa de Suillus tomentosus (TLAX 9) fue capaz de 'degrad'ar' pectina en bajas
proporciones, ya que dio una reaccién débilmente positiva (cuadro 2). Hutchison (1990 a) reportd que
solamente una especie de Cortinarius brunneus utiliza este compuesto '

Cairney y Burke {1994) mencionaron que se ha observado que la pared de las células corticales de
las raices de las coniferas son ricas en material péctico y estas células promueven la penetracion
fingica, también hay sugerencias (pero no con evidencias directas) de que el hongo puede
incrementar el contenido de celulosa y pectina en |a pared de ia planta para mejorar su flexibilidad

La habilidad para degradar pectina se ha reportado como caracteristica general de los hongos
ericoides, con gran importancia durante la colonizacion de la raiz, como un pre-requisito para el
establecimiento de la simbiosis endomicorrizica (Perotto ef af., 1997).

Lipidos. De las cuatro cepas de Amanita muscaria estudiadas, tres son ¢apaces de degradar lipidos,
excepto la TLAX 2 (cuadro 1). '

Las cepas de Amanita aff. rubescens (TILAX46) y Amanita sp. (TLAX 47) no crecieran en este medio a
pesar que se repitio tres veces el ensayo. Hutchison (1990 a) reporta a las especies de Amanita con

respuesta negativa en esta prugba,

Por ofro lado, las cepas de Suillus mostraron varias respuestas: |as cepas de Suilus cothurnatus var.
hiemalis (TLAX 31), Suillus tomentosus (TLAX 9 y 24), Suillus cf pseudobrevipes (TLAX 33 y 36) y
Suiffus sp: (TLAX 20} presentaron buen crecimiento, sin producir cristales de sales de calcio, otras
‘cepas presentaron crecimiento escaso 0 no crecieron, en este caso encontramos ias cepas de Suillus
glandulosipes (TLAX 5, 10, 25, 34 y 35), S. lakei (TLAX 40) y dos cepas de Suiffus sp. (TLAX 32.y 44),
Unicamente |la cepa de Suiffus cf wunicolor (TLAX 42) presentd una respuesta moderadamente

positiva. Hutchison (1990 a) reporté resultados muy diversos en las especies de Suillus
Fries et -al. (1985) encontraron que el material :exudado de-las raices como los carbohidratos,

aminoacidos y acidos organicos de bajo peso molecular son de gran importancia para la vida y las
actividades de los microorganismos del suelo, ‘aunque los estudios con lipidos son pocos, se ha
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encontrado que algunos hongos como Boletus y Laccaria .amethystina reaccionan con los aceites

vegetales incrementando su tasa de crecimiento.

Gelatina. Todas las cepas de Amanita fueron de moderada a fuertemente positivas en la produccion
de proteasas {cuadro 1). Hutchison (1990 a) reporté que A. muscaria presentaba respuestas variadas,
desde negativas hasta ligeramente positivas, en tanto el resto de las especies eran moderadamente

positivas

En cuanto a las cepas de Suillus (cuadro 2), encontramos que algunas presentan respuesta de ligera
a moderadamente positiva y solamente las cepas de S. cothurnatus var hiemalis (TLAX 31), una de
8. glandulosipes (TLAX 34), S. lakei y las dos cepas de Suillus cf pseudobrevipes (TLAX 33y 38) no
degradaron la gelatina. Hutchison (1990 a) reportd que todas las cepas de Suiflus que trabajé fueron

negativas.

Casaminoacidos. En el cuadro 1 se puede cbservar que las cepas de A muscaria (TLAX 2, 22, 27 y
41) degradaron casaminoécidos, con una respuesta desde débil hasta fuertemente positiva. Las
cepas TLAX 4 (Amanita sp. secc. vaginata)'y 47 (Amanita sp ) dieron resultados negativos. Hutchison
(1990 a) reportd que la mayoria de cepas de Amanita presentaban respuesta negativa o que
acidifican ligeramente el medic. En este estudio, Unicamente la cepa de A aff. rubescens (TLAX 48)

acidifictd el medio de cultivo.

En el cuadro 2 se muestra que las cepas de Suillus glandulosipes (TLAX 35) y S. fakei (TLAX 40) no
degradaron casaminoacidos, ' las cepas. Suillus cothurnatus var. hiemalis (TLAX 31}, Suillus
glandulosipes (TLAX 5), Suillus tomentosus (TLAX 9 y 24), Suillus of. unicolor {TLAX 42) y Suillus sp.
(TLAX 32) degradaron débilmente los casaminoacidos; mientras que las cepas de Suiffus
glandulosipes (TLAX 10, 25 y 34), Suillus cf. pseudobrevipes (TLAX 36) y Suillus sp. (TLAX 20 y 44)
degradaron moderadamente este compuesto; Unicamente la cepa de Suillus cf. pseudobrevipes
(TLAX 33) acidificé débilmente el medio de cultivo. Hutchison (1990 a) reporté que todas las cepas de
Suillus que estudid fueron negativas y Gnicamente una cepa de S. umbonatus acidificé el medio de

cultivo,

Keller-{1996) encontrd un alto grado de variabilidad en cepas de Suillus cuando los aislamientos se
obtuvieron en’ diferentes estados sucesionales del bosque, encontrando variaciones considerables
intraespecificas en la hahilidad para usar proteinas como fuente de nitrégeno, sin una correlacién
obvia con el tipo de rodal  Mencioné que las diferencias en la capacidad proteolitica pueden ser pre-
requisito para la explotacion selectiva de fuentes de nitrégeno crganico por cepas de una especie
dada.
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También se ha observado que algunas cepas de hongos en cultivo puro presentan crecimiento pobre
al utilizar proteinas como fuente de nitrégeno, por lo que las diferencias en la actividad -proteolitica
pueden ser importantes para determinar la distribucidn de los hongos ectomicorrizégenos en espacio
y tiempo y puédeh explicar los tipos de sucesién observada durante el crecimiento del bosque,
aunque no excluye la posibilidad de que hongos de estado temprano aislados de suelos con alto
contenido organico presenten actividad proteolitica (Finlay y Frostegard, 1990).

Por otro lado, Berredjem et al. (1998) encontraron gue aminoacidos tales como el glutamato, la
alanina y el aspartato son excelentes fuentes de nitrégeno para Laccaria bicofor pero solamente en la
presencia de cantidades esenciales de glucosa, indicando que estos aminodcidos son pobres en

carbono

Urea. Todas las cepas de Amanifa crecieron sobre el inéculo y produjeron débilmente ureasa,
excepto la TLAX 47 que fue moderadamente positiva; sin embargo, las cepas reportadas por

Hutchison (1980 a) no produjeron ureasa.

En la prueba de degradacion de urea, para las cepas de Suillus se pudo cbservar. las cepas de Suilfus
cothurnatus var. hiemalis (TLAX 31), Suillus glandulosipes (TLAX 5, 34 y 35), S, fakei (TLAX 40} y
Suillus cf unicolor (TLAX 42) no crecieron en presencia de la urea, en tanto las cepas de Suillus
glandufosipes (TLAX 10 y 25) presentaron crecimiento de la colonia con una degradacion debil, la
cepa de Suillus tomentosus TLAX 9 no crecid; en tanto la TLAX 24 crecié pero con respuesta
negativa, la cepa TLAX 33 de Suilius cf. pseudobrevipes no creci6, mientras que la TLAX 36 presentd
una degradacion débil; las cepas de Suillus sp. (TLAX 32 y 20) presentaron una degrédacién déhil,

mientras que la TLAX 44 no pradujo ureasas.

Las pruebas realizadas detectan la actividad enziméatica y proporcionan solamente una aproximacion
de la capacidad de cada hongo. Cuando se producen cantidades muy pequefias de estas enzimas,
estas pruebas no pueden detectarlas, por lo que no pueden indicar el potencial de cada hongo in vivo
{Hutchison, 1830 a}. '

CONCLUSIONES
» las regpuestas negativas, en las pruebas de degradacién de lignina y celulosa ayuda a
- comprobar que los hongos estudiados son ectomicorrizégenos, debido a que este tipo de
-hongos siempre van a ser incapaces de degradar estos compuestos
‘e - Larespuesta positiva en la degradacién de lipidos fue. consistente para las cepas de Amanita,

por lo que esta prueba podria tener caracter taxondmico en el género,
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La prueba de degradacion de almidén, fue negativa para las cepas de Suiflus estudiadas,
mientras que para las cepas de Amanita, las cepas mexicanas presentaron respuesta
negativa y ias de Norteamérica algunas fueron positivas y otras negativas.

La degradacion de gelatina por las cepas de Amanita fue en su mayoria respuestas positivas,
por lo que se pedria utilizar, para diferenciar cepas de este género. Por poro Jado, las cepas
" mexicanas de Suilfus spp., produjeron proteasas, sin embargo las cepas de Norteamérica no,
‘por lo que para este género, no funciona, la prueba de produccion de proteasas como
caracter taxondmico.

£n la degradacion de aminoacidos, se obtuvieron diferentes respuestas para los dos géneros
estudiados, por lo que esta prueba, no funciona como caracter taxonomico

La produccién'de urgasas positiva, fue constante en las cepas de Amanita de México, sin
embargo, esta prueba fué negativa en las cepas de Norteamérica. Mieniras que las cepas de
Suillus presentaron diferentes respuestas, por lo que para estos géneros, la prueba no
funciona como herramienta taxonémica.

| De manera general las pruebas que pueden tener caracter taxonémico en estos géneros, son
la degradacién de lipidos y gelatina.
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PARTE 4
ACTIVIDAD DE LA POLIFENOL-OXIDASA

ANTECEDENTES _
Paralelamente a los estudios ecolégicos sobre la descomposicidn microbiana de la madera y del
humus, se han realizado estudios de degradacion de los sustratos fendlicos con las enzimas lacasa y
tirosinasa;- las cuales varian dependiendo de la especie fingica y de su estado de madurez,
encontrandose gue estas variaciones tienen importancia morfogenética asociada con la pigmentacion
y fructificacion de los hongos (Marr, 1979; Penttila y Saloheimo, 1998).

Los mecanismos por los cuales los hongos degradan lignina son sélo parcialmente conocidos. Las
evidencias sugieren que-las enzimas extracelulares producidas por los hongos oxidan los anillos
aromaticos y los lados alifaticos de las cadenas produciendo productos de bajo peso molecular que
pueden ser asimilados mas faciimente. De acuerdo con el aceptor de electrones usado, las enzimas
ligninaliticas oxidativas se pueden dividir en.peroxidasas, |as cuales utilizan HzO; para su actividad, y
lacasas gue oxidan compuestos fendlicos con una amplia especificidad de sustratos, donde la
molécula de O2 es reducida a agua (Penttila y Saloheimo, 1999)

Se ha observado que la melanogénesis es un procesc comun en muchos hongos cuande se
maltratan, los cuales forman complejos rojizos que cambian a coloraciones desde color café hasta
negro; el compuesto responsable de este proceso se ha identificade como tirosinasa (Marr, 1984).

En estudios realizados por Bavendawn (1928 fide Marr et af 1986) y Nobles (1958 fide Marr ef af,
1886) sobre ef crecimiento de hongos en extracto de malta con acido galico o taninico, se observé
que algunos hongos producen una zona oscura scbre el agar si son capaces de producir polifenol-
oxidasas. Se dedujo que la produccidn de estas enzimas tienen potencial taxondmico, ya gue puede
separar a los hongos de la pudricién blanca que producen la enzima, de los de la pudricién café que

no la preducen (Hutchison, 1990 b).

En estudios posteriores, se ha visto que las lacasas y tirosinasas oxidan aminas aromaticas y fenoles,
ademas de que algunos investigadores han notado que estas dos enzimas existen en formas
multiples, cada isoenzima (forma) utiliza un sustrato caracteristico. Algunos investigadores han
descrito varias formas moleculares de estos compuestos (Marr, 1979).

Marr (1879 y 1984) realizd pruebas con diferentes reactivos en cuerpos fructiferos de Agaricales
encontrando que la L-tirosina, p-cresol y fenol detectan tirosinasa; por otro lado, la siringaldazina y el

a-naftol identifican lacasa; también encontrd que el pirogalot, guayacol y guayaco no son sustratos
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especificos de estas enzimas. Llegd a la conclusion de que el a-naftol es un detector ideal para las
lacasas totales, sin embargo, algunas variedades de estas enzimas no son detectadas con este
compuesto. Por otro lado, el p-cresol es un sustrato especifico para ia tircsinasa (Marr, 1979).

En cuanto a honges ectomicorrizogenos, Giltrap (1982) encontrd que 57 de 75 aislamientos producen
paca o ninguna polifenol oxidasa, sin embargo, 7 de 8 especies de Lactarius producen estas enzimas
tan vigorosamente como las especies soprobias, por lo que deduce que posiblemente se trate de
organismos facultatives. EI mismo autor menciona que las diferencias de las reacciones en distintos
aislamientos de la misma especie pueden indicar diferencias fisiolégicas intraespecificas. Mas tarde,
Grams et al. (1998) encontraron gue algunos hongos ectomicorrizégenos son capaces de mineralizar
material complejo derivado de plantas y lignina.

" Marr ef al, (1986) trabajaron con 359 hongos, representados por 222 especies de basidiomicetos
‘encentrando que los resultados fueron constantes entre los especimenes maduros € inmaduros de |a
“misma recoleccion, argumentando que la variabilidad entre las réplicas fue insignificante, por lo que
no se disminuye el potencial taxondmico de las pruebas. Dichos autores demostraron que los hongos
-pueden categorizarse en cuatro grupos fisiclégices los cuales reflejan afinidades taxonomicas.

Hutchison (1990 b) estudié 169 aislamientos de hongos ectomicorrizégenos, encontrando que pueden
ser colocados en grupos que reflejan su afinidad taxondémica, basados en la presencia, ausencia o
dominancia de ias enzimas lacasa o tirosinasa.

De acuerdo con lo reportado, es importante conocer las respuestas de las cepas mexicanas de
hongos ectomicorrizégencs, por lo que se planted realizar las pruebas de deteccion de la polifenocl-
oxidasa con cepas de Amanita y Suillus para determinar si hay consistencia con las respuestas

reportadas en |a literatura para cepas de estos géneros

MATERIALES Y METODOS

Este ensayo se baso en la metodologia propueéta por Hutchison (1990 ), en la cual se prepararon
los medios de papa dextrosa agar (PDA, Bioxon Becton Didkinsorp. de México), Melin y Norkrans
Modificado (MNM), Hagem (HG) (Molina y Palmer, 1982) y biotina-aneurina-acido félico—agar (BAF)
(Moser, 1960).

Con un bisturi se cortaron trozos de 4 mm de didmetro del margen de colonias en crecimiento activo,
los cuales se colocaron en el centro de cada caja de Petri de 90 mm conteniendo 30 mi de los medios
de cultive. Se inocularon cuatro cajas por cada medio preparado y por cada aislamiento,
posteriormente se sellaron con egapac y se incubaron en {a oscuridad a 18 °C durante 5 semanas
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Por otro Iai'dé, se prepararon soluciones 01 M de a-naftol y p-cresol (Matheson, Coleman- & Bell
Manufacturing' Chemist, Norwodd, Ohio) en alcohol al 95 % Estas dos sustancias se utilizaron como
indicadores de lacasa y tirosinasa, respectivamente (Hutchison, 1980 b). Estas soluciones se
guérdaron en frascos goteros oscuros bien cerrados, los cuales se almacenaron hasta el momento de
sér utilizados. Dado 'que' estas soluciones son toxicas, fue necesario el uso de guantes de pléstico

para su aplicacion

Después de cinco semanas de incubacion, las cajas se destaparon y se pusieron de una a dos gotas
de cada solucion sobre la superficie del margen de cada colonia; la solucion de o-naftol se aplicd en
un extremo de la colonia y el p-crasol en la posicién opuesta; después, las cajas fueron selladas

nuevamente con egapac.

Se hicieron lecturas una hora después de la aplicacién de los reactivos. La presencia de lacasa
pfoVocé un cambio de color del a-naftol a azul o plrpura; mientras que con el p-cresol se observd un
ca'm.b'io' de color a naranja rojizc o café indicando la presencia de tirosinasa. Las reacciones se
registraron de acuerdo con la intensidad de colores: (-) si no se observd cambio de color; (+) si la
coloracion fue muy débil; (++) si la coloracion fue débil; (+++) si la coloracion fue moderada, (++++)

si ocurre una coloracion fuerte; y (+++++) si ocurre una coloracion intensa (Hutchison, 1990 b).

Basados en |a propuesta de Marr et a/ (1986), las respuestas de los hongos se agruparon en cuatro

categorias fisiologicas.

Grﬁpo l. (grLipp hegétjvo) donde no se detecta lacasa ni tirosinasa,

Grupo . (grupo de ﬁrosiﬁasa dominante) ddndé la reaccién de la tirosinasa es mas fuerte (3 veces
més grande, o mas), con relacion a |a lacasa que es débil,

Grupo I, {grupo de lacasa dominante) cuando ta reaccién de la lacasa es mas fuerte (3 veces mas

7 grande o mas) que la reaccidn de la tirosinasa |

Grupo IV (grupo equwalente) cuando las reaccuones de la Iacasa y tirosinasa son iguales, o cuando

la dommancaa no excede 3 1

Se puede determinar facilmente la dominancia de una enzima sobre la otra, por la observacion

directa.

92



RESULTADOS Y DISCUSION |
Clasificacién de las cepas de Amanita ante el a-naftol y p-cresol (Cuadro 1).
Con excepcion la la cepa TLAX 41, las cepas. de Amanita muscaria presentaron una reaccion muy

débil en’ a-naftol 'y moderada en p-cresol después de haber aplicado los reactivos de prueba,

clasificandose en &l grupo Il

En Amanita aff. rubecens (TLAX 46) se pudo observar una respuesta negativa al a-naftol y una

respuesta intensa con el p-cresol, ¢lasificAndase en el grupo il

La cepa de Amanita seccién vaginata (TLAX 4) mostré una respuesta equivalente con el o-naftol vy el

p~cresol, clasificandose en el grupo 1V

La cepa de Amanita sp TLAX 47 presentd una reaccion muy débil con el a-naftol y moderada con el

p-cresol, clasificandose en el grupo 1l

Cuadro 1. Clasificacién de la actividad enzimatica las cebas de Amanita

Lacasa a-NAFTOL Tirosinasa p-CRESOL

Cepa BAF  PDA  MNM MG BAF PDA  MNM Hg G
TLAX 2 - - - - + - ++ +++ "
A muscaria
TLAX 22 + + + + +t +++ +++ +++ {
A. muscaria
TLAX 27 + < + - + ++ + ++ If
A muscaria
TLAX 41 ++++ ettt + 4t F4++ Fdtbd bbb bt Rt [AY)
A muscaria
TLAX 45 - - - - +++ +++ +++ +++ ]
A aff. rubescens
TLAX 4 +++ +++ +++ +++ ++4+++ . R R 3%
A sp secc
vaginata
TLAX 47 + + + + +++ +++ +++ 4t I
Asp .

{-} no se chservd Cambio do color; (+) coloracion muy débil; (++) coloracion débil; (+++) coloracion qu.erada; {++++4) coloracién
fuerte; (+++++) coloracién intensa, 1. grupo negative; Il. grupo de tircsinasa dominante. Ill, grupo de lacasa dominante IV, grupo
equivalente ’ o

En nueétfos resultados pudimos observar respuestas consistentes de ias diferentes especies, como
sucede con las cepas de Amanita las cuales presentaron una respuesta tirosinasa dominante (grupo
il) después de una hora; estos resultados concuerdan con los obtenidos por Marr (1886) y Hutchison
(1990 b) para las mismas especies. Solamente la cepa de Amarita muscaria (TLAX 41) presentd una

respuesta equivalente (grupo V).
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Clasificacion de las cepas de Suillus ante el a-naftol y p-cresol (Cuadro 2)..

El género Suiflus presentd diferentes respuestas después de haber puesto los reactivos: las cepas de
S. cothurnatus var. hiemalis (TLAX 31), todas las cepas de Suillus glandulosipes, una cepa de S.
tomentosus (TLAX 9), Suillus cf. pseudobrevipes (TLAX 33) y-una cepa de Suillus sp. (TLAX 32)
respondieron ante los reactivos de forma equivalente, considerandose en el grupo IV.

Cuadro 2. Clasificacion de la actividad enzimatica las cepas de Suilfus.

Cepa Lacasai-NAFTOL tirosinasaP-CRESOL Grupo
BAF PDA MNM HG BAF PDA MNM HG

TLAX 31 o+ ++ + - +4 o+ ++ + IV
S cothurnatus
TLAX 6 ++ - +++ + ++ ++ ++ + v
S giandulosipes
TLAX 10 - +++ - - + 4 - + v
S. glandulosipes
TLAX 25 + + + - + + + v
S. glandulosipes
TLAX 34 ++ oo + ++ + ++ + + v
S glandulosipes
TLAX 35 ++ - ++ 4 + ++ ++ +4 + v
S glandulosipes :
TLAX 40 - - - - - . " - !
5. lakei
TLAX 9 +++ ++++ +++ +++ + ++ + + v
8. tomentosus
TLAX 24 - - . - - - , . |
3. lomeantosus _ L
-TLAX 33 ++ +++ ++ ++ ++ +++ ++ ++ v
8. cf. pseudobravipes . _
TLAX 36 - + - - - o+ - - i
8 cf. pseudobrevipes
TLAX 42 - S + - ++ ++ ++ ++ 1]
S. cf unicolor
TLAX 32 T4+ ++ + ++ ++ e ++ ++ V.
S.sp. + .
TLAX 20 - - - - - - - - |
S sp.
TLAX 44 - - - - + +db - + 1]
S. sp

{-} no se observé cambio de color; (¥) coloracion muy débil; (++) coloracidn débll; (+++) coloracion moderada;. (++++) coloracidn
fuerte; {+++++) coloracidn intensa. . grupo negativo; Il. grupo de tirosinasa dominante. Ill. grupo de lacasa dominants IV, grupo
equivalente. T=tiempo después de aplicar los reactivos )

Las cepas de Suiflus tomentosus (TLAX 24), Suillus cf. pseudobrevipes (TLAX 36) y Suillus sp. (TLAX
20) presentaron una reaccion negativa (grupe 1} después de una hora.

Suitlus cf. unicolor (TLAX 42) y Suillus sp (TLAX 20) dieron una respuesta tirosinésa domi.nante

(grupo 11)

La cepa de Suillus lakei (TLAX 40) presentd una respuesta negativa (grupo |).
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Hutchison (1990 b) mencioné que cuando se dejan las colonias con el reactivo mas tiempo del

indicado puede dar una reaccién positiva falsa por auto-oxidacion.

Todas las cepas de Suillus glandulosipes respondieron de manera consistente, sin embargo, tambien
se encontré variacién en algunas cepas pertenecientes a una misma especie como S tormentosus o

Suillus cf. pseudobrevipes que presentaron respuestas diférentes. -

Hutchison (1990 b) observd variacién en las respuestas de los géneros Cortinarius y Hebeloma,
donde sus especies mostraron reacciones diferentes, pudiende ser ubicadas en subgéneros
particulares. Este autor sugirid que falta por examinar gran namero de especies que podrian explicar

las respuestas diferentes.

Hutchison (1890 b) observé que varias especies de Suiffus presentaron una reaccion negativa tanto
en los basidiomas como en los cultivos Por otro lado, Thiers (1984) y Bruns et al. (1989) reportaron
gue el género Suillus puede presentar reaccién negativa con las dos enzimas o agruparse como

tirosinasa dominante dependiendo de la especie.

Hutchison (op c¢if) menciond que la respuesta en la actividad polifenol-oxidasa entre los cullivos y
basidiomas es similar para las mismas especies. En algunos casos, fas diferencias se pueden deber a
gue se restringen las observaciones a ciertos tipos de medios de cultivo en los cuales se pueden
encubrir los resultados, debido a que los productos naturales que se incorporan al medio tales como
el extracto de maita que tiene una alta infiuencia sobre la formacion de lacasa en los cultivos jovenes,

respuestas que ho seé observa en los medios sintéticos.

Hutchison (1990 b) mencioné que la funcién de las lacasas en los hongos ectomicorrizégenos no es
clara, pero se ha asociado con la dominancia de los compuestos fendlicos antifingicos producidos
como barreras de defensa por Ias ralces de los arboles. También se ha encontrado gue las lacasas
pueden ayudar a los hongos ectomicorrizoégenos en la destoxificacidn de los compuestos fendlicos
encontrados en la capa de humus de los suelos forestales, Otra posible ruta de accidn de las lacasas
en hongos ectomicorrizégenos es su relacion con la pigmentacion de los cuerpos fructiferos como las
guinonas, |las cuales son el resultado de 1a ruptura de los compuestos fendlicos.

Hutchison (op. cit.) mencioné que a pesar de todo, la presencia y deteccién de lacasa y tirosinasa en
hongos ectomicorrizégenos por pruebas quimicas es un caracter taxondmico consistente en los
cultivos puros trabajados por él Al analizar nuestros resultados encontramos respuestas consistentes
como en los casos del género Amanita y Suillus glandulosipes; aunque por ofro lado, en S

fomentosus se observaron dos tipos de respuestas que lo clasifican dentro del grupo 11 y 1V; el mismo
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autor, reportd que la mayoria de cepas dé esta especie pertenecian al grupo | y sclamente hubo dos
con respuestas diferentes que fueron ubicadas en los grupos ll y IV Por lo anterior, es conveniente
realizar mas pruebas de este tipo que nos ayuden a apoyar esta propuesta o que nos de argumentos

para desecharta.

Es importante que cuando se hacen las ﬁruebas para detectar las enzimas que se producen, l0s
reactivos se apliquen en los margenes de las colonias, debido a que las hifas jévenes son las
productoras mas activas de lacasa (Shan 1, 1966; Harkin ef al,, 1974).

CONCLUSIONES -

» Las cepas de Amanita presentan respuesta tirosinasa dominante; sin. embargo, no siempre
hay consistencia en las respuestas, pues dos cepas (TLAX 41 y 4) presentaron una respuesta
equivalente, l

o Por otro lado, se pudo observar que las cepas del género Suiflus, tanto en la literatura como
en nUe’stros ensayos presentan tres respuestas diferentes negativa, tirosinasa dominante o
equivalente '

« A nivel de especie, se pudo observar que las cepas de S tomentosus y Suillus cf.
pseudobrevipes ' presentaron respuestas intraespecificas diferentes (negativa y equivalente).

‘-' Por otro lado, ni en la literatura ni en nuestros ensayos se ha encontrado respuesta lacasa

dominante.
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~ PARTES
' REACCION DEL MICELIO CON AZUL DE DIAZONIO

ANTECEDENTES |

Los cultivos puros de hongos ectomicorrizégenos son dificiles de identificar, en parte porque
producen 'pocas estructuras micromorfologicas o no producen las necesarias para su diferenciacion
(Zak y Bryan, 1963; Zak y Marx, 1964) Hutchinson, (1991) menciond que para la identificacion de
aislamientos desconocidos se necesita usar caracteres macromorfoldgicos como la textura y el color
de la colonia pero, también se puede hacer uso de herramientas genéticas, bioquimicas o fisioldgicas.

Una de [as pruebas hioquimicas desarroliadas para los hongos es la tincidn de las paredes celulares
cor tetrazotizedo-o-dianizidina, comunmente referida como azul de diazonio o azul rapide B (Hopsu-
Havu et al, 1967 fide Huichinson y Summerbell, 1980; Tevaganond, 1981 fide Hutchinson y
Summerbeli, 1990). Estas tinciones han servido para diferenciar las ievaduras de los ascomicetos de

|as de los basidiomicetos.

El azul de diazonio B es un compuesto que no se ha utilizado ampliamente con los hongos
filamentosos, debido a que su micelic aérec generalmente repele las soluciones acuosas del
colorante a causa de sus constituyentes hidrofébicos. Summerbell (1985) superd este obstaculo
haciendo crecer a los hongos filamentosos sumergidos en cultive liquido. Se establecié que el azul de
diazonio B puede ayudar a la separacion de ascomicetos y basidiomicetes, dado que el micelio
soporta la hidrdlisis alcalina con una solucidn de hidréxido de potasio. Summerbell (1985) registro que
el micelio no eéxpuesto ‘a este tratamiento mostrd una reaccién amarilla, como ocurrié con el micelio
de dos especies de basidiomicetés ectomicorrizégenos (Hutchinson y Summerbell, 1930).

Hutchinson y Summerbell (1990) encontraron -que el micelio de los basidiomicetos da una reaccion
desde roja hasta violeta cuando es tratado con KOH fresco; en contraste, los ascomicetos presentan
diferentes  respuestas, las cuales pueden ser desde negativas, hasta coloraciones rojas y

oscurecimiento del micelio

Es por esto, que en el presente ensayo se planted determinar si los micelios de Amanita y Suillus
tratados con KOH y sin tratamiento presentan las mismas reacciones  reportadas por Hutchinson y
Summerbeli (1990) ante el colorante azul de diazonio y de esta manera utilizar estos resultados como
herramienta taxondmica para la identificacién de aislamientos de hongos ectomicorrizégenos.
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MATERIALES Y METODOS

La realizacion de este ensayo se basd en la metodologla propuesta por Hutchinson y Summerbell
(1990). Para esto, se prepard medio de MNM sin agar (Marx, 1869) adicionando 100 mi de este
medio a matraces Erlenmeyer de 250 ml, los cuales se taparon con tapones de algodon y se
esterilizaron por 15 minutos a 120 |b de presidn Una vez que se enfrid el medio de cultivo, se
incgularon tres cuadros de 4 mm de diametro de cada ceolenia a probar Por cada matraz, se
extrajeron tres muestras de micelio a las cuales se les realizé la prueba Los frascos se colocaron en
una agitadora mecanica a 100 rpm durante cinco semanas y se incubarona 20C.

Después del pericdo de incubacién, las colonias se extrajeron y lavaron completamente con agua
destilada. Una parte del micelio se colocéd en frascos con KOH 1N v se incubaron a 5 C por 12 horas,
posteriormente el micelio se enjuagd y se tratd de la misma manera que el micelio no tratado.

El azul de diazonic B (o-dianisidine, fetrazotized. Sigma Chemical Co.) se disolvié en una tasa de 1
mg/ml en una solucién acuosa de clorhidrato de trizma 0.1 M (Sigma Chemical Co.) (pH 7.0) y se

enfrioas C.

Para el manejo de los reactivos fue necesario utilizar guantes de plastico como una precaucion ya
que el réactivo utilizado es téxico. Los dos micelios {tratados con y sin KOH) se colocaron en cajas de
Petri de vidrio ¥ se les agregaron varias gotas del azul de diazonio B (recién preparade) sobre las
superficies, revisando las reacciones de las colonias a los tres minutos.

El micelio expuesto a una hidrdlisis alcalina con una solucién de: hidroxido de potasio por 12 horas y
posteriormente tefiido con el colorante puede ayudar a separar ascomicetos de basidiomicetos. Por
otro lado, el micelio no tratade con el KOH puede dar 5 respuestas diferentes: 1) respuesta negativa,
2) tincidn de rojo a violeta; 3) tincidn amarilla; 4) interior rojo y exterior amarilio; 5) interior amarillo y

exterior rojo (Hutchinson y Summerbell, 1890).

RESULTADOS Y DISCUSION

En el cuadro 1 se puede observar que las colonias de Amanifa tratadas con KOH y con la adicidn del
colorante presentaron una coloracién rojiza, resultados que concuerdan con los obtenidos por
Hutchinson y Summerbell (1990) para los basidiomicetes.

En cuanto al micelio que no se tratd con KOH, se pudo observar que la cepa de Amanita muscaria
TLAX 2 dié una respuesta negativa, én tanto en la cepa TLAX 22 se observé un ligerc color rosado y
las cepas TLAX 27 y 4tpresentaron una coloracién ligeramente amarilla; las cepas de Amanita aff.
rubascens TLAX 46, Amanita sp seccién vaginata TLAX 4 y Amanita sp. TLAX 47 dieron una
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reaccion negativa. Al comparar con los resultados reportados por Hutchinson y Summerbell (1990) se
puede detectar que no hay una correlacion entre Ias'cepas de A. muscaria trabajadas y reportadas, ya

gue presentaron mucha variacion en las respuestas

Cuadro 1. Reaccion del micelio de las cepas de Amanita ante el azul de diazonio

Cepa.. . - Taxa - Micelio tratado  Micelio sin tratamiento
S -con KOH con KOH

TLAX 2 Amanita muscaria ++ .

TLAX 22 A. muscaria ++ F4+

TLAX 27 A muscaria ++ a+

TLAX 41 A, muscaria ++ a+

TLAX 46 Amanita aff rubescens +4+

TLAX 4 Amanita sp secc. ++

vaginata
TLAX 47 Amanita sp. ++

- negativo; + ligeramente positivo; ++ moderadamente positive; a+ ligeramente amarillo; r+ ligeramente rosade

En las colonias de Suiflys tratadas con KOH se presentaron coloraciones desde rosadas hasta rojizas,

caracteristica que comprueba que se trata de basidiomicetos (cuadro 2).

Por ofro lado, en las colonias que no se trataron con KOH se observarcon las siguientes respuestas
Las cepas de Suillus glandulosipes (TLAX 5, 10, 25 y 35) presentaron respuesta negativa, pero.en la
- TLAX 34 se observaron coloraciones rojizas con el margen amarillo. Las cepas de Suillus cothurnatus
var hiemalis (TLAX 31), S, tomentosus (TLAX 9 y 24), Suillus cf. pseudobrevipes (TLAX 33y 36) v
Suifus cf. unicolor (TLAX 42) presentaron respuestas negativas. En la cepa de S. Jakei (TLAX 40) se
observé una coloracion de ta colonia ligeramente amarilla; en las cepas de Suillus sp. se observa"rqn
respuestas diferentes. la TLAX 32 se tifid ligeramente de amarillo, 1a TLAX 20 de color rojizo con el
margen amarilio y la TLAX 44 mostréd una respuesta negativa al colorante. Al comparar nuestros
resultados con los de la literatura se puede observar que las cepas mostraron respuestas diferentes,
ya que las reportaron: desde negativa, micelio ligeramente amarillo, hasta fuertemente amarillo; y
desde moderadamente positivo (rojo), hasta micelio oscurecido por la pigmentacion

CONCLUSIONES

« Con jos resultados obtenidos en nuestro ensayo se puede concluir que el hecho de realizar
las pruebas tratando el micelio con KOH ngs puede ayudar a separar cepas provenientes de

basidiomicetos de posibles contaminaciones.
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+ En cuanto al micelio que no es tratado con KOH, se pudo observar mucha variacion en las
respuestas, por o que es conveniente que se realicen mas ensayos probando mayor nimero

de cepas de diferentes taxa.

Cuadro 2. Reaccidn del micelio de las cepas de Suiflus al reactivo de azul de diazonio

Cepa o Taxa Micelio tratado  Micelio sin tratamiento
: con KOH con KOH
TLAX 31 Suillus cothurnatus var. hismalis + -
TLAX 5 S glandulosipes + -
TLAX 10 S glandulosipes + -
TLAX 25 8. glandulosipes ' o+
TLAX 34 S glandulosipes + ar
TLAX 35 S glandulosipes ++ -
TLAX 40 S lakei ++ a+
TLAXS S tomentosus +4
TLAX24 S tomentosus ++ -
TLAX 33 3uiflus cf. pseudobrevipes o+ ‘ -
TLAX 36  Suillus cf. pseudobrevipes ++ i
"TLAX 42 Suillus cf unicolor + -
TLAX 32  Suillus sp. : - ©ar
TLAX 20  Suilus sp. ++ ar
TLAX 44 Suitius sp ' + .

- negativo; + ligeramente positive; ++ moederadamente positivo; a+ ligeramente amarillo; r+ ligeramente rosado; ar amarillo en &l
exterior y rojizd en el interior o : .
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, : PARTE 6
"ANALISIS DE SIMILITUD DE LAS CEPAS DE Amanita Y Suillus

El uso de métodos multivariados es de suma importancia para lograr la separacion y medida de la
variacién en el conjunto de cepas utilizadas. Por el tipo de datos que se obtuvieron en las respuestas
de las cepas, se requiere hacer un andlisis de conglomerados, que es una técnica analitica que forma
grupos de individuos, basadas en sus similitudes (Hair, 1999, Dallas, 2000}

El andlisis de conglomerados agrupa a los individuos, de tal manera que los individuos que se
encuentran en un mismo conglomerado son mas parecidos entre si que los de otros conglomerados
Este tipo de andlisis es muy util cuande se desea comprobar hipbtesis previamente establecidas
(Hair, 1999)

Asimismo, como parte de este tipo de analisis la taxonomia numérica trata de descubrir estructuras y
patrones dentro de un conjunto de datos, realizando arreglos fenéticos de 1as unidades taxondmicas
(OTU), donde las técnicas utilizadas estan disefiadas para generar hipdtesis mas que para probarias,
considerandose un mecanismos de.expioracion y no tanto de confirmacién (Kohimann, 1994}

Dada la importancia que tiene el analisis multivariado para la organizacién de datos, nos propusimos
realizar un analisis de similitud con las cepas de Amanita y Suillus (OTU’s), tomando los resultades de
las siguientes pruebas fisiolégicas como los caracteres: crecimiento en diferentes temperaturas,
degradacion de diferentes - compuestos organicos y nitrégeno, .actividad polifenol oxidasa y
compuestos fungistaticos, asimismo, se incluyeron los resultados de las cepas pertenecientes a esfbs
mismos géneros reportados por Hutchison (1990a, 1990, 1980¢, 1990d y 1881), con ¢ fin de definir
si existen agrupamientos taxondmicamente consistentes entre las cepas mexicanas y las previamente
-estudiadas por dicho autor, 1o que serfa un indicador del valor taxonémico de las pruebas fisioldgicas

utilizadas...

METODOLOGIA _
De acuerdo con Crisci y Lopez (1983) y Kohlmann (1994), se seleccionaron las cepas de Amanita y
Suillus, tanto de las cepas probadas en este trabajo como de las reportadas en la literatura.

Los caracteres que se utlllzaron fueron los SIQuzentes degradacnon de pectlna degradacrén de
almidén, lipidos, urea y geiatma produccsén de polifenol oxidasa después de una hora de haber
puesto los reactivos, tolerancia a las temperaturas de 7 y 30 °C, tolerancia de las cepas a los
compuestos de benomil, rosa de bengala verde de malaquita, csclohextmlda y cloruro de sodio. Los
caracteres selecc;onados fueron de tzpo cualltatlvo Yy multlestado a Ios cuales se Ies as:gné un
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namero diferente seguin la respuesta para poder diferenciarlos (anexo 1) y se eliminaron las pruebas
en donde se presentd una respuesta constante para todas las cepas, como .es el caso de la

degradacién de lignina y de celulosa.

Una vez que los caracteres se codificaron bajo la forma de matriz basica de datos, se procedié a
estimar el grado de similitud entre las OTU's con la ayuda del programa NTESYS version 2.10¢c
(2000); utilizando el indice de Rogers y Tanimote (Crisci y Lopez, 1983).

RESULTADOS Y DISCUSION

Aunque se observd una gran variabilidad de las cepas con relacién a sus respuestas en las pruebas
fisiolégicas, con excepcién de Amanita citrina 111y A flavoconia 108, todas las cepas incluidas en el
andlisis de conglomerados se agruparon en dos bloques, los cuales practicamente corresponden con

los géneros estudiados (Fig 1).

Las respuestas de Amanita fueron mas variables que las de Suiflus, lo que las agrupa en-tres
conjuntos diferentes. El primero, formado por A. citrina 111 y A. flavoconia 109, es en el que se
presentan las respuestas mas disimiles de todas las cepas analizadas, ya que a diferencia de las
otras cepas de Amanita, son tolerantes a la cicloheximida y son de las pocas cepas capaces de
degradar almidén. El sequndo bloque incluye a todas las cepas de Amanita procedentes de Tlaxcala y
a todas las de Amanita muscaria estudiadas por Hutchison (1990a). E tercer grupo se integra con A.
brunescens 5942 y A. rubescens 6143, y es mas similar con el conjunto de cepas de Suilfus que con
cuatqu:era de los otros grupos formados por cepas de Amanita. Este (itimo grupo se caracteriza por-
su capamdad de degradar almidén y su semitolerancia a la ciclohexamida.

En la agrupacién que incluye a las cepas de Tlaxcala, se puede observar que éstas se separan de las
de A. muscaria estudiadas por Hutchison (1999a), formado por dos conjuntos bien definidos. Aunque
4 de las 7 cepas aisladas de diversos ambientes del estado de Tlaxcala corresponden también con A.
muscaria, es claro que son fisioldgicamente diferentes de las estudiadas por Hutchison (1990a) ya

que las primeras degradan la gelatina y |a urea, en tanto las segundas no

Con respecto a las cepas de A. rubescens, tampoco se encontré similitud en sus respuestas en las
pruebas fisiolégicas pues mientras la cepa de Tlaxcala se agrupd con el resto de las cepas aisladas
en el estads, la estudlada por Hutchison (1990 a) se incluyd en un conglomerado ¢on una cepa de A,

bmnescens

Las respuestas de las cepas de Suillus fueron mas homogéneas y el género, en general, se puede
con5|derar como incapaz de degradar la pecting, los Ilpldos y el almldén y tolerante al benomil, al
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verde de malaquita y al cloruro de sodio. Las cepas de Suiffus que presentaron |as diferencias mas
notables con el resto, correspondieron con §. ¢f pseudobrevipes 36, S. tomentosus 8, S. cf. unicolor
42, todas ellas procedentes de Tlaxcala. En el conglomerado formado por el resto de las cepas de
Suilfus, se separan dos agrupamientos, uno de ellos que contiene [a mayoria de las cepas
tlaxcaltecas, y el otro que incluye a todas las cepas estudiadas por Hutchison (1990a) més S
cothurnatus 31 y S. fakei 40 de Tlaxcala. Esta Ultima es la cepa mexicana gue mayor semejanza
guarda con las del extranjero Las diferencias més notables entre las cepas aisladas en México y las
procedentes de Estados Unidos y Canada son su capacidad de degradar la gelatina y los
casaminoacidos, y sU tolerancia a temperaturas de 30 °C.

Las Unicas cepas que presentaron 100 % de similitud corresponden con tres de S. fomentosus (5291,
© 5550 y 6060), por un lado, y S lufeus 6058, S. neoalbidipes 6158 y S. tomentosus 5795, por ofro.
Entre las cepas mexicanas, las que presentaron los mayocres indices de similitud entre si,
corresponden con tres cepas de 8. glandufosipes (5, 25 v 34) y una cepa sin determinar (Suillus sp.
" 44), aunque las otras dos cepas de S: glandulosipes consideradas en el estudio son mas similares con

" este agrupamiento que con cualquier otro, mostrandose cierta consistencia taxonomica.

Aparte de los grupos ya sefialados antes, otros grupos coherenteé desde el punto de vista taxondmico
son fos formados por S, granufatus (8203 y 6204), S. umbonatus (5242, 5309, 5461 vy 5549) y Suillus
fomentosus {9 y 24) No obstante, al igual que sucede con las cepas de Amanifa, no todas las cepas
‘determinadas-como la misma especie quedan inciuidas en los mismos grupos, tal como sucede con
las cepas de S. brevipes, S. lomeniosusy S. pseudobrevipes, hecho que se cohstata ne sdlo entre las
cepas aistadas de México y del extranjero {como S. fomenfosus), sino también entre cepas
procedentes de la misma region geografica (como S. fomentosus y S. brevipes, para Canadé, y S. of.

pseudobrevipes para México).

Las diferencias fisioldgicas encontradas entre las cepas mexicanas de A. muscaria, A rubescensy S.
tomentosus con sus contrapartes canadienses podrian estar indicando diferencias en las estrategias
~ de adaptacién a los climas, suelos y hospederos encontrados en cada una de sus regiones de origen.
Tambien podrian indicar que estas cepas pertenecen a complejos de especies dificiles de separar
desde el punto de vista morfolégico, pero suficientemente diferenciadas en los niveles genético,
fisioldgico y de adaptacion ecolégica, tal como sucede en otros hongos micorrizégenos (Schiofiler et
al., 2001) macromicetos saprétrofos (Kullnig et al., 2000; Grunig et al., 2001, Hughes et al., 2001;
Lumbsch et al., 2001), patégenos (Benyon et af, 2000; Dodd et af., 2000, Gottieb et al , 2000; Hantula
et al., 2000; Hsiang y Wu, 2000; Matsumoto et af,, 2000, Pei y Ruiz, 2000, Posada et al., 2000,
Purwantara et al., 2000; Smith 'y Sivasithamparam, 2000; Stummer ef af, 2000; Banniza y Rutherford,
2001, Camara et al, 2001, Harvey ef af, 2001, Kim et al, 2001; Krauss et al, 2001; Pfunder ef af,
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2('5'01,' Posada et af., 2001, Swedjemark y Stenlid, 2001) o ectomicorrizdgenos {Gomes et al., 2000,
Glen et al, 2001) '

A pesar de la alta variabilidad de las respuestas fisiologicas que presentaron las cepas estudiadas y
dela Iap'arente inconsistencia de los resultados entre cepas asignadas a la misma especie, parece que
al menos algunas pruebas son taxonémicamente consistentes para la definicidn de géneros. Las
inconsistencias en los resultados entre cepas de la misma especie podrian dar la pauta para estudios
mas detallados encaminados a definir si estas diferencias corresponden sdlo con adaptaciones a los
ambientes en los que se desarrollan o representan evidencias del aislamiento genético de las

poblaciones involucradas

CONCLUSIONES

» Las cepas de Amanita muscaria solamente presentaron consistencia en los caracteres de

| produccion de lacasa dominante, degradacion de pectina negativa y aimidén.

) Las'cepas de Suillus tomentosus solamente presentaron consistencia en las respuestas
negativas a la degradacion de lipidos, urea y almidén.

¢ Las cepas de Suillus glandulosipes presentaron consistencia en las respuestas equivalentes
en la 'produdcién de lacasa y tirosinasa, degradacion negativa de pectina, lipidos y aimidon,
sensibilidad a 30" °C y ciclohexamida; tolerancia a benomil, verde de malaquita y cloruro de

“sodio, '
. Es recomendable estudiar mayor nimero de cepas de una misma especie, para aclarar las
 inconsistencia de las respuestas.
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Fenograma del analisis de similitud de las especies de Amanita y Suillus
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Cuadro 1. respuestas de las cepas utilizadas para realizar el andlisis de similitud

S

Alm

Clo
3

Ros | Ver

Cic
1

Ben

30°

Cas |Urea [7°
0

Gel
0

Pec [ Lip

Pal
2

S. cofurnathus var. hiemalis*

Cepas consideradas
S. glandubosipes 5*

S. glandilosipes 347
5. glandulosipes 35*

5. glandulosipes 25%
8. lakei 407

S. glandulosipes 10*

S. cf. pseudobrevipes 33* . .
S. ¢of, pseudobrevipes 36"

8. of unicolor 42*

8. sp. 32"

‘S. ochraceoroseus 5286
S. cehracgoroseus 5446
3. sunuspaufianus 6147
8. spectabiis 6148

S, spraguef5848
A. 8p. Sect.. vaginala 4*

A sp. 47"

8. tomentosus 5211

S. tomentosus 5227

S. tomentosus 5291

S. tornentosus 5550

8, tornentosus 5795

8. tomentosus 5918

A. muscara 5786 -
A. muscaria 5822

S tomentasus 6060
A. muscaria 6142

S, umbonalus 5242
S. umbonatus 5300
8. umbonatus 5461
S. umbonatus 5549

S. vicidus 257
A. brunescens 5342

8. americanus 5800 .A
S. americanus 5934
S. glandulosus 185 - -
S. granufafus 52403
+ 8 granulatus 6204
S. necalbidipes 6158
S. sublufeus 6058 .
A. citrina 111
A. rubescens 5143

3. tomentosus. 9"
8. tomentosus 24" .. .
S. brevipes 5184
5. brevipes 5467
S. brevipes 5801
| 8. brevipes 8159

8. grevillel 5924
S. greviflei 6160
S, grevitle/ 6181
3, luteus 6058

A. rubascans 46"

A. muscaria 5637

A. muscara 2"
A. muscana 24"
A. tuscaria 27
A. muscaria 41*
A. flavogonia 109

5. sp. 207
3. sp. 447
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* Cepas de Tlaxcala.

Caracteres utiizados:

Pol: polifenol oxidasa a una hora de haber puesto el reactivo. 1.grupo negativo, 2:tircsinasa dominante; 3: lacasa dominanie;
4grupo  equivalente. Pec: pectina. O negative, 1.débilmente positiva Lip: llpidos. O:negafive, 1:débilmente  positive,
2moderadamente positivo; 3. fuertemente positive Gel: gelating. 0. negativo, 1. débilmente positive; 2: moderadamente positive;
3fuertemente positive, Cas: casaminodcides. Q:negative; 1: débilmente positive; 2:moderadamente positivo; 3:fuertemente positivo,
4.acidificd ¢ medio; 5 acidificd fuertemente el medio. Ure: urea. 0: negativo; 1: débilmente positivo; 2:moderadamente positivo;
Ifuertemente posifivo. 7°C  1; sensible; 2. semitolerante; 3; tolerante; 4: crecid més gque e control. 30°C 1 sensible; 2
semitolerante; 3: tolerante; 4: crecid mas que & control. Ben: benomil. 1; sensible; 2: semilolerante; 3: tolerante. Cic:
ciclohexamida 1. sensible; 2: semitclerante; 3: tolerante. Ros: rosa de bengala. 1: sensible; 2: semilolerante; 3. tolerante. Ver:
verde de malaquita. 1; sensible; 2: semitolerante; 3: tolerante. Clo: cloruro de sodio. 1: sensible; 20 semitolerante; 3: tolerante, Alm:
aimiddn. Ot negativo; 2:moderadamente positivo; 3:fuertemente positive.
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CAPITULO It
SINTESIS /N VITRO Y CARACTERIZACION DE ECTOMICORRIZAS

Con el fin de seleccionar hongos que puedan usarse para preparar inoculantes en
_programas de reforestacion ‘es importante conocer la afinidad y compatibilidad de
' éstos con fa planta de interés. También es de gran relevancia caracterizar morfoidgica
y anatbmicaméhte las micorrizas obtenidas, ya que de esta manera se podran tener:
herramientas que ayuden a reconocer las micorrizas en vivero y/o campo. Asi; este
capitulo consta de cuatro partes, donde se describen -un total de nueve

combinaciones

Parte 1. Manuscrito- Sintesis in vifro y caracterizacién de micorrizas. Aqui se reportan
las c’aracteristicaé morfolégicas y anatdmicas de cinco micorrizas obtenidas en
laboratorio. ' ‘ - '

'Parté 2. Manuscrito’ Ectomycorrhizae of Pinus montezumae with Suillus glandulosipes
and Suillus cf. pseudobrevipes. Enviado a |a revista Mycorrhiza para su revision y
publicacion '

Parte 3. Manuscrito: Pruebas de crecimiento, caracterizacién en diferentes medios de
cultivo y sintesis in vitro de una cepa de Laccaria bicolor. Enviado a la revista
Agroéiehcia para su revisién y publicacion.

Parte 4. Articulo publicado: Xicohténcatl-Ahuatzin A, G. Santiago-Martinez y A.
Estrada-Torres, 1998. La ectomicorriza de Pinus cembroides y Suiflus tomentosus. In.
Zulueta, R, M ‘A Escalona y D Trejo (eds.) Avances de ia Investigacién
Micorrizica en México Universidad veracruzana, Xalapa, Veracruz, 260-265.
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PARTE 1
SINTESIS /N VITRO Y CARACTERIZACION DE LAS MICORRIZAS

ANTECEDENTES

Melin en 1921-1922 fue el primer investigador en disefiar dispositivos para la obtencion in vitro de
micorrizas, - los cuales consistian de frascos que contenian arena como sustrato Estos eran
méntenido_s bajo condiciones estériles. Para ‘obtener la micorriza era necesario esperar varios meses,
en los cuales se tenia que mantener la humedad del sistema. Posteriormente, se utilizé una mica
expandida llamada vermiculita la cual tiene mayor capacidad de retencidon de agua y mejora la
aireacién de las ralces (Hacskaylo, 1953), ' '

A partir de esto, numerosas técnicas y variaciones de la sintesis /n vifro se han probado, no
obstante, algunas de elias requieren de procesos de manipulacion muy elaborados y tienen que
llevarse a cabo bajo condiciones exigentes de cultivo (Richter y Bruhn, 1986).

En la actualidad, los métodos asépticos mas convenientes incluyen el uso de tubos de ensaye
grandes con agar o con vermiculita (Molina, 1979, Yang y Wilcox, 1984; Stein y Fortin, 1990);
matrac_es desde 500 hasta 2000 ml (Mason, 1975, Duddridge y Read, 1984); cajas de Petri (Chilvers
et al., 1986, Duddridge 1986), bolsas de crecimiento (Fortin y Piché, 1979; Piché y Fortin,1982); y
frascos con perlita y medio nutritivo (Trappe, 1867). |

Para lograr ia sintesis es necesario tener en cuenta el periodo de independencia micorrizica
en el cual la planta puede vivir y crecer sin necesidad de asociarse simbibticamente. Este intervalo de
tiempo varia segun la especie, pues existen plantas como Quercus coccifera que son capaces de
seguir utilizando los nutrimentos de la semilla hasta finales del segundo afio de vida (Oria de Rueda,
1991) Este caracter es muy importante en las pruebas de sintesis jn vitro de las micorrizas, ya que si
este periodo es muy prolongado €l hongo puede morir si- es inoculado antes de que la planta sea
receptiva a su colonizacién (Santiago-Martinez, 1992) :

En condiciongs naturales, antes de que se establezca la asociacién, el hongo tiene que
sobrevivir a las caracteristicas fisicas y la constitucién quimica del suelo, donde influyen factores
como el movimiento del agua, oxigeno,' didxido de carbeno y varios productos metabdlicos (Marks,
1991)

Con e fin de seleccionar hongos que puedan servir como inéculo en programas de
reforestacion, es importante conocer la afinidad y compatibilidad con la planta de interés También es
importante; observar el comportamiento de los hongos al confrontarlos con varias especies forestales,
para poder describir su morfologia y anatomia y poder tener herramientas que nos ayuden a
diferenciarlas en el vivero y el campo.

Adgmés, es indispensable adaptar las técnicas descritas en la literatura a los recursos de
cada Insti.t:'ucién y buscar los mecanismos para que las plantas desarrollen raices secundarias en

periodos mas cortos.
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Por lo anterior, se considerd importante realizar ensayos de sintesis in vitro utilizando un
contenedor de plastico y comprobar la capacidad de formacion de la micorriza de algunos hongos
ectomicorrizégenos con Pinus cembroides y P. montezumae, asi como caracterizar las micorrizas

obtenidas.
METODOLOGIA
Materiales biolégicos. Para las pruebas se utilizaron cuatro cepas de hongos (tabla 1), 1as cuales se

encuentran depositadas en el cepario de hongos ectomicorrizogenos del Centro de Investigacion en
Ciencias Biologicas de la Universidad Auténoma de Tlaxcala.

CUADRO 1.Relacidn de cepas estudiadas

No, del cepario Especie
| TLAX 28 Rhizopogon sp.
TLAX 5 Suilius glandulosipes '
TLAX 24 S. tomentosus
TLAX 16 Terfezia olbiensis

Las semillas de Pinus cembroides Zucc. y P. monfezumae Lamb. fueron proporcionadas por el
Bioceritro de Reprodtjccién de la Flora, perteneciente a la Secretaria de Medio Ambiente y.Recursos.
Naturales y Pesca (SEMARNAP) hoy Secretarla de -Medio Ambiente y Recursos Naturales
(S'E'MARNAT) ubicado en San Andrés Ahuashuatepec, Apizaco, Tlaxcala. .

Tratamiento de las semillas. Para la obtencion de plantulas de pino, las testas de las semillas se
desinfectaron superficialmente con peroxido de hidrogeno al 30 % durante 15 a 30 minutos
dependiendo del tamafo de la semilla y de la dureza de la testa, después se enjuagaron varias veces
con agua destilada estéril (Trappe 1967; Mason, 1975; Piché y Fortin, 1982, Miller et af, 1986).
Posteriormente, se sembraron en una mezcla estéril de arena vermiculita 1:1.

Micelio en crecimiento activo. De las colonias de los hongos creciendo en medio de papa dextrosa
agar, sé extrajeron de cinco a ocho cuadros de 5 mm por lado, se sembraron en matraces Erlenmeyer
de ‘125 ml con 100 ml de medio liquido biotina acido félico (BAFY adicicnando Gnicamente 15 g de
dextrosa por litro, los matraces s mantuvieron en agitacién mecanica a 150 rpm y 25 °C, de dos a
tres semanas (Marx y Bryan, 1975; Miller et al, 1986).

Confrontacion de los simbiontes. Para la obtencion de: micorrizas, se ufilizaron contenedores de
plastico de 18 X 5 ¢m los cuales se lavaron y desinfectaron ¢on alcohol, en su hase se deposité
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algodén vy se les agregd suelo forestal procedente de la Cafiada Grande del Volcan la Malintzi,
Tlaxcala, dicho suelo fue pasteurizado dos veces durante una hora por dos dias consecutivos,

Las plantulas se transfirieron a ios contenedores y se colocaron en el invernadero, regandose dos
Veces por semana con agua corriente, El sistema radical se revisd semanalmente hasta encontrar las
primeras raices secundarias, en este momento, al micelio en crecimiento activo se le elimind el
medio nutritivo y se enjuagd con agua destilada estéril. Posteriormente, con la ayuda una pipeta de
10 mi, se& agregd el micelio sobre las raices secundarias.

El sistema radical se revisd periddicamente hasta la observacion de las primeras micorrizas, las
cuales se dejaron por dos meses mas para tener mayor cantidad. Las plantulas fueron sacadas de los
dispositivos para proceder a la caracterizacion de la ectomicorriza.

Caracterizacion Para la caracterizacién de las micorrizas obtenidaé in vifro se siguieron los criterios
de Agerer (1987-1991), Agerer (1991) e Ingleby et a/ (1990}, tormando en cuenta Ia morfologia vy
anatomia de Ja micorriza. Los colores fueron descritos fomando como referencia la tabla de colores
de Methuen (Kornerup y Wanscher, 1978). Para tomar las dimensiones del sistema micorrizico se

utilizo un vernier.

Posteriormente se fijaron las raices en formol-acido acético-alcohol (FAA). Para ia observacion de la
anatomia de las micorrizas se realizaron cortes hechos a mano utilizando papel parafilm previamente
doblade; los cortes obtenidos se colocaron sobre un porta objetos y se les agrego una gota de alcohol
polivinilico-acido lactico-glicerol cubriéndose con un cubreobjetos. Para describir las caracteristicas
del manto y. red de Hartig, los cortes se observaron en un microscopio Nikon con sistema de

iturninacion-de contraste diferencial de Nomarnski (Peterson, 1991).

RESULTADOS

Las semillas germinaron después de 15 a 20 dias en la mezcla de arena vermiculita. Al depositar las
plantas en los contenedores con el suelo forestal desinfectado, éstas se dejaron por dos semanas
para que se habituaran al sistema. Pinus montezumae formé sus ralces secundarias después de dos
meses, mientras que en . cembroides lo hizo a los cuatro meses. Este dispositivo es eficiente,
debido a que no tiene problemas de contaminacion-y el sistema se puede estar revisando
periédicamente sin destruir el sistema radical (fig. 12).

Este método fue apropiado para la obtencion de un buen niimero de micorrizas, sin embargo, en

algunos de estos ensayos se presentd un aumento de la temperatura del invernadero por lo que el
suelo "se -calentd en exceso, secando rapidamente los sistemas micorrizados, dafiandotos
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irreversiblemente, los cuales tomaron una coloracion negruzca. Por esta razon, no fue posible
caracterizar algunas de las micorrizas obtenidas, de las. cuales sblo se observaron las primeras

etapas,

Se obtuvieron las micorrizas de las siguientes combinaciones. Pinus cembroides con Suiﬂu_s
glandulosipes TLAX § y Terfezia ofbiensis TLAX 168 y P. montezumae con Rhizopogon sp. TLAX 28,
Suillus glandulosipes TLAX 5y S. fomentosus TLAX 24. |

Antes de la formacion de las micorrizas se observaron manchas de micelio blanquecino sobre las
raices, las cuales formaron posteriormente el manto, las primeras micorrizas se observaron después
de dos 0 tres meses; con el tiempo algunas hifas se fusionaron y formaron abundantes rizomorfos de

diferentes diametros.

En el caso de las cepas de Suiflus y Rhizopogon, priméro se observaron sistemas simples, después
dicotémicos y al cabo de un mes coraloides. Al realizar los primeros cortes de las micorrizas, se
observaron células taniniferas atin cuando el hongo no penetraba a las raices. Después de 30 dias se

observaren pocas células taniniferas y la formacion de |a red de Hartig.

Caracterizacion de las micorrizas

Pinus montezumae y Rhizopogon sp. TLAX 28 ) _

El sistema radical presento una ramificacién que va desde snmple (0.3-) 0.8 - 1.6 mm, dicéférnica
(1.0-} 1.1 - 1.6 (-2.8) mm, hasta coraloide (flg 1), 21-386 mm; ias puntas no ramificadas de (0.4-)
0.7 - 1..1 -1 3) mm de largo y (O 4- -) 0.5-06 (-0.7y mm de dlametro d:émetro de los eJes de (0.4-)06
- 0.7 (-0.9) mm; de color blanco (1A1) cuando jévenes, blanco amarillento (4A2) cuando maduras y
paido cas'taﬁo' (')"ES) cuando vigjas, presentan brillo metdlico, las puntas no ramificadas son rectas,
redondeadas a 'ligeramenté moniliformes en el casc de las ramificaciories simples. En seco, 8o
observo en el 'rﬁanto una éupérﬁcie espinosa cubierta por células emergentes rigidas y conspicuas
llamadas espinulas, con abundantes rizomorfos conectados con el manto en forma de un pequefio
abanico, de color blanco (1A1) a amarillo café (5F6), vilosos.

El'mahto estaba constituido por un tejido plectenquimatoso; de 31.6 - 65.6 um de grosor, con tres
capas, la mas externa midi¢ 9.8 - 19.5 um, con escasas hifas emanantes cortas, de 3.1 - 5.5 um de
diametro, septadas, de color blanco amarillento (3A2), seguidas por hifas entrelazadas laxas, la capa
media midid 9.8 - 19.5-um, formada por hifas que corren paralelamente sobre la raiz; la capa interna
midié de (7.4-) 9.7 - 195 (-29.3) um, formiada por hifas redondas mezcladas con hifas paraielas
sébta"déé (fig. 2). Células taniniferas de 9.2 - 33.6' X 9.2 - 16.0 um, de circulares a elipticas, de color
amarillo café (5C7); células corticales de 11.8 - 474 X 8.6 - 47.4 um elongadas hacia el cilindro
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vascular (fig 3); la red de Hartig penetrd las dos primeras hileras de células corticales las cuales

estaban separadas por una sola hilera de células hifales isodiamétricas de 3.1 - 5.5 um de diametro,

Rizomorfos de 121 - 784 um de diametro, formado por hifas dispuestas paralelamente,
diferenciadas, en la zona central se cbservaron hifas de mayor didmetro de 2.3 - 3.9 pm de diametro;
hifas delgadas en la periferia de 0.8 - 1.6 um, con abundantes hifas emanantes de 16 - 8.4 pm de

diametro, con abundantes pastulas, presentes a lo largo del sistema

Pinus cembroides y Suitlus glandulosipes TLAX 5

£l si.é.tefna radical pr;esento una ramificacién que va desde simple, dicotémica hasta coraloide (fig 4),
de (13-) 1.7 - 3.7 (-6 0) mm, las puntas no ramificadas de (0 5-) 0.6 - 1.1 (-1.6) mm de largo y (0.4-)
0.5 - 0.7 (-0.8) mm de diametro, (04-) 0.6 - 0 9 (-1.8) mm de didmetro en los gjes; de color blanco
brilfoso a blanco (1A1) cuando jovenes, amarillo oro (687) cuando maduras y color café oscuro (6F7)
cuAa'ndo vigjas, con brillp meféﬁco, las puntas ramificadas se observaron de rectas a torcidas; en seco,
el mant6 se observod con una superficie algodonosa laxa, con abundantes hifas emanantes. Las
ectorhicoﬁizas'presentaron abundantes rizomorfos con margenes vilosos que se conectan con el
manto en forma de un abanico pequerio, de color blanco (1A1) hasta haranja-café (5C4)

La micorriza presentd un manto de 196 a 1254 um de grdsor, formado por un tejido
plectenquimatico (fig. 5), constituido por tres capas, la externa midi6 de 19.6 - 392 um de grosor
formado por h|fas emanantes hialinas de 2 4 - 3.9 um de diametro, septadas la capa media midié de
27 4 - 31.4 pm de grosor, formada por hlfas entrelazadas de 1.6 - 3.1 pm de dlémetro Ia capa interna
mIdIO 08-47 um de grosor y esta formada por hifas de 15.7 - 39.2 pm de dlémetro que corren
paralelas sobre la raiz. Células taniniferas de 10.2 - 43.1 X 8.6 - 25 1 um, de circulares a elongadas,
de color naranja grisaceo (5B6), células corticales de 16.56 - 62.7 X 15.7 - 32. 9 pm cwculares la red de
Hartig penetrd las dos primeras capas de células corticales, separandolas con una hilera de células
hifales circulares, de 0.8 - 5.5 um de diametro. |

Rizomorfos de 157 - 54.9 um de diametro, indiferenciados, formados por hifas de 0.8 - 2.3 um de

diametro, paralelas, compactas, con abundantes hifas emanantes de 2.3 - 3 9 um de diametro (fig. 6).

Pinus montezumae y Suillus glandulosipes TLAX 5

El sistema radical presenté una ramificacién que vé desde simple (fig: 7), dicotdmica hasta coraloide,
de (0.9-) 10 - 2.9 (-3.8) mm; las puntas no ramificadas de (0.4-)0.7-1.89mmdelargoy 0.3-1.6 mm
de diametro; el diametro de los ejes midié 0.4 - 1.9 mm. La micorriza presenté un cotor blanco (1A1)
cuando joven, naranja claro {5A4) cuando madura y color café oscuro (7F4) cuando vieja, con brillo
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metalico, las puntas no ramificadas se observaron de rectas a redondeadas; en seco, el manto se
observé con una superficie lanosa, con abundantes hifas emergentes. Las ectomicorrizas presentaron
abundantes rizomorfos con margenes vilosos que se conectan con el manto en forma de pequefios
abanicos en varios puntos de la ectomicorriza; de color blanco (1A1).

La micorriza presentd un manto de 24 3 a 78.4 um de grosor, formado por un tejido p_lectenquimético.
constituido por tres capas, la externa midié de 19.8 - 29.7 um de grosor formado por hifas emanantes
hialinas de 23 - 3.9 um de diametro, septadas; la capa media midié de 9.8 - 19.8 um de grosor,
formada por hifas entrelazadas de 1.8 - 3.1 um de diametro; la capa interna midio 7.9 -28.7 um de
grosor formada por un tejido mas compacto, con hifas de 1 9 -3 1 um de diametro Células taniniferas
no bien definidas, s6lo se ve una linea de color naranja oscuro (5A8) embebida en el manto, las
células corticales presentaron formas isodiamétricas, poligonales, hasta elongadas, de 196 -43.1 X
13.3-356.3 m, la red de Hartig penetré de dos a tres capas de células corticales y las separé con una
hilera de células hifales de circulares a rectangulares de 0 8 - 8.5 um de diametro (fig. 8).

Rizomorfos indiferenciados de 7.8 - 36.8 um de diametro, formado por hifas de 16 - 3.1 ym de
diametro, paralelas, muy juntas; con abundantes hifas emanantes de 1.6 - 3.9 um de diametro, de
hialinas a color blanco amarillento (4A2), con abundantes pustulas a lo largo del rizomorfo (fig 9).

Pinus montezumae y Suillus tomentosus (TLAX 24) ‘

£l sistema radical presentd una ramificacion que va desde simple, dicotomica hasta coraloide, de
(0.1-) 69 - 1.0 (-1.5) mm de largo; las puntas no ramificadas miden de (0.1-) 0.6 -0.9 (1.5) mm de
largo, :con un diametro de (01-) 0.2 - 0.3 (-0.4) mm; y los ejes de (0.3-) 0.4 - 05 (-0.8) mm de
diameiro; de color blanco {1A1) cuando jévenes, naranja-café (6C8) cuando. maduras y color café
oscuro (7F4) cuando viejas, presentaron brillo metélico. Las puntas no ramificadas se observaron
rectas y redondeadas, en seco, el manto se observd con una superficie algodonosa, d_ens,a,' c:oh
abundantes hifas emanantes. Con rizomorfos conectados en un punto per varias partes de la

ectomicorriza, de calor blanco {1A1), viloso

La ectomicorriza presentd un manto no diferenciado de 31 a 55 um de grosor, con abundantes hifas
emanantes septadas, de 0.7 a 3.9 um de diametro, hialinas; células taniniferas de 11.7 - 19.6 X 31 3 -
47 3 ym, de circulares a elipticas, de color amarillo oscuro (4C8); células corticales de 196-23.5 X
35-55 um, de redondas a elipticas; a red de Hartig penetré de una a dos capas de células corticales y

presenta una o dos células hifales circulares de 2.3-0.8 um entre las célulag de la rafz.
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Presentd rizomorfos de 84 a 39 pm de didmetro, formado por hifas paralelas ligeramente
diféréhciadas, lag hifas mas delgadas son de 0.7 a 1.5 um de didmetro, con algunas-hifas centrales
de méyor diametro (1.5-2.3 um), con abundantes hifas emanantes de 3.1-4.7 um de diametro con

abundantes pustulas a lo largo de |a superficie, de color blanco (1A1).

Pinus cembroides y Terfezia olbiensis
Las raices colonizadas no mostraron cambios morfolégicos aparentes.

Sé observd un manto hialino, delgado, discontinuo de 27.4 - 42.3 um de grosor {figs. 10 y 11}, sin
hifas emanantes; células taniniferas bien definidas de 7.9- 33.7 X 156 - 50.9 um de circulares,
elipticas a elongadas, de color amarillo dorado (5B7) a naranja griséceo (5B5) cuando el hongo llega
a penetrar (fig. 11); células corticales de 156 - 325 X 29.0 - 43.9 um de elipticas irregulares a
e'long'adas; la red de Hartig cubrid con 3 a 4 capas de células hifales, de circulares, elipticas a

elongadas de 0.7 X 2.3 um de diametro.

DISCUSION

Los conteriedores de plastico ofrecieron buenas condiclones para el desérrollo de las micorrizas, ya
que en ellos se obtuvo mayor cantidad de raices micorrizadas en menos tiempo; sin embargo, es
muy importante mantener el invernadero con una temperatura fresca, ya que al aumentar la
temperatura, muchas de las micorrizas que ya se habian desarrollado se perdieron y ya no se pudo

describir la micorriza.

D’g’ddi‘idge et al. (1988) mencionaron que cuando aumenta la cantidad de carbohidratos externcs se
estimula el ¢recimiento del hongo, pero también se provoca un disturbio en el balance de |a simbiosis,
por lo gue es importante disminuir la cantidad de aztcar gue se utiliza en el medio de cultivo para
obtener €l crecimiento activo de las cepas, con el fin de que se habitien a crecer en bajas
concentraciones de carbohidratos.

En los contenedores de plastico no fue necesario adicionar azicares, pues, se elimind el medio en el
que crecieron-las colonias y se enjuago el micelio con agua destilada estéril ;para retirar el exceso de

carbohidratos.

En este capitulo se constatdé la capacidad de Pinus cembroides para asociarse con Suillus
glandulosipes y Terfezia olbfensis. También se comprobd la asociacion de P. montezumae con cepas
de Rhizopogon sp., Suillus glandulosipes y S. tomentosus.
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Micorrizas de Suilius glandulosipes con Pinus cembroides y P. montezumae ,

Se pudieron observar diferencias en las micorrizas, dependiendo de la especie de planta utilizada .En
P. cembroides, las dimensiones son mas grandes que las micorrizas de P. montezumae. Las puntas
de P. cembroides son de rectas a torcidas, mientras que las de P. montezumae son de rectas a
redondeadas. El grosor del manto es mayor en P. gembroides. La capa de celulas tqniniferés en P.

montezumae no esta bien definida.

Micorrizas de S. glandulosipes.y S. tomentosus con P. montezumae

En estas ricomizas también se pueden observar diferencias, dependiendo de la cepa de hongo
utilizada. Las dimensiones de las micorrizas formadas por. S. glandulosipes son mas grandes que las
de S. tomentosus. los rizomorfos de S. gfandulosipes son en forma de abanico, mientras que los
formados con S. tomentosus se conectan en un punto, por varias partes de la micorriza
Microscopicamente, las micorrizas de S. glandulosipes presentaron un manto formado por tres capas,
tientras que las micorrizas formadas con S fomentosus presentaron un mante indiferenciado.
Ademas, con S. glandulosipes la red de Hartig penefrd de 2 a 3 capas de células corticales, mientras
que en S fomentosus la red penetro de una a dos capas de células corticales

Micorriza de Rhizopogon sp. con P. montezumae

La morfologia de simple a dicotémica o coraloide de las micorrizas de Rhizopogon sp., ya habia sido
reportada en las confrontaciones de Rhizopogon luteolus con Pinus halepensis (Torres et al, 1981) y
‘P patula (Mohan et al, 1993b), y R. arctostaphylis, R. ellenae, R. smithii, R subcaerulescens, R.
truricatus y R. vulgaris con P. ponderosa (Massicote et al., 1994).

‘Las colorationes de las micorrizas de-Rhizopogon en estado joven son en su mayoria de color blanco,
‘pero-al madurar cambian sus-tonalidades segin la especie de hongo simbionte (Torres et al,, 1991;
Massicote ef al., 1994). E| color blanquecino de estas micorrizas jovenes es similar al de las formadas
bor otros hongos como es el caso de Scleroderma areolatum (Godbout.y Fortin, 1985), Amanita
‘muscaria (Ingleby et al | 1990; Mohan et al., 1993a) y Thelephora sp. {Colpaert, 1999).

El grosor de ios rizomorfos reportados en otras combinaciones de Pinus y Rhizopogon va desde 50
hasta 500 pm (Massicotte of al., 1994); sin embargo, 10s obtenidos en este estudio son mas delgados
(12 pm).

La presencia de manto plectenquimatico compuesto por tres capas ya habia sido reportado en la

asociacion de Rhizopogon y Pinus patula (Massicote et al., 1994, Mohan et af, 1993b); sin embargo,
también hay reportes de P. sylvestris con R luteolus en donde se presentan dos capas (Uhl, 1988).
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Micorriza de Terfezia olbiensis con P. cembroides

En las micorrizas que se obtuvieron de Pinus cembroides con Terfezia olbiensis no se observo ningun
camblo enla morfotogla de la raiz, sin embargo; en el estudio anatémico se pudo observar un manto
muy Eiéigado, ‘hialino y discontinuo; células taniniferas bien definidas; y una red de Hartig penetrando
de3a '4'~'cé'pasd'e células corticales separadas por una o dos hileras de células hifales.

Se ha reportado que los hongos del género Terfezia forman endo y ectendomicorriza con diferentes
especies de cistaceas (Leduc et al, 1986); en particular, especies del género Helianthemum
(Awamed, 1981; Dexheirmer of af, 1985; Leduc et af, 1986; Morte y Honrubia, 1995) También se
han encontrado asociados con arbustos (Bratek et al., 1996;Taylor ef al., 1995). En el caso de formar
ectendomicorriza, ésta no presenta manto y dependiendo del contenido de fésforo en el suelo
presenta red de Hartig; también se ha encontrado que la penetracion intracelular es inducida por la
escasez de fosforo (Bratek ef al, 1998). En el caso de formar manto, éste es discontinuo con hifas
laxas alrededor de la raiz y formando enrollamientos que ocupan el lumen de las células enteras, e
resto de las estructuras son similares a los de la ectendomicorriza {Morte y Honrubia, 1995).

También se ha observado que Terfezia claveri responde a las condiciones xerofiticas. En cultivo puro
se desarrolla mejor en MNM y tolera valores de pH de 8.0 (Morte y Honrubia, 1895).

CONCLUSIONES

« ' La técnica de contenedores de plastico es una buena opcién para la obtencidon de gran
numero de micorrizas, las cuales nos sirven para realizar caracterizacién y conocer su
morfologia y anatomia.

+ La cepa de Suillus glandulosipes TLAX 8§, fue capaz de aspciarse con las dos especigs de
pino utilizadas:en esta investigacién, por lo que se debe considerar como buen candidate
para conlinuar con los estudios de inoculacion en vivero.

» Lacepa de Terfazia olbiensis procede de un ambiente seco. Dado que se pudo asogciar con P.
cembroides, podria ser considerade un buen candidato para inoculaciones masivas para
producir planta destinada a lugares aridos o subaridos; sin embargo, se requiere realizar mas

estudios de vivero y campo para observar su comportamiento.
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Figs. 1-3. Micorriza de Pinus montezumae con Rhizopogon sp. (TLAX 28). 1: micorrizas dicotdmicas
a coraloides con abundantes rizomorfos (R), 1x. 2: corte transversal con manto (M) y celulas corticales
(CC) 20x. 3: corte transversal con células corticales elongadas hacia el cilindro vascular. Figs 4-6.
Micorriza de P. cembroides y Suillus glandulosipes (TLAX5). 4. micorriza coraloide. 5. corte
transversal con manto (M), células taniniferas (CT), células corticales (CC) y red de Hartig (H), 40x. 6:
rizomorfo con abundantes hifas emanantes (E), 40x. Figs. 7-9. 7: micorriza simple (S) 1x. 8: corte
transversal con células taniniferas (CT), células corticales yred de Hartig (H) 100x. 9: Rizomorfo
20x. Figs. 10-11. Micorriza de P. cembroides y Terfezia olbiensis. 10: corte transversal con manto (M) y
células taniniferas (CT) 100x. 11: corte transversal con un manto discontinuo (MD} y red de Hartig (H),
40x, Fig 12. Bloque de suelo con micorrizas obtenidas in vifro (MIC).
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PARTE 2
Ectomycorrhizae of Pinus montezumae with Suillus glandulosipes and

Suillus cf. pseudobrevipes

Araceli Xicohténcatl’ , Guadalupe Santiago-Martinez', Arturo Estrada-Torres'

Abstract The capacity of Suillus glandulosipes and Suillus cf. pseudobrevipes for forming
ectomycorrhizae with Pinus montezumae was tested. Seedlings of this conifer were inoculated
with cultures of the fungi in active growth. A high colonization was observed two months
after inoculation, with abundant ectomycorrhizae and extramatrical mycelium in both fungal
spec1es The mycorrhizae of both strains are similar in their morphological and anatomical
features: sunple, dichotomous or coralloid; whitish when young, to dark orange in the mature
stages, and grayish brown when old, with straight and rounded tips. The sheath was cottony
and dense, emanant hyphae; the rhizomorphs were white and had many pustules. |

Key words ectomycorrhizae, Pinus montezumae, Suillus glanduldsipe&, Suillus cf.

pseudobrevipes.

Introduction

Pinus montezumae Lamb. is an abundant and widely distributed species in the State of
Tlaxcala, México; on occasions, it can be found growing in pure stands or in asseciation with
three other sneoies It is frequently used in reforestation prograrns (Acosta, 1992).

On the other hand, the genus Suillus is w1dely distributed in México (Bandala and
Montoya 1993 ‘Gonzalez- Velazquez and Valenzuela 1993; Moreno-Fuentes et al 1994;
Rodriguez et al 1994); because these fungl are found in young forests, they are considered
pxoneers 1n the succession of ectomycorrhlzal species in coniferous forests (Mason et al.,
1990 Bowen, 1994); they also show a very close relationship to members of the Pinaceae
(Van ef al., 1987; Molina et al., 1991; Francis and Read, 1994); they are easy to isolate,
growmg well in laboratory conditions (Molma and Palmer 1982), and are tolerant to high
concentratlons of NaCl and fung1c1des such as benomil (Santlago Martmez etal., 1997).

Centro de 'Inv‘estigac‘ién en Ciencias Biologicas, Universidad Auténoma de Tlaxcala, Kin'10.5 carr. .Texme'in'ca.n-.
Tlaxcala, Ixtacuixtla, Tlaxcala. CP 90120. México. Tel/Fax 01 248 1 54 82, e-mail: arturomixo@hotmail.com
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Little is known about the fungi that associate with Pinus montezumae and the role they
may have on the tree’s survival. Until now, some work has been done on the in vitro
synthesis using various containers, confronting the plant with Pisolithus tinctorius (Santiago-
Martinez et al., 1993a) and Laccaria bicolor (Santiago-Martinez et al., 1993b).

The objective of this research was to detehnine the capacity of two species of fungi of

the genus Suillus to form ectomycorrhizae with Pinus montezumae in plastic containers.

Materials and methods
Seed gelmination.. Seeds were disinfected with hydrogen peroxide at 30% for 15 minutes
(Torres, 1992). Afterwards, they were rinsed with sterile distilled water and sown in a sterile
mixture c_)f sand and vermiculite. The radical system was checked periodically until secondary
roots were observed, then the seedlings were transferred to the containers used for the
synthesis of mycorrhizae. |

Seed nursery preparation. Forest soil from the Cafiada Grande of La Malintzi
volcano,. Tlaxcala, was uséd as substrate;:the soil was pasteurized twice for one hour on two
consecutive days. Hard plastic containers, 18x5 c¢m, were rinsed and disinfected with alcohol,
and used as the synthesis vessels; a cotton plug was placed at the bottom of the containers, and
these were later filled with the disinfected soil. Once the seedlings were transferred, they
were taken to a greenhouse where they were watered twice a week with tap water.

Preparation of the fungal inoculant. For these tests, Strain.é of Suillus glandulosipes
Thiers et Smith (TLAX 25) aﬁd S. pseudobrevipes Smith and Thiers (TLAX 36)_ were used,
both originally from the Cerro de Tepeticpac, Totolac'County, Tlaxcala. These sfraihs can be
found deposited at the ectomycorrhizal fungi ceparium at the Centro de Investigaciones en
Ciencias Bioldgicas, of the Universidad Auténoma de Tlaxcala, with the respective exsicatta
Cuaxilo Limén V. 54 and Kong Luz A, 2297, deposited at the TLXM Herbarium of the same
re_search center. _ |

Strains were subcultured on potato—dextrose-agar (Bioxon Becton Dickinson of
México); colonies were subsequently cut into small fragments of 5x5 mm which were. later
transferred to 250 ml flasks containing 100 ml of liquid biotthaneurhl—fo]ié acid media
(Moser, 1960) with 15 g of glucose. Flasks were kept under mechanical agitation at 150 rpm

and 25° C for two weeks.
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‘Plant inoculation. Once the mycelial inoculant showed active growth, the nutritive
media was eliminated and the mycelium was rinsed with sterile distilled water. Afterwards,
the radical system was inoculated with the mycelium. The radical system was checked
periodically until the formation of the first ectomycorrhizae was observed, that is, two months
after the inoculation.

Ectomycorrhizal characterization. The morphologicél and anatomical features of
the obtained ectqmycorrhizae were described accdrding to the criteria established by Agerer
(19{37-1991), Agerer (1991) and Ingleby ef al. (1990). Colors were described using the
Methuen table of colofs as a reference (Kornerup and Wansher, 1978), using its alpha-
nﬁmerical notation in the descriptions.

Mycorrhizal roots were later fixed in formaldehyde-acetic acid-alcohol (FAA). For the
microscopic description, cross and longitudinal sections were hand made, which were

observed under a Nikon Optiphot microscopé with Nomarski differential —contrast.

Results | _

Pinus mon_.rezumae-S'uz‘llus glahdulosipes ectomycorrhizae

_.Morphological characteristics. The mycorrhizal system presents a ramification which ranges
ﬁ.orhcsimple' to dichotomous to coralloid, measuring (0.1-) 0.9-1.9 (-2.0) mm: non-branched
tips from (0.4-) 0.8-1.0 (-1.8) mm, with a diameter of (0.1-) 0.4-0.7 (-1.1) mm; non-branched
tips were Straight and rounded; whitish (iAl) when young, dark orange (5A8) when mature
and gfayish brown (714) when old. Mycorrhiza presented a metallic shine at all stages.

When dry, the mantle is seen as a dense and cottony sheath, with abundant emergent
thin hyphae. The ectomycorrhiza presents abundant rhizomerphs connected at one point by
various parts of the ecto.mycorrhiza, of whitish color (1A1), with pustules.

Anﬁtomical characteristics, In cross sections, the ectomycorrhizae presents a sheath
from 34.3 pm up to 78.4 pm wide, composed of abundant hyaline emergent and septate
hyphae, 1.9-3.9um in diameter; tanniniferous cells of 19.6-47 x 19.6-31.3 um, circular to
elliptical, dark yellow in color (4C8); cortical cells of 11.7-50.9 x 11.7-39.2 um, rounded to
elliptical; the Hartig net covers one or two cortical cells layers and separates them with one or

two circular hyphal cells of 3.9-7.8 1im in diameter.
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Longitudinal sections show that the sheath is composed of three layers, the external
layef i‘heaéures 11.7-31.3 pm, has abundant emergent hyphae, 1.9-3.9 um in diameter, septate
and interwoven, with abundant pustules; followed by loosely interwoven hyphae that form a
plecténQuirnatosé layer. The middle layer measures 15.6-23.5 pm, is pletenquimatic, formed
by parallel hyphae, 1.9-3.1 pum in diameter. The innermost layer is 11.4-23.5 pm thick, a
dense plectenquimatic layer with hyphae arranged in a net, 1.9-3.1 um in diameter.

| | Rhizomorphs 7.8-39 um in diameter, formed by slightly differentiated parallel hyphae;
thin external hyphae, 1.5-3.9 um in diameter, with some central hyphée of a greater diameter
ranging 2.3-3.1 pm, with abundant emerging hﬁhae 1.5-3.9 um in diameter, hyaline and with
many pustules all along the system.

Pinus montezumae-Suillus pseudobrevipes ectomycorrhizae
Morphological characteristics. The mycorrhizal system presented branching which varied
from simple, dichotomous to coralloid that measured (1.1-) 1.3-1.4 (-1.6) mm; unbranched
tips of (0.4-) 1.1-1.6 (-1.7) mm and with a (0.2-) 0.3 (-0.4) mm diameter, the axis measured
(0.2-) 0.3-0.4 (-5.0) mm; unbranched tips were straight and rounded; white (1A1) when
young, dark orange (5A8) when mature and grayish brown (7F4) when old; with a metallic
shine. '
When dry, the mantle can be seen as a dense cottony surface, with abundant emerging

hyphae. The ectomycorrhizae have abundant rhizomorphs connected at 6ne point by various
parts of the éctomycorrhiz_aq; white (1A1) in color and vilose.I

. Anatomical characteristics. In cross section, the thickness of the sheath varies from
24.5 to 98 pm, with abundant septate, hy_aline emerging hyphae, 1.5-3.1 pum in diameter;
taniniferous cells circular to elliptical, 34.3-49 x 14.7-29.4‘ um; darl% yellow (4C8); cortical
cells round to-elliptical, 29.4-49 x 24.5-49 pm; Hartig net covers one or two layers of cortical
cells and separates them with one to three circular hyphal cells of 3.1-6.2 pm diameter.

- Longitudinal sections showed that the sheath is composed by three layers; the external
layer is 15.6-39.2 um thick, with abundant emerging hyphae 2.3-3.9 pm in diémeter, septate
and interwoven with many pustules, followed by loosely interwoven hyphae which form a

plectenquimatose layer; the middle layer, 7.8-31.2 pm thick, is made up of a plectenquimatose
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layer formed by parallel hyphae 1.1-3.9 pum in diameter; the internal layer is 7.8-23.5 pm
thick, a dense plectenquimatic mantle is observed, with 0.7-3.1 pm thick hyphae in a net-like
arrangement.

Rhizomorphs 4.9-90 um in diameter, formed by highly differentiated parallel hyphae,
with ‘a zone of thick and septated central hyphae of 2.3-5.4 pum diameter, as well as thin
hyphae near the surface, 1.5-2.3 pum, with abundant emerging hyphae all along the system,

(.9-3.9 um in diameter, hyaline and with many pustuies.

Discussion
The ability of Suillus glandulosipes and Suillus cf. pseudobrevipes to form ectomycorrhizae
with Pinus  montezumae was tested in this research. . Both strains formed abundant
mycorrhizae. ,

.~ The comparison of the anatomical and morphological characteristics of both species
indicated similarities with respect to the type of branching, color, type of mantle, color of the
rhizomorphs and presence of abundant pustules. P

The main difference observed was related to the size of the mycorrhizal system, those
formed with S. glandulosipes were slightly larger than those formed by the Swillus cf.
pseudobrevipes strain.

Differences were also found in relation to the rhizomorph anatomy; the central hyphae
in Suillus cf. pseudobrevipes were highly differentiated, while those of S. glandulosipes
presented only slight differentiation.

When comparing the structure of these mycorrhizae with those reported in other
combinations of Pinus + Suillus, we observe that the simple to coralloid bréﬁchiﬁg type had
a]reédy beén described for the mycorrlﬁzae of | Pi_n'us, resinosa and _Sﬁilfus _aﬁégr;‘canus, hY

brevipes, S. luteus and S. neoalbidipes; in P. strobus with Suillus americanus, S brevipes, S.
granulatus, S. pictus and S. punctipes (Palm and Stewart, 1984); in P. montezumae with
Suillus granulams (Santiago-Martmez,. 1992);‘in P. patula with Suillus breﬁipe;v {Mohan et
al,,1993), and in P. cembroides with Suillus tomentosus (Xicoténcatl ef al, 1998).
| The color: represents a very important featuré for the. differentiation of the mycorrhizal

systems formed by different fungi; in the case of those described for "combillati_c':ns of Pinus +
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Suillus, it varies considerably from white to pale yellow, reddish; grayish brown or pinkish
brown (Palm and Stewart, 1984; Torres, 1992; Santiago-Martinez, 1992; Mohan ef al., 1993).
Only the mycorrhizae produced by P. resinosa and P. strobus with S. brevipes (Palm and
Stewart, 1984), P. halpensis with S. collinitus and S. luteus (Torres, 1992), and P.
montezumae with S. tomentosus and S. granulatus (Santiago-Martinez, 1992) have a similar
coloring to those described in this work.

Another highly variable feature of the ectomycorrhizae formed by Pinus with Suillus is
the sheath thickness, which varies from 10-50 um (Torres, 1992; Mohan et ¢/, 1993) to almost
200 pm (Santiago-Martinez, 1992). Most of the mycorrhizae formed by Pinus and Swuillus
present a mantle with three layers, which agrees with what was found in this study.” As in
most species of Suillus, no fibulae in the hyphae were observed and the fungal sheath
penetrated only one or two layers of the cortical cells.

The species tested ‘grew well in the laboratory and presented a high percentage of
mycorrhization in the seed containers, for which they could be considered good candidates for

nursery and field trials.
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Figs. 1-5: Mycorthiza of Pinus montezumae with Suillus glandulosipes (TLAX 25). 1: dichotomous mycorrhiza
with abundant emerging hyphae 14x;2: coralloid mycorrhizae with abundant emerging hyphae 1.4x; 3: loose
plectenquimatic mantle with abundant emerging hyphae (M), 40x; 4: rhizomorphs with slightly differentiated
parallel hyphae, 20x; §: layer of tanniniferous cells (T), cortical cells (C) 20x: Figs. 6-8: Mycorrhiza of
P montezumae with Suillus of. psendobrevipes (TLAX 36). 6: diy coralloid mycorrhiza with abundant
thizomorphs (R) 1x; 7: simple mycorhiza 1.4x; 8: cross section of a mycorrhiza with round cortical cells (C)

surrounded by hyphae (H) 20x.

TESIS CON
7ALLA DE ORIGEN

124




PARTE 2
CRECIMIENTO EN DIFERENTES MEDIOS NUTRITIVOS
Y SINTESIS IN VITRO DE UNA CEPA DE Laccaria bicolor

GROWTH OM DIFFERENT.NﬁTRITIVE MEDIA AND IN VITRO
OF ONE STRAIN OF Laccaria bicolor

Guadalupe Santiago—Martinezz,Arturo_Estrada—Torresz, Lucia Varela® y Tedéfilo
Herrera® :

RESUMEN

En el presente trabajo se presentan los resultades del crecimiento de
una cepa de Laccaria bicoclor en siete medios de cultivo, obteniéndose la
mayor velocidad de crecimiento y el mayor didmetro colonial en extracte de
malta agar y biotina-aneurina-dcide £bélico agar {BAF) y la mayor produccién
de biomasa en los medios de biotina-aneurina-acide félico agar y Sabouraud
agar. La sintesis in vitro se realizé en una beotella de un litre, con
vermiculita, turba y.medio de cultivo liquido de BAF; después de 15 meses
se extrajo el sistema radical para su caracterizacidén. Se observé una
micorriza de simple a dicotdémica, con una coloracidén café clara, un manto
delgado y plectenquimatosc y una read de Hartig gque penetré de dos a tres
capas de células corticales,
PALABRAS CLAVE: Pruebas‘de crecimiento, Pinus montezumae

ABSTRACT
Growth of one strain of Lacgaria bicelor in seven culture media was tested,
The fastest growth velocity and coleony diameter were obtained in EMA, BAF
and SAB media. Tﬁe synthesis in wvitre of the mycorrhizae of this: fungus
with‘Pinus montezumae was induced in a one litter flask containing a mix of
vermiculite, peat-moss and BAF broth medium. The root system was extracted
for _characterization after 15 months. The mycorrhizae had a2 simple to
dicotomous morphology, with a pale brown color, a thin and plectenquimatic
sheath, and a Hartig net surrounding two or three layers of the cortical
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_ INTRODUCCION
Laccaria bicolor .es un hongo que se distribuye en Eurxopa vy Norteamérica
(Mueller, 1992); se asocla frecuentemente con las pindceas, encontrédndose
en lugares perthrbados y en rgdalés jéveﬁes '(Dénielson, 1984; Kropp vy
Mueller, 19%99). Su caracter picnerc y la facilidad para manipularlo en
culfivo purc, asi come su capacidad para formar micorrizas hacen posible
estudiar su biologia (Kropp y Fortin, 1988; Godbout y Fortin, 1992;Baar et
al,, 199%4; Kropp y Mueller, 1%99). Se han obtenido buenos resultades en
ensayos < de inoculacion de plantas con este hongo, logrando obtener
fructificacién a los 6 meses de la inoculacién con la adicién de baias
concentraciocnes de nitrdégenco al sustrato (Godbout y Fertin, 1992), va que
incrementa el crecimiento vy la sobrevivencia de las plantas durante el
trasplante ademés de ser competitive con Thelephora terrestris en el vivero
y con los hongos indigenas después del trasplante (Kropp y Mueller, 1999).
Por su alto potencial en programas de reforestacidn, es necesario evaluar
el crecimiento de las cepas mexicanas en diferentes medios de cultivo y
determinar su afinidad con las especies de pino usadas.comﬁnmente en los
programas de reforestacidn. Es también importante caracterizar la
morfologia de su micorriza para poder reconocerla facilmente en campc. Para
este, se plantearon los siguientes cobjetivos: evaluar el crecimientc de una
cepa mexicana de Laccaria bicclor en siete medics de cultive, asi como

obtener y caracterizar la micorriza que forma con Pinus montezumae.

MATERIALES Y METODOS

Aislamiento del material biolégice. Esta cepa se obtuve en el medio de
cultivo papa dextrosa agar (PDA} a pazrtir de cuerpos fructiferos
procedentes de un bosque de Pinus-Abies, del volcén la Malintzi, Parte de
los especimenes recolectados, se caracterizaron de acuerdoc <con los
criterios de Cifuentes et al. (1986), se herbeorizaron con el ndamero de
respaldo de Herbario Cuaxilo-Limén 55 y se depositaron en el Herbario TLXM
del centro de Investigacidén en Ciencias Bioldgicas de 1la Universidad
Ruténoma de Tlaxcala. La cepa obtenida se ehcuentra depositéda en el
ceparic de hongos ectomicorrizégenos del mismo centro con la clave TLAX 30.

Pruebas de’ crecimiento y caracterizacidén. Para la realizacién de las
pruebas de crecimiento en diferentes medios nutritives, el micelic crecide
durante tres semanas en cajas dé petri con PBA (Bioxon Becton Dickinson de

México) se cuadriculé con un bisturi estéril, cortando fragmentos de 5 mm

128



por lado; éstos se transfirieron a cajas de petri de 90 mm de diametro que
contenian los medios de cultivo papa dextrosa agar (PDA), extracto de malta
agar (EMA), Sabouraud (SAB) (Bioxecn Becton Dickinson de Méxiéo}, Ingestad
(ING) {Mascn,- 1980), Melin y Norkrans modificado (MNM), Hagem (HG) (Molina
y Palmer, 1982) vy biotina-aneurina-acide fdélico-~agar (BAF) (Moser, 1960),
con seis repeticiones por tratamientoc.

Para caracterizar el hongo en los diferentes medios de cultivo se tomd
en cuenta el color y la textura de la colonia, asi como, el color gue se
presentd en la parte inferior de la colonia en cada uno de los medios (fig.
2).

Las variables evaluadas fueron la wvelcocidad media de crecimiento, e1
didmetro celonial final a los 40 dias v la produccidén de biomasa, para lo
cdual se siguiercen los procedimientos descritos por Santiago-Martinez et
ail., (199%2). Para verificar si existian diferencias significativas entre
los tratamientcs, se aplicd® un andlisis de varianza y una prueba miltiple
de Tukey con nivel de significancia al 5 %,

Sintesis in vitro. Para la obtencidn de la micorriza se moedificaron los
métodos propuestos por Trappe (1%67) y Mason (1980), utilizando frascos de
vidric de un litro, a los cuales se le adicionaron 300 ml de wermiculita,
30 ml de turba y 200 ml de medio nutritiveo liquido de BAF(biotina-aneurina-
dcido félice) conteniendo unicamente 10 ml de dextrosa (fig. 3); estes
dispositivos se esterilizaron durante una hora a 120 °C. Una vez frios, el
sustrato se inecculd con el hongo crecide en medio BAF liquido v se sembréd
una pléntula de Pinus montezumae, la cual se dejd crecer durante 15 meses
(fig. 4). Las micerrizas obtenidas se: caracterizaron y se fijaron en FAA
{formol-&cido : acético-aleohol). Para la caracterizacién de la micorriza
chtenida, se =siguieron los criterics de BAgerer (1987) .definiendo 1los
colores con base en la tabla de colores de Methuen, de la cual se utilizé

su notacidén alfa-numérica (Kornerup y Wanscher, 1978).

RESULTADOS
Caracterizacion de la cepa en los diferentes medios de cultivo {figura 2)
PDA. Al principio, la colonia presentd crecimiento postrado en el agar
con una c¢oloracidén de blanguecina a lila (2A2) v con una textura butiricea,
Posteriormente se observé un micelio postrade con textura afelpada vy
reversc blanquecine. Finalmente, el micelio continué con crecimiento

postrade en el medio pero la ceoloraciédn cambié a blanco amarillente (322},
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con una textura aterciopelada laxa, un crecimiento ligeramente irregular,
en ocasicnes con manchas de color lila (16B4) y reverso de la colonia
blanco amarillento (3A2).

EMA, Al inicic se observd un . crecimiento pestrade en el agar, una
coloracidn lila (16B3) en el centro, con el margen blanguecino, una textura
butiridcea y reverso gris parpura (14B2) en el centrc y blanguecino en el
margen; se formaron algunos cordones aéreos scobre el indculo. Al terminar
el ensayo, la colonia presentd crecimiento regular y postradc en el agar.
con  una coloracidén vicleta griséacea {(17C3) en el centro, c¢on micelio
algodonose sobre el indgcule vy blanco amarillento (1AZ) en el margen,
textura aterciopelada laxa y el reversc de la colonia naranja ¢risaceo
{5B5) en el centro, luege lila opaco (15C3) y hacia el margen blanco
amarillento (3A2}.

SAB. Al inicio del crecimiento, la colonia presentd crecimiento
postrado en el agar, con una coleracién lila oscura (17C7) con el margen
klanguecino, una textura atercicpelada y micelio aéreo scbre el indculo; en
el reverso de 'la celonia se formaron anillos concéntricos no  bien
definidos. Al final de la prusba se observaron anillas concéntrices no bien
definidos gque tomaron las coloraciones '‘gris purpura (34B2) en el centro,
después vicleta grisdcea (1BD4), vicleta pélida (18A3}), wvicleta grisacea
(18B3) y-con el margen vicleta griséceo (17E5) vy gris wvioléceco {17B2) con
algunos - puntos blances dispersos; la colonia tenia textura aterciopelada
densa con micelio poco rizado y elevado en el centro y margen con micelic
postrado en el agar; en el reversc se observaron anillos concéntricos no
bien definidos de diferentes coloracicones: gris wvioleta (17D2) en el
centro, vicleta opace (17E4), lila rojiza (14C3), violeta grisdcea (17D4) vy
gris {17D1).

ING. Al comenzar el crecimientc se observé una <coloracidn de
blangquecina a vwviocleta palida (18A3) en el centro con micelio aérec
blanquecinc, textura de algodonosa laxa a afelpada, con micelio ligeramente
elevado; el reverso de la colonia tomd una coloracién gris wviocleta (17EB)
en el centro, con el margen blanguecino., ‘Al final del crecimiento, la
colonia presentd coloraciones de wvioleta opaca (17D3) a gris vicleta
(17B2), textura aterciopelada densa, con micelic aéreo corte en el centro y
el margen algodonoso peco denso con micelio aérec mas largo. El reversoc de

las colonias presentd coloraciones magenta grisacea {14E3) en el centro,
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naranja drisacea (6B4) y blanco amarillenta (2A2) en el margen, en
ocasiones con manchaé de color violeta grisaceo (17D7).

MNM. Micelio con coloracién vicleta grisdcea (17B3), textura algodonosa
laxa a afelpada con micelios aéreos blanguecinos; re-verso de la colonia
con el centro de color gris wvioleta (17B2) y el resto blanguecino, con
tonos rosados en el margen., Al final del ensayo, el crecimiento de la
colonia tomé una coloraciém blanco rosada (7A2) en el centro y gris rosada
(8B2) hacia el margen, textura aterciopelada laxa con micelio postrado en
el agar, reverso de color café rojizo (9E4) en el centro, naranja café
(6C4) en la parte media y blanco amarillento (2AZ2) en el margen.

HG. Colecracién de blanquecina a lila grisacea (18A2) con micelio
blanquecinoe en el ¢entro, textura algodoncsa laxa con micelic aéreo hirsuto
vy corte; reverso de la colonia de color 1lila (17B2). Bl final del
experimento la colonia presentaba una coloracidn blanco parpura {14A2) con
el margen blanco rosado (10A2), textura aterciopelada laxa a densa, con
micelios aérecs hirsutos en el margen. El reverso de la colonia de color
café oscuro (8F7) con el margen blanguecino, en ocasiones se con manchas de
color liia opaco {16C3)Y.

BAF, Colonia de coloracidén lila, con el margen blangquecino con tonos
violeta palido {18A3) abajo del indculc, textura aterciopelada con micelio
aéreo muy corto, reverso de la colonia grisdcec con margen blanquecino. Al
términe del ensaye, la colonia presentd una coloracidn lila grisicea (16B2)
con manchas blancas en el centro y formando anillos concéntrices no bien
definidos de color vicleta palide (18A4) y el margen gris (18Bl), textura
aterciopelada densa; sobre el indculo se observd micelio laxo y postrade en
el margen. Reversc de la colonia de color gris purpura ({14B2), vicleta

griséceo en la parte media (18B3) v el margen gris (18Bl).

 Pruebas de crecimiento en los diferentes medios de cultive
En el cradro 1 se presentan los resultados de las wvariakles tomadas en

cuenta para evaluar el crecimiento de la cepa.
Caracterizacidn de la micorriza obtenida

Las raices de las plantas sge estuvieron monitoreando a los 6, 9, 12 y 15

meses y hasta este (ltimo tiempo se detectd la presencia de micorrizas.
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Cuadro 1. Variables evaluadas de la cepa de Laccaria bicelor.

Variable PDA EMA SAB ING MNM HG BAF
evaliuada

Veé?Cidad % 1.47b6  2.31a  1.59  0.64c  0.65¢  0.22c  2.03ab
meala ¢ 0.18 0.05 0.06 0.16 0.10 0.07 0.07
{mm/dia) )

Didmetro z 69.6bc . 86.6a  62.0c  25.8de 33.0d  12.5¢  79.2ab
final (mm) e 0.8 0.49 0.29 0.59 0.54 0.42 0.35
Biomasa % 52.1bc 105.2b 188.0a el.5bec  22.1c 12.0c¢ 208.3a
(mg) e 1.09 0.93 0.68 1.05 0.49 0.28 1.05

X Promedio de sels repeticicnes; e error estandar:; letras iguales en la
misma linea no presentan diferencias significativas P=0.05

Lz micorriza presentd una morfologia de simple (fig. 5) a dicotdmica (fig.
6), ocasicnalmente irregular. El largo del sistema ramificado fue de 2.5 a
3.6 mm; las puntas no ramificadas wan desde 0.4 hasta 0.5 mm, y el didmetro
de los ejes de 0.4 a 0.5 mm. La superficie del manto fue qranulosa con
abundantes hifas emanantes; con brillc metidlice distribuido irreqularmente.
Coloracién café clara (7D4) en las puntas no ramificadas, naranja café
(7C3) en lcos é&pices de las puntas, color café ({7E6) en los ejes; las
ricorrizas viejés con color café oscuro (7F6). Con abundantes rizomorfos e
hifas emanantes hialinas.

Manto de 23.5 a 31.4 um de aricho, plectenquimateso, con las hifas
dispuestas en forma de red y con abundantes hifas emergentes fibuladas
(fig. 7). Red de Hartig con penetracidén de des a tres capas de células

corticales. ’

DISCUSION Y CONCLUSIONES

Caracterizacién colonial

Esta cepa tomd una coloracidén de lila a violeta en la mayeria de los
medics utilizados, excepto en MNM en el cual tomd tonos rosados; ademds en
el medio de cultive de SAB se pudo observar que la coloraciédn de la colonia
formé anillos concéntricos de diferentes tonalidades violetas. También se
pude observar que esta cepa no produce exudados que pigmenten el medio de
cultivo como en el caso de algunas cepas de Pisolithus tinctorius, Suillus
sp. y Rhizopogon sp. (Santiago-Martinez 199%2). El color violeta de 1la
colonia estudiada concenerda con lo reportado previamente por Hutchiseon

(1981} en los medios de MN, HG y BAF.
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Pruebas de crecimiento

Velocidad media de crecimiento. En cuantc a esta variable, se pudo
chservar gue se obtuve el mayor valer en el medio de EMA presentande
similitud estadistica con el valor observado en el BAF, este segundo no
presentd diferencias significativas con los walores alcanzades en los
medids de SAB y PDA, gquienes presentaron diferencias significativas con el
valor mas alto {(EMA) v los obtenidos en los medios de MMM, ING y HG gus
fueron los valores mas béjos {(cuadro 1).

Diémetré colonial final. En esta variable se encontrarcon los valores
méds altos en los medios de EMA y BAF vy los mds bajos en los medios de MNM,
ING y HG (cuadro 1).

_ Produccién de biomasa. En cuanto a la biomasa, los valores mé&s altos de
péso seco se presentaron en los mediocs de cultivo BAF y SAB, presentande
similitud estadistica entre ellos y diferencias con.los demids medios: los
valoies més bajecs se alcanzaron en los crecimientos en PDA, ING, MNM y HG
{cuadre 1) .

En la figura 1 se cobserva la correlacién entre diametro colonial vy
produccién de biomasa. En los medios de ING, HG y MNM se obtuvieron los
valores més bajos en lés variables de di&metro colonial y produccién de
biomasa. A pesar de gue en los medios PDA y EMA se enceontrarcn colonias
relativamente grandes, la produccidén de biomasa fue muy baja comparada con
la que se& cbtuvo en los medios de SAB y BAF; por lo que estos dos dltimos

serian recomendables para producir masivamente esta cepa.

.caracterizadiéﬂ de la micorriza

La micorriza obtenida en este ensayo requirié de aproximadamente 15
meses de permanencia de los simbiontes en el dispesitivo, tiempo mayor que
el reportado 'poz Trappe (1967) que es de 3 a 4 meses; sin embargo, de
acuerdo con lo mencionado por Duddridge (1986a y 1986k}, a pesar de gue se
fédujo el contenidc de azlcar en el medio empleado en el presente trabajo,
el contenido de este carbohidrato pude influir para que las micorrizas no
se observaran antes de este tiempo. Da morfelogia: dicotdmica y la
penetraciéh de la red de Hartig de 2 a 3 ceélulas corticales ya se habian
descrito para micerrizas de Pinus pinea con Laccaria laccata (Branzati et

al., 1983).
. A pesar de que las colonias de esta ceps presentaron coloraciones

violeta en la mayoria de los medios de cultivo utilizados en este ensayo,
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la micorriza obtenida no presentd dichas coloraciones, aunque £stas se han
observadc en micorrizas de campo de otras especies de Laccarie (Agerer,
1987). Por otro lado, no se ha observado coloracidn violeta en micorrizas
de L. proxima y L. tortilis obtenidas en sintesis in vitro (Ingleby et
ali, 1990}.

Se ha mencionade que la morfologia de las estructuras micerrizicas
puede variar entre aislamientos de la misma especie fingica. Asi, en el
caso de Laccaria, se han observado diferencias morfolédgicas en la
colonizacién de Pinus banksiana con diferentes cepas de Laccaria bicolor
{(Wong et al., 1989); sin embargo, es importante realizar la descripcidn de
las micorrizas obtenidas porgque asi se tienen las bases para poder
diferenciar la cepa probada en ensayos de vivero y campo.

Las especies del género Laccaria, en especial L. bicolor, presentan una
serie de caracteristicas interesantes que las hacen atractivas para ser
usadas en programas de inoculacién de plantas en vivero: en primer lugar,
se ascclan con una amplia gama de hospedexcs, entre los gue se pueden
incluir especies de los géneros FBucalyptus, Larix, Picea, Pinus vy
Pseudotsuga (Baar et al,, 1994; Danielson, 19%984; Wong et al., 1928%). Secn
antagonistas de patdégenos de la ralz gue habitan en el suelco, por lo gue
son potencialmente Otiles come agentes de control de ciertas enfermedades
{Hung y Molina, 1986).

Baar et al. (1994) observaron gue Laccaria bicolér fue capaz de
sobrevivir en lugares talades en forma de micelio o como restos de
ectomicorrizas en la capa de suelo mineral o en forma Saprofitica en
lugares en donde se ha removido la capa de humus vy el estrato herbaceo.
Ademas,  se ha utilizado ampliamente para la inoculaéién de pléﬁfuias en
viverc y se ha logrado obtener sus fructificaciones después de seis meses
de Thaberse inoculado a la planta, adicionande ai sustrato bajas
concentraciones de nitrdgeno (Godbout vy Fortin, 199%2)., Todas estas
caracteristicas, ademds de su facilidad de aislamiento y su capacidad de
asociarse con P. montezumae, planta ampliamente distribuidé en México
{Perry, -1991) y frecuentemente producida en los viveros mezxicanos, hacen de
L. bicoler un hongo ceon gran potencial en los programas de re-forestaciédn
de nuestro pals.

El sistema de micorrizacién in vitro utilizado en este ensayo presenta
pocos problemas de contaminacidn; sin embargo, en esta técnica no ée puede

observar el sistema radical hasta el momentc de extraer las plantas, por lo
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que éstas se pierden en los moni-torecs, ya que hay gue romper el frasce

para extraer las raices de la planta.
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Figura 1. Correlacidn entre la biomasa y didmetro colonial.




Figs. 2-8. 2: Prueba de crecimiento de la cepa de Laccaria bicolor en diferentes medios nutritivos. 3.
Dispositivo de sintesis in vitro en frasco lechero con turba y vermiculita. 4: Pléntula de Pinus montezumae
al momento de ser extraida del dispositivo de sintesis in vifro. 5: Micorriza simple de P. montezumae
inoculado con L. bicolor (12.5 X). 6: Micorriza dicotémica de P. monfezumae inoculado con L. bicolor
(6.8 X). 7: Hifas emanantes de la micorriza obtenida in vifro (250 X). & Red de Hartig de la micorriza

obtenida in vitro (500 X}.




Resumen

LA ECTOMICORRIZA DE Pinus cembroides
y Suiflus tomentosus

Ectomycorrhlzae of Pmus cembro:des and Su:!lus tomentosus

A chohtencatl Ahuatzin, M.G. Sanuago Marhnez yA Estrada-Torresl

“Enel presente estudio se constatd la capacidad de una cepa de Suilus lomentosus para format

Abstract

ectomicorriza con Finus cembroides  Plantulas obtenidas en condiciones . axénicas fueron
noculadas con el hango en crecimignto activo Después de dos meses se obtuvieron micorrizas
de color blanquecino en las estructuras jGvenes. anaranjado pardo en 1os estados maduros'y
color caté en las partes vieyas, desde simples hasta coralgides, con puntas no ramificadas de
torcidas a tortuosas La supericie del manlo es brilante, aigodonosa y densa, cubierta por hifas
emergentes rigidas en forma de espinulas. Se presentaron rizomorfos blancos, abundantes y
conestados en algunos puntos de 1a base Microscopicamente, &l manto va desde 39 O pm hasta
122 & uym de grosor v esta conformado por tres. capas, la externa presenta. hifas emanantes
teptadas entrelazadas, en la capa media se obsarva un manto plectenquimatico con hifas
enfrelazadas y en la capa interna se observa también un manto plectenquimético con hifas
dispuestas en forma de una red mas densa La red de Hartig penetra de dos a tres capas de -
céhias corticales,

Palabras clave: Rizomarfes, astructura del manto, hifas emanantes, red de Hartig.

The capacity of one strain of Suilus lomenfosus for forming ectomycorthizae with Anus
cambroiles was proven Seedlings obtained under axenic conditions were inoculated with the.
fungus in active growth. After twa months, we obtained simple colored ectomycorrhizas, whitish
when young, brown orange in mature stages, and brown when cld with bent to tortuous- o
branched tips. The mantle surface is bright, cottony and dens, covered with spine-like emergent
hyphae rigid Rhizomorphous are white ngid, abundant and connected in some points at the base
of ectomycorhizae. Microscopically, fungal mantie ranges from 39.0 um to 1225 pm and has
three layers, the outermost with abundant interwoven emanating hyphae, the middls,

piectenquimatic and with interwaven hyphae, and the innermost is also plectenquimatic, but the

. hyphae have a reticulated arrangement. Hantig's net reaches two or three layers of cortical cedls

Key words: Rhizomorphaus, mantle structurs, emanating hyphae; Hartig's net

Introduccién

1973).

uchas de ias plantas forestales de rzonas termnpladas presentan la simbiosis mutualista entre el
micelio de un hongo ectomicorrizico y sus raices troficas (Harey y Smith, 1983). Para aigunos de
estos arboles dicha relacion es obligada y 1a ausencia de sus hongos simbiontes ongnna que 1as
plantas no puedan tener un desamolio normal (Meyer, 1973). En esta asociacion, el hongo rodea Ias raices
secundanas.de las plantas formando una red de hifas entrelazadas ltamada manio; en el intefior de Ia raiz, el
hongo se desamolla intercelulammente rodeando las células qonit;ales oqryslqluyendo 1a redd 4de Hanlg (Marks,

meuaﬂmbgh c«mamwmcmsmumAmam mnos me'_

Thooah, 90120, hincuintia, Thocat.
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Avances de ia investigaciin mocoizica en México.

£l pino piftonero (Pinus cembroides) forma bosques puros o casi puros en las regiones semidridas del estado
de Tlaxcala, mismos que Se encuentran asociacdos con el matorral xerdfilo sobre una porcidn de cermos calizos
situados entre Altzayanca, SantaMaria de las Cuevas y el Carmen, - :

Actuaimente se le propaga en los viveros de la entidad y se esta introducienda en algunas localidades
del municipic de Totolac, intentando reforestar suelos calcareos en los que se desarrolia en forma adecuada
(Acosta et al, 1991). No obstante, poco se conoce de Ios hongos que pueden formar asociaciones con esta
conlfera y det papeél que pueden tener en la sobrevivencia de la planta.

Uno de 105,,req'uisiios para setéccipnar cepas de hongos e_ctorhioorﬁzégenos para programas de
reforestacién es su capacidad de asociarse con fa planta que se desea producir, lo ¢ual se puede constatar a
ravés de la sintesis de su micormiza en el laboratorio. Debido al potencial que Pinus cembroides tiene para
usarse en reforestacion de zonas semi-secas, el objetivo del 'presénte estudio fue confimar la cépacidad de
Suillus tomenfosus para asociarse con P. cembroides a lravés de la sintesis de su micorriza,

Materiales y métodos

Preparacion de los semileros

Se usd como sustrato suelo forestal procedente de la Canada Grande, del veican La Malinizi, Tlaxcala, el cual -

se esterilizé a 120°C dos veces durante una hora en dos dias. consecutivos. Por Olra parte, se usaron 26
semilleros (18 x 5 cm), los cuales se lavaron y se desinfectaron con alcohol, y £n su base se depositd algodén
y se llend con el suelo forestal estén, ‘ "

Germinacion de las semillss

Semillas de Pinus cembroides Zuce., proporcionadas por: el vivere de San Andrés Apizaco, Thaxcala, se
desinfectaron con perdxido de hidrégenc a 30% durante 15-20 minutos, se enjuagaron con agua destilada
estéril y se sembraron en una mezcla estérit de arena y vermiculita,

A los 20 dias las ptantulas se transfirieron a los semilleros que habian sido previamente preparados
mismos que se depositaron en un invemadens, Las plantas s& regaron con agua comiente dos veces a8
semana por |as tardes (T ones, 1992).

Proparacion del indculo fingico

Se uuluzé una cepa de Suillus romenrosus (Kauffm) Singer, Snell & Dick, procedente de Ja Cafada Grande
Iadera este, volcan La Malmtzl Ttaxcata con respaido de herbario Kong-Luz 1 009 depositado en el herbano
TLNM del Centro de lnvestugac:én en Ciencias Biolégicas, Universidad Auténorna de Tiaxcala

Dicha cepa, que se encuentra depositada en e! ceparic de hongos ectomicomizégenos del mismo
Centro, fue resembrada en papa dexirosa agar (PDA). Posterdormente la colonia se cortd en pequeiios

fragmentos de § x § mm y se transfiid a matraces de 250 mi conteniendo 150 mi de ‘medio fiquido biotina *
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La eclomicoirizs de, .

aneuﬂna dcido I8lico (RAF) (Moser 1960)," adicionando Gnicamente 15 g de giucosa Los matraces se -
mantuvieron en agﬂamén mecénlca a 150 om y 25°C durame dos semanas :

mocu:aaonae:asuarm

Cuando el indculo micelial presemaba crecimiento activo el medio nutritivo se eliminé y se enjuagd con agua
destilada estéril. Este micelio se usé para tnocutar las piantas que ya presentaban ralces secundarias.

Obsgwacién_rie ks rajces

El sisterna radical 5e revisé constantemente hasta observar la formacion de las priimeras ectomicorizas, que
fue dos meses después de ta inocutacion.

Caracterizacion de lgs ectomicomizas

Con las ectomicomizas oblenidas se describieron las caracteristicas morfaldgicas y anatomicas segun el
criterio de Agerer (1987-19881), Agerer (1991} e Ingleby et a/. 1990). Los colores fueron descritos tomando
comg referencia la tabla de colores de Methuen (Komerup y Wansher, 1978), de fa cual se indica su notacidn
aifa-numérica, ‘ _ -

Las raices micomizadas fueron fijadas en formalina-acido acslico-alcohol (FAA), y para la descripeidn
microscopica se elaboraron portes transversales y longitudinales hechos a mano.

Resultados y discusién
Caracterisficas morfoligicas

El sislema radical presenta una ramificacion que va desde simp!e 3 dfco!bmlm (Figuras 1 y 20 hasta
caralcnde (Figura 3). El sistema midi6 (1. U) 1.1-20 (2 5} mm; las punlas no ramnﬁcadas de (0.3-) 0 4-0.7 (-0.9)
mm..con un didmetro de (0.2-) 0. 3-04 (-0.5). mm, los ejes fueron de (0.1- <) 0.3-0.4 (0. 5) mm; las punlas no
ramrf cadas se observaron de torctdas a tortuosas (Flguras 2y3). redondeadas de color blanco (1A1) cuando
jévenes. naran;a-café (BCB) cuando s0n madiras ¥ café-0scuro (7F4) cuando vie;as eon brilla metalico.

En seco, el manto se observa con una superficie algadonosa densa con abundantes hifas ememenles
en forma de espfnulas (Figura 2). La ectomicorriza presanta abundantes rizomorfos conectades en un punto
por varias partes de la ectomiconiza (Figuras 1y 2), de color tﬂanoo (1A1). vﬂosos '

ca'faqe'dsfm's anatonﬁcas |

R:zomorfos de 9 3-98 um de. dtémetro formado por hlfas paratelas Iigeramanie mdiferendada.'r las hifas
delgadas son de 0. 7-2 3pm de diémetro con algunas hifas centralw de mayos diémetro Que van dasde 23
47 ym, con abundantes hifas emanantes a todo lo largo de! sistema de 1.0-6.9 um de didmetro, de colof

bianco (1A1) con abundantes pastuias.
251
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Awances de ts investigacién mocorrizics wn Médeo.

En corle transversal la eclomicomiza presenta un manto con grosor desde 39.0 um hasta 122.5 pmda
grosor, con abundanies hifas emanantes septadas, hialinas de 1.5-3.9 pm de diametm. céiulas tanmifaras de
24.5-49 x 14.7-29.4 pm, de circulares a elipticas, de color amarillo oscuro (4C8); células corticales de 34.3-40
% 8.8-48 um de redondeadas 4 ellpticas; ia red d& Hartig (Figuras 4 ¥ 5) cubre de dos a lres calulas conicales y
las separa con una o dos céluias hifales ctrwlaresdea 8-7.0 ym de didmetro.

' El manto estd conformiado por tres capas (Figuras 5 y 8), la extema mide ds 7.8-11.7 um presenta
abundantes hifas emanantes (Figura 5) de 1.5-3.9 pm de didmetro, septadas y entrelazadas con abundantes
plistulas, seguidas de hifas enfrelazadas laxas formando un manto pleclenguimatoso; 1a capa media mide da
7.8-19.6 pim, se observa un manto también plectenquimético formado de hifas paraleias que miiden 3.1-3.9
um de didmetro y, en ia capa ilema (de 3.8-18.6 pm), se obsarva un manto plectenquimdtico denso con hifas
dispusstas en forma de red que miden de 0,7-3.1 ym.

Al comparar la estructura de las ectomiconizas de Pinus cembroides-Sullius tomentosus con la
reporiada en la bibliografia para olras combinaciones de Pinus y Suilius podemos observar que ¢l tipo.de
ramificacién de simple a coraloide ya 5e habia desciito en las micormizas de Finus resinose con Suilius
americanus, S. brevipes, S. luteus y S. neoalbidipes, Pinus strobus con Suillus mericanus, S. vevipes, S
granufatus, S. piclus ¥ S. punctipes (Palm y Stewart, 1984), Pinus halepensis con Sulllus variegatus (Tores,
1092), Pinus montezumae con Sullus granulatys (Santiago, 1992), y Pinus patula con Suilus.bravipes (Mohan
5t al., 1993).

T La forma tortuosa de fas ramificaciones también ya 58 hablu observedo en las micomizas de Pinug
patula con Suilus brevipes (Mohan ef al., 1983), aunque no se menciona la presencla de rizomorfos para asta
combinacion plamta-hango.

B} color representa una caraderistica muy imporante para poder diferenciar 8 las eclomicomizas .
formadas por diferentes hongos y, en el caso de las que se han descrito para combinaciones de Phus y
Suflus, abarca una ampla gama que va desde o) blanco hasta pardo grisdceos o pardo rosados (Paim y-
Stewart, 1884; Tomes, 1992; Santiago, 1982; Mohan, 1893).

"~ De esta manera, sélolasnﬂomﬂzaspmducﬂas porPhusreshosa y P. strobus con Sulfus brevipes
(Palm y Stewart, 19&4) P halapen.sis con Sullius collintus ¥ S, Iuteus (Tomes, 1992) y P. montézumae con 'S
tomenfosus y S granwdus (Santiago, 1992) tienen colomcionas simulares a las encontradas en el presente
trabsjo, aunque en todas las oombmaciones Sudllus-Pinus repoﬂadas enla hibliograf’ ia las eetomlcorﬂzas més _
wejas pueden tener coio:acionas café osturo, por lo que en esta etapa desu desamolto es fwi oonfundarias a
simple vista, :

Los rizomorfos también pmsenian colores muy variados, pero hasta ahora no se hablan descrito de
color blanco para ninguna combinacién de Pinus y Sulllus.

El grosor del manto es otro cardcter aitamente variable en las ectomicomizas de Pinus con Sulfus,
alcanzanco desde 10-50 pm (Torres, 1952; Santiago, 1902; Mohan, 1993) hasta cast ias 200 ym (Sentiago,
1962). La mayor!a de las micomizas formadas por Pinus y Suiflus presentan tres capas en el manto,
eolnadlendo con ko ancontrado en este estudb Af igual que en fa mayoria de Ias espeaes de Suillus, fo se
observaron flbouias on las hifas y ef manto fungico sﬂo peneira de una a dos eapas de cb!ulas cotticales,
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Figuras 1-6. Micomiza de Pinus cembroides con Suillus fomentosus
Caractorfsticas morfoldgicas (Descripcién). 1. Primeras etapas de formacién de la rectomicorriza vista en seco (30X),
manto tomentoso en forma de espinuias cortas, izomorfo conectado en un solo punto (R); 2. Ectomicorrizas (10X) maduras
vistas en seco, tomentosas, dicotémicas, con puntas torcidas, con rizomorfos vilosos; 3: Ectomicormizas sumergidas en
agua (10X), coraloides, con las puntas torcidas a tortuosas. Caracteristicas anatdmicas: 4. Corte transversal del manto (260X)
con abundantes hifas emanantes (E), Células taniniferas (T), Red de Hartig (H), Manto (M); 5. Corte transversal del manto (250X)
Manto (M), hifas emanantes (E), Células taniniferas (T), Red de Hartig (H); 6. Corte longitudinal del manto (500) con abundanies
hifas emanantes entrelazadas en la capa externa, seguidas de hifas entrelazadas en forma de red, en la capa media se observan

hifas paralelas y en la capa interna se observan hifas compactas en forma de red




Ammbmmﬁumum

Por Glimo,. osknponamammdonmqmumétododeouendandelasmioomzasenmmm(sm
forestal estéril + indculo en crecimiento, activo) presenta muchas ventajas, como [a obtencién de una buena
cantidad de micomizas en conto tiempo (2 meses) permmendo hacer una amplia descripcién de las
caracteristicas morfoidgicas y analémicas eontamznacnén mlmma o ausente, poco maltrato tanto de la planta
como del hongo en comparacién con el uso de otros dispositivos, bajo costo y segutmlemo de tas ricosrizas
sin necesidad de destruir la raiz de las plantas,

Conclusiones

1. Suilus torpertosus €s capaz de formar micorrizas con Pinus cembroides, esto 1o hace un buen candidato
para ser utilizado en ensayss en vivero,

2. La descripcion morfolégica v anatdmica aqui presentada permiticd el reconocimiento de este hongo en
trabajos de vivero y campo, ayudando asl a evaluar su competitividad y permanencia en los suelos.
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CAPITULO IV
INOCULACION ESPORAL

El uso de susbehsiones de esporas de hongos ectomicorrizogenos es uno de los
- métodos de inoculacién en vivero mas sencillo, econémico y probablemente eficaz. La

_inoculécién es reédmendable para 'mejorar el desarrolio y aumentar |a sobrevivencia

en campb de las especies foréstales'(Honrubia et al., 1992). '

En este capitulo se presentan los resultados obtenidos en la tincion de esporas de

algunos hongos, y los resultados de dos ensayos de inoculacion de plantas de Pinus

montezumae.
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INOCULACION ESPORAL

ANTECEDENTES _

El uso de suspensiones de esporas de hongos ectomicorrizégenos es uno de los métedos de
inoculacion en vivero mas sencillo, econémico y probablemente eficaz, pero para su utilizacion como
inéculo es preciso conocer los porcentajes de esporas viableé 'y activas exiétentes en ¢ada una de las
suspensiones, permitiéndoros usar la concentracion de esporas necesaria para conseguir una buena
micorrizacién. Asimismo, por medio de una combinacion de tinciones, se pueden i_':onocer los
porcentajes de esporas activas, en reposo y viables de los indculos esporales almacenados en
suspensiones, ademas de que se puede evaluar la vida media de estas suspensiones en

almacenamiento (Torres, 1992)

Se han ulilizado diferentes tinciones para determinar la viabilidad de esporas flngicas e hifas,
semillas, polen y protoplastos animales y vegetales En la actualidad, la tincion con diacetato de
fluoresceina (FDA) y ia determinacion de la actividad succinato-deshidrogenasa mediante el uso de
sales de tetrazolio (MTT) son los dos métodos mas utilizados para la determinacién de la actividad
celular. Sin embargoe, Miller ef al. (1993} mencionaron que estas tinciones vitales son predictores
pobres de la viabilidad en hongos ectomicorrizégenos y proveen una mejor medida de reposo que de

Ia viabilidad

La tincidn con sales de tetrazolio es utilizada como un indicador de reposo y actividad metabdlica; y la
técnica de tincién de nlcleos con hematoxilina es un indicagor de viabilidad; una combinacién de
estos meétodos pueden establecer el porcentaje de viabilidad y reposo de las esporas probadas
(Torres, 1992).

La succinato-deshidrogenasa es una de las enzimas del ciclo de los acidos tricarboxilicos que en fos
hongos esta restringida a {as mitocondrias activas (Zalokar, 1965 fide Torres, 1992). Las sales de
tetrazolio forman un compuesto de color rojo violeta cuando son reducidas por las mitocondrias
fingicas respirando activamente (Torres, 1992)

Se ha observado que al examinar esporas de hongos ectomicorrizégenos con varias tinciones vitales,
la viabilidad de las esporas es baja, con un porcentaje menor del 1%; sin embargo, son capaces de
formar abundantes micorrizas cuando son inoculadas en las raices de las plantas hospederas (Miller
et al,, 1293).

Los inoculantes esporales, han sido utilizados ampliamente en palises como Estados Unidos y
Espafia, donde las empresas forestales como Forest Mycorrhizal Application (Oregon) y Micologia
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Forestal Aplicada {Barcelona) comercializan los inéculos de Suillus, Rhizopogon, Lactarius etc.
{Honrubia ef af, 1992)

La inoculacién con-esporas ha sido ampliamente utilizada por su facilidad que tiene en la aplicacion
(Grove y Malajczuk, 1994), su inconveniente se da en que algunas especies fingicas producen pocos
esporomas, 0 que las esporas tienen baja. viabilidad (Grove y Malajezuk, 1994, Marx y Cordell, 1994).

El inéculo esporal se prepara facilmente con hongos que producen muchas esporas, calculandose
que géneros como Suilfus, Rhizopogon o Amanita pueden producir desde 14 mil hasta 150 mil
esporas por esporocarpo dependiendo de su madurez, y que s& pueden usar algunos meses después
de su preparacion (Honrubia et af , 1992).

La inoculacién de plantulas en vivero con hongos ectomicorrizogenos es recomendable para mejorar
su desarrollo y aumentar su sobrevivencia en el campo (Torres, 1992), debido a que la inoculacién de
plantulas puede ser utilizada para incrementar la tolerancia al estrés en campo por la actividad
humana, ademas de proporcionar a la planta ciertos beneficios como captacién de nutrimentos y
agua, proteccion contra patégenos y resistencia a condiciones ambientales adversas, entre otfras
{Kropacek, 1892). '

Por esto se planted estimar los porcentajes de viabilidad-actividad de las esporas de Amanita
caesarea, Boletus edulis, Inocybé duicamara, 1. griseovelata y Suiffus glandulosipes en el momento de
ser obtenidas, asi como determinar su. potencial como inoculantes en dos ensayos con Pinus
monfezumae, uno probando las esporas de Amanita caeesaea y Bolefus edulis, utilizando suelo
forestal como sustrat; y otro probando las esporas. de Inocybe dulcamara, | griseovelata y Suillus
glandufosipes, utilizando una mezcla de suelo forestal con suelo obtenido del cerro Tepeticpac.

METODOLOGIA

En el presente estudio se utilizaron tas técnicas de tincidén con sales de tetrazolio como indicador de
actividad metabdlica y la técnica de tincidn nuclear como indicador de viabilidad (Torres, 1992). La
combinacién de estas técnicas permitié conocer los porcentajes de esporas viables -y activas y por
consiguiente el de esporas en reposo en las suspensiones esporales

Preparacion de las suspensiones esporales

Para la elaboracién de las suspensiones se seleccionaron carpéforos maduros, - los cuales se
limpiaron cuidadosamente eliminando la hojarasca y suelo adherido, se separé la parte del himenio
(poros o 1&minas), al cual se le afiadid agua destilada estéril'y se triturd hasta obtener una mezcla
homogénea La suspénsion se filtié con una coladera para. eliminar los fragmentos de tejido del
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himenio; una vez obtenidas las esporas, se almacenaron en el refrigerador a 4°C hasta el momento
de su uso (Castellano y Molina, 1989; Honrubia ef af | 1982)

Con la ayuda de una cdmara de Neubauer y un microscopio éptico se calculé la cantidad de esporas
existentes en un mi, con el fin de aplicar una concentracion de 10’ esporas por planta, que se
aplicaron directamente sobre las plantas con la ayuda de jeringas, las cuales permitieron una
distribucién homogénea (Honrubia ef af , 1992)

Determinacién del porcentaje de esporas activas mediante la tincién con sales de tetrazolio
(MTT) (Torres, 1992).

Para la determipacidn de esporas activas, se tomé una alfcuota de 5 ml de la suspensidn esporal y se
centrifugd durante 5 minutos a 2500 rpm; posteriormente, se elimind el sobrenadante vy se le
adicionaron los siguientes reactivos al precipitado: 1 ml de MTT (3-(4,5—0imetiltiézol~2—y!)-bromuro de
2 5-difeniltetrazolio) al 0.1 %; 1 ml de tampon fosfato sodico 0.05 M a pH de 7.0; 1 ml de &cido
succinico 0.05 M como sustrato. Posteriormente se incubaron a 37°C de una a'dos horas

Después del periodo de incubacion, las esporas se observaron al microscopio 6ptico. Las esporas
activas presentaron coloraciones rojo-violeta que correspondieron con los compuestos de diformazén

anteriormente citados,

El porcentaje de esporas -activas se calculd contando el nimerc de esporas tefiidas en
aproximadamente 100 esperas totales. Se observé un total de 600 esporas.

Determinacion del porcentaje de esporas viables mediante la tincién de niicleos

Se utilizé el método de Wittman (1962 fide Honrubia ef al., 1993) descrito para la visualizacién de
cromosomas en material vegetal, e cual consiste en una tincién con hematoxilina. Para esto las
esporas se fijaron con una solucion 1:3 de 4cido acético-etanol absoluto durante dos o tres dias. .

Después de:este tiempo, la solucion fijadora se eliminé centrifugando durante 5 minutos a 2500 rpm,
se’ excluyé'el sobrenadante, posteriormente las esporas se lavaron dos veces con etanol al.95%,
centrifugando con las mismas condiciones en cada lavado; més tarde la muestra.se hidrolizé con 3 ml
de etanol absoluto que se adiciond a la muestra, mientras en otro tubo de ensaye se mezclaron los
siguientes reactivos: 0.1 g AINH(S04)2.12H20; 0.1 g AIN; 0.1 g CrK(SO4)2.12H20; 0.1 g 4cido iddico;
3 ml &cido clorhidrico concentrade,

Esta mezcla se adicioné a la muestra de esporas y se dejo de 8 a 12 minutos para que se realizara la
hidrodlisis completa. Pasado este tiempo, Ia muestra se centrifugd y se le adiciond un fijador que
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contenia etanol absoluto, cloroformo y &cido acético glacial (6.3:1). Este fijador se reemplazé a los 5,
16 y 60 minutos. Por ditimo, ias esporas se transfirieron al colorante que contenia 10 g de
hematoxilina en 50 ml de acido propidénico 45 % + 0.25 g de Fe(NH4)(S04) 12 H0.

Las muestras se observaren al microscopio Optico para apreciar los nicleos tefidos de un coier
vicleta oscuro. La presencia de un nicleo intacto nos indico ia viabilidad de la espora Para obtener el
porcentaje de esporas don 'r.u'Jcleo ihtacto se conté el nlimero de esporas tefiidas en aproximadamente
100 esporas totales, para lo cual, se 6bserv6 un total de 600 esporas. '

Por otro _lédo, se elabord una SUSpensién de esporas de Pleurolus ostreatus como control para
comprobar que los métodos de tincion utilizados son indicadores vélidos de la actividad y viabilidad
-de las esporas. Este hongo sapréfito posee cerca de un 100 % de germinacion (Miller et al,, 1993) y
‘por lo tanto un porcentaje de esporas viables y activas :gualmente proximo al 100%. Parte de esta
suspension se hirvid previamente para comprobar la eficacia de las tmmones

Se analizd un total de seis suspensiones esporales de las siguientes especies: Amanita caesarea (1),
Boletus edufis (1), Inocybe dulcamara (1) I griseovelata (1) y Suillus glandufosipes (2). Los carpoforos
de las dos primeras especies se obtuvieron de los bosques de la Malintzi y el resto del Cerro

Tepeticpac.
Sek montaron dos ensayos de inoculacién, los cuales se describen a continuacion:

Ensay.o__1. inoculacidn de Pinus montezumae con esporas de Amanita caesarea y Boletus
edulis, utilizando suelo forestal como sustrato.

En esta parte se disefiaron cuatro tratamientos los cuales consistieron en: ) suelo forestal sin
esterilizar; 1) suelo forestal estéril: 111} suelo forestal estéril inoculado con esporas de Bb!etus edufis
V) suelo forestal esteril lnoculado con esporas de Amanita cagsarea. Las moculacmnes se real:zaron
a. una concentracién de 1 X 107 esporas por individuo. Se sembraron 100 plantas por tratam1ento

leldlc;Ia_s en 4 repeticiones, las éuales se colocaron al azar.

Para la evaluacion de los tratamientos, cada 2 meses se tomaron 15 plantas al azar por réplica a las
- cuales se les midio altura y diametro de la corona radicular, todo esto se realizé hasta los 8 meses,
también se tomaron tres plantas al azar para valorar peso fresco y peso seco de |a parte aérea; ala
parte radlca[ se Ie ellmlné el suelo y se fii6 en FAA para postenormente cuantlficar eI porcentaje de
ml_corrlzaplon
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Ensayo 2. Inoculacién de P. montezumae con esporas de inocybe dulcamara, 1. griseovelata y
Suillus glandulosipes, uti!i_zahdo una mezcta de suelo procedente del Cerro Tepeticpac y suelo
forestal. ' '

Para montar este ensayo se recolectd suelo del cerro Tepeticpac vy suelo forestal del Volcan la
Malintzi, Ios.’cuales se pasteurizaron durante una hora, dos dias consecutivos y se mezclaron en una
propofqipn 31, respéc'tivlanﬁente‘. Esta mezcla de sustratos sé colocd en contenedores de plastico a
los cuales se les de_pésité una plantula de Pinus montezumae recien germinada.

Por otro lado, se recolectaron ejemplares de hongos ectomicorrizégenos de las siguientes especies:
Inocybe dufcamara Inocybe griseovelata y Suillus glandulosipes (con dos muestras, una tomada en el
mes de junio y otra en el mes de julio), todos ellos asociados con Pinus montezumae. Se prepararon
los inéculos espérales como se ‘ describi¢ previamente y cada uno de ellos se adiciond en una
concentracion de 1"X 10’ esporas per planta. Se sembraron 100 plantas por tratamiento divididas en 4
repeticiones, las cuales se colocafon al azar,

Para la :évaluaciéh' de los tratamientos, a los 6 meses se tomaron 15 plantas al azar por réplica a las
cu'aies"se les midi6 altura y didmetro de la corona radicular; también se tomaron tres plantas al azar
péra valorar peso fresco y peso seco de la parte aérea; a la parte radical se le eliminé el suelo y se
fij6 en FAA para posteriormente cuantificar el porcentaje de micorrizacién.

Para tener una referencia del porcentaje de micorrizacion obtenido en ias plantas se siguieron los
criterios de Marx et al. (1991) quienes dan una categoria de micorrizacion pobre cuando se tiene de 1
a24 %de micorrizacion, moderada de 24-49%, buena del 50 al 74% y excelente del 75 al 100 %.

RESULTADOS Y DISCUSION

Tmcldn de esporas

En el cuadro 1 se muestran los resultados de las tinciones con MTT y hematoxilina, detectandose que
enla prueba preliminar que se realizé con esporas de Pleurotus ostreatus, se pudo observar un 77 43
% de esporas tefidas con sales de tetrazolio. En cuanfo a las esporas hervidas, se detectd una

reaccién negativa, tal como lo describen Miller ef a/ (1993)

En’estas prﬁebéé se esperafia qUe' los porcentajes de esporas activas deberian de ser menores o
|guafes a'los porcentajes de esporas viables por las condiciones del estado de reposo; sin embargo,
enla mayoria de las pruebas se observan porcentajes mayores de esporas activas (cuadro 1). Este
tipo de respuestas ya las hablan observado Torres (1992) y Torres y Honrubia (1994), atnbuyéndolas
a que algunos nicleos se dafian durante proceso de tincidn con hematoxilina y ésto hace que se
tengan porcentajes de viabilidad més--t')ajos” Ademas, Miller ef al (1993) mencionaron que los nicleos
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tefiidos con hematoxilina son en ocasiones dificiles de detectar en esporas con paredes gruesas o de
colores oscuros, encontrando variacién de los porcentajes de tincién entre las especies

Asimismo, ‘se’ podria tener una sobrestimacion del porcentzje de esporas activas al obtener
porcentajes altos de esporas tefidas con MTT. Torres (1982) y Torres y Honrubia (1994) mencionaron
que las tinciones con FDA proporcionan datos mas proximos a los porcentajes de actividad, sin
embargo, no se contd con un microscopic de epiflourescencia para realizar este tipo de tincién. No
obstante;-1os resultados obtenidos nos pueden indicar. una aproximacién de los estados fisiolégicos de

las esporas.
Cuadro 1. Actividad y viabilidad de las esporas
i3 : Indculo esporal Porcentaje de esborés tefiidas
MTT Nicleos
Amanita caesarea 83.5* 240
Boletus edulis 61.1* 465
_Inocybe dul(jamara - 827 24.0
|. griseovelata | 80.9 306
Suilfus glandulosipes (junio) 335 57 2
S. glandulosipes (julio) 249 218
Pleurotus ostreatus 77.4 98
P ostreatus™ ‘ 0 0

MTT= sales de tetrazolio;™ Valores obtenidos a las 24 horas; ** Esporas hervidas

Ademas, en algunos casos ciertas esporas de hongos ectomicorrizégenos pueden confundirse con
levaduras que crecen sobre todo en indculos que se almacenan en refrigeracion, alterando los

resultados finales (Torres, 1992).

Al revisar las esporas de Amanita caesarea y Boletus edulis sometidas a la tincién con MTT a la
primera y sequnda hora, se pudo cbservar que ninguna se tifid del color violeta tipico, por o que se
dejaron hasta las 24 horas, manifestdndose la presencia de algunas esporas teflidas, sin embargo,
-astos restltados no se pueden ébmparar con las-tinciones efectuadas a la hora.

Algunas esporas tienen paredes gruesas o coloreadas y esta caracteristica dificulta la deteccion. de
{05 depésitos del rojo de difermazan en las reacciones positivas de las sales de tetrazolio, tal como lo
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describen Miller et af. (1993) con las esporas de A, brunneseens, Coprinug guadrifidus y

Chroogomphus rutilus,

Otra"'dpcién. es que algunas esporas como las de Amanita muscaria, presenten un. promedio- de
tin‘cién'bajo, por lo cual se les considera como insensibles a las tinciones utilizadas (Miller et al |

1993).

En cuanto a las esporas del-género nocybe, se pudo advertir que /. dufcamara presenté porcentajes
de esporas activas y viables mas bajos que los obtenidos en I griseovelata. No obstante, Torres
{1992) reporté valores de porcentaje de viabilidad todavia mas bajos (10 %), ademas, menciono que
los porcentajes de esporas activas (con FDA) y viables en fresco fueron muy similares, indicando que
no habia esporas en reposo, mientras que en riheétras pruebas se observd un mayor nimero de
esporas tefidas con MTT.

En los indcuios de Suiflus glandulosipes se pudo observar que las esporas obtenidas en el mes de
junio presentaron una viabilidad de mas del 50 %, asi como un porcentéje menor de esporas tefidas
con MTT, io que indica gue una proporcidn de esporas estaba en estado de reposo. Por otro lado, las
esporas recolectadas en el mes de julio presentaron menor proporcidn de esporas viables y activas,
pero como el porcentaje de esporas teflidas con MTT fue mas alto, esto indicaria que todas las

esporas estaban activas. - -

Al comparar los porcentajes de actividad con lo reportado en la Iiteratu_ra, se observd que Torres
(1992) ¥ Torres y Honrubia (1984} obtuvieron resultados desde 16 hasta 44%, Miller et al. (1993)
reportaron desde 12 hasta 80%, mientras que en nuestros ensayos se encontraron datos desde 24
hasta 33 %. Con estos resuitados se puede observar que el género Suiffus presentan respuestas muy
diversas en las tinciories con MTT; sin embargo, es el taxén que presenta los valores mas altos.

En cuanto al porcentaje de viabilidad, observamos valores desde 21 hasta 57 %, resultados que
concuerdan ¢on los reportados por Torres (1992) y Torres y Honrubia {1994), quienes obtuvieron
desde 37 hasta 68 %; los valores mas altos los reporté Miller et af. {1993) oscilando entre 98 y 100 %.
De esta forma, Suillus es uno de los géneros que presentan valores de viabilidad mas altes.

Dado que Suilfus es un hongo que presenta porcentajes elevades de viabilidad.y actividad de las
esporas, este género puede considerarse como un buen candidato para la produccién de inéeulos

(Torres, 1992; Miller et al, 1993). No obstante, se requiere realizar. mas estudios ya que Milier ef al.
(1993) mencionaron gue diferentes poblaciones de una misma especie pueden expresar resuliados

diversos de actividad y viabilidad.

152



Se debe de tomar en.cuenta-también e} estado de madurez del hongo, ya que es mas recomendable
realizar la extraccidn de esporas en hongos maduros, debido a que éstos presentan porcentajes de
esporas activas més altos, en tanto los hongos jovenes tienen muchas esporas inmaduras y en los
hongos viejos, la mayoria se encuentra en estado de darmancia (Torres, 1992, Torres y Honrubia,
1994) : ' '

ENSAYO 1 T o | ;
Este ensayo se realizdé con plantas de Pinus montezumae inoculadas con esporas de Amanifa
caesarea y Boletus edulis. Se evalud el crecimiento de las plantas cada dos meses, durante tres

ocasiones. Los resultados se incluyen en el Cuadro 2.

Cuadro 2. Evaluacion del crecimiento de las plantulas de Pinus montezumae

Variables Tiempo después de la . Suelo estéri Suelo sin inéculo de InGCUIC de
_evaiuadas inocutacidn {meses) i esterilizar Amenila caesarea Boletus edulis
Altura® cm 2 9.7 bx0.39 121 a+0.66 7.8 ¢x0.45 7.4 c10.44
4 1972049 19.5a:066 196a:046  19a+065
8 212a$0.79 21.3a+070 19.6a£0.47  19.5a:0.76
Diametro® P 58az035 59a:037  48b021  48b10.22
o 4 07at037 81bi045 82033  72br034
6 11224042 11222054 11.6a:046 10.52a0.50
P fresco™ - 2 32at009 442058 211a£039 24 at0.02
e 4 10425099 07as059  78a:041  63at0.02
._ | 6 18.720.99 9.1 b0.62 99b:042  8.0b:0.93
P. seco™ 2 08a2027 12az014  06az011  06az021
™ 4 28ar027 26at015  21a:011  19a:022
6 81at0.28 27bx015 3.4 abx0.12

2.8 b+0.22

".Pro.hed.iéldé 32 repeﬁciones'; = profrrédid de 3 repéﬁcionés Letras iguales entre hileras no hay diferenciés estadisticas -
significativas; & emror esténdar : ' : ‘ ’

En Ia primera medicion, se puede observar, que la altura de las plantulas presenta su mayor valor en
las plantas que se sembraron en suelo sin esterilizar, ‘mostrando diferencias significativas con los
demas valores; siguieron los valores de las plantas crecidas en suelo estéril; los valores mas bajos se
observaron en las plantas inoculadas, fas.cuales presentaron diferencias significativas con los otros
tratamientos. |
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En la segunda y tercera medicién de la altura de las plantas, se obtuvieron valores muy parecidos en
todos los tratamientos, por lo que no se encontraron diferencias significativas entre elios.

En cuarito al didmetro de la corona radicular, los valores mas altos a los dos meses se observaron en
las plantas gue no estaban incculadas, indicando diferencias significativas con los otros tratamientos.
En la segunda medicién, e! mayor valor se detectd en las plantas crecidas en suelo estéril, las
cuales presentaron diferencias significativas con los ofros tratamientos En la tercera medicion no se

observaron diferencias estadisticas

En cuanto a la produccién de biomasa expresada en peso fresco y peso seco, no se observaron
diferencias significativas entre los tratamientos en las primeras dos evaluaciones. En la tercera
evaluacion, se pudo observar mayor pese fresco en las plantas crecidas en suelo estéril. En peso
seco, el mayor valor se observé en las plantas crecidas en suelo estéril, mismo que presento
diferencias éigniﬁcativas con los otros tratamientos, excepto en donde las plantas se inocularon con
Amanita caesarea, que a la vez presentaron similitud estadfstica con los otros dos tratamientos.

En cuanto al porcentaje de micormrizacion, al extraer el sistema radical de los contenedores y eliminar
el suétrato, se pudc observar que fas plantas no presentaron micorrizas en ninguno de ios
tratamientos, lo que pudo deberse a diferentes razones: en los tratamientos de inoculacién con
Amanita caesarea y Boletus edufis, no se obtuvieron micorrizas debido a que este tipo de hongos se
encuentran asociados con plantas de pino de estados sucesionales de arboles maduros (Last et al.,
1984, 1987), por lo que se godria suponer que al inocular sus esporas en plantulas no fueron capaces
de formar rriicon'izag; en el suelo estéril, por el sistema de descontaminacién del sustrato, no se
presentaron prbpé_g_ulbs vivos que pudieran colonizar las raices; a la vez que, el sustrato sin esterilizar
pudo no haber contado con los propégulos que pudieran colonizar las raices de las plantulas.

ENSAYO 2 ‘
Este ensayo se evalud solamente a los seis meses, tomando las mismas variables para evaluar el
crecimiento de [as plantas que el ensayo anterior (cuadro 3)

En la altura de ia planta, el menor valor se observd en las plantas inoculadas con /. duicamara,

presentando diferencias significativas con los otros tratamientos.
En el diametro de la corona, los mayores valores se observaron en las plantas inoculadas con S.

glandulosipes, presentando diferencias estadisticas con los otros tratamientos; los valores mias bajos
se cbservaron en las plantas inoculadas con | dulcamara, I. griseovelata y plantas testigo. En la
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produccién de -biomasa expresada en peso fresco y peso seco no se detectaron diferencias

sagnlfucatwas entre los tratamientos.

Cuadro 3, Evaluacién del crecimiento dé plantas de Pinus montezumae inoculadas con esporas

Tratamiento Alturadela  Diam. de la P. fresco** P. seco™ % de
pianta* corona* (mm) (mgq) {mg) micorrizacién™
{cm) -
inocybe dulcamara 5.2b 1.7bc 430a 119.3a 0-1.3
+0.16 + 0.05 1247 16 1
I, griseovelata 57a 1.5¢ 793a 240.3a 12.4-459
+0.18 005 51 +16.2
. Suillus 54a 19a 887a 247.3a 0-23.1
- glandulosipes 0,16 +0.068 296 1726
- junio
S .glandulosipes £59a 1.8ab 7T75a 215a 2478
julio 017 *0 06 220 +557
- Testigo . S56a . 1b¢ 577a - 180a 0
+0.18 0. 04 + 863 +15

*Promedio de 80 repetlcuones promedm de3d repetuclon% Letras »guales entre columnas no hay drferencias estadisticas
smgnn"catrvas + error éstandar

En cuanto al- por,oentaje de micorrizacién, solamente uha de las tres plantas inoculadas con esporas
de Inocybe dufcamara presentd un bajo porcentaje de micorrizacion; e.n el tratamiento con esporas de
I..griseovelata, en.las tres plantas se observaren micorrizas, estimandose una micorrizacion de pobre
a moder;ada:‘ en el tratamiento con esporas de Suilius g!andu!oéipes con indculo obtéhido en el mes
de junio, solamente se observé micorriza en una planta de tres; en el indculo del mes de julio, las tres
plantas presentaron micorrizas pero con micorrizacion pobre {(Marx ef al, 1891). En Ias plantas testigo

no se observaron micorrizas.

Tanto Suillus glandulosipes como las dos especies de Inocybe se encontraron asociadas con plantas
de pine jévenes; asimiamo, Last et al. {1984, 1987} mencionaron gue estos hongos tienen mayor

pofencial para asociarse con plantas jovenes

Estas especies fueron capaces de formar micorrizas con las plantas de pino utilizadas, pero con gran
variabilidad en los porcentajes de micorrizacion; esto, se pudo haber debido a gue ¢! sustrato que se
utilizé para montar el ensayo afectd la germinacién de las esporas o el desarrollo de las micorrizas.
Este sustrato presentd pH bésicos, ademas de estar conformado por arena migajosa con alto
contenido de carbonato (Werner 1988) y aungue se mezclé con suelo forestal, este sustrato pargce

no favorecer el establecimiento de ia asociacion
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El uso de sustratos alternativos para la reproduccidon de plantas es de suma importancia, debido a
gue, una vez que se encuentra un sustrato que promueva la micorrizacion de las plantas inoculadas
asl como su crecimiento, el paso que seguirfa serfa sustituir ef uso de suelo forestal. Con esta opcion
se disminuirfan los dafios ecolégicos por saqueo de suelo en los bosques.

CONCLUSIONES ,

« Las esporas de Amanita caesarea y Boletus edulis no son buenos candidatos para realizar
inoculaciones esporales, debido a que sus esporas presentan porcentajes de actividad y
viabilidad muy bajos, ademas de que en el ensayo de inoculacion con estas esporas no se
obtuvieron micorrizas. |

+ Las esporas de Inocybe pueden servir para inoculaciones en vivero, pues presentan altos
porcentajes de esporas viables y activas, ademas de ser capaces de micorrizar plantas de
Pinus montezumae, Sin embargo, debido a la toxicidad de las especies de este géhero, se
podria optar por alguna otra especie que de buenos resultados para asociarse con las plantas.

+« Las esporas de Suillus se pueden considerar como buena opcidn para realizar inoculaciones
en vivero, por tener porcentajes de viabilidad-actividad altos y asociarse con P montezumae,
ademas de provenir de especies comestibles | _ 7 '

« El uso de suelos calcareos para la reproduccion de plantas en vivero no es recomendable,

~ debido a que no pe'rmité una buena micorrizacién; aunque es recomendable evaluar por mas
'tiempo el crecimiento y sbbrevivencia de la planta.

e Es conveniente realizar ensayos de inoculaciones ' utilizando diferentes sustratos para

determinar el que proporcione mejores condiciones para una buena micorrizacién, asi como
para el crecimiento de {a planta. :
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CAPiTULO V
DISCUSION GENERAL Y CONCLUSIONES

En este capitulo ‘se discuten los resuitados obtenidos en.cada especie de hongo
estudiado, tomando en cuenta cada una de las pruebas realizadas.
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DISCUSION GENERAL

CARACTERISTICAS DE LOS TAXA ESTUDIADOS - :

El estudio de la biclogia de los hongos ectomicarrizégenos es de suma importancia, ya que nos indica
de alguna manera el comportamiento que estos organismos pueden tener ante condiciones de pH 0
temperaturas extremas, su potencial de asimilacién de diferentes compuestos, la posibilidad para
reproducirios masivamente, lo mas importante, su capacidad para asociarse con diferentes
hospederos. Con estos estudios, podemos tener la pauta para hacer recomendaciones sobre su uso

en inocwaciones de vivero y/o campo.

Amanita

El género Amanita es un grupo de hongos que tiene mas de 400 especies descritas (Singer, 1986)
Contiene especies comestibles como A, caesarea y toxicas como A. phalloides. Muchas de sus
especies son micorrizégenas; sin embargo también existen especies que no desarrollan micorrizas
pues se han encontrado en tugares sin vegetacidn arbdrea (Yang ef al.,, 1999)

La mayoria de las cepas presentan tolerancia al cloruro de sodio, lo que quiere decir que ciertas
cepas se podrign utilizar en suelos con. problemas de salinidad Tamblén presentaron su mayor
crecimiento a 25 °C, aundque la TLAX 41 crecié a 7 °C; ninguna se desarrollé a temperaturas de 30
°C. La mayorla son capaces de degradar gelatina, lipidos y urea. Ademés de ser tirosinasa

dominantes.

El cultivo de cepas de este género es limitado, ya que se ha intentado aislar algunos ejemplares pero
no crecen en los medios de cultivo o si crecen, cuando se reaisia la colonia ya no se desarrolla, esto
se puede deber a que los requerimientos de muchas especies de Amanita son complegjos ¥ no han
sido definidos con precisién (Yang ef af., 1999). Por esta razdn, solamente se cuenta con 8 cepas de
este género, de los cuales 4 son de A. muscaria, una de A. rubescens, otra de A. pantherina, una que

pertenece a la seccidn Vaginata y una sin identificar.

Amanita muscaria

Es un hongo que tiene amplia distribucién y se asocia con diferentes plantas de importancia forestal
(Yang et al, 1999), también se ha encontrado en bosques maduros {Last ef a/, 1984); su aislamiento
es relativamente facit, favoreciendo su crecimiento los medios de PDA, EMA y BAF. E! crecimiento
de esta especie es mas lento que el de las especies de Suillus o Lacecaria, por lo que para reproducirla

masivamente se requiere de mayor tiempo,
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Por otro lado, se determind que las cepas probadas no crecen a pH de 3 y 8, pero si en los medios
con‘pH de 4 a 7, observandose su mayor crecimiento en los valores de 4 y 6, Aman_r’fa muscaria es
capaz de modificar el pH final del medio en donde crece, aumenténdolo a los pH de 3 y 4, ¥

disminuyéndolo en los mediosconpHde 5a 8.

Las cepas probadas son tirosinasa dominante, no produce pectinasas ni amilasas, generaimente
degradan fuertemente a los lipidos, de moderada a fuertemente a la gelatina, degradan en diferentes
intensidades a los casaminoécidos -y débilmente a la urea; son sensibles a la temperatura de 7°C
aunque ia cepa TLAX 41 crece mas en esta temperatura que en el control. No crecen a 30 °C; son
tolerantes al rosa de bengala y muestran diferentes respuestas con la cicloheximida, el verde de

malaquita y el cloruro de sodio.

Amanita pantherina

Es-una especie mas dificil de aislar en el aboratorio que A. muscaria, Gnicamente se cuenta con una
cepa, la cual crece en MNM y HG, aunque su mayor diametro io alcanza en MNM. Su mayer biomasa
la obtiene en HG, |

Amanita rubescens

Esta representada por una cepa, |2 cual presenta su mejor crecimiento en PDA y BAF. Es una cepa
tirosinasa dominante; no degrada lipidos, pectina, ni almidon; es la Gnica cepa de Amanita que
acidificd el medio complementado con casaminoécidos, produce débilmente ureasas y gelatinasas y
ho crece a temperaturas extremas de 7 y 30 °C. Es sensible al benomil, semitolerante a la

cicloheximida, al rosa de bengala y al verde de malaquita, y tolerante ai cloruro de sodio.

Amanita spp.

Se cuenta con dos cepas, de las cuales sblo se estudio su comportamiento fisiolgico y bioguimico

La TLAX 4, que. pertenece a la seccién Vaginata, es lacasa dominante, no dégrada pectina, almiddn
ni. casaminoacidos; degrada fuertemente a la gelatina y a los lipidos, pero débilmente ala urea Es.
sensible a 7°C ¥ no crece a 30 °C. Es tolerante al benomli rosa de bengala, verde de malaqwta ¥
cloruro de sodio, y semitolerante 2 |z cicloheximida. Por otro lado, la cepa TLAX 47 es lacasa
dominante, no degrada lipidos, pectina, casamlnoéc:dos ni almldén degrada fuertemente ala
gelatina y moderadamente a la urea. No crece a 7 y 30 °C Y es sensible a la cmlohexlmlda

semitolerante al rosa de bengala y al verde de malaquita, y to!erante al benomil y al clor_uro de sodioc.

Amanita caesarea

Esta especie no crecié en condiciones axénicas, a pesar de que se realizaron varios intentos; en
algunos aislamientos aparentemente comenzaba a crecer la colonia, pero al resembraria ya no se
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desarrollé. Hacskaylo y-Pa‘Imer, (1955) sefialaron haber logrado el aislamiento de A. caesarea; sin
embargo, no mencionan ef medio de cultivo en el cual crecié, por lo que seria conveniente probar

otras compesiciones de los medios de cultivo.

Al estudiar la viabilidad y la actividad de las esporas de este hongo se pudo advertir que no
respondieron al proceso de tincidn, Asimismo, al probar el inéculo esporal con pltantulas de Finus.
montezumae se percibié que las esporas no fueron capaces de inducir la formacion de micorrizas.
Esta especie perténece a estados sucesionales de bosques maduros y viejos (Last ef al,, 1984, 1987,
Molina et él., 1992 a, 1992 b) y se encuentra en la NOM-Ecol-059:94 como una especie sujeta a
proteccién especial (CONABIO, 1994). '

Boletus

Los hongos de este género se encuentran en los estados sucesionales de bosques maduros a viejos
(Last ef af,, 1984, 1987; Molina et af., 1992 a, 1992 b). Son dificiles de aislar, ya que no crecieron en
los medios probados o solo desarrolian algunas hifas, pero al resembrarlas ya no siguen creciendo,
perdiéndose la colonia. En este trabajo, sélo se logrd el aislamiento de la cepa TLAX 8, en la cual se
pudo observar un crecimiento limitado en todos los medios probados (EMA, PDA, MNM, HG, BAF,
SAB y HG), presentando su mayor crecimiento en EMA. -

Por otro lado, las esporas de Boletus edulis se sometieron a tincién con sales de tetrazolio, pero no se
lograron tefiir, indicando que no hay esporas activas o alglin factor esta interfiriendo con el proceso
de tinciér, Asi mismo, el indculo esporal se usé en plantas de P. monfezumae, pero al igual que con

Amanita caesarea no se detectd formacién de micorrizas.

lnocybe

La mayoria de las especres de este género se consideran pioneras ya que se asocian con plantas de
bosques jévenes (Last et al., 1984, 1987; Molina’ef al,, 1992 a, 1992 b). No se cuenta con ninguna
cepa debido a Que por To general son hongos muy pequeﬁos gue presentan contextos muy delgados
por Io cual al mtentar aistarios los medios de cultivo se contaminan facilmente con bacterias. ‘

Pe han encohtradb grandes cantidades de cuerpos fructiferos de /. dufcamara e i griseovelata, en un
!ugar que fue reforestado en 1989, ubicado en el derro Tepeticpac, Tlaxcala. Con estos hongos se
prepararon méculos esporales, a los cuales se les realizaron tinciones con MTT y hematoxilina,
encontrandose hasta casi el 83 % de esporas activas y del 24 al 40 % de esporas viables.

Estos in6culos se probaron con P. montezumae, utilizando suelo con pH alcalino extraldo del mismo
lugar dé donde ‘se aislaron los hongos, pero mezckado con suelo forestal. Se ehcontraron porcentajes
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de micorrizacion desde el 12 hasta el 45 % con /. griseovelata, mientras que con /. dulcamara algunas
plantas’inoculadas no presentaron micorrizas, o si estaban colonizadas se detectaron porcentajes de
micorrizacién miy bajos (1.3%). Asi las especies de /nocybe estudiadas son capaces de desarollarse
y formar micorrizas a pesar de la condiciones de alcalinidad del suelo estudiado Ademas,
Xochitiotzin (2000) encontrd hasta el 75 % de raices colonizadas en P. montezumae inoculado con

esporas de /. griseovefata en una mezcia de tepetate con suelo forestal

Aunque la mayor parte de especies de este género son tdxicas, es bueno considerar a 1as especies de
gste género en especial a Inocybe griseovelata, para la recuperacion de cierto tipo de suelos debido a

su capacidad para tolerar pH alcalinos

Laccaria

Es'un hongo comin y cosmopolita, frecuentemente asociado con numerosas especies de arboles,
incluyendo plantas de importancia econémica; su manipulacion en el laboratorio es sencilla, por.lo
que se han podido realizar numerosos estudios de sistematica y biogeografia, asi como de
interfertilidad y analisis de divergencia genética (Gardes ef al., 1990, 1981; Mueller, 1991, 1992;
Mueller y Gardes, 1991, Mueller y Amirati, 1983, Albee et al, 1898; Kropp-1997).- También se han
realizado numerosas pruebas de sintesis in vitro para probar su habilidad para asociarse con una
amplia gama de hospederos (Mueller, 1992) Por otro lado, algunas especies de Laccaria son
especies pioneras y otras se han encontrado en lugares con disturbio o asociadas con rodales jovenes
{Kroop y-Mueller, 1999). Sin embargo, es un hongo pequefio con-un contexto muy delgado que si no
se - aisla cuidadosamente los cultivos por lo general crecen asociados con bagterias siendo

particularmente dificit purificar 1a colonia -

En el presente estudio, 'se obtuvo solo una cepa de Laccaria bicolor la cual tuvo su mayor didmetro
celonial en el medio EMA, aungue su mayor biomasa la produjo.en BAF y SAB.

Se encontr6 que la cepa trabajada no crece en medio con pH de 3 y su.mayor crecimiento lo presenta
énfos pH de 5 a 7 Esta cepa es capaz de modificar el pH final de los medios, detectandose que en
los medios con pH de 3 a 5 io aumenta y en los de 6 a 8 lo disminuye.

También *se ‘comprobé la’ capacidad de Laccaria bicolor para asociarse con Pinus. montezumae,

mostrando una morfologia de simple a dicotdmica, con una coloracién café clara
Pisolithus arrhizus

Este hongo tiene amplia distribucién, se asocia con diferentes arboles de importancia forestal,
principalinente con.plantas jévenes y en habitats perturbados, por lo que -ha. sido ampliamente
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utilizado en los programas de incculacion de plantas forestales (Marx y Kenney 1982). Su crecimiento
en Iaboratorio es relativamente facil v rapido, lo que ha permitido realizar gran nimero de estudios
fisiologicos, “ecolégicos, de especificidad de 'hospederos, de sintesis in vitro bajo condiciones
controladas para conocer mejor los mecanismos genéticos que regulan el desarrollo de la interaccion,
asi como las respuestas del crecimiento del hospedero (Chambers y Caimey, 1998).

Se ha considerado uno de los hongos ectomicorrizégenos con mayor potencial en los programas de
reforestacién Sin embargo, en el estado de Tlaxcala su distribucion es limitada. La cepa TLAX 37
obtuvo su mayor tasa de crecimiento en PDA, pero su mayor biomasa en BAF. Se ha observado que
el micelio vegetativo de las cepas mexicanas crece mejor en los medios de BAF, MNM y PDA.

En cuanto al pH, las cepas estudiadas presentan buen crecimiento en medios con pH de 5 y 6,
mientras que en pH 8 sy crecimiento es muy pobre. También se observd que las cepas 0N capaces

de modificar el pH final, reduciendo su valor. -

Santiago-Martinez et al. (1993) confirmaron que esta especie se asocia con. Pinus montezumae al

confrontarios en sintesis in vitro.

Scleroderma polyrrhizum

Elgénero Scleroderma produce esporocarpos macroscopicos globosos entre el pasto, en la hojarasca
o en el suelo, en areas adyacentes a los bosques. Sus cuerpos fructiferos son secos, y se rorhpen
cuando maduran, dispersando las basidiosporas con ef viento, Existen especies gue son de vida libre
0 saprobias que cuando se encueniran con algun hospedero son capaces de formar ectomicorrizas.
Los esporocarpos aparecen en los estados tempranos de la sucesion de los bosques (Mason et al.,
1983) vy se asocfan con una gama amplia de hospederos, ademas-de no presentar especificidad por
una aspecie en particular (Jeffries, 1999).

La (nica cepa aislada de Tlaxcala, corresponde con S. polyrrhizum. Su -mayor crecimiento colonial y
biomasa se obtuvieron en los medios de BAF y PDA Esta cepa ho crece en medios con pH de 3,
aunque su mejor crecimiento lo obtiene en pH de § y 8 Esia cepa modifica el pH del medio,
aumentando los valores de 3, 4y §, y disminuyendo los de 6 a 8. Esta cepa también pbdria tener gran
potencial para ser inoculada en pléntulas en vivero, sin embargo, su distribucién en el estade es muy

limitada.
R’hizopogon

L’a-cep'a perteneciente al género Rhizopogon presentd buen crecimiento en condiciones asépticas,
conun pH déptimo. entre § y 6. Cambia el valor de pHfinal, aumentando el pH de.3, pero
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disminuyéndolo en los medios con pH de 4 a 8. Las micorrizas obtenidas en la sintesis in vitro con P,

montezumae fueron abundantes, de dicotémicas a coraloides v con abundantes rizomorfos

Navarro (2000) inoculd plantas de P. montezumae con micelio de la cepa TLAX 28 en vivero,
observando que este hongo fue desplazado por las especies del vivero, ya que al revisar el sistema
radical se observaron pocas micorrizas coraloides tipicas de este hongo, pero gran cantidad de raices
dicotéimicas (de los hongos del vivero), por lo que ge considera que esta cepa es poco competitiva
con los hongos presentes en el vivero.

El género presenta amplia distribucién en varios paises, coincidiendo con la de las Pin&ceas. Se ha
encontrado en diversos habitats, desde los bosques himedos y frios del litoral, hasta los bosgues
secos del interior (Molina et al., 1899). Son hongos que se desarrollan rapidamente sobre las raices
de las plantulas en lugares perturbados, producen abundantes esporocarpos, son faciles de aislar y
manipular en cultivo puro, y tienen alto potencial para producir indculos esporales (Theodorou y
Bowen, 1973; Torres y Honrubia, 1994; Parladé et al., 1996; Molina ef a/,, 1997) Molina ef al. (1999)
los proponen .como buenos candidatos para la inoculacion de piantulas utilizadas en programas de
reforestacién. Sin embargo, en Tlaxcala y el resto del pais se tienen pocos registros de Rhizopogon,
debido probablemente a que son-hongos hipogeos, dificiles de localizar en campo

Suillus

Es ‘de gran utilidad conocer {0$ hongos ectomicorrizégenos que pueden ser susceptibles de ser
manejados en el laboratorio; en nuestra experiencia se encontré que las cepas del género Suillus son
las-mas. faciles de obtener y manejar bajo condiciones asépticas, con buen crecimiento en diferentes
medios de cultivo, encontrandose que los que ofrecen mejores condiciones para el crecimiento de. la
colonia son el PDA y BAF. El pH éptimo para el buen desarrollo de las cepas va de 4 a 6, pero la
mayoria.de cepas no crecen en pH de 8. Todas las cepas modifican. el valor de pH del medio,
disminuyéndolo en todos los casos Las cepas de este género presentaron tolerancia al benomil, lo
que quiere decir que son capaces de soportar aplicaciones de este compuesto en vivero, cuando las
plantas son fumigadas Ademas, las cepas de Suiflus soportan altas concentraciones de cloruro de

sodio, lo que tes da potencial para la reforestacion en suelos salinos.

Este género se encuentra en forma abundante en los bosques de Tlaxcala, destacando las siguientes
especies: S. glandulosipes, S pseudobrevipes y S tomentosus Al confrontar algunas cepas con
Pinus cembroides y P. montezumae se obtuvieron buenos niveles de micorrizacién, ‘las. cuales
presentaron’ unamorfologia desde ' dicotémica hasta. coraloide. Presentan tambigén numerosos
cordones rizomérficos 1o que podria conferirles un alto potencial de exploracion del suelo. Por estas
razones, se pueden recomendar ampliamente para realizar pruebas de vivero y campo

¥63



La diferencia que se observé en las micorrizas formadas entre P.-montezumae y las cepas de Suilius
radica en el tamaro del sistema micorrizico, detectandose que los sistemas de S. fomentosus son
mas pequerios, los de Suillus cf. pseudobrevipes son de tamafio intermedio y los de S. glandulosipes

mas grandes.

Por otro lado, al comparar las micorrizas formadas por Suillus tomentosus con P. cembroides y F.
montezumae, los sistemas micorrizicos formados con las primeras plantas son mas grandes, ademas
de presentar las puntas no ramificadas de torcidas a tortuosas, mientras que P. montezumae las

presentd de rectas a redondeadas.

Al comparar la estructura de las ectomicorrizas obtenidas en este trabajo con las reportadas para
otras combinaciories de Pinus y Suillus, se pudo observar que la ramificacion de simple hasta
coraloide ya se habia descrito en otras micorrizas (Palm y Stewart, 1984; Treu, 1980a; True, 1990b;
Torres, 1992; Santiago Martinez, 1992)

La forma tortuosa de ias ramificaciones de la combinacion de P. cembroides con S. tomentosus es
similar'a la observada en micorrizas de P patula con S. brevipes {Mohan ef al., 1993a). Ademas, el
rizomorfo altamente diferenciado encontrado en este trabajo, también se habia reportado en algunas

micorrizas formadas por hongos de este género reportadas por Agerer (1985)

Los hongos de este género también se pueden utilizar para hacer inoculaciones esporales, ya que se
ha observado que producen gran cantidad de esporas, las cuales son capaces de inducir una buena
micorrizacion en ensayos de vivero utilizando como sustrato tepetate o mezcias de tepetate con sueio
forestal 1:1 (Xochitiotzi, 2000).

A continuacion se enumeran las caracteristicas observadas en las especies estudiadas de Tlaxcala:

S cothurnatus var hiemalis -

Presenta su mayor diametro colonial en PDA y BAF, vy su.-mayor biomasa en BAF -Es tirosinasa
dominante; no degrada pecting, lipidos, urea ni almidén; degrada debilmente los casaminoacidos. No
se desarrclla en temperaturas de 7 y 30 °C. Es sensible a la cicloheximida y al rosa de bengala,
semitolerante al benomil y tolerante al verde de malaquita y al cloruro de sodio.

S: giaiidql sipes

La mayor velocidad de crecimiento de esta especie se cbiuvo en-PDA. Crecen bienenlospH de 3 a
7, mientras que en 8, s6lo una cepa crecio ligeramente. Las-c,epés modificaron el: pH inicial del medio
disminuyendo sus valores, con excepcién del medio con el pH de 3, ef cual aumentaron.

164



Son capaces de producir lacasa y tirosinasa ubicandose en el grupo equivalente para estas enzimas.
No degrada pectina, fipidos ni almidon, pero en la gelatina presenta respuestas desde negativa a
débilmente positivas. Su respuesta ante los casaminoacidos es variable: negativa, débil o
moderadamente positivas. Es ureasa negativa a débilmente positiva. Son sensibles a 7°C y no crecen
a 30 °C. Son sensibles a la cicloheximida, tolerantes al benomil, al verde de malaquita y al cloruro de
sodio; y semitolerantes a tolerantes al rosa de bengala

El micelio de estos hongos produce abundantes micorrizas al asociarse con Pinus montezumae y P.
cembroides, las cuales presentan una morfologia desde dicotdomica hasta coraloide con abundantes

rizomorfos.

Navarro (2000) reportd una micorrizacion de pobre (6 meses) a moderada {12 meses), al inocular P,
montezumae' con la cepa TLAX 10. ademas en. gste ensayo se pudo observar que el hongo fue

competitivo con los honges de vivero

Estos hongos también producen gran cantidad de esporas, que al tefiirse con MTT y hematoxilina dan
porcentajes desde 24 hasta 33.5% de esporas activas y desde 21.6 hasta 57.2 de nicleos tefiidos. Al
utilizar estas -esporas para inocular plantas de P. monfezumae, utilizando suelo procedente de los
Cerros Blancos como sustrato, se encontraron porcentajes de micorrizacion desde 0 hasta 231 %,
predominando las raices con port:entajes de micorrizacion bajos (2.4 a 7.8 %).

8. lakei

Este hongo se aislé de un bosque de Pseudofsuga Solamente se realizaron pruebas fisiolégicas y
bioguimicas a ia cepa aislada, encontrando que no produce lacasa ni tirosinasa; tampoco degrada
pectina, lipidos, gelatina, casaminocacidos, urea ni almidén. Crece bien a 7 ° C, pero es inhibido a 30
°C. Es sensible a la cicloheximida y tolerante al benomil, al rosa de bengala, al verde de malaquita y

al cloruro de sodia.

S. fomentosus ,

Esta especie presentd su mayor velocidad de crecimiento, didmetro colonial y biomasa en PDA Las
cepas:crecen mejor en medios con pH de 4 a 6 y disminuyen el pH del medio después de 30 dias de
incubacion,

La especie es lacasa dominante o negativa, degrada débilmente pectina o no, no produce lipasas,
ureasas, ni- amilasas, degrada. moderadamente la- gelatina, y débilmente los casaminodcidos. Es
sensible a 7 °C y no crece a 30 °C. Es tolerante al benomil, rosa de bengala;, verde de malaquita-y
cloruro de sodio, y semitolerante a tolerante a la cicloheximida.
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Al confrontar la cepa TLAX 24 con P. montezumae, se obtuvieron abundantes micorrizas las cuales
tienen una morfologia parecida a otras confrontaciones de cepas de-Suiffus con esta planta

Xochitiotzin (2000) reporté que Suillus tomentosus presenta 55.2 % de esporas teflidas con MTT y
747 % de esporas con nicleos tefiidos a fos 30 dias de estar almacenadas, reduciendo los
porcentajes a 214 % y 12.7 % respecfivamente, a los 80 dias de almacenamiento a 4 °C. Asimisrﬁo,
al inocular estas esporas en P monfezumae se obtuvo una micorrizacion excelente en tepetate,

mientras que una buena micorrizacién en una mezcla de tepetate y suelo forestal

Suillus cf. pseudobrevipes

Las cepas de esta especie presentaron resultados muy diferentes, posiblemente porque provienen de
sitios con condiciones ambientales diferentes: el cerro Tepeticpac y los bosques de Espafiita. La cepa
TLAX 33 obtiene los mayores valores de las variables de crecimiento en el PDA, mientras que la
TLAX 36 los presenté en EMA, PDA y SAB; ademas esta cepa no crecié en los medios de HG y
MNM.

Son consistentes en las pruebas fisiolégicas y bioquimicas, al presentar respuestas negativas con la
pectina, fipidos, gelatina y almidén, ser sensibles a los 30 °C y tolerantes al benomil, rosa de bengala
y cloruro de sodio. No obstante, son inconsistentes en sus respuestas para evidenciar produccion de
lacasas y tirosinasas y de degradacion de los casaminodcidos y urea. Es semitolerante a tolerante a
temperaturas de 7°C, sensible a tolerante a la cicloheximida y de semitolerante a tolerante con el

verde de malaquita.

Esta especie se asocia con P. montezumae en ensayos de sintesis in vitro, presentando la morfologia

tipica del género

Suillus cf. unicolor

Sdlo se estudid una cepa, a la cual se le realizaron pruebas fisioldgicas y bioquimicas, encontrando
que es tirosinasa dominante, no produce pectinasas, ureasas, ni amilasas, degrada moderadamente
los lipidos y la gelatina, y débilmente 'Ios casaminodcidos. Es sensible a 7 °C y no crece a 30 °C. Es
sensible a la cicloheximida, -semitolerante al verde de malaquita y tolerante al benomil, rosa de
bengala y cloruro de sodic. | :

Adicionalmente, se estudiaron tres cepas de Suiflus sp., encontrando Eme la cepa TLAX 32 obtiene su
rhayor velecidad de crecimiento y diametro colonial en el medio EMA, y su mayor biomasa en el
SAB. ‘No crece a pH de 3 y 8, y obtiene su mayor velocidad de crecimiento, didmetro colonial y
biomasa en {os medios con pH de 6. Esta cepa disminuye el pH de los medios donde crece La cepa
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TLAX 20 tiene buen crecimiento en los pH de 4 a 8 y su mayor diametro colonial y biomasa en el pH
de 6. Los valores de pH de 4 a 8 los disminuye con su crecimiento y aumenta el de 3

Las tres cepas respondaeron negatwamente a la pectina, los lipidos y el almidén y no creCIeron a 30
°C. Son aSImlsmo sen3|bles a la cicloheximida y tolerantes al benomil y al cloruro de SOdIO Las

respuestas a otras pruet;g__as fueron muy variables.

Terfez:a olb:ens:s ,

Terfezia ofbiensis es un hongo hlpogeo que se encuentra en hébltats xerofiticos asomado con
arbustos de la familia Cistaceae, formando endo y ectendomlcornza con ellos (Awamed 1981;
Dexheirmer et af., 1985; Mortey Honrubia, 1995, Taylor et al , 1995; Bratek et al., 1996: Leduc et al ,
1686). La cepa TLAX 16 alcanzé su mayor crecimiento en el medio BAF. Sin embargo, produjo la
mayor blomasa an MNM atlemas, esta cepa no crece a pH acidos de 3 y 4, encontrando gue
aumenta su. crecumlento conforme aumenta el pH del medio. Presentd su mayor crec:mtento en
medlos con pH de 8. Este hongo dtsmmuye el pH mnmal de los medios a valores mas bajos.

Terfez:a o!biensrs fue capaz de colonizar la raiz de Pinus cembmldes pero en esta micorriza no se
observé cambic en la morfologia de 1a raiz; sin embargo se pudo observar un manto muy de!gado
hialino y discontinuo, ceélulas taniniferas blen definidas y una red de Hartlg que penetré de 3 a 4 capas
de células

Seleccion de hongos para reforestacion

La utilizacion de cepas exéticas para realizar inoculaciones de plantas de interés forestal no es
recomendable, debide a que estas cepas estan condicionadas a los lugares de donde fueron
extraldas, con caracteristicas ambientales muy diferentes a las que se encuentran en nuestro pais

Le tacon et al. (1992} mencionaron que la técnicas para produccion de piantulas colonizadas con
hongos : ectomicorrizégenos -estan disponibles para su uso en viveros tradicionales después de
fumigar el. suele, o para la produccion de plantulas micorrizadas en contenedores, utilizando sustratos

artificiales, -
No obstante, para hacer una buena seleccién de los hongos que puedan servir para micorrizar plantas

que toleren el estrés de los lugares con disturbio, es necesario evaluar los efectos de varios
simbiontes fingicos que hayan sido extraidos de bosques jovenes (Kropacek, 1992)
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CONCLUSIONES GENERALES

Las cepas de Swllus s0N susceptsbles de utilizarse como inéculo, debido a que las especies
_de este género son abundantes en el campo, son faciles de aislar y manipular en &
laboratono se asocian a Pinus cembroides, P. montezumae y P. pseudostrobus formando
abundantes micorrizas, son capaces de tolerar ciertas concentraciones de benomil en las
fumigaciones del vivero, también scporta suelos salincs. Para realizar inoculaciones, se
puede utifizar indculo ‘miceliar o esporal y lo méas lmportante €5 que podrian ser una
alternatlva allmentlc:a '

La cepa de Terfez:a otb;ens:s podria ser buen candidato para hacer pruebas de inoculacion
‘miceliar debido a que es una cepa que se puede asociar a plantas de P cembroides y
ﬂademés soporta suelos alcalmos

El .género /nocybe, es de gran ;mportanma por su caracteristlu plonera en los ecosistemas
forestales;, ademas, es c_onvenlente considerar a las espemes de este género para la
recﬁperacién de ciertos tipos de suslos como el del cerro Tepeticpac que tiene condiciones
alcalinas con abundantes carbonates, ya que en este {ugar se encuentran cuerpos fructiferos
en grandes cant:ciades, pudiéndose considerar . como fuente de indculo esporal
:Desafortunadamente comprende muchas espemes téxicas. '
Las especies de Laccaria tamblén pueden ser una buena opcidn para producir méculos tanto
esporales como miceliares. son hongos comestibles que se encuentran en los bosques
jovenes asociado con una gama amplia de hospederos.

Pisolithus tinctorius es una especie que se ha trabajado mucho en otros paises, en donde se
ha cbmproba'do su utilidad en programas de inoculacién en vivero, sin embargo, es necesario
* estudiar mas las cepas mexicanas. - ' ' ' o '

El' género Scleroderma podria tener potencial para realizar inoculaciones, esto podria ser a
partir de micelio porque crece relativamente rapido en los medios de BAF o PDA, o a partir
'de esporas ya que los cuerpos fructiferos las producen en gran cantidad.

Ei généro Rhizopogon es recomendado ampliamente para realizar inoculaciones esporales o
miceliares; sin embargo, en nuestro territorio, los cuerpos fructiferos se encuentran de una
manera muy esporadica y puntual por 1o que se han realizado pocos estudios con estos
hongos.
-El'genera Amanita es dificil de trabajar, pero las cepas que se tienen se pueden explotar por
algunas de sus caracteristicas como la de soportar ciertas concentraciones de salinidad.

El estudio de los hongos del género Boletus es dificil de estudiar por la dificultad que se tiene
para su aislamiento, por lo que seria conveniente investigar este género utilizando ofros
procedimientos
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La mayoria de los hongos que nos han dado buenos resultados en el aislamiento,
repropagacién, sintesis in vifro, 0 en su caso inoculaciones esporaies pertenecen a los
bosques en estados juveniles.

Las pruebas fisioldgicas y bioguimicas realizadas a las cepas de Amanifa y Suilfus nos
pueden servir como herramienta taxondmica para estos dos géneros.

El hecho de realizar la caracterizacién de las micorrizas obtenidas en sintesis in vitro es de
gran utilidad para que posteriormente se puedan identificar las micorrizas de los hongos

utilizados, en vivero y/o campo
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CAPiTULO V
DISCUSION GENERAL Y CONCLUSIONES

En este capitulo ‘se discuten los resuitados obtenidos en.cada especie de hongo
estudiado, tomando en cuenta cada una de las pruebas realizadas.
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DISCUSION GENERAL

CARACTERISTICAS DE LOS TAXA ESTUDIADOS - :

El estudio de la biclogia de los hongos ectomicarrizégenos es de suma importancia, ya que nos indica
de alguna manera el comportamiento que estos organismos pueden tener ante condiciones de pH 0
temperaturas extremas, su potencial de asimilacién de diferentes compuestos, la posibilidad para
reproducirios masivamente, lo mas importante, su capacidad para asociarse con diferentes
hospederos. Con estos estudios, podemos tener la pauta para hacer recomendaciones sobre su uso

en inocwaciones de vivero y/o campo.

Amanita

El género Amanita es un grupo de hongos que tiene mas de 400 especies descritas (Singer, 1986)
Contiene especies comestibles como A, caesarea y toxicas como A. phalloides. Muchas de sus
especies son micorrizégenas; sin embargo también existen especies que no desarrollan micorrizas
pues se han encontrado en tugares sin vegetacidn arbdrea (Yang ef al.,, 1999)

La mayoria de las cepas presentan tolerancia al cloruro de sodio, lo que quiere decir que ciertas
cepas se podrign utilizar en suelos con. problemas de salinidad Tamblén presentaron su mayor
crecimiento a 25 °C, aundque la TLAX 41 crecié a 7 °C; ninguna se desarrollé a temperaturas de 30
°C. La mayorla son capaces de degradar gelatina, lipidos y urea. Ademés de ser tirosinasa

dominantes.

El cultivo de cepas de este género es limitado, ya que se ha intentado aislar algunos ejemplares pero
no crecen en los medios de cultivo o si crecen, cuando se reaisia la colonia ya no se desarrolla, esto
se puede deber a que los requerimientos de muchas especies de Amanita son complegjos ¥ no han
sido definidos con precisién (Yang ef af., 1999). Por esta razdn, solamente se cuenta con 8 cepas de
este género, de los cuales 4 son de A. muscaria, una de A. rubescens, otra de A. pantherina, una que

pertenece a la seccidn Vaginata y una sin identificar.

Amanita muscaria

Es un hongo que tiene amplia distribucién y se asocia con diferentes plantas de importancia forestal
(Yang et al, 1999), también se ha encontrado en bosques maduros {Last ef a/, 1984); su aislamiento
es relativamente facit, favoreciendo su crecimiento los medios de PDA, EMA y BAF. E! crecimiento
de esta especie es mas lento que el de las especies de Suillus o Lacecaria, por lo que para reproducirla

masivamente se requiere de mayor tiempo,
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Por otro lado, se determind que las cepas probadas no crecen a pH de 3 y 8, pero si en los medios
con‘pH de 4 a 7, observandose su mayor crecimiento en los valores de 4 y 6, Aman_r’fa muscaria es
capaz de modificar el pH final del medio en donde crece, aumenténdolo a los pH de 3 y 4, ¥

disminuyéndolo en los mediosconpHde 5a 8.

Las cepas probadas son tirosinasa dominante, no produce pectinasas ni amilasas, generaimente
degradan fuertemente a los lipidos, de moderada a fuertemente a la gelatina, degradan en diferentes
intensidades a los casaminoécidos -y débilmente a la urea; son sensibles a la temperatura de 7°C
aunque ia cepa TLAX 41 crece mas en esta temperatura que en el control. No crecen a 30 °C; son
tolerantes al rosa de bengala y muestran diferentes respuestas con la cicloheximida, el verde de

malaquita y el cloruro de sodio.

Amanita pantherina

Es-una especie mas dificil de aislar en el aboratorio que A. muscaria, Gnicamente se cuenta con una
cepa, la cual crece en MNM y HG, aunque su mayor diametro io alcanza en MNM. Su mayer biomasa
la obtiene en HG, |

Amanita rubescens

Esta representada por una cepa, |2 cual presenta su mejor crecimiento en PDA y BAF. Es una cepa
tirosinasa dominante; no degrada lipidos, pectina, ni almidon; es la Gnica cepa de Amanita que
acidificd el medio complementado con casaminoécidos, produce débilmente ureasas y gelatinasas y
ho crece a temperaturas extremas de 7 y 30 °C. Es sensible al benomil, semitolerante a la

cicloheximida, al rosa de bengala y al verde de malaquita, y tolerante ai cloruro de sodio.

Amanita spp.

Se cuenta con dos cepas, de las cuales sblo se estudio su comportamiento fisiolgico y bioguimico

La TLAX 4, que. pertenece a la seccién Vaginata, es lacasa dominante, no dégrada pectina, almiddn
ni. casaminoacidos; degrada fuertemente a la gelatina y a los lipidos, pero débilmente ala urea Es.
sensible a 7°C ¥ no crece a 30 °C. Es tolerante al benomli rosa de bengala, verde de malaqwta ¥
cloruro de sodio, y semitolerante 2 |z cicloheximida. Por otro lado, la cepa TLAX 47 es lacasa
dominante, no degrada lipidos, pectina, casamlnoéc:dos ni almldén degrada fuertemente ala
gelatina y moderadamente a la urea. No crece a 7 y 30 °C Y es sensible a la cmlohexlmlda

semitolerante al rosa de bengala y al verde de malaquita, y to!erante al benomil y al clor_uro de sodioc.

Amanita caesarea

Esta especie no crecié en condiciones axénicas, a pesar de que se realizaron varios intentos; en
algunos aislamientos aparentemente comenzaba a crecer la colonia, pero al resembraria ya no se
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desarrollé. Hacskaylo y-Pa‘Imer, (1955) sefialaron haber logrado el aislamiento de A. caesarea; sin
embargo, no mencionan ef medio de cultivo en el cual crecié, por lo que seria conveniente probar

otras compesiciones de los medios de cultivo.

Al estudiar la viabilidad y la actividad de las esporas de este hongo se pudo advertir que no
respondieron al proceso de tincidn, Asimismo, al probar el inéculo esporal con pltantulas de Finus.
montezumae se percibié que las esporas no fueron capaces de inducir la formacion de micorrizas.
Esta especie perténece a estados sucesionales de bosques maduros y viejos (Last ef al,, 1984, 1987,
Molina et él., 1992 a, 1992 b) y se encuentra en la NOM-Ecol-059:94 como una especie sujeta a
proteccién especial (CONABIO, 1994). '

Boletus

Los hongos de este género se encuentran en los estados sucesionales de bosques maduros a viejos
(Last ef af,, 1984, 1987; Molina et af., 1992 a, 1992 b). Son dificiles de aislar, ya que no crecieron en
los medios probados o solo desarrolian algunas hifas, pero al resembrarlas ya no siguen creciendo,
perdiéndose la colonia. En este trabajo, sélo se logrd el aislamiento de la cepa TLAX 8, en la cual se
pudo observar un crecimiento limitado en todos los medios probados (EMA, PDA, MNM, HG, BAF,
SAB y HG), presentando su mayor crecimiento en EMA. -

Por otro lado, las esporas de Boletus edulis se sometieron a tincién con sales de tetrazolio, pero no se
lograron tefiir, indicando que no hay esporas activas o alglin factor esta interfiriendo con el proceso
de tinciér, Asi mismo, el indculo esporal se usé en plantas de P. monfezumae, pero al igual que con

Amanita caesarea no se detectd formacién de micorrizas.

lnocybe

La mayoria de las especres de este género se consideran pioneras ya que se asocian con plantas de
bosques jévenes (Last et al., 1984, 1987; Molina’ef al,, 1992 a, 1992 b). No se cuenta con ninguna
cepa debido a Que por To general son hongos muy pequeﬁos gue presentan contextos muy delgados
por Io cual al mtentar aistarios los medios de cultivo se contaminan facilmente con bacterias. ‘

Pe han encohtradb grandes cantidades de cuerpos fructiferos de /. dufcamara e i griseovelata, en un
!ugar que fue reforestado en 1989, ubicado en el derro Tepeticpac, Tlaxcala. Con estos hongos se
prepararon méculos esporales, a los cuales se les realizaron tinciones con MTT y hematoxilina,
encontrandose hasta casi el 83 % de esporas activas y del 24 al 40 % de esporas viables.

Estos in6culos se probaron con P. montezumae, utilizando suelo con pH alcalino extraldo del mismo
lugar dé donde ‘se aislaron los hongos, pero mezckado con suelo forestal. Se ehcontraron porcentajes
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de micorrizacion desde el 12 hasta el 45 % con /. griseovelata, mientras que con /. dulcamara algunas
plantas’inoculadas no presentaron micorrizas, o si estaban colonizadas se detectaron porcentajes de
micorrizacién miy bajos (1.3%). Asi las especies de /nocybe estudiadas son capaces de desarollarse
y formar micorrizas a pesar de la condiciones de alcalinidad del suelo estudiado Ademas,
Xochitiotzin (2000) encontrd hasta el 75 % de raices colonizadas en P. montezumae inoculado con

esporas de /. griseovefata en una mezcia de tepetate con suelo forestal

Aunque la mayor parte de especies de este género son tdxicas, es bueno considerar a 1as especies de
gste género en especial a Inocybe griseovelata, para la recuperacion de cierto tipo de suelos debido a

su capacidad para tolerar pH alcalinos

Laccaria

Es'un hongo comin y cosmopolita, frecuentemente asociado con numerosas especies de arboles,
incluyendo plantas de importancia econémica; su manipulacion en el laboratorio es sencilla, por.lo
que se han podido realizar numerosos estudios de sistematica y biogeografia, asi como de
interfertilidad y analisis de divergencia genética (Gardes ef al., 1990, 1981; Mueller, 1991, 1992;
Mueller y Gardes, 1991, Mueller y Amirati, 1983, Albee et al, 1898; Kropp-1997).- También se han
realizado numerosas pruebas de sintesis in vitro para probar su habilidad para asociarse con una
amplia gama de hospederos (Mueller, 1992) Por otro lado, algunas especies de Laccaria son
especies pioneras y otras se han encontrado en lugares con disturbio o asociadas con rodales jovenes
{Kroop y-Mueller, 1999). Sin embargo, es un hongo pequefio con-un contexto muy delgado que si no
se - aisla cuidadosamente los cultivos por lo general crecen asociados con bagterias siendo

particularmente dificit purificar 1a colonia -

En el presente estudio, 'se obtuvo solo una cepa de Laccaria bicolor la cual tuvo su mayor didmetro
celonial en el medio EMA, aungue su mayor biomasa la produjo.en BAF y SAB.

Se encontr6 que la cepa trabajada no crece en medio con pH de 3 y su.mayor crecimiento lo presenta
énfos pH de 5 a 7 Esta cepa es capaz de modificar el pH final de los medios, detectandose que en
los medios con pH de 3 a 5 io aumenta y en los de 6 a 8 lo disminuye.

También *se ‘comprobé la’ capacidad de Laccaria bicolor para asociarse con Pinus. montezumae,

mostrando una morfologia de simple a dicotdmica, con una coloracién café clara
Pisolithus arrhizus

Este hongo tiene amplia distribucién, se asocia con diferentes arboles de importancia forestal,
principalinente con.plantas jévenes y en habitats perturbados, por lo que -ha. sido ampliamente
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utilizado en los programas de incculacion de plantas forestales (Marx y Kenney 1982). Su crecimiento
en Iaboratorio es relativamente facil v rapido, lo que ha permitido realizar gran nimero de estudios
fisiologicos, “ecolégicos, de especificidad de 'hospederos, de sintesis in vitro bajo condiciones
controladas para conocer mejor los mecanismos genéticos que regulan el desarrollo de la interaccion,
asi como las respuestas del crecimiento del hospedero (Chambers y Caimey, 1998).

Se ha considerado uno de los hongos ectomicorrizégenos con mayor potencial en los programas de
reforestacién Sin embargo, en el estado de Tlaxcala su distribucion es limitada. La cepa TLAX 37
obtuvo su mayor tasa de crecimiento en PDA, pero su mayor biomasa en BAF. Se ha observado que
el micelio vegetativo de las cepas mexicanas crece mejor en los medios de BAF, MNM y PDA.

En cuanto al pH, las cepas estudiadas presentan buen crecimiento en medios con pH de 5 y 6,
mientras que en pH 8 sy crecimiento es muy pobre. También se observd que las cepas 0N capaces

de modificar el pH final, reduciendo su valor. -

Santiago-Martinez et al. (1993) confirmaron que esta especie se asocia con. Pinus montezumae al

confrontarios en sintesis in vitro.

Scleroderma polyrrhizum

Elgénero Scleroderma produce esporocarpos macroscopicos globosos entre el pasto, en la hojarasca
o en el suelo, en areas adyacentes a los bosques. Sus cuerpos fructiferos son secos, y se rorhpen
cuando maduran, dispersando las basidiosporas con ef viento, Existen especies gue son de vida libre
0 saprobias que cuando se encueniran con algun hospedero son capaces de formar ectomicorrizas.
Los esporocarpos aparecen en los estados tempranos de la sucesion de los bosques (Mason et al.,
1983) vy se asocfan con una gama amplia de hospederos, ademas-de no presentar especificidad por
una aspecie en particular (Jeffries, 1999).

La (nica cepa aislada de Tlaxcala, corresponde con S. polyrrhizum. Su -mayor crecimiento colonial y
biomasa se obtuvieron en los medios de BAF y PDA Esta cepa ho crece en medios con pH de 3,
aunque su mejor crecimiento lo obtiene en pH de § y 8 Esia cepa modifica el pH del medio,
aumentando los valores de 3, 4y §, y disminuyendo los de 6 a 8. Esta cepa también pbdria tener gran
potencial para ser inoculada en pléntulas en vivero, sin embargo, su distribucién en el estade es muy

limitada.
R’hizopogon

L’a-cep'a perteneciente al género Rhizopogon presentd buen crecimiento en condiciones asépticas,
conun pH déptimo. entre § y 6. Cambia el valor de pHfinal, aumentando el pH de.3, pero
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disminuyéndolo en los medios con pH de 4 a 8. Las micorrizas obtenidas en la sintesis in vitro con P,

montezumae fueron abundantes, de dicotémicas a coraloides v con abundantes rizomorfos

Navarro (2000) inoculd plantas de P. montezumae con micelio de la cepa TLAX 28 en vivero,
observando que este hongo fue desplazado por las especies del vivero, ya que al revisar el sistema
radical se observaron pocas micorrizas coraloides tipicas de este hongo, pero gran cantidad de raices
dicotéimicas (de los hongos del vivero), por lo que ge considera que esta cepa es poco competitiva
con los hongos presentes en el vivero.

El género presenta amplia distribucién en varios paises, coincidiendo con la de las Pin&ceas. Se ha
encontrado en diversos habitats, desde los bosques himedos y frios del litoral, hasta los bosgues
secos del interior (Molina et al., 1899). Son hongos que se desarrollan rapidamente sobre las raices
de las plantulas en lugares perturbados, producen abundantes esporocarpos, son faciles de aislar y
manipular en cultivo puro, y tienen alto potencial para producir indculos esporales (Theodorou y
Bowen, 1973; Torres y Honrubia, 1994; Parladé et al., 1996; Molina ef a/,, 1997) Molina ef al. (1999)
los proponen .como buenos candidatos para la inoculacion de piantulas utilizadas en programas de
reforestacién. Sin embargo, en Tlaxcala y el resto del pais se tienen pocos registros de Rhizopogon,
debido probablemente a que son-hongos hipogeos, dificiles de localizar en campo

Suillus

Es ‘de gran utilidad conocer {0$ hongos ectomicorrizégenos que pueden ser susceptibles de ser
manejados en el laboratorio; en nuestra experiencia se encontré que las cepas del género Suillus son
las-mas. faciles de obtener y manejar bajo condiciones asépticas, con buen crecimiento en diferentes
medios de cultivo, encontrandose que los que ofrecen mejores condiciones para el crecimiento de. la
colonia son el PDA y BAF. El pH éptimo para el buen desarrollo de las cepas va de 4 a 6, pero la
mayoria.de cepas no crecen en pH de 8. Todas las cepas modifican. el valor de pH del medio,
disminuyéndolo en todos los casos Las cepas de este género presentaron tolerancia al benomil, lo
que quiere decir que son capaces de soportar aplicaciones de este compuesto en vivero, cuando las
plantas son fumigadas Ademas, las cepas de Suiflus soportan altas concentraciones de cloruro de

sodio, lo que tes da potencial para la reforestacion en suelos salinos.

Este género se encuentra en forma abundante en los bosques de Tlaxcala, destacando las siguientes
especies: S. glandulosipes, S pseudobrevipes y S tomentosus Al confrontar algunas cepas con
Pinus cembroides y P. montezumae se obtuvieron buenos niveles de micorrizacién, ‘las. cuales
presentaron’ unamorfologia desde ' dicotémica hasta. coraloide. Presentan tambigén numerosos
cordones rizomérficos 1o que podria conferirles un alto potencial de exploracion del suelo. Por estas
razones, se pueden recomendar ampliamente para realizar pruebas de vivero y campo
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La diferencia que se observé en las micorrizas formadas entre P.-montezumae y las cepas de Suilius
radica en el tamaro del sistema micorrizico, detectandose que los sistemas de S. fomentosus son
mas pequerios, los de Suillus cf. pseudobrevipes son de tamafio intermedio y los de S. glandulosipes

mas grandes.

Por otro lado, al comparar las micorrizas formadas por Suillus tomentosus con P. cembroides y F.
montezumae, los sistemas micorrizicos formados con las primeras plantas son mas grandes, ademas
de presentar las puntas no ramificadas de torcidas a tortuosas, mientras que P. montezumae las

presentd de rectas a redondeadas.

Al comparar la estructura de las ectomicorrizas obtenidas en este trabajo con las reportadas para
otras combinaciories de Pinus y Suillus, se pudo observar que la ramificacion de simple hasta
coraloide ya se habia descrito en otras micorrizas (Palm y Stewart, 1984; Treu, 1980a; True, 1990b;
Torres, 1992; Santiago Martinez, 1992)

La forma tortuosa de ias ramificaciones de la combinacion de P. cembroides con S. tomentosus es
similar'a la observada en micorrizas de P patula con S. brevipes {Mohan ef al., 1993a). Ademas, el
rizomorfo altamente diferenciado encontrado en este trabajo, también se habia reportado en algunas

micorrizas formadas por hongos de este género reportadas por Agerer (1985)

Los hongos de este género también se pueden utilizar para hacer inoculaciones esporales, ya que se
ha observado que producen gran cantidad de esporas, las cuales son capaces de inducir una buena
micorrizacion en ensayos de vivero utilizando como sustrato tepetate o mezcias de tepetate con sueio
forestal 1:1 (Xochitiotzi, 2000).

A continuacion se enumeran las caracteristicas observadas en las especies estudiadas de Tlaxcala:

S cothurnatus var hiemalis -

Presenta su mayor diametro colonial en PDA y BAF, vy su.-mayor biomasa en BAF -Es tirosinasa
dominante; no degrada pecting, lipidos, urea ni almidén; degrada debilmente los casaminoacidos. No
se desarrclla en temperaturas de 7 y 30 °C. Es sensible a la cicloheximida y al rosa de bengala,
semitolerante al benomil y tolerante al verde de malaquita y al cloruro de sodio.

S: giaiidql sipes

La mayor velocidad de crecimiento de esta especie se cbiuvo en-PDA. Crecen bienenlospH de 3 a
7, mientras que en 8, s6lo una cepa crecio ligeramente. Las-c,epés modificaron el: pH inicial del medio
disminuyendo sus valores, con excepcién del medio con el pH de 3, ef cual aumentaron.
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Son capaces de producir lacasa y tirosinasa ubicandose en el grupo equivalente para estas enzimas.
No degrada pectina, fipidos ni almidon, pero en la gelatina presenta respuestas desde negativa a
débilmente positivas. Su respuesta ante los casaminoacidos es variable: negativa, débil o
moderadamente positivas. Es ureasa negativa a débilmente positiva. Son sensibles a 7°C y no crecen
a 30 °C. Son sensibles a la cicloheximida, tolerantes al benomil, al verde de malaquita y al cloruro de
sodio; y semitolerantes a tolerantes al rosa de bengala

El micelio de estos hongos produce abundantes micorrizas al asociarse con Pinus montezumae y P.
cembroides, las cuales presentan una morfologia desde dicotdomica hasta coraloide con abundantes

rizomorfos.

Navarro (2000) reportd una micorrizacion de pobre (6 meses) a moderada {12 meses), al inocular P,
montezumae' con la cepa TLAX 10. ademas en. gste ensayo se pudo observar que el hongo fue

competitivo con los honges de vivero

Estos hongos también producen gran cantidad de esporas, que al tefiirse con MTT y hematoxilina dan
porcentajes desde 24 hasta 33.5% de esporas activas y desde 21.6 hasta 57.2 de nicleos tefiidos. Al
utilizar estas -esporas para inocular plantas de P. monfezumae, utilizando suelo procedente de los
Cerros Blancos como sustrato, se encontraron porcentajes de micorrizacion desde 0 hasta 231 %,
predominando las raices con port:entajes de micorrizacion bajos (2.4 a 7.8 %).

8. lakei

Este hongo se aislé de un bosque de Pseudofsuga Solamente se realizaron pruebas fisiolégicas y
bioguimicas a ia cepa aislada, encontrando que no produce lacasa ni tirosinasa; tampoco degrada
pectina, lipidos, gelatina, casaminocacidos, urea ni almidén. Crece bien a 7 ° C, pero es inhibido a 30
°C. Es sensible a la cicloheximida y tolerante al benomil, al rosa de bengala, al verde de malaquita y

al cloruro de sodia.

S. fomentosus ,

Esta especie presentd su mayor velocidad de crecimiento, didmetro colonial y biomasa en PDA Las
cepas:crecen mejor en medios con pH de 4 a 6 y disminuyen el pH del medio después de 30 dias de
incubacion,

La especie es lacasa dominante o negativa, degrada débilmente pectina o no, no produce lipasas,
ureasas, ni- amilasas, degrada. moderadamente la- gelatina, y débilmente los casaminodcidos. Es
sensible a 7 °C y no crece a 30 °C. Es tolerante al benomil, rosa de bengala;, verde de malaquita-y
cloruro de sodio, y semitolerante a tolerante a la cicloheximida.
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Al confrontar la cepa TLAX 24 con P. montezumae, se obtuvieron abundantes micorrizas las cuales
tienen una morfologia parecida a otras confrontaciones de cepas de-Suiffus con esta planta

Xochitiotzin (2000) reporté que Suillus tomentosus presenta 55.2 % de esporas teflidas con MTT y
747 % de esporas con nicleos tefiidos a fos 30 dias de estar almacenadas, reduciendo los
porcentajes a 214 % y 12.7 % respecfivamente, a los 80 dias de almacenamiento a 4 °C. Asimisrﬁo,
al inocular estas esporas en P monfezumae se obtuvo una micorrizacion excelente en tepetate,

mientras que una buena micorrizacién en una mezcla de tepetate y suelo forestal

Suillus cf. pseudobrevipes

Las cepas de esta especie presentaron resultados muy diferentes, posiblemente porque provienen de
sitios con condiciones ambientales diferentes: el cerro Tepeticpac y los bosques de Espafiita. La cepa
TLAX 33 obtiene los mayores valores de las variables de crecimiento en el PDA, mientras que la
TLAX 36 los presenté en EMA, PDA y SAB; ademas esta cepa no crecié en los medios de HG y
MNM.

Son consistentes en las pruebas fisiolégicas y bioquimicas, al presentar respuestas negativas con la
pectina, fipidos, gelatina y almidén, ser sensibles a los 30 °C y tolerantes al benomil, rosa de bengala
y cloruro de sodio. No obstante, son inconsistentes en sus respuestas para evidenciar produccion de
lacasas y tirosinasas y de degradacion de los casaminodcidos y urea. Es semitolerante a tolerante a
temperaturas de 7°C, sensible a tolerante a la cicloheximida y de semitolerante a tolerante con el

verde de malaquita.

Esta especie se asocia con P. montezumae en ensayos de sintesis in vitro, presentando la morfologia

tipica del género

Suillus cf. unicolor

Sdlo se estudid una cepa, a la cual se le realizaron pruebas fisioldgicas y bioquimicas, encontrando
que es tirosinasa dominante, no produce pectinasas, ureasas, ni amilasas, degrada moderadamente
los lipidos y la gelatina, y débilmente 'Ios casaminodcidos. Es sensible a 7 °C y no crece a 30 °C. Es
sensible a la cicloheximida, -semitolerante al verde de malaquita y tolerante al benomil, rosa de
bengala y cloruro de sodic. | :

Adicionalmente, se estudiaron tres cepas de Suiflus sp., encontrando Eme la cepa TLAX 32 obtiene su
rhayor velecidad de crecimiento y diametro colonial en el medio EMA, y su mayor biomasa en el
SAB. ‘No crece a pH de 3 y 8, y obtiene su mayor velocidad de crecimiento, didmetro colonial y
biomasa en {os medios con pH de 6. Esta cepa disminuye el pH de los medios donde crece La cepa
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TLAX 20 tiene buen crecimiento en los pH de 4 a 8 y su mayor diametro colonial y biomasa en el pH
de 6. Los valores de pH de 4 a 8 los disminuye con su crecimiento y aumenta el de 3

Las tres cepas respondaeron negatwamente a la pectina, los lipidos y el almidén y no creCIeron a 30
°C. Son aSImlsmo sen3|bles a la cicloheximida y tolerantes al benomil y al cloruro de SOdIO Las

respuestas a otras pruet;g__as fueron muy variables.

Terfez:a olb:ens:s ,

Terfezia ofbiensis es un hongo hlpogeo que se encuentra en hébltats xerofiticos asomado con
arbustos de la familia Cistaceae, formando endo y ectendomlcornza con ellos (Awamed 1981;
Dexheirmer et af., 1985; Mortey Honrubia, 1995, Taylor et al , 1995; Bratek et al., 1996: Leduc et al ,
1686). La cepa TLAX 16 alcanzé su mayor crecimiento en el medio BAF. Sin embargo, produjo la
mayor blomasa an MNM atlemas, esta cepa no crece a pH acidos de 3 y 4, encontrando gue
aumenta su. crecumlento conforme aumenta el pH del medio. Presentd su mayor crec:mtento en
medlos con pH de 8. Este hongo dtsmmuye el pH mnmal de los medios a valores mas bajos.

Terfez:a o!biensrs fue capaz de colonizar la raiz de Pinus cembmldes pero en esta micorriza no se
observé cambic en la morfologia de 1a raiz; sin embargo se pudo observar un manto muy de!gado
hialino y discontinuo, ceélulas taniniferas blen definidas y una red de Hartlg que penetré de 3 a 4 capas
de células

Seleccion de hongos para reforestacion

La utilizacion de cepas exéticas para realizar inoculaciones de plantas de interés forestal no es
recomendable, debide a que estas cepas estan condicionadas a los lugares de donde fueron
extraldas, con caracteristicas ambientales muy diferentes a las que se encuentran en nuestro pais

Le tacon et al. (1992} mencionaron que la técnicas para produccion de piantulas colonizadas con
hongos : ectomicorrizégenos -estan disponibles para su uso en viveros tradicionales después de
fumigar el. suele, o para la produccion de plantulas micorrizadas en contenedores, utilizando sustratos

artificiales, -
No obstante, para hacer una buena seleccién de los hongos que puedan servir para micorrizar plantas

que toleren el estrés de los lugares con disturbio, es necesario evaluar los efectos de varios
simbiontes fingicos que hayan sido extraidos de bosques jovenes (Kropacek, 1992)
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CONCLUSIONES GENERALES

Las cepas de Swllus s0N susceptsbles de utilizarse como inéculo, debido a que las especies
_de este género son abundantes en el campo, son faciles de aislar y manipular en &
laboratono se asocian a Pinus cembroides, P. montezumae y P. pseudostrobus formando
abundantes micorrizas, son capaces de tolerar ciertas concentraciones de benomil en las
fumigaciones del vivero, también scporta suelos salincs. Para realizar inoculaciones, se
puede utifizar indculo ‘miceliar o esporal y lo méas lmportante €5 que podrian ser una
alternatlva allmentlc:a '

La cepa de Terfez:a otb;ens:s podria ser buen candidato para hacer pruebas de inoculacion
‘miceliar debido a que es una cepa que se puede asociar a plantas de P cembroides y
ﬂademés soporta suelos alcalmos

El .género /nocybe, es de gran ;mportanma por su caracteristlu plonera en los ecosistemas
forestales;, ademas, es c_onvenlente considerar a las espemes de este género para la
recﬁperacién de ciertos tipos de suslos como el del cerro Tepeticpac que tiene condiciones
alcalinas con abundantes carbonates, ya que en este {ugar se encuentran cuerpos fructiferos
en grandes cant:ciades, pudiéndose considerar . como fuente de indculo esporal
:Desafortunadamente comprende muchas espemes téxicas. '
Las especies de Laccaria tamblén pueden ser una buena opcidn para producir méculos tanto
esporales como miceliares. son hongos comestibles que se encuentran en los bosques
jovenes asociado con una gama amplia de hospederos.

Pisolithus tinctorius es una especie que se ha trabajado mucho en otros paises, en donde se
ha cbmproba'do su utilidad en programas de inoculacién en vivero, sin embargo, es necesario
* estudiar mas las cepas mexicanas. - ' ' ' o '

El' género Scleroderma podria tener potencial para realizar inoculaciones, esto podria ser a
partir de micelio porque crece relativamente rapido en los medios de BAF o PDA, o a partir
'de esporas ya que los cuerpos fructiferos las producen en gran cantidad.

Ei généro Rhizopogon es recomendado ampliamente para realizar inoculaciones esporales o
miceliares; sin embargo, en nuestro territorio, los cuerpos fructiferos se encuentran de una
manera muy esporadica y puntual por 1o que se han realizado pocos estudios con estos
hongos.
-El'genera Amanita es dificil de trabajar, pero las cepas que se tienen se pueden explotar por
algunas de sus caracteristicas como la de soportar ciertas concentraciones de salinidad.

El estudio de los hongos del género Boletus es dificil de estudiar por la dificultad que se tiene
para su aislamiento, por lo que seria conveniente investigar este género utilizando ofros
procedimientos
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La mayoria de los hongos que nos han dado buenos resultados en el aislamiento,
repropagacién, sintesis in vifro, 0 en su caso inoculaciones esporaies pertenecen a los
bosques en estados juveniles.

Las pruebas fisioldgicas y bioguimicas realizadas a las cepas de Amanifa y Suilfus nos
pueden servir como herramienta taxondmica para estos dos géneros.

El hecho de realizar la caracterizacién de las micorrizas obtenidas en sintesis in vitro es de
gran utilidad para que posteriormente se puedan identificar las micorrizas de los hongos

utilizados, en vivero y/o campo
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