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En el Laboratorio de Cultivo de Tejidos Vegetales del Jardin Botdnico de Instituto de Biologia de
la UNAM, se han dado a la tarea de propagar especies vegetales mexicanas en peligro de
extincion o con graves problemas de regeneracion natural, esto con el fin de ayudar a conservar
el valioso germoplasma y la biodiversidad con la que cuenta nuestro pais.

Aunado a esto, en el Laboratorio de Micorrizas del Centro de Investigaciones en Ciencias
Bioldgicas de la Universidad Auténoma de Tlaxcala se ha preocupado en el estudio de los
hongos ectomicorrizégenos y su uso potencial para el establecimiento de practicas sustentables de
manejo forestal y conservacion de bosques. Los enfoques de estudio han sido variados, desde
inventariar la diversidad fungistica, reconocer los usos que le dan los habitantes, hasta lo
seleccion de especies que garanticen el establecimiento de plantaciones forestales de importancia
econémica y/o ecoldgica.

La conjuncién de disciplinas como la micropropagacion mediante el cultivo de tejidos vegetales y
el estudio de la ectomicorriza nos permite conocer y entender algunos de los procesos biolégicos
que ocurren en las plantas y proponer estrategias de conservacion para aquellas que estén
amenazadas.

En presente trabajo de investigacion se trataron de conjuntar ambas disciplinas con la finalidad
de regenerar pldntulas completas de Pseudotsuga macrolepis, especie sujeta a proteccion
especial, mediante el cultivo de tejidos vegetales y favorecer su crecimiento mediante el uso de
hongos ectomicorrizégenos.

El trabajo estd estructurado en cuatro capitulos. Inicia con una introduccién sobre el conocimiento,
importancia y problemdtica de la especie. El segundo capitulo corresponde a la
micropropagacion in vifro, se describe el proceso morfogenético para la formacion de brotes
adventicios y se analiza el efecto de los reguladores de crecimiento en la respuesta
morfogenética. En el tercer capitulo se contemplan aspectos fisiologicos de algunas cepas de
hongos ectomicorrizégenos asociadas a P. macrolepis, como es el efecto de la fuente de carbono
(glucosa) y su concentracion en el crecimiento de la colonia miceliar, esto con el fin de optimizar
su desarrollo para la produccién de indculo. El Gltimo capitulo tratd sobre la micorrizacion de P.
macrolepis con dos cepas de hongos ectomicorrizégenos, con ello se pretende corroborar la
importancia que juega la ectomicorriza en la supervivencia y desarrollo de plantas de interés
forestal.

La integracion de los resultados obtenidos en los ensayos realizados en este trabajo, permitirdn
plantear nuevas estrategias de conservacion de P. macrolepis y otras especies forestales que
presentan serios problemas para su regeneracion natural y por ende que estdn gravemente
amenazadas o en riesgo de desaparecer de su habitat natural.

Con el mejor deseo de que el presente estudio contribuya de alguna manera al conocimiento y
aprovechamiento de los recursos forestales de nuestro pais.

GEMA
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RESUMEN

Los bosques de Pseudotsuga macrolepis se encuentran restringidos a cuatro localidades del estado de
Tlaxcala, éstas constituyen las zonas mds sureiias de su distribucion en México. Desafortunadamente, estos
bosques estan en peligro de ser erradicados debido al alto grado de deforestacion que sufren. Una
alternativa para propagar esta conifera es el uso de técnicas de cultivos de tejidos y su inoculacién con
cepas de hongos ectomicorrizégenos para favorecer su supervivencia y crecimiento. Por tal motivo, en el
presente trabajo se planted inducir la regeneracion de plantulas de Pseudotsuga macrolepis Flous mediante
el cultivo in vitro de embriones maduros, evaluar la influencia de la glucosa en el crecimiento miceliar de
diez cepas de hongos micorrizégenos y promover la micorrizacion de esta conifera con dos cepas de

hongos ectomicorrizégenos en condiciones de vivero.

Para promover la formacion de brotes adventicios se cultivaron megagametofitos y embriones maduros en
los medios nutritivos Murashige-Skoog, B5 modificado por Litz y Shenck-Hildebrandt contemplando 24
combinaciones de dos reguladores de crecimiento BA (0,0.5, 1,2, 3y 5 g/l) y ANA (0,0.1,0.5, 1 y 3 g/I).
Para inducir el enraizamiento los brotes fueron tratados con ANA (1 mg/I), ANA/BA (0.1/1 mg/l) y AIB (3
y 5 m gll). Con respecto a los resultados tenemos que sélo el 24.6% de los embriones mostré una respuesta
morfogenética, dando lugar a callos, éstos formaron de 5 a 9 brotes adventicios por embrién via
organogénesis indirecta. Inicialmente los brotes dieron lugar a hojas periféricas y posteriormente a hojas
centrales, éstas se agruparon densamente formando rosetas que se alongaron. Los brotes fueron
individualizados cuando alcanzaron una talla de 1.5 a 2.5 cm. Aunque no hubo un patrén definido de
respuesta morfogenética con respecto a los tratamientos con diferentes concentraciones de reguladores de
crecimiento (BA/ANA), fue necesaria su aplicacién exégena para inducir el desarrollo de los brotes. No se
logré el enraizamiento debido a que el nimero de brotes obtenidos fue bajo y no permitié realizar mas
experimentos para la induccién de raices. Asimismo, se obtuvo un mayor nimero de brotes en las semillas
procedentes del Mpio. de Terrenate, debido a que presentaron un mayor porcentaje de viabilidad con

respecto a las del Mpio. de Tlaxco.

Por otra parte, diez cepas de hongos micorrizégenos, ocho del género Suillus y dos de Amanifa, fueron
sometidas a pruebas de crecimiento en cinco concentraciones de glucosa (5,10, 20, 30 y 40 g/l)
adicionadas al medio BAF. Se efectud la caracterizacién macro y microscédpica del crecimiento colonial de
cada una de las cepas estudiadas. También se evalué la tasa media de crecimiento, crecimiento radial,
biomasa y relacién biomasa/drea. En cuanto a caracterizacién macroscépica, las cepas pertenecientes al
género Amanita presentaron coloracion blanquecina con ligeros tono grisaceos, la textura aterciopelada,
densa con una superficie plana y una de ellas cambio de coloracion al medio a rosa violdceo. Algunas
cepas de Suillus presentaron coloraciones que van desde amarillo palido a color café amarillento,

presentando pliegues radiales, zonaciones concéntricas debidas a los cambios de coloracién, textura
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aterciopelada, de laxa a algodonosa compacta; otras presentaron coloraciones homogéneas y escasos
pliegues radiales. Microscopicamente, las cepas de Amanita presentaron hifas septadas de menor
diametro que las de Suillus, de pared delgada, con ramificadones, algunas vesiculas, gotulas y fibulas; las
ocho cepas de Suillus presentaron hifas septadas y poco ramificadas, de pared gruesa, con vesiculas
intercalares, gotulas e incrustaciones. Los resultados obtenidos en las pruebas de crecimiento, indican las
cepas de Amanita y Suillus presentaron cuatro patrones de crecimiento de acuerdo con sus requerimientos
de carbohidratos: 1) Cepas que tienen su valores maximos de crecimiento en concentraciones bajas de
glucosa (TLAX 44 y TLAX 40 ), 2) Cepas que se desarrollan bien en altas concentraciones de glucosa (TLAX
41, TLAX 48 y TLAX 55), 3) Cepas que crecen indistintamente en cualquier concentracién con excepciéon de
5 g/I de glucosa (TLAX 42, TLAX 53 y TLAX 51) y 4) Cepas que crecen bien en cualquier concentracion
(TLAX 4 y TLAX 49). Lo anterior es indicativo de que las cepas estudiadas tienen diferentes estrategias de
crecimiento, las cuales estan determinadas por la capacidad del hongo para explorar, explotar y

optimizar los recursos disponibles en el medio donde se desarrollan.

Finalmente, se indujo la micorrizacién de P. macrolepis con dos cepas de hongos: Suillus lakeii (TLAX 40) y
S. glandulosispes (TLAX 49) en condiciones de vivero; para lo cual se produjo indéculo de ambas cepas en
frascos lecheros con una mezcla de turba y vermiculita y el medio nutritivo BAF. Se inocularon plantulas de
25-30 dias con 33 ml del inéculo adicionado al svelo forestal estéril, las plantas fueron sometidas a las
labores normales de invernadero. Durante un afio, trimestralmente se evalué el porcentaje de
supervivencia y de colonizacién micorrizica, asi como el crecimiento de la plantan expresando en alturq,
diametro de la corona foliar y biomasa de la parte aérea. Con respecto a los resultados, se encontré que
para la supervivencia los valores fluctuaron entre el 67 y 80 % al final del ensayo, no habiendo
diferencias entre las plantulas inoculadas y las no inoculadas. Al evaluar el porcentaje de colonizacién, al
afio se observaron valores de 49 a 57% en las plantas inoculadas, lo cual es considerado como buena.
Con respecto a la altura y la biomasa de la parte aéreq, las plantas inoculadas alcanzaron un mayor
tamafio y peso con respecto a las no inoculadas. En cuanto al diametro de la corona foliar, no se
presentaron diferencias entre las plantas inoculadas y las no inoculadas, lo cual es indicativo que un aio no
fue suficiente para evaluar esta variable en especies de lento crecimiento como P. macrolepis. Como se
puede observar la inoculacién con cualquiera de las dos cepas favorecié el crecimiento con respecto a las

plantas no inoculadas.
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CAPITULO I. INTRODUCCION GENERAL

La ubicacion de México entre dos regiones biogeograficas (Neartica y Neotropical), asi como la
gran variedad de climas, topografia y geologia, dan como resultado que nuestro pais presente
una gran diversidad biolégica, asi como distintos tipos de vegetacion (Cairns ef al., 1995). Estos
Ultimos incluyen a los desiertos, bosques tropicales, zonas de alta montafia y bosques de coniferas

(Rzedowski, 1978).

Entre los ecosistemas mas representativos de México estan los bosques de coniferas, los cuales
son propios de zonas de clima templado y de clima frio, ocupan vastas extensiones del territorio
nacional, éstos se distribuyen desde el nivel del mar hasta las porciones mas elevadas del pais

(Rzedowski, 1978).

Como comunidad, los bosques de coniferas contribuyen a la regulacion del ciclo hidrolégico, a
mantener un microclima propicio para el crecimiento de diversas especies vegetales y animales, a
purificar la atmésfera y el agua; desde el punto de vista econémico a muchas especies se les ha
dado una gran variedad de usos, que considera desde darboles de Navidad hasta su explotacién
para satisfacer las demandas de la industric mueblera, constructora, papelera y quimica

(Villalobos et al., 1983; Cronquist, 1984).

Esa variedad de usos y la falta de planeacion para la conservacion de los recursos naturales ha
ocasionado una progresiva deforestacion que se ha venido realizando desde tiempos
inmemoriales, provocada principalmente por una tala desmedida, las actividades ganaderas y
agricolas que se realizan en suelos inadecuados para tales fines, ademas de un uso incontrolado
de las escasas reservas hidricas, estos factores han contribuido significativamente al incremento de
la desertificacion, que conjuntamente con los procesos erosivos conforman uno de los principales
problemas que afectan no sélo a este tipo de vegetacién, sino a alrededor del 80% del territorio

mexicano (Valdés et al., 1983).

Ll
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En 1983, el Instituto Nacional de Investigaciones Forestales (INIF) estimé que en el pais existian
49.7 millones de hectareas de bosques que constituian el 26% de los 191 millones de ha de la
superficie total del pais, de los cuales 21 millones comprendian bosques de coniferas (Styles,
1993; Cairns ef al.,1995). Estos bosques han sido reducidos de sus dreas originales,
particularmente a partir de los 60°s. Se ha estimado que el intervalo de deforestacion anual va
de 365 000 a 1 500 000 ha, con un promedio de 1.3% anual que varia de acuerdo con el tipo
de bosque: 1.9% en bosque deciduo, 2.0% en bosque tropical siempre verde, 0.64% para
coniferas templadas y 0.67% para bosques templados de hoja ancha. También se ha calculado
que la tasa anual de deforestacién total sobrepasa la cantidad de dreas reforestadas, estimadas

en 50 000 hg, que constituyen menos del 8 % del area deforestada (Masera ef al., 1992).

Los bosques de México conforman un recurso en decline que tiene un efecto a nivel local, regional
y global, incluyendo la pérdida de la biodiversidad. En la actualidad, el manejo de algunos
ecosistemas forestales se dirige a beneficios inmediatos que los bosques proveen para la
sociedad, tales como alimento, combustible, madera, productos comerciales y recreacién. La
aplicacién de practicas de manejo integral sustentable que consideren factores ecolégicos y

socioeconémicos puede revertir los efectos negativos de la deforestacion (Cairns et al., 1995).

Debido a la destrucciéon acelerada de los bosques es necesario tomar medidas tendientes a
conservar, restaurar, proteger y aprovechar racionalmente la riqueza forestal, prestando especial
atencién al aprovechamiento racional de los recursos naturales contenidos en los ecosistemas
forestales, ademas de proponer un aprovechamiento adecuado para el beneficio econémico, sin
comprometer la capacidad de regeneracion de la naturaleza y proveer beneficios a futuro

(SEDESOL, 1993).

Los esfuerzos prioritarios de conservacion deberdn estar encaminados a aquellas regiones donde
la biodiversidad y el nimero de especies endémicas sean elevados o estén amenazados. El
manejo de los recursos debe quedar vinculado y condicionado a sistemas de conservacién de

vegetacion, de suelo y agua, para asegurar un aprovechamiento adecuado (SEDESOL, 1993).
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1.1 SITUACION FORESTAL EN EL ESTADO DE TLAXCALA

El estado de Tlaxcala carece de una tradicién en actividades forestales, es hasta la década de
los 80°s cuando se establecen métodos de aprovechamiento de los bosques en algunas regiones.
La produccién maderable del estado ocupa el 17° lugar a nivel nacional con 50 940 m3 de
madera en rollo (SEMARNAT, 2000). De acverdo con el Inventario Forestal Periédico de la
entidad, Tlaxcala tiene dos tipos de ecosistemas; zonas dridas (arido y semidrido) y templado-

frio (SARH, 1994).

El ecosistema de zonas daridas presenta un tipo de vegetacion de matorral xeréfito. Las especies
vegetales que destacan son Agave spp. Opuntia spp., Stipa spp. y Yuca spp. La vegetacion de las
zonas aridas es muy diversa debido a la variacion de microambientes derivados de la oscilacién
térmica y la escasa precipitacién. Aunque por las caracteristicas del suelo y clima no son
convenientes las prdcticas agropecuarias, con frecuencia se realizan cambios del uso del suelo
para la agricultura de baja produccién y se presenta el sobrepastoreo, dando como resultado la

alteracién de las condiciones de la vegetacion y provocando erosion de los suelos (SARH, 1994).

En el ecosistema de zonas templadas, los tipos de vegetacion presentes son bosques de pino,
pino-encino, oyamel, encino y bosque fragmentado. Dentro de esta asociacion se incluyen
comunidades arbéreas propias de un clima templado-frio que se conforman por Abies religiosa,
Pinus ayacahuite, P. leiophylla, P. montezumae, P. hartwegii, P. patula, P. pseudostrobus,
Pseudotsuga macrolepis, Quercus candicans, Q. crassifolia, Q.obtusata, Q. rugosa, Arbutus spp.,

Crupessus benthamii y Juniperus deppeana (SARH, 1994).

Actualmente, estos bosques presentan evidencias de disturbio, debido a los cambios de uso de

suelo, a los incendios forestales, al pastoreo intensivo y a las talas clandestinas (SAGAR, 1994).

Un ejemplo de ello son los bosques de Pseudotsuga macrolepis, que a pesar de ser uno de los
tipos de vegetacion mds importantes, se han visto gravemente dafiados debido a factores bidticos

y abiédticos lo cual los ha colocado en la categoria de especie amenazada (DOF, 2001).
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1.2 EL GENERO Pseudotsuga

Los arboles de este género se distribuyen de manera natural en el continente Americano y el
sureste asidtico (Farjon, 1990). A pesar de su amplia distribucién; ain se mantienen controversias
sobre la ubicacién taxénomica, de acuerdo con Flous se conocen 22 especies y 2 variedades
(Martinez, 1953), pero algunos autores consideran que esta clasificacion se basé en diferencias
minimas y poco constantes por lo que no es aceptada. Por su parte El-Kassaby ef al. (citado por
Goldfarb y Zaerr, 1989) y la maycria de los botdnicos norteamericanos reconocen de ocho a
once especies seguin los diferentes autores, seis de ellas estdn en Asia Oriental: Pseudofsuga
japonica (Shiras) Beissn en Japén, P. wilsoniana Hayata en Taiwan, P. forrestii Craib., P. sinensis
Dode, P. gaussenii Flous y P. brevifolia Chang et LK. Fu en China. Las dos restantes se ubican en
Norteamérica: P. macrocarpa (Torr.) Mayr, que se distribuye a lo largo de la porcion montaiiosa
del Sur de California y P. menziesii (Mirb.) Franco, la cual se localiza en el Oeste de
Norteamérica, y que presenta dos variedades: P. menziesii var. menziesii en la de la costa y P.

menziesii var. glauca en el interior (Figura 1).

En la RepuUblica Mexicana, su ubicaciéon taxondmica es tema de discusion debido a que los
botanicos estadounidenses han considerado que la especie que se distribuye en el pais
corresponde a Pseudotsuga menziesii var. glauca (Hermann y Lavender, 1990; Debreczy y Racz,
1995); sin embargo, los botanicos mexicanos y franceses la han considerado como cuatro taxa
distintos denominados P. macrolepis Flous, P. flahuati Flous, P. guinieri Flous y P. rehderi Flous,
debido a que presentan algunas diferencias morfolégicas (Martinez, 1953; Acosta-Pérez, 1992;

Pérez-Rodriguez, 2000).

Para efectos de este trabajo, se considerard la nomenclatura propuesta por los botanicos
mexicanos y franceses, que contempla a la especie que se localiza en el estado de Tlaxcala como
Pseudotsuga macrolepis, cominmente conocida como “pinabete”, “abeto ayacahvite, “ayarin”,

“romerillo” o “guayame” (Acosta-Pérez, 1992).
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Figura 1. Distribucién del género Pseudotsuga en Norteamérica

(fuente: Hermann y Lavender, 1990).
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1.2.1 REPRODUCCION Y DESARROLLO

Hermann y Lavender (1990) sefialan que las especies del género Pseudotsuga tienden a producir
frecuentemente estrébilos (conos) entre los 12 y los 15 afios de edad, por otra parte, Silen (1978
citado por Pérez-Sanchez) y Niembro (1979) reportan que los conos se producen entre los 20 y

40 afios y rara vez antes de los 12 afios.

El cono masculino de Pseudotsuga es relativamente pequeno, de 1 a 2 cm de longitud y estan
constituidos por microsporéfilos que se encuentran arreglados en forma de espiral y son més o
menos membranosos, cada uno sostiene dos microsporangios. Un microstrobilo joven contiene
muchos microsporocitos o células madre de las microsporas, cuando se acerca la primavera los
microsporocitos experimentan meiosis, dando lugar a cuatro microsporas haploides. Cada
microspora desarrolla dentro a un grano de polen alado, el cual consiste de dos células
protaliales, una célula generativa y una célula del tubo. El grano de polen tetracelular
comprende el gametofito masculino inmaduro. Es en esta etapa cuando los granos de polen son
vertidos en enormes cantidades, algunos son acarreados por el viento a los conos femeninos

(Raven et al., 2000, Figura 2).

Los megastrébilos (conos femeninos) son mucho mas grandes y mas complejos en su estructura que
los microstrobilos. Las escamas ovuliferas, las cuales sostienen a los évulos, no son magasporofilos;
en su lugar, estén completamente modificadas determinando sistemas de ramas propiamente
conocidas como complejo escama-semilla. Cada complejo de escama-semilla consiste de escamas
ovuliferas que sostienen dos évulos y una bréctea estéril joven. Las escamas estdn arregladas
espiralmente alrededor del eje del cono. Cada évulo contiene una nucela multicelular
(megasporangio) que estd rodeada por un integumento masivo (Figura 2). Cada megasporangio
contiene un solo megasporocito o célula megaspora-madre, la cual finalmente experimenta
meiosis, y da lugar a una serie linear de cuatro megasporas. Sélo una de estas megasporas es
funcional y las tres restantes cercanas al micrépilo, rapidamente se degeneran (Raven et al.,

2000).
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El ciclo reproductivo de Pseudotsuga tarda 18 meses en promedio, desde que se forman los
primordios de estrébilos (femeninos y masculinos) en la primavera vy finaliza con la dispersion de
la semilla madura durante el otofio del siguiente afio (Hermann y Lavender, 1990; Allen y Owens,

1972 citado por Pérez-Sénchez, 1996, Williams, 2000).

De acuerdo con Allen y Owens (1972), el ciclo inicia con la formacién de primordios o yemas
laterales durante el mes de abril, éstos pueden tomar cinco cursos: 1) abortar prematuramente y
desaparecer, 2) Desarrollarse parcialmente y permanecer como yemas latentes, 3) desarrollarse
como yemas vegetativas, 4) Desarrollarse como yemas reproductivas de conos de semillas,
localizdndose en la parte apical del brote emergente y 5) desarrollarse como yemas
reproductivas de conos polinicos, ubicdndose cerca de la base del brote emergente. Las
yemas se encuentran formadas para octubre o noviembre y entran en latencia a inicios de

diciembre.

La polinizacién ocurre en primavera (marzo-abril en zonas cdlidas y mayo-junio en zonas frias),
en esta etapa las escamas del cono femenino se abren y crecen conjuntamente con el évulo para
protegerlo durante su desarrollo. Después de un mes de la polinizacion se origina un
megagametofito que permanece inactivo durante un periodo de seis meses y requiere de ofros
seis meses para que alcance su desarrollo completo. Entre agosto y septiembre se desarrollan los
embriones, esto inicia con la formacién del arquegonio, usualmente en nimero de dos 6 tres;
esta etapa es la apropiada para la fertilizacion. (Hermann y Lavender, 1990) (Figura 2).
ComUnmente todos los arquegonios son fertilizados y comienzan a desarrollarse (fenémeno de
poliembrionia). Sin embargo sélo un embridn se desarrolla completamente, el cual consiste de un
eje hipocétilo-radicula, con una capa protectora de la radicula, un meristemo apical y varios
cotiledones (generalmente ocho). El integumento consiste de tres capas de las cuales, la media se
endurece y sirve como la capa de la semilla y el gametofito sirve como reserva de alimento y

tejido nutritivo (Raven ef al., 2000).

Las semillas frecuentemente son liberadas de los conos durante el otofio (septiembre, octubre y

noviembre del segundo afio siguiente a la aparicién original o inicial de los conos y la
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polinizacion. Al madurar, las escamas del cono se separan, las semillas aladas de muchas especies
se transportan a través del aire y algunas veces son acarreadas a distancias considerables por el
viento. La diseminacién de semillas ocurre después de la maduracion de los conos y generalmente
dos tercios del total de la cosecha quedan en el suelo a finales de octubre, el remanente de las
semillas cae durante los meses de invierno y primavera (Allen y Owens, 1972; Hermann y

Lavender, 1990; Raven ef al., 2000).

1.2.2 PRODUCCION Y DINAMICA DE CONOS Y SEMILLAS

La produccién de semillas en Pseudotsuga varia afio con afio, esto es se presenta una cierta
periodicidad ciclica: una produccién abundante y una mediana o baja cada cinco afios en
promedio, pero puede variar entre dos y siete afios (Allen y Owens, 1972 citado por Pérez-
Sanchez, 1996); sin embargo, durante el afio de la producciéon abundante, solamente el 25% de

los arboles produce un nimero apreciable de conos (Hermann y Lavender, 1990).

La germinacién es epigea y se presenta de mediados de marzo ‘a abril en las zonas calidas y a
mediados de mayo en las localidades frias. Esta suele dificultarse debido principalmente a una
polinizacién ineficiente y al ataque de insectos, lo cual provoca una disminucién de la cantidad de
semillas potenciales, lo que tiene como. consecuencia la baja regeneraciéon natural de las

poblaciones (Aboel-Nil, 1987; Zavala-Chavez y Méndez-Montiel, 1996).

El crecimiento de las pléntulas en el primer afio es relativamente lento y estd limitado por la
humedad del campo. Las plantulas de un afio sobreviven y crecen mejor bajo una ligera sombra,
pero las mayores de un afio requieren de luz solar abundante (Hermann y Lavender, op. cit.). Los
principales factores que impiden la regeneracion natural de las poblaciones son el consumo de las
semillas por insectos, aves y otros animales, la competencia con plantas de otras especies y las
condiciones ambientales desfavorables. Asimismo, la dispersiéon de las semillas de la mayoria de
los arboles del género Pseudotfsuga es, en promedio, de 100 m de radio (Hermann y Lavender,

1990).

11
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1.2.3 DISTRIBUCION Y ECOLOGIA

En Estados Unidos de Norteamérica, el género Pseudotsuga crece bajo una amplia variedad de
condiciones climdticas, que van desde los climas himedos y frios, hasta los continentales con

vientos severos y una precipitacién anual elevada.

En nuestro pais, P. macrolepis se distribuye entre los 2000 y los 3200 m.s.n.m. en los estados de
Sonora, Chihuahua, Coahuila, Durango, Nuevo Leén, Zacatecas, Hidalgo, Puebla y Tlaxcala
(Rzedowski, 1978; Acosta Pérez, 1992). Se desarrolla en zonas himedas y sombrias en laderas
de cafadas y barrancas o en valles muy protegidos, ocupa superficies muy reducidas y
discontinuas mezcladas con planicies y en ocasiones se presenta como pequefios manchones
aislados o como masas mixtas con drboles de los géneros Pinus y Abies (Rzedowski, 1978;

Zavala-Chévez y Méndez-Montiel, 1996).

En Tlaxcala, Pseudotsuga macrolepis se asocia con comunidades de Abies religiosa en el municipio.
de Terrenate, asi como con Pinus y Abies en los municipios de Tlaxco, Emiliano Zapata y
Altzayanca (Figura 3). Estas localidades constituyen las zonas mds surefias de su distribucién en el
pais; desafortunadamente corren el peligro de ser erradicados debido al alto grado de
deforestacion que sufren (Acosta-Pérez, op. cit.). En la actualidad P. macrolepis, ha sido
clasificada dentro de la categoria de especie bajo proteccion especial, por lo que debe ser

conservada (DOF, 2001).

Figura 3. Distribucién de Pseudotsuga macrolepis en el estado de Tlaxcala
(modificado de Acosta-Pérez, 1992).

12
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Su escasa y dispersa presencia en ciertas regiones de México, es también indicativo de su
importancia ambiental, evolutiva y fitogeografica (Hermann y Lavender, 1990).

Desafortunadamente, estos bosques han sido ignorados debido a lo pequefio de sus poblaciones.

Por lo anteriormente sefialado, es importante realizar y sistematizar investigaciones sobre
diferentes aspectos ecoldgicos, silvicolas y de propagacion de esta conifera, especialmente en

aquellas regiones donde su presencia esta fuertemente amenazada.

1.2.4 IMPORTANCIA ECONOMICA

Desde el punto de vista econémico, el género Pseudofsuga constituye un grupo de coniferas de
gran importancia a nivel mundial, ya sea como omamental o en la produccién de madera
(Hermann y Lavender, 1990). De estos arboles se obtiene madera para la construccion de casas,
muebles, articulos decorativos, fabricacién de vigas, novopan, trabes y pisos; la pulpa se utiliza
para la elaboraciéon de papel y también son cultivados como darboles de navidad (Goldfarb y

Zaerr, 1989).

Debido a la alta calidad de su maderaq, plantulas de las especies de este género se han cultivado
de manera extensiva tanto en sus dreas de distribucién natural, como en nuevas regiones donde
ha sido exportada, destacando Nueva Zelanda, Europa Central y Occidental, Argentina y Chile.
En el oceste de Norteamérica, el aprovechamiento forestal de los bosques de Pseudotsuga
contribuye de manera importante con la economia porque representan una fuente de trabajo en
la region, especialmente en Oregon, Washington y Columbia Britanica. (Goldfarb y Zaerr, op.

cit.).

Sin embargo, en México no se ha aprovechado el gran potencial maderable e industrial de las
especies de este género. El principal uso que se le ha dado a P. macrolepis en Tlaxcala ha sido
solo con fines de construccion en el medio rural, fundamentandose en la tala clandestina (Acosta-

Pérez, 1992).
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1.3  DESCRIPCION TAXONOMICA DE Pseudofsuga macrolepis FLOUS

De acuerdo con Martinez (1953), Acosta-Pérez (1992) y Mapula et al. (1996), dicha especie esta
representada por darboles de 12 a 40 m de altura, tronco con un diémetro (D.A.P.)de 35 a 70 cm
(Figura 4B), con corteza de color grisdceo, delgada en los arboles jovenes, pero gruesa y aspera
en los adultos, dividida en placas escamosas. Las ramas estan dispuestas irregularmente o algo
verticiladas y extendidas; las hojas lineares, rectas o algo falcadas alcanzan una longitud de 15
a 30 mm (Figura 4C). El dpice es redondeado, truncado o alge agudo, con el margen entero y la
base parcialmente torcida, el nervio central estd hundido en el haz y es prominente en el envés.

Presenta yemas ovoides delgadas y persistentes, agudas y sin proteccion de resina.

Son arboles monoicos con los estrébilos masculinos en forma de pequenos conos axilares cilindrico-
oblongos, caedizos, de color rosado, de unos 10 mm de largo, protegidos por bracteas
translicidas de color castaiio. Los conos estdn formados por numerosos sacos polinicos que se
abren por hendiduras longitudinales. Las estrébilos femeninos - en forma de conillos terminales o
axilares estan constituidas por escamas provistas de grandes brdacteas; los conos femeninos
maduros de forma ovoide mds o menos atenuados en la extremidad, son solitarios, colgantes y
caedizos, y estan provistos de peduinculos cortos, los cono miden en total de 3.5 a 18 ecm de largo
por 3 a 4 cm de ancho (Figura 4A), inmaduros presentan un color verdoso que posteriormente se
torna café amarillento. Los conos estdn formados por un eje central en el que se disponen en
espiral numerosas escamas delgadas, de dpice redondeado y ensanchadas a los lados, provistas
de bracteas (Figura 4AD), al desprenderse los conos caen integros, ya que las escamas y las
bracteas son persistentes; cada escama lleva dos semillas triangular-ovoides, de color café
brillante, cubiertas en su parte externa por la base del ala que es de color café claro, algo

translicida, la cual mide incluyendo la semilla de 10 a 15 mm de largo (Figura 4Db).

14
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Figura 4. Esquema de algunas caracteristicas morfologicas de Pseudotsuga macrolepis: A) ramas
con conos masculinos, B) forma de un darbol adulto, C) hoja, D) escama con bracteas (fuente:

Acosta-Pérez, 1992).

Figura 5. a) Bosque de Pseudotsuga macrolepis ubicado en el Municipio de Terrenate

Tlaxcala b) érbol adulto de P. macrolepis.
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1.4 ESTADO ACTUAL DEL CONOCIMIENTO Y PROBLEMATICA DE LOS BOSQUES DE Psudofsuga EN MEXICO.

El conocimiento alcanzado acerca de los rodales de Pseudotfsuga que se distribuyen en la
Repiblica Mexicana, se ha encausado a la descripcién de las condiciones del medio fisico-biético
donde prosperan tales poblaciones, principalmente en las localidades del Norte del pais, en
comparacién con las localidades del centro de México, donde la mayor parte de éstas
permanecen sin ser descritas. No obstante, la bisqueda bibliogréfica revelé la existencia de un

cierto numero de trabajos realizados en el centro del pais.

Dominguez Alvarez (1986) realizé un estudio ecolégico en la regién de Huayacocotla, Ver.,
donde pudo reconocer que los sitios que presentan mayor cobertura del estrato arbéreo tuvieron
una menor densidad de renuevos. La exposicion al Noreste y las pendientes de 55 a 70% en un
intervalo altitudinal de 2540 a 2580 m.s.n.m. favorecen la regeneraciéon natural de Pseudotsuga

macrolepis.

Cornejo (1987) y Franco (1990) estudiaron aspectos ecolégicos, dasonémicos y la dindmica de lo
regeneracién natural de Pseudotsuga flahaulti Flous en un bosque de Pseudotsuga-Pinus-Abies en
la Sierra de la Marta, Arteaga, Coahvila. En ambos trabajos se determiné que la densidad en
esta localidad va de 540 a 4 370 individuos por hectérea; con un promedio de 1990 renuevos
por ha y la regeneracién natural superé en densidad absoluta a la de Pinus hartwegii,
P.ayacahuite, Cupressus arizonica y Abies vejari. Dada la buena regeneracién natural de renuevos
de P.flahaulti, ésta puede favorecer el aumento del area de su distribucién. Finalmente, la tasa

de natalidad promedio fue de 39.07% y la de mortalidad de renuevos del 24.57%.

Néjera (1990) reporté algunos patégenos para los rodales naturales de Pseudofsuga en
Tepehuanes, Durango, entre los que destacan Phellinus pini que causa la pudricién blanca del
centro del fuste; Agrobacterium tumefaciens que ocasiona tumoraciones en los fustes del arbolado;
Fomitopsis cajanderi que provoca la pudricién café del centro del fuste; Phaeolus schweinitzii que
infesta al arbolado joven inhibiendo la regeneracion natural; Arceuthobium douglasii conocido
comUnmente como muérdago enano que causa estragos en las ramas y troncos de los arboles y

Dendroctonus pseudotsugae, que es un parasito descortezador.
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Para el caso particular de P. macrolepis, Contreras (1992) reporté que los insectos han causado
hasta el 60% de mortandad en drboles producidos en vivero en el estado de Hidalgo. Asimismo,
Yénez (1991) analizé la produccién de semillas de P. macrolepis en una poblacion de la Sierra
de Pachuca, y destacé que el 18.67% de la semilla llena es atacada por un escarabajo

(Megastigmus sp.).

Al evaluar los métodos para la proteccién de conos de P. macrolepis contra insectos en la Sierra
de Pachuca, Hidalgo, Méndez-Montiel y Zavala-Chavez (1996) encontraron que los principales
insectos que atacan a los conillos durante la etapa de polinizacion fueron Chirothrips fasus,
Frankliniella chamulae, F. fallaciosa y F. adusta; su ataque ocasioné "muerte temprana”. De igual
forma, las larvas de la mosquita Contarinia sp., que se alimentan de las escamas del cono en
desarrollo, causaron la resinacién y muerte de algunas escamas y cuando el ataque es intenso, la
muerte tardia de todo el cono. El estado larvario de Megastigmus spermofrophus penetra a las
semillas y se alimenta de éstas hasta consumirlas totalmente. En general, los dafios causados por

estos pardsitos alcanzan hasta el 38.87% de las semillas por cono.

En cuanto a la viabilidad y germinacion de las semillas, asi como a los factores que la afectan,
Mapula ef al. (1996) determinaron la morfologia y anatomia de la semilla de P. macrolepis
procedente de las localidades de El Chico, Tlaxco y Terrenate. Asimismo, evaluaron la
germinacion y crecimiento inicial de las semillas provenientes de las tres localidades en
condiciones de invernadero, encontrando el mayor porcentaje de germinacién en las localidades

de Terrenate y Tlaxco (27 y 24%, respectivamente) en comparacién con la de El Chico (8%).

Zavala-Chavez y Méndez-Montiel (1996) encontraron que en una localidad de la Sierra de
Pachuca, Hidalgo, la polinizacién ineficiente y el ataque de insectos pueden disminvir la cantidad
y calidad de semillas potenciales y producidas, lo cual influye en la baja capacidad de

regeneracién natural de P. macrolepis.

Para Tlaxcala, Pérez-Sénchez (1996) sefialé que la baja regeneracién natural de los bosques de

P. macrolepis en el estado se debe en gran medida al bajo porcentaje de viabilidad y de
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germinacion de las semillas. Para la region de Tlaxco y Terrenate encontré un porcentaje de
viabilidad del 11.64 y 45.32%, respectivamente, mientras que la germinacion fue de 7.96 y
35.48% para cada localidad. Asimismo, encontré una proporcion alta de semillas vanas (86.9%
para Tlaxco y 54.9% para Terrenate), lo cual es indicativo de problemas de infertilidad de las

semillas producidas en condiciones naturales.

1.5 ALTERNATIVAS DE PROPAGACION Y PERPECTIVAS DE CONSERVACION DE LOS BOSQUES DE Pseudofsuga
EN MEXico.

La tala inmoderada, el cambio de uso de los suelos boscosos para la aperfura de nuevas zonas

de cultivo agricola de baja produccion y para zonas ganaderas, ademas del sobrepastoreo y de

los incendios naturales y provocados, han dado lugar a la disminucion de los bosques de

Pseudotsuga en el pais.

Aunado a lo anterior, factores intrinsecos de la -especie como la baja produccion de semillas
viables debido tanto a problemas de infertilidad y polinizacién ineficiente asi como al ataque
por patégenos, han dado como resultado una germinacion muy reducida de las semillas y, por
consecuencia, una escasa regeneracion natural de P. macrolepis, la cual es una sujeta a proteccion

y susceptible de ser erradicada y (Zavala-Chéavez y Méndez-Montiel, 1996; DOF, 2001).

1.6 JUSTIFICACION

Considerando que las especies de Pseudofsuga no se reproducen vegetativamente de forma
natural, las reforestaciones se han venido realizando mediante el uso de semillas. No obstante, la
irregularidad anual de produccién de semilla dificulta su propagacién, ademds de que limita las
posibilidades de su mejoramiento genético. Este método de propagacion contempla la seleccion
de los arboles fenotipicamente superiores (arboles padre) a partir de los cuales se eligen las
semillas de polinizacién natural y son sembradas en plantaciones comerciales. Una vez que han
alcanzado su madurez se escogen algunos individuos para formar una segunda generacion de

progenitores ya mejorados. Este procedimiento requiere de un periodo muy largo, ya que la
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produccién de conos en plantaciones forestales de P. macrolepis se inicia a partir de los 10 a los

15 anos de vida del arbol.

Se han utilizado otras vias como la reproduccion asexual, utilizando métodos horticolas como el
enraizamiento de estacas; sin embargo, han sido poco exitosos puesto que para poder enraizar
una estaca, ésta debe provenir de un darbol joven (menor de diez aiios). Particularmente, las de P.
macrolepis tienden a crecer plagiotrépicamente por lo que el uso de esta técnica resulta poco

efectiva.

Una alternativa que ha cobrado gran relevancia en las dltimas décadas para propagar a P.
macrolepis es el uso de técnicas de cultivos de tejidos. Entre sus principales ventajas en la
silvicultura destacan la propagacién masiva de plantas a partir de un individuo y la promocién

del mejoramiento genético.

Como sucede en todas las coniferas de la familia Pinaceae, para que las plantulas obtenidas
mediante las técnicas de cultivo de tejidos vegetales tengan mayor capacidad de supervivencia
en su fase de aclimatizacién, en el paso a vivero y posteriormente a campo, es necesaria la
asociacion simbiética denominada ectomicorriza, que se establece entre sus raices y algunos
hongos; a través de esta asociacion ambos organismos obtienen beneficios, principalmente de

intercambio y absorcion de nutrimentos.

Por lo anterior, se ha planteado la regeneracion mediante el cultivo in vitfro de embriones
maduros de Pseudotsuga macrolepis Flous y la micorrizacién de plantulas de esta conifera con dos
cepas de hongos ectomicorrizégenos. Para ello se planteé un objetivo general del trabajo asi

como obijetivos generales y especificos para cada capitulo que integra la tesis.
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1.7 OBJETIVO GENERAL DE LA TESIS

Inducir la regeneracién de pléntulas de Pseudotsuga macrolepis Flous mediante el cultivo in vitro
de embriones maduros, evaluar la influencia de la glucosa en el crecimiento miceliar de diez
cepas de hongos micorrizégenos y promover la micorrizacion de esta conifera con dos cepas de

hongos ectomicorrizégenos en condiciones de vivero.

1.7.10BJETIVOS GENERALES DE LOS CAPITULOS

Inducir la formacién de brotes adventicios de Pseudotsuga macrolepis y su enraizamiento a partir

del cultivo in vitro de embriones maduros.

Evaluar la influencia de diferentes concentraciones de glucosa en el crecimiento miceliar de diez

cepas de hongos ectomicorrizégenos provenientes de los bosques de Pseudofsuga macrolepis.

Inducir la micorrizacién de plantulas de Pseudotsuga macrolepis Flous con dos cepas de hongos

ectomicorrizogenos en condiciones de vivero.
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CAPITULO Il. REGENERACION in vitro DE Pseudotsuga macrolepis FLOUS

2.1 INTRODUCCION

Con frecuencia se ha mencionado que la demanda mundial de productos forestales se
incrementara considerablemente en las préximas décadas, tanto en los aspectos de produccion
(industria maderera, fabricacién de muebles, de la construccién, quimica, elaboracién de papel y
subproductos, etc.), como en las necesidades ecolégicas de reforestacion y propagacion de

especies en peligro de extincién, como el caso de Pseudotsuga macrolepis (SEDESOL, 1994).

De igual forma, es importante considerar los estragos causados por enfermedades, ‘parasitos,
incendios forestales, tala y manejo inadecuado de los bosques, los cuales limitan drasticamente su
existencia (Zavala-Chavez y Méndez-Montiel, 1996). Ante este panorama, es necesario producir
arboles que respondan a las demandas actuales, asi como la aplicacién de técnicas que permitan
la multiplicacién masiva de los individuos con las caracteristicas deseadas como: madera de
buena calidad, répido crecimiento, ciclos de vida cortos, alto rendimiento del tronco con relacion
a la biomasq, resistencia a enfermedades y plagas; érboles que puedan adaptarse a diversos
climas y a variaciones ambientales, que respondan eficientemente a las prdcticas silvicolas, efc.

(Villalobos ef al., 1983).

El mejoramiento genético asi como la propagacion masiva de especies forestales no han sido tan
rapidos y eficientes si se les compara con especies de importancia agricola; por lo que una
alternativa para poder solventar los problemas de indole forestal es el uso de técnicas de

regeneracion basadas en el cultivo de tejidos, que se realizan en condiciones in vitro.

El cultivo de tejidos vegetales y la micropropagacion derivada de éste se basan en el concepto
de totipotencialidad de la célulg, la cual plantea que todas la células tienen la capacidad de
regenerar a un individuo completo puesto que contienen toda la informacién genética necesaria
para ello (Burgues, 1985). La micropropagacion consiste en regenerar y propagar asépticamente
plantas in vitro a partir de porciones muy pequenas de ellas, células, tejidos, 6rganos, embriones
o pldantulas, en condiciones fisicas y quimicas controladas como son el medio nutritivo, pH, luz,

temperatura, atmésfera, etc. (AboEI-Nil, 1987).
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En los Ultimos afos, las técnicas para el cultivo de tejidos vegetales han tenido un enorme
desarrollo que permite en la actualidad aplicarlas a un gran ndmero de especies. Asimismo, se ha
generado un gran avance en el conocimiento bdsico de la morfogénesis de las plantas y ha
tenido una amplia aplicacién para la solucion de problemas en las industrias quimico-
farmacéutica, agricola, horticola, en la industria forestal y en la conservacion de especies

(Chévez-Avila y Roubluo, 1995).

La micropropagacién de especies forestales contribuye en gran medida a la domesticacion y el
mejoramiento, ademds de presentar las siguientes ventajas: 1) es una forma alternativa de
propagar arboles que por su edad no puede reproducirse por medio de las técnicas
convencionales, puesto que se ha observado para muchas especies de interés forestal una relacién
inversa entre la edad de la planta madre y la capacidad del tejido para formar brotes o
enraizar, 2) representa la opcion para la multiplicacion de genotipos deseados asi como de
plantas exéticas y amenazadas en un periodo relativamente corto si se le compara con el largo
tiempo que las especies de Pseudofsuga requieren para alcanzar su capacidad reproductiva, 3)
es la base de los trabajos de mejoramiento genético de especies para la resistencia a patégenos
o condiciones ambientales adversas, y hace posible la seleccién de individuos con las
caracteristicas genotipicas deseadas, 4) permite obtener, mantener y propagar masivamente
plantas libres de patogenos, 5) favorece la conservacion de bancos de germoplasma, 6) se logra
la reduccién de los ciclos de vida de las especies forestales (Villalobos et al., 1983, Thorpe et al.,

1991).

Los explantes que se ufilizan en la micropropagacion pueden ser de tejido vegetativo como
porciones de hoja, fasciculos de hojas jovenes, dpices de tallo, etc.; estructuras reproductivas como
anteras, 6vulos, polen o embriones (Hartman, 1987). No obstante, los embriones son los explantes
mas ampliomente usados puesto que tienen una mayor capacidad de respuesta en el cultivo in
vitro, asi como una gran variabilidad en sus rutas de desarrollo, lo que da origen a una amplia
gama de trabajos como el cultivo de protoplastos, suspensiones celulares y cultivos embriogénicos

v organogénicos (Goldfarb y Zaerr, 1989; Bonga y von Aderkas, 1992) (Cuadro 1).
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La capacidad de desarrollo del explante, asi como la ruta morfogenética estan influenciados por
varios factores como: 1) el 6rgano que servird como fuente de explante, 2) la edad fisiolégica y
ontogénica del érgano, 3) la estacién del afio durante la cual es recolectado, 4) el tamaiio del
explante, 5) la calidad general de la planta madre, 6) el pretratamiento al que es sometido, 7)
las condiciones de cultivo (medio nutritivo, temperatura, intensidad luminica, etc.) (Thorpe y Patel,

1984).

2.2 METODOS DE REGENERACION IN VITRO

Las tres formas principales de propagacion clonal de plantas lefiosas a través del cultivo de
tejidos son la elongacion de brotes axilares, la produccion de brotes adventicios mediante la

organogénensis y la embriogénesis somatica (Figura 6).

a) Elongacién de brotes axilares

Es un método directo que utiliza meristemos con primordios foliares, brotes laterales o esquejes
nodales, involucra la manipulacién de brotes preformados, los cuales mediante la adicién de
tratamientos con reguladores de crecimiento y las condiciones adecuadas de cultivo dan lugar a
plantas completas mediante la formacién y elongacion de hojas y tallo y la formacién de raices

(Bonga y von Aderkas, 1992).

Este método es poco usado en la propagacion de coniferas pues ha resultado poco exitoso y sélo
en algunas especies como Pinus caribea, P.oocarpa y Picea abies se han obtenido un nimero
pequeiio de plantulas, pero su enraizamiento ha resultado dificil (Bonga y von Aderkas, 1992)

(Cuadro 1).
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Figura 6. Métodos de micropropagacién in vitro a través del cultivo de tejidos vegetales
(Fuente: Bonga y von Aderkas, 1992)

a) Embriogénesis somatica

La embriogénesis somatica es el desarrollo de un embrion a partir de células somdticas (no

sexuales), dicho embrion posee meristemos para la formacion de raiz y del vastago, por lo tanto

es capaz de formar una planta completa. Las etapas de desarrollo son similares a la

embriogénesis cigética que ocurre en las semillas (Tulecke, 1987; Attree y Fowke, 1991; Thorpe,

ef al., op.cit.; Bonga y von Aderkas, 1992).
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La embriogénesis se puede llevar a cabo por dos vias: la directa y la indirecta. La embriogénesis
somatica directa consiste en la formacion de embriones somdticos a partir del explante original
sin pasar por una fase intermedia de proliferacion de tejido denominado callo y se refiere al
desarrollo de un embrién directamente del tejido del explante original. La segunda via es la
proliferacion del tejido del explante inicial, el cual se dividié varias veces y formé un tejido
indiferenciado (callo), posteriormente este vuelve a diferenciarse y de él se generan embriones
somdticos. Otro tipo de embriogénesis no sexual es aquélla que implica la formacion de
embriones a partir de otros tejidos, tales como el megagametofito de las coniferas o de las
cicadas, proceso que se conoce como embriogénesis gametofitica (Ho, 1987; Bonga y Von

Aderkas, op. cit.).

La embriogénensis somdtica se ha obtenido en varias especies de coniferas como Picea abies, P.
engelmanii, P. glauca, P. mariana, Pinus caribea, P. elliotti y P. radiata por citar algunos (Atiree y
Fowke, 1991) (Cuadro 1). Sin embargo, aunque el nimero de especies en las que se ha obtenido
embriogénensis somatica se ha incrementado notablemente, el porcentaje de plantas obtenidas es

minimo.

Los explantes mas utilizados para este tipo de desarrollo son los embriones inmaduros y
explantes de plantulas muy jévenes (Gupta et al., 1993). Actualmente, se han presentado
grandes avances en la propagacion de coniferas mediante el uso de esta técnica, puesto que por
lo menos catorce especies de distintas coniferas han sido inducidas para producir embriones
somdaticos, entre las que destacan varias pertenecientes a los géneros Pinus, Picea, Larix y
Sequoia, asi como también Pseudotsuga menziesii. Sin embargo, para la mayoria de los casos, la
eficiencia del uso de la embriogénesis en cuanto a la produccion de plantulas es muy baija, lo que
impide su utilizacién comercial. Debido a lo anterior, la embriogénesis es una via de regeneracién

menos frecuente que la organogénesis (Attree y Fowke, 1991; Thorpe et al., 1991) (Cuadro 1).

b) Organogénesis
Consiste en inducir la formacion de brotes adventicios, tallos y raices adventicias, a partir de
células de callo (organogénesis indirecta) o directamente sobre el explante (organogénesis

directa). La organogénesis permite la formaciéon de una planta completa mediante el desarrollo
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de brotes adventicios a los cuales se les induce el enraizamiento por diversos procesos

multietapas (Thorpe et al., 1991; Bonga y von Aderkas, 1992, Phillips y Hubstenberger, 1995).

La propagaciéon de plantas a través de organogénesis constituye la técnica que se aplica con
mayor frecuencia para la regeneracion de especies ornamentales y lefiosas con fines comerciales.
Esta técnica es la mas empleada en coniferas aunque el enraizamiento es una etapa complicada
(Thorpe et al., 1991). Algunas gimnospermas en las que se ha promovido la regeneracién de
brotes adventicios via organogénensis son Pinus palustris (Sommer et al., 1975), P. banksiana
(Harry y Thorpe, 1994), P. contorta (Patel y Thorpe, 1984) P. omorika (Kolevska y Buturovic,
1995), P. pinaster (Calixto y Pais, 1997), P. ponderosa (Ellis y Bilderback, 1989), P. radiata (Relly
y Washer, 1977 citado por Thorpe y Biondi 1984), Picea abies (von Arnold y Eriksson,
1978,1979,1985), P. chihuchuana (Lé6pez Escamilla, 2000), P. glauca (Campbell y Durzan, 1975;
Rumary y Thorpe, 1984 citado por Thorpe y Biondi 1984), P. mariona (Rumary y Thorpe citado
por Thorpe y Biondi 1984), P. sifchensis (Webb y Street, 1978 citado por Thorpe y Biondi 1984)
(Cuadro 1).

La regeneracién masiva de plantas lefiosas in vitro mediante organogénesis cuenta con
protocolos para un gran nimero de especies. Es un proceso multietapas que consiste de cuatro

pasos bdsicos que se describen a continuacion:

1) Establecimiento del cultive y/o induccién de brotes. Consiste en la seleccién de un medio
nutritivo adecuado para el establecimiento del cultivo, que permita sostener y estimular el
desarrollo del explante. En este proceso, los explantes se cultivan sobre un medio nutritivo
adicionado con reguladores de crecimiento, usualmente auxinas y citocininas, ya sea en forma
de pulsos de altas concentraciones por un tiempo reducido o integrados al medio en
concentraciones bajas. Esta fase dura de tres a cuatro semanas. La formacion de vastagos es
el resultado de la interacciéon entre el explante, el medio de cultivo y las condiciones de

incubacion (Aitken-Christie y Thorpe, 1984; Thorpe et al., 1991; Bonga y von Aderkas, 1992).

En coniferas se ha observado que la formacion de vastagos mediante organogénesis directa

se facilita cuando éstos se forman de tejido inmaduro, por lo general sobre los hipocétilos y



2)

3)
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cotiledones de embriones, y sobre las aciculas de plantulas jévenes. Cuando se cultivan
explantes provenientes de tejido mas maduro, la formacion de brotes adventicios ocurre
principalmente sobre un callo inicial o uno subcultivado (Bonga y von Aderkas, 1992) (Cuadro

1).

Desarrollo y multiplicacién del vastago (brote adventicio). El objetivo de esta fase es la
produccion masiva de brotes susceptibles de ser enraizados. En coniferas implica el desarrolio
de véstagos con hojas primarias y su elongacion. Para esta fase se requiere que el explante
sea subcultivado en un medio nutritivo distinto al de la fase de induccidén y diferente en su
contenido nutrimental y de reguladores de crecimiento. Los uUltimos son eliminados y las
concentraciones de macro y micronutrimentos, asi como de sacarosa son reducidas. Durante la
elongacion de los brotes puede ser necesario subcultivarlos en medio fresco cada dos a seis

semanas hasta que formen grupos de brotes que puedan ser individualizados.

En esta fase se puede dar la remultiplicaciéon de los vastagos, la criopreservacion o se pueden
someter al enraizamiento. Para lo dltimo, el brote debe alcanzar una talla de 10 a 15 mm,
puesto que se ha observado que para varias especies de coniferas ésta es la altura minima
necesaria para un enraizamiento exitoso (Villalobos et al., 1983; Aitken Christie y Thorpe,

1984; Thorpe ef al., 1991).

Enraizamiento de los vastagos (brotes adventicios) obtenidos. Es un proceso mediante el
cual se induce la formacion de primordios radicales y su crecimiento, dando por resultado la
formacién de una plantula completa. Para lograrlo, se combinan una variedad de factores
quimicos y ambientales, el més importante de los cuales es el uso de auxinas. En coniferas, el
enraizamiento es lento y complicado que rara vez se obtiene espontGneamente, no obstante,
es una fase indispensable para realizar el paso de las condiciones in vitro a ex vifro (von

Arnold, 1988).
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Cuadro 1. Especies de gimnospermas que se han regenerado in vitro, explante utilizado y respuesta morfogenética obtenida
(Fuente: Thorpe et al., 1991)

Especie

Explante utilizado

Respuesta morfogenética

Referencia

Abies alba

A. balsamea

A. fraseri

Agathis robusta
Araucaria balansae
A. bidwilli

A. columnaris

A. cunninghamii

. hunsteinii

. luxurians

. montana

. rulei

. scopulorum
Chamaecyparis obtusa
Cryptomeria japonica
Cupressus arizonica

>>>>>

C. lusitanica
C. macrocarpa

C. sempervirens

Larix deciduo

L. laricina

L. occidentalis

L, gleminii X L. Leptolepis
Picea abies

P. chihuahuana

Embriones

Brotes

Embriones, cotiledones, hipocotilo
Segementos de estambres
Segmentos de estambres
Segmentos de estambres
Segmentos de estambres

Yemas apicales

Segementos de estambres
Segmentos de estambres
Segmentos de estambres
Segmentos de estambres
Segmentos de estambres
Plantulas (completas)

Hipocotilo

Apice de pléntulas con cotiledones
y porciones de hipocotilo
Hipocotilo

Apice de pldantulas con cotiledones
y porciones de hipocotilo

Apice de plantulas con cotiledones
y porciones de hipocotilo
Megagametofito

Embriones

Embriones

Cotiledones, epicotilo

Embriones, brotes, primordios
inmaduros

Embriones

Embriogénesis somatica

Brotes axilares

Brotes adventicios (via directa)
Brotes axilares

Brotes axilares

Brotes axilares

Brotes axilares

Brotes axilares

Brotes axilares
Brotes axilares
Brotes axilares
Brotes axilares
Brotes axilares
Brotes adventicios (via directa)
Brotes adventicios (via directa)
Brotes adventicios (via directa)

Brotes adventicios (via directa)
Brotes adventicios (via directa)

Brotes adventicios (via directa)

Embriogénesis somatica

Brotes adventicios ( via directa)
Brotes adventicios ( via directa)
Brotes adventicios ( via directa)
Brotes axilares, brotes adventicios
(via directa), embriones sométicos
Brotes adventicios (via directa)

Shuller et al. 1989
Bonga, 1977

Saravitz ef al., 1987
Burrows ef al., 1988
Burrows et al., 1988
Burrows et al., 1988
Burrows ef al., 1988I

In Dustan y Thorpe, 1986
Burrows et al., 1988
Burrows ef al., 1988
Burrows et al., 1988
Burrows ef al., 1988
Burrows et al., 1988
Burrows et al., 1988

Ishii, 1986

In Dustan y Thorpe, 1986
Thomas et al., 1977

Franco y Schwarz, 1985
Thomas et al., 1977

Thomas et al., 1977

In Dustan y Thorpe, 1986

Bonga y Mclnnis, 1983

Harry, Thompson y Thorpe (No Pub)
Kuromaru y Takao, 1987

In Dustan y Thorpe, 1986

Lépez Escamilla, 2000
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Cuadro 1. Continuacién

Especie

Explante utilizado

Respuesta morfogenética

Referencia

P. engelmannii

P. glauca

P. mariana

P. rubens
P. sitchensis
Pinus banksiana

P. brutia

P. canariensis
P. caribea

P. contorta
Pinus densiflora
P. eldarica

. elliottii
. lambertiana

© o

. monticola
. oocarpa
. palustris
. pinaster

. poderosa

o o v o

©

Embriones

Hipocotilo,
protoplastos
Epicotilo
Embriones, cotiledones

epicotilo, cotiledones,

Yemas apicales, embriones

Embriones

Embriones, cotiledones, primordios
inmaduros, yemas apicales de
pléantulas.

Embriones, cotiledones

Yemas apicales, embriones,
primordios inmaduros

Embriones, cotiledones, hipocotilo
Brotes axilares
Brotes axilares,
hipocotilo
Embriones

Brotes axilares, cotiledones

cotiledones,

Embriones, cotiledones
Cotiledones

Embriones

Brotes axilares, cotiledones

Embriones, cotiledones

Brotes adventicios (via directa),
organogénesis via callo, embriones
somdticos

Brotes adventicios (via directa),
embriones somd@ticos

Brotes adventicios (via directa
Brotes adventicios (via directa)

Brotes adventicios (via directa),
embriones sométicos

Brotes adventicios (via directa)
Brotes axilares, brotes adventicios
(via directa)

Brotes adventicios (via directa),
organogénesis via callo
Brotes adventicios (via directa)

Brotes adventicios (via directa)
Brotes axilares
Organogénesis via callo

Brotes adventicios via directa
Brotes axilares, brotes adventicios
via directa

Brotes adventicios via directa
Brotes adventicios via directa
Brotes adventicios via directa
Brotes axilares, brotes adventicios
via directa

Brotes adventicios via directa

Patel y Thorpe, 1986
Lu y Thorpe, 1988

In Dustan y Thorpe, 1986

In Dustan y Thorpe, 1986

Lu, Harry, Thompson y Thorpe
(datos no publicados)

In Dustan y Thorpe, 1986
Krogstrup et al., 1988

Harry y Thorpe (No publicado)
Abdullah et al., 1985;
Abdullah et al., 1986;
Abdullah y Grace, 1987
Martinez, Harry y Thorpe
(Datos no publicados)
Skindimore et al., 1988;

Berlyn et al., 1987

In Dustan y Thorpe, 1986

Kim y Park, 1987

Gladfelter y Philips, 1987

Pérez-Bermudez y Sommer, 1987
Gupta y Durzan, 1985

In Dustan y Thorpe, 1986
Franco y Schwarz, 1985

In Dustan y Thorpe, 1986
In Dustan y Thorpe, 1986

Ellis y Judd, 1987
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Cuadro 1. Continuacién

Especie

Explante utilizado

Respuesta morfogenética

Referencia

. radiata

. resinosa

. rigida

. rigida X P. taeda
. sabiniana

. strobus

. sylvestris

o v o b o U o

P. taeda

. thunber gii
. virginiana
P. wallichiana

o o

Pseudotsuga menziesii

Sequoia sempervirens
Taiwania cryptomerioides
Taxus sp.

Thuja accidentalis

Thuja (=Biota) orientalis

Thuja plicata

Tsuga heterophylla

Embriones, cotiledones
Embriones, cotiledones, polen
Embriones, cotiledones

Embriones

Cotiledones

Embriones

Brotes axilares, brotes inmaduros

Cotiledones, protoplastos

Embriones
Cotiledones
Embriones, hipocotilo

Embriones, cotiledones, brotes

Segmentos de estambres,
embriones, cotiledones hipocotilo
Brotes axilares

Brotes axilares

Embriones

Brotes inmaduros de plantulas,
cotiledones

Yemas axilares,
cotiledones

Embriones, cotiledones

estambres,

Brotes adventicios via directa

Brotes adventicios via directa

Brotes adventicios via directa

Brotes adventicios via directa

Brotes adventicios via directa

Brotes adventicios via directa

Brotes axilares, brotes adventicios
via directa

Embriogénesis somdtica

Brotes adventicios via directa
Brotes adventicios via directa
Brotes adventicios via
organogénesis via callo
Brotes axilares, brotes adventicios
via directa, organogénesis via callo,
embriogénesis somatica

Brotes axilares, brotes adventicios
via directa, embriogénesis somdtica
Brotes axilares

Brotes axilares

Brotes adventicios via directa

Brotes adventicios via directa

directa,

Brotes axilares, brotes adventicios
via directa
Brotes adventicios via directa

In Dustan y Thorpe, 1986

Noh et al.,, 1988;

In Dustan y Thorpe, 1986

In Dustan y Thorpe, 1986

In George y Sherrington, 1984
Schwarz ef al.,, 1988

In Dustan y Thorpe, 1986

In Dustan y Thorpe, 1986;
Gupta y Durzan; 1987

Ishii, 1988

In George y Sherrington, 1984
Konar y Singh, 1980

In Dustan y Thorpe, 1986

In Dustan y Thorpe, 1986;
Bourgkard y Favre, 1988

In George y Sherrington, 1984
Amos y McCown, 1981

Harry et al., 1987

Thomas ef al., 1977

In Dustan y Thorpe, 1986;
Mission, 1988
Harry y Thorpe (No publicado)
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Capitulo Il Regeneracion in vitro de P. macrolepis

4) Robustecimiento, aclimatizacién y transferencia al suelo de la plantula. Es una fase de
gran importancia que requiere del mejoramiento tanto de la porcién aérea de la pléntula
como de su raiz. La mayoria de las plantulas producidas in vitro son muy susceptibles a un
choque por el trasplante, debido a que frecuentemente presentan estomas anormales, lo cual
repercute en un pobre control del intercambio gaseoso; asimismo, son deficientes en cera
epicuticular y con regularidad presentan una epidermis y cuticula més delgadas, lo cual
tiende a provocar una deshidratacion excesiva. Por ello deben ser aclimatizadas antes de
ser transferidas al suelo, por lo cual son sometidas a un ambiente con una alta humedad
relativa (cerca del 100%, similar a las condiciones in vitro) que disminuya paulatinamente
hasta alcanzar las condiciones de invernadero, vivero y campo. Ademas, la mayoria de las
pléntulas formadas in vitro, a pesar de presentar una coloraciéon verde, no son del todo
fotosintéticas, por lo que es necesario que se active esta capacidad para que de esta forma
las plantulas tengan una mayor capacidad de sobrevivir (von Arnold, 1988; Bonga y von

Aderkas, 1992; Ahuja, 1993).

2.3 REQUERIMIENTOS PARA EL ESTABLECIMIENTO DE UN CULTIVO IN VITRO

Para establecer un cultivo organogénico o embriogénico, es necesario determinar el medio de
cultivo pues éste proporciona los nutrimentos basicos para el crecimiento de los explantes y los
propdgulos subsecuentes; también es necesario dirigir su crecimiento y desarrollo mediante el uso

controlado de reguladores de crecimiento y condiciones de incubacion (Hartman, 1987).

Medios nutritivos

En la literatura se han reportado una gran cantidad de metodologias para la obtencion de
plantas lefiosas; no obstante, éstas no son adecuadas para todos los genotipos, tipo de tejido o
de especies, puesto que las concentraciones optimas y ain los componentes de los medios
nutritivos varian dependiendo de sus requerimientos, los cuales estan en funcion de sus
caracteristicas intraespecificas (Bonga y von Aderkas, 1992; George, 1993). Sin embargo, todos
los medios presentan los mismos constituyentes generales: nutrimentos inorgdnicos o elementos

minerales, nutrimentos orgdnicos, vitaminas y carbohidratos.
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Capitulo Il Regeneracion in vitro de P. macrolepis

Para la propagacién de coniferas se han utilizados numerosos tipos de medios nutritivos;
particularmente para P. menziesii se ha optado por medios con bajas concentraciones de
compuestos inorgdnicos, principalmente de nitrogeno. En el cultivo de embriones y brotes apicales
se ha encontrado que altas concentraciones de amonio y nitrato inhiben la formaciéon y el
desarrollo de brotes adventicios. Por ello, se han utilizado medios como el Murashige & Skoog
(MS) y el Schenk & Hildebrandt (SH) reducidos a 2 6 4 de su concentraciéon original de
compuestos inorgdnicos, con lo que se han obtenido buenos resultados en la formacion de brotes
adventicios (Bonga y von Aderkas, 1983; Thompson y Zaerr, 1981 citado por AboEl-Nil, 1987;
Mapes et al., 1981 citado por Golfarb y Zaerr, 1989).

Reguladores de crecimiento

Para inducir la organogénesis o embriogénesis somatica es necesario la adicién de reguladores
de crecimiento, pues tales sustancias regulan los procesos fisiologicos de las plantas superiores,
como son el crecimiento celular, la elongacién, la diferenciacion de tejidos y la induccion de
sintesis de proteinas (Darnell ef al., 1990; Davies, 1990). Los reguladores de crecimiento se han

agrupado en cinco: auxinas, citocininas, giberelinas, édcido abscisico y etileno, aunque conforme

avanzan las investigaciones, el numero de éstos se ha incrementado.

Los reguladores de crecimiento mas usados son las auxinas y las citocininas; la formacion de
brotes adventicios es promovida por las citocininas, en tanto que la induccion de raices se
atribuye a las auxinas. No obstante, aunque los reguladores de crecimiento dirigen la
diferenciacion y el desarrollo de los explantes, estos procesos estan influenciados por la accién
conjunta de dos 6 mas reguladores, los cuales pueden presentar relaciones sinérgicas o
antagoénicas, favoreciendo o inhibiendo algun tipo de respuesta (Hartman, 1987; Minocha, 1987;

Darnell et al., 1990, Hopkins, 1995; Bonga y von Aderkas, 1992).

Para algunas especies vegetales, el uso de un tipo de regulador de crecimiento para obtener la
respuesta deseada implica la exclusidon del otro (Gyulai ef al.,, 1995); no obstante, este aspecto
no se puede generalizar debido a que no se consideran las concentraciones endégenas de
reguladores de crecimiento, ni como éstas pueden interactuar con las que se estan adicionando

(Minocha, 1987).

el
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Las auxinas constituyen el primer grupo de reguladores de crecimiento que se describieron,
siendo el dcido indol acético (AlA) el que se encuentra de forma natural en las plantas superiores.
Actualmente se conoce una gran variedad de auxinas sintéticas mas estables como el acido 2,4-
diclorofenoxiacético (2,4-D), el dcido indol butirico (AIB) y el acido 1-naftalenacético (ANA)

(Burguess, 1985; Davies, 1990; Arteca, 1996).

Los diferentes tipos de auxinas tienen distinto efecto en el desarrollo de los explantes, asi, el 2,4-
D promueve la formacion de callo y su crecimiento, por lo que es utilizado para la induccién de
células en suspension y para la induccion de embriogénesis. El ANA y el AIB son usados para la
induccién de brotes y raices, con frecuencia se le combina con citocininas (Bonga y von Aderkas,

1992; Hopkins, 1995).

Las citocininas son otro grupo de reguladores de crecimiento que cuando se aplican ex vifro no
producen un gran efecto, pero en condiciones in vitro provocan distintas repuestas muy notorias
como la division celular en los meristemos y la morfogénesis, alargamiento celular, desarrollo de
brotes axilares y vastagos. Se conocen al menos 25 tipos de citocininas, entre los que destacan la
zeatina y la 2-isopentiladenina (2-iP) que son de origen natural; y la é-bencilaminopurina (BA o
BAP) y la kinetina (K), las cuales son sintéticas (Minocha, 1987; Darell et al., 1990; Davies, 1990;
Bonga y von Aderkas, 1992, Arteca, 1996).

Cabe seiialar que los tipos de repuestas ya mencionadas se deben principalmente a la
interacciéon de las citocininas con las auxinas. La concentracion y el tipo de cada una difieren de
acverdo con la planta y el érgano que se pretenda desarrollar; de esta forma, para obtener
raices en estacas, la formacién de callo en monocotiledéneas o la primera fase de la
embriogénesis, se requiere de la adicién de auxinas en mayor: proporcién que las citocininas. Por
otro lado, la proliferacién de brotes axilares in vitro, formacién de brotes adventicios o iniciacién
de callo en dicotiledéneas, demanda de mayor cantidad de citocininas con respecto a las
auxinas. Para inducir el enraizamiento es necesario de una concentracion elevada de auxinas y

muy baja de citocininas, y en algunos casos su ausencia (Minocha, 1987; Bonga y von Aderkas,

1992; George, 1993; Hopkins, 1995; Arteca, 1996) (Figura 7).
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AUXINAS CITOCININAS

Efecto de auxina + citocinina

Alta Baja

_— > Formacién de raices en estacas <
—_— voioep & . 4
Iniciacién de callo en monocotiledéneas

o Primera fase de embriogénesis
—®  Formacién de raices adventicias a partir de callo *——

e g Iniciacién de callo en dicotiledéneas y gimnospermas -«

»  Formacién de brotes adventicios #———

P Proliferacién de brotes axilares en cultivo *——

Baja Alta
Ee=—— s S8 S SSISSSE SSSSSSSSSSSS S —————————— ——— e —————————J}

Figura 7. Concentraciones relativas de auxinas y citocininas requeridas para el desarrollo y la
morfogénesis (Fuente: George,1993).

Soporte fisico del explante

Ademds de los componentes ya mencionados, los medios de cultivo contienen algin tipo de
soporte fisico para el explante. Los medios pueden ser sélidos o liquidos; en el primer caso, se
utiliza algin tipo de agente gelificante como el agar que es el usado con mayor frecuencia
debido a sus propiedades gelificantes, estabilidad y resistencia al metabolismo (Battacharya et
al., 1994). Otros agentes gelificantes utilizados son el Gelrite® y el Phytagel®, la poliacrilamida,
extractos tisulares mucilaginosos, agarosa y almidones (Hurtado y Merino, 1991; Bonga y von

Aderkas, 1992, Battacharya et al.,1994).

Los medios liquidos presentan varias ventajas sobre los sélidos ya que permiten una mejor
absorcion de nutrimentos, una mayor disponibilidad de oxigeno disuelto, un mejor manejo del
explante, etc. Sin embargo, necesitan de un soporte que generalmente son puentes de papel

filtro, perlas de vidrio, vermiculita, agrolita y turba (Hurtado y Merino, 1991; Battacharya et al.,
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1994).

El pH es de gran importancia debido a que valores altos o bajos pueden frenar el crecimiento y
desarrollo in vitro de especies forestales, ademds de que interviene en la disponibilidad de los
componentes del medio y en el proceso de solidificacion. El pH que generalmente se usa estd

entre 5.0 y 6.6 (Thorpe y Patel, 1984, Bonga y von Aderkas, 1992).

La temperatura también es de gran relevancia en la morfogénesis de los explantes, puesto que
influye en las reacciones quimicas de las plantas y, consecuentemente, en sus procesos fisiolégicos.
En general, los cultivos in vitro de coniferas se mantienen a temperaturas entre 20 y 27°C (Ellis y
Webb, 1993 citado por Ahuja, 1993). Se ha encontrado que para algunas especies se
mantienen temperaturas constantes para el dia y la noche (Bonga y von Aderkas, 1992).
Asimismo, se ha sefialado que la temperatura puede variar de acuerdo con el fotoperiodo (menor
en la noche); sin embargo, para el cultivo de embriones y cotiledones de algunas coniferas,
incluyendo P. menziesii, se ha observado que una temperatura constante produce un mayor
nimero de brotes adventicios, y que alrededor de los 20°C se favorece el enraizamiento

(Chalupa, 1987; Ellis y Webb, 1993).

La luz es el principal factor fisico del ambiente del cultivo in vifro puesto que tiene un efecto
sobre el desarrollo organizado de un tejido (Thorpe y Patel, 1984). Es indispensable durante el
proceso de fotosintesis o influye sobre la latencia y la germinacién (Bonga y von Aderkas, 1992).
Es importante considerar la intensidad, la calidad y la duraciéon de fotoperiodo (Murashige,
1974; Biding y Krumblegel-Schoeren, 1984). Desafortunadamente este factor depende en gran
medida de otros componentes ajenos a las necesidades del cultivo, como son las instalaciones
disponibles. Para la micropropagacion de coniferas, entre ellas P. menziesii, se recomienda luz
fluorescente blanca y fria, con 10 a 20 W/m?, con un fotoperiodo de 16 h luz y una

temperatura constante (Bonga y von Aderkas, 1992; Ellis y Webb, 1993).
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24 PROBLEMAS ASOCIADOS CON EL USO DEL CULTIVO DE TEJIDOS VEGETALES EN LA PROPAGACION DE
ESPECIES FORESTALES
A pesar de que se han tenido grandes avances en el desarrollo y morfogénesis de plantas
vasculares, la micropropagacion in vitro de gimnospermas, resulta dificil y en la mayoria de los
casos requiere de largos periodos. Algunos de estos problemas se deben principalmente a las
caracteristicas de los explantes. En general, las especies forestales presentan una gran
variabilidad genética debido a su tipo de reproduccién, lo propicia poca uniformidad genética
de los explantes. Ademds, se ha observado que de un periodo a otro de recoleccion éstos
presentan diferencias fisiolégicas debido a la influencia de las fluctuaciones en el ambiente, lo
cual repercute en el experimento y consecuentemente en la variabilidad estadistica de los

resultados (Bonga y von Aderkas, 1992).

Otro problema es la edad del arbol del cual se obtiene el explante, asi como su estado de
madurez; para las especies forestales se ha observado que el éxito de la micropropagacion esta
relacionado con el uso de material muy joven, como embriones o porciones de pldantulas jévenes.
El problema que esto causa, es que cuando una conifera ha demostrado su calidad ya no es apta
para su cultivo in vitro, por lo que el material que se termina utilizando en la micropropagacion

no esté probado (Thorpe et al., 1991; Bonga y von Aderkas, 1992).

Una fase del desarrollo in vitro de especies forestales que también se ha dificultado es el
enraizamiento, debido a que no se logra de forma espontdnea y los porcentajes inducidos son
bajos; ademds, el proceso frecuentemente es lento, las raices formadas no siempre son funcionales
y los problemas de mortalidad por oxidaciéon son muy frecuentes (Villalobos ef al., 1983; Thorpe

etal, 1991).

Otros problemas que se presentan en el cultivo de tejidos son: la oxidacion debida a la liberacién
de compuestos fendlicos, hiperhidrataciéon de los tejidos y dificultades en la aclimatizacion, entre
otros. Todo lo anterior repercute en el nimero de propdagulos obtenidos por explante, que para
el caso de las coniferas es bajo, asi como en el costo total ya que se requiere de mucho tiempo y
manejo, lo cual implica altos costos de infraestructura y de mano de obra (Bonga y von Aderkas,

1992). Sin embargo, a pesar de todas las dificultades, los trabajos de micropropagacion de
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especies forestales son necesarios, para el caso de las especies amenazadas son urgentes y
funcionan como una alternativa para aquellas coniferas cuya propagacion por regeneracion

natural o por otras vias se ve limitada.

2.5 MICROPROPAGACION MEDIANTE EL CULTIVO DE TEJIDOS DEL GENERO PSEUDOTSUGA

2.5.1 INDUCCION Y FORMACION DE BROTES ADVENTICIOS

Los primeros trabajos en cultivo de tejidos de especies forestales fueron realizados por
Gautheret, quien en 1934 cultivd cambium de Pinus pinaster y de Abies alba (Villalobos et al.,
1983); en 1950, Ball desarrollé el primer proceso organogénico de una conifera, al lograr la
formacién de brotes en cultivos de callos de Sequoia sempervirens (Thorpe et al., 1991), pero fue
hasta 1975 que Sommer et al. obtuvieron la primera plantula completa de Pinus palustris in vitro
(Aitken-Christie y Thorpe, 1984). Desde entonces, se han producido plantulas de mas de cien
especies forestales, treinta de las cuales son gimnospermas, pertenecientes en su mayoria al

género Pinus (Thorpe et al., 1991).

Del género Pseudotsuga Unicamente se han realizado trabajos de cultivo de tejidos con P.
menziesii (Mirb) Franco. En 1935, La Rue (citado por AboEl-Nil, 1987) cultivd de embriones que
generaron plantulas. En 1958, Blakely (citado por AboEl-Nil, 1987) experimenté con callos de P.
menziesii originados a partir de cambium, del floema y de la corteza del tallo de un éarbol
maduro; al siguiente aiio Al-Talib y Torrey (citado por AboEl-Nil, op. cit.) trabajaron con yemas

de P. menziesii obteniendo la formaciéon de callo.

A continuacién se enlistan los trabajos mas relevantes que han propuesto metodologias para la

regeneracion de Pseudofsuga menziesii (Cuadro 2).
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Cuadro 2. Sumario de los estudios sobre el cultivo in vitro de Pseudotsuga menziesii (Modificado

de Goldfarb y Zaerr, 1989).

REFERENCIA EXPLANTE TRATAMIENTO RESPUESTA
Medio Reg. de crecimiento
Al-Taib y Torrey (1959) Yemas AT Sin reguladores de Desarrollo de hojas vy
crecimiento callo
Harvey y Grasham (1969) | Corteza HG 0.1 mg/l 2,4-D + Callo
1 mg/I K
Winton (1972) Cambium BL modif. 25 mg/l AIA + Callo y células en
0.5mg/IK suspension
Chalupa y Durzan (1973) | Yemas AT, CD Ninguno Desarrollo de hojas y
tallo
Cheng (1975) Embriones y MS modifi. |5 UM c/u. AIA, AIB, Callo
cotiledones 2iP, BAP
Callo Ya MS 0.5 a 1 mM BAP Yemas
Yemas 12 MS Ninguno Brotes
Sommer (1975) Embriones SO 0.1 a 4 mg/I BAP + Yemas
0.01 mg/1 ANA
Boulay y Franclet (1977) | Yemas MS 0.1 mg/l GAzo 1 mg/| Desarrollo de las
AlB yemas
Yemas MS 102 a 105 mg/1 AIA Brotes
Brotes 1/3al 10 a 20 mg/I AIA Plantulas
MS
Chalupa (1977 a) Yemas 12 MS Ninguna Brotes
Brotes No 0.05 a 0.2 mg/l ANA o Pléntulas
especific. 2 mg/| AIB 6 enraizador
comercial
auxinas + perlita
Chalupa (1977b) Embriones LS 1 a 2 mg/l ANA + 1 mg/ | Callo, brotes y
BAP elongacién
Yemas LS Ninguno Brotes
Cotiledones Y2 LS Img/l BAP + 0.01 mg/I|Yemas
ANA
Yemas Va LS Ninguno Brotes
Brotes V2 LS 1mg/I AIB 6 enraziador Pléntulas
comercial con de auxinas
+ perlita
Cheng (1977b) Cotiledones CH (MS 5 UM BAP + 0.5 a 5 nM | Yemas
modific.) ANA
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Cuadro 2. Continuacion
REFERENCIA EXPLANTE TRATAMIENTO RESPUESTA
Medio Reg. de crecimiento
Cheng y Voqui (1977) Cotiledones CH 5 UM BAP + 0.5 pM ANA | Yemas
Ninguno
Yemas CH 0.25 pM ANA Brotes
Brotes CHO.5% Plantulas
sacarosa
Winton a Verhagen (1977a) | Embriones BL Modif. 0.1 a 0.5 mg/I BAP Yemas
Yemas BL Modif. Ninguno Brotes
Brotes BL Modif. 0.1 mg/I BAP + 5mg/l | Callo, yemas y brotes
NOAA Plantulas
Brotes BL Modif. 10 mg/I AIB Callo
Winton a Verhagen (1977a) | Plantulas BL Modif. 5 mg/l ANOA + 0.1 mg/I | Células en suspension y
BAP pro-embrioides
Callo Y2 BLcon |No especificado
NH4 bajo
Kirby y Cheng (1979) Cotiledones Ya CH + 5 UM BAP + 15 UM ANA | Protoplastos y colonias.
glutamina +
0.6 M
sorbitol
Colonias Mismo No especificado Callo
medio
AboEl- Nil (1980) Cotiledones 2 MS 1 mg/l ANA 6 2,4-D Callo y embrioides
Mapes y Zaerr (1981) Embriones Y2 MS +|]Ninguno Estimulacién del
extracto de crecimiento
gametofitos
femeninos
Mapes et al., (1981) Epicotilos SH Img/I BAP + 0.25 mg/l | Yemas
ANA o0 2,4-D
Yemas SH Ninguno Brotes
Brotes SH + 3% 0.1 mg/l ANA + 0.1 mg/! | Plantulas
sacarosa 2iP
Thompson y Zaerr (1981) Yemas MS con 4 |10“MBAP + 107 M Yemas adventicias
NH.NO3, ANA
KNO3
Yemas Mismo Ninguno Brotes
medio
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Cuadro 2. Continuaciéon

Capitulo Il Regeneracién in vitro de P. macrolepis

REFERENCIA EXPLANTE TRATAMIENTO RESPUESTA
Medio Reg. de crecimiento
Durzan (1982) Yemas MS 5 mg/I NOAA + 0.1 mg/I | Callo, células en
BAP suspension y
proembrioides
Institute of Paper Embriones Ya MS con | Ninguno Estimulacion del
Chemistry (1982) poca crecimiento
sacarosa y
NH.4
Kirby (1982) Cotiledones, apices | MS 2.5 mg/12,4-D + 0.1 Callo y células en
de plantulas mg/| BAP suspension
Thompson (1982) Cotiledones Y2 CH 15 yM ANA Callo
Callo Y2 CH + 15 UM ANA + 500 nM Células en suspension
glutamina BAP
Chalupa (1983) Embriones 2 MS 10 -5 M ANA + 10 ¢ BAP | Callo
10 -7 ANA + 10 -5 M BAP | Brotes
Callo 2 MS bajo
en N
Timmis y Ritchie (1984) Cotiledones MS bajo en |1 a 2mg/I BAP + 0.005 | Yemas
N6 WPM |a0.01 mg/l ANA
Ninguno Brotes
Gupta y Durzan (1985a) | Yemas Los mismos | 2 mg/l AIB + 2 mg/I Plantulas
2 WPM ANA, perlita Formacion de raiz,
Brotes Basal, 5 g/I | 0.05 mg/l ANA Plantulas completas
Yemas de Ninguno Numerosas yemas
sacarosa Elongacién
Gupta y Durzan (1985b) | Yemas DCR Ninguno Brotes axilares
Yemas 2 CDR + | 0.2 mg/I BAP Plantulas
AC 2mg/l ANA
Yemas DCR 2mg/1 BAP + 0.1 mg/| Yemas
Brotes 2 DCR ANA Brotes
Plantulas DCR Ninguna Plantulas
Yemas 2 DCR 2 mg/l ANA
Brotes 2 DCR

Fuentes: Cheng, 1977; Mohammed y Vidaver, 1988;

AboEl Nil, 1987; Goldfarb y Zaerr, 1989; Thorpe ef aol, 1991.

Abreviaturas de los Medios Nutritivos: AT=Al-Talib y Torrey, 1959; BL= Brown y Lawrence, 1968; CD=Chalupa y Durzan, 1973;
CH=Cheng, 1977; DCR=Gupta y Durzan, 1985°% HG=Harvey y Grasham, 1969; LS=Linsmaier y Skoog, 1965; MS=Murashige &
Skoog, 1962; SH=Schenk y Hildebrandt, 1972; SO=Sommer, 1975; WH=White, 1934; WPM=Lloyd y McCown, 1981.
Abreviaturas de los Reguladores de Crecimiento: BAP=N¢ Benzilaminopurina; GAs=Ac. giberélico; AlA=Acido Indol acético;
AlB=Acido Indol butirico; K=kinetina; ANA=Ac. Naftalen acético; ANOA= Ac.B-naftoxiacético; 2iP=Ac. 2-isopentiladening; 2,4-

D=Ac. 2-4 Diclorofenoxiacético.
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Como se puede observar, el refinamiento de las formulaciones de los medios y la manipulacién
del cultivo han dado lugar a un gran nimero de tecnologias que han conducido sélo a la
regeneracién ocasional de Pseudotsuga menziesii. Varias rutas de organogénesis y embriogénesis
se han reportado usando diferentes tipos de explantes, de especimenes maduros y juveniles. No
obstante, los logros tan importantes ya mencionados aun son errdticos, por lo que la aplicacion de
técnicas de cultivos de tejidos para la produccion comercial a gran escala de P. menziesii no se

ha logrado (AboEIl-Nil, 1987).

Para las especies de Pseudotsuga que se distribuyen en la Republica Mexicana, son escasos los
trabajos de micropropagacién. Montes-Rivera (1993) describié un método para regenerar a gran
escala plantulas de Picea chihuahuana y Pseudotsuga menziesii a partir de embriones maduros via
organogénesis. Para la induccién de brotes ensayé con los medios Murashige y Skoog y Gresshoff
y Doy reducidos al 50% en sus concentraciones de compuestos inorgdnicos; no obstante, no
menciona el tipo de reguladores que utilizé, asi como sus concentraciones y alin cuando se han
repetido dichos tratamientos, no se han logrado obtener resultados similares a los descritos por

dicho autor, adicionalmente no proporciona suficientes evidencias que soporten sus hallazgos.

Garcia Campusano (1999) indujo la formacion de brotes via organogénesis a partir del cultivo
de embriones maduros de P. macrolepis en el medio Schenk y Hildebrandt, y consideré
contemplando 16 combinaciones de reguladores de crecimiento: BA (0,3 y 5 mg/l) con ANA (0,
0.1, y 0.5 mg/l) y la K (0,3 y 5 mg/l) con 2,4-D (0,0.1 y 0.5 mg/l) durante un periodo de
induccion de 30 dias. Entre sus resultados destaca que hubo una mayor formacién de brotes por
embrién en los tratamientos con ANA/BA con respecto a los de 2,4-D/K; no obstante, el
desarrollo en las combinaciones ANA/BA fue mas lento por lo que no alcanzaba a desarrollarse

para ser individualizados.

Monjards Gonzdalez (2001) probé seis tratamientos con reguladores de crecimiento, dos con
ANA/BA (0.5/3, 0.1/3 mg/l) y cuatro con 2,4-D/K (0.1/5 mg/l y 0/5,0.1/3 y 0.5 /5 mg/l) y
concluyé que en las combinaciones de 2,4-D/K hubo mayor formacién de brotes individualizados
en un menor periodo con respecto a las combinaciones de ANA/BA, que fue de 2 hasta 18 por

embrién. Asimismo, observé que la fragmentacién del embrion en 2 6 4 piezas favorecié la
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produccion de estas estructuras.

2.5.2 INDUCCION DEL ENRAIZAMIENTO IN VITRO.

En los Gltimos 10 aiios se ha incrementado la informacion sobre los procesos de enraizamiento y
aclimatizacion de coniferas por medio del cultivo de tejidos. El porcentaje de enraizamiento
espontdneo es generalmente bajo y se tiene un éxito del 1 al 5% (von Arnold, 1988; Patel vy

Thorpe, 1984).

Para el enraizamiento in vitro frecuentemente se ha utilizado como sustrato medio nutritivo
solidificado con agar. Las ventajas que este método tiene son la distribucién uniforme de auxinas
y nutrimentos, y un buen contacto entre los brotes y el sustrato, lo cual puede dar como resultado
un enraizamiento sincronizado. Las mezclas de suelos de turba, perlita, vermiculita o arena han
presentado algunos problemas con el control de las mezclas y el mantenimiento de un buen
estado del brote (Patel y Thorpe, 1984; Bonga y von Aderkas, 1992). Sin embargo, la calidad
de las raices producidas en agar no es siempre muy aceptable. El agar probablemente impide el
intercambio de gases e inhibe el desarrollo de un sistema vascular en las raices asi como una
buena produccién de pelos radiculares. Sustratos més permeables como mezclas de turba:perlita
o turba:vermiculita se ha recomendado, particularmente para el crecimiento subsecuente de la

raiz (Cheng, 1976; Rancillac et al., 1982).

Para inducir el enraizamiento, los reguladores del crecimiento pueden ser aplicados por tres vias:
1) por incorporacién al medio de cultivo, 2) mediante pulsos en tiempos cortos y 3) como
enraizadores comerciales en polvo, aplicandolas de manera directa en la base de los brotes. De
los tres métodos, la segunda modalidad ha resultado la mds efectiva. En coniferas se han
proporcionado pulsos de 12 horas hasta varios dias, en los cuales los brotes han sido expuestos a
altas concentraciones de auxinas ya sea en medio liquido, agar o vermiculita; posteriormente los

brotes son cultivados en medio nutritivo libre de hormonas (Mohammed y Vidaver, 1988).
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Cuadro 3. Tratamientos de enraizamiento in vitro usados en la propagaciéon de Pesudotsuga

menziesii
REFERENCIA TRATAMIENTO CONDICIONES RESPUESTA
Medio Reg. de crecimiento DE CULTIVO
Boulay y Franclet (1977) |%261/3 10 a 20 mg/I AIA Enraizamiento
MS
Chalupa (1977q) No especif. | 0.05 a 2.0 mg/l ANA & Enraizamiento
0.1 a 20 mg/IIBA &
auxina en polvo * perlita
Chalupa (1977b) Y2 LS 1 mg/I IBA 6 auxina en
polvo + perlita Enraizamiento
Cheng (1977) CH (MS 5.0 UM ANA 2iP 19624° C 72% enraizamiento
modific.)
CH 0.5 UM ANA+5uM2iP |19624°C 75%
0.5 pM ANA + 2.5 pM 19624° C 71%
CH 2iP
0.5uM ANA+05pM |19 624°C 82%
2iP
Cheng y Voqui (1977) CH+0.5 0.25 pM ANA 18 °C aire/ 80 % de enraizamiento
% de 24 °C suelo cuatro semanas
sacarosa
Winton y Verhagen BL modific. | 10 mg/I IBA Enraizamiento
(1977)
Boulay (1979) MS%2 +5 |10-3a 10 mg/l AIA + 25/18 °C 30-40 % de
g/l 102 a 1 mg/l ANA (dia/noche) enraizamiento
sacarosa + 16/8 h 3-4 semanas
agar
MS¥2 +5
g/l de
sacarosa +
agar
Mapes et al., (1981) SH + 3% 10-20 mg/I AIA + 1-5 25/18 °C 10 - 20 % de
de mg/| ANA (did/noche) enraizamiento en
sacarosa 16/8 h plantulas de 6 meses a 4
afios de edad

43




Capitulo Il Regeneracién in vitro de P. macrolepis

Cuadro 3. Continuacion

REFERENCIA TRATAMIENTO CONDICIONES RESPUESTA
Medio Reg. de crecimiento DE CULTIVO
Chalupa (1983) V2 WPM 0.1 mg/l ANA + 0.1 mg/I 37.5 % enraizamiento
2iP
Timmis y Ritchie (1984) No 1 mg/l AIB + 2 mg ANA, | 18° C/ aire 36 a 60 % de
especific. + | perlita 24° C/suelo enraizamiento, 25 dias
0.5 % de
sacarosa
Gupta y Durzan (1985) 2 DCR 0.05 mg/I ANA 50 % de enraizamiento
Montes-Rivera (1995) Y2 MS 3 mg/l ANA 16 h/luz 2 % enraizamiento
2 mg/I ANA 8 h/osc 40 % enraizamiento
20+2°C
0.1 mg/l ANA + 1 mg/I 60 % enraizamiento
BAP

Fuentes: Cheng, 1977; Mohammed y Vidaver, 1988; AboEl Nil, 1989; Goldfarb y Zaer, 1989; Thorpe et al., 1991.
Abreviaturas de los Medios Nutritivos: BL=Brown y Lawrence, 1968; CH=Cheng, 1977; DCR=Gupta y Durzan,
1985% LS=Linsmaier y Skoog, 1965; MS=Murashige & Skoog, 1962; SH=Schenk y Hildebrandt, 1972;
WPM=Lloyd y McCown, 1981. Abreviaturas de los Reguladores de Crecimiento: BAP=N¢ Benzilaminopuring;
GAs=Ac. Giberélico; AlA=Acido Indol Acético; AlB=Acido Indol Butirico; K=kinetina; ANA=Ac. Naftalen acético;
NOAA= Ac. B-Naftoxiacético; 2iP=Ac. 2-isopentiladening; 2,4-D=Ac. 2-4 Diclorofenoxiacético.

Existen otros factores que intervienen en el enraizamiento como son la edad y origen del
explante, la hiperhidratacion y el proceso de aclimatizacién. Asimismo, la temperatura y la luz

juegan un papel importante en la formacién de raices (Dustan y Thorpe, 1984).

En cuanto al enraizamiento in vitro de Pseudotsuga menziesii, en el Cuadro 3 se citan algunas de

las técnicas establecidas y los factores que intervienen en la formacién de raices.

Para Pseudotsuga macrolepis, Garcia Campusano (1999) probé el medio Senck y Hildebrant (SH)
reducido al 50% de sus compuestos inorgdnicos, combinado con uno de los siguientes tratamientos:
40 mg/l de ANA, 40 mg/| de AIB, 20 mg/I de ANA + 20 mg/| de AIA, todos proporcionados en
un pulso de 20 h para promover el enraizamiento de los brotes generados; ademas utilizé el

medio Murashige y Skoog (MS) reducido al 50% con 10 mg/l de AIB en pulso de 72 h. Los
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sustratos utilizados fueron solidificados con Phytagel, también se uso medio liquido teniendo con
puentes de papel filtro y perlitas de vidrio. Los brotes se incubaron a 22°C con un fotoperiodo
de 16 h/luz y 8 h/osc. La formacién de primordios radicales se obtuvo en 3 brotes sometidos al

tratamiento de 10 mg/| de AlB.

Monjards Gonzdlez (2001) utilizé 23 tratamientos de enraizamiento con tres reguladores de
crecimiento: ANA, AIB y 2iP, asi como dos enraizadores comerciales (Citowin 500® y Radix
10,000%), ademas de una cepa de un hongo ectomicorrizégeno; dos medios de cultivo: MCM y
SH, dos sustratos: turba-vermiculita y puentes de papel filtro, asi como dos niveles de
temperatura: 19 y 22°C. No obstante, sélo en cuatro tratamientos (ANA 0.25 UM, ANA 0.4 mg/,
Citowin 500%® al 6% y ANA 0.05 mg/I) obtuvo la formacién de primordios radiculares.

2.6 JUSTIFICACION

Los bosques de Pseudofsuga macrolepis Flous, arbol conocido en el estado de Tlaxcala como
pinabete, estan limitados Unicamente a cuatro municipios: Altzayanca, Emiliano Zapata, Terrenate
y Tlaxco; estas localidades constituyen los limites mas surefios de su distribucién en el pais. No
obstante, tales poblaciones se han reducido drasticamente debido a su baja capacidad de
regeneracion natural, una baja produccién de semillas y consecuentemente un bajo porcentaje de
germinacién de la semilla; asi como por la depredacion de conos y semillas por insectos, la tala
inmoderada, el sobrepastoreo, los incendios y la apertura de nuevas tierras para cultivos
agricolas. Por todo ello, esta conifera ha sido catalogada por la Norma Oficial Mexicana

emitida en el 2001, como especie sujeta a proteccion especial.

Para tratar de incrementar las poblaciones de esta conifera se han propuesto técnicas
alternativas como su propagacién mediante el uso de estacas; sin embargo, ha resultado poco
efectivo debido a que su enraizamiento es casi nulo, ademas de que las plantulas presentan un
desarrollo plagiotrépico. Otra opcion es el uso de técnicas de cultivos de tejidos vegetales,
porque permitird obtener individuos a partir de pequefias porciones de tejidos, lo que favorece
la reduccion de los ciclos de vida de especies forestales, ademas del mantenimiento de bancos

de germoplasma por largos periodos. Dado lo anterior, el cultivo de tejidos vegetales resultaria
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ser la técnica més adecuada para la propagacion y rescate de Pseudofsuga macrolepis. Los
resultados previos citados en literatura y particularmente los desarrollados con esta especie
demuestran que esto es posible, pero ain no se han generado experimentos suficientes que lleven
al establecimiento de un proceso efectivo de regeneracion in vitro; por lo tanto es necesario
realizar un estudio como el que se describe a continuacion que permitira identificar y optimizar

condiciones de cultivo especificas para la regeneracion de pldantulas completas de P. macrolepis.

2.7 OBJETIVO GENERAL

Inducir la formacién de brotes adventicios de Pseudotsuga macrolepis y su enraizamiento a partir
del cultivo in vitro de embriones maduros.
2.7.1 OBJETIVOS PARTICULARES

Ensayar diferentes combinaciones y concentraciones de reguladores de crecimiento (ANA y BA)
que permitan inducir la formacién de brotes adventicios a partir del cultivo in vitro de embriones

maduros.

Inducir la elongacién de los brotes adventicios de P. macrolepis, asi como la proliferacién de

hojas.

Inducir el enraizamiento de los brotes adventicios utilizando diferentes combinaciones y

concentraciones de reguladores de crecimiento (ANA o AIB).
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2.8 MATERIALES Y METODOS

2.8.1 MATERIAL BIOLOGICO

Se obtuvieron semillas maduras por dos vias:

1) Se recolectaron conos maduros de Pseudofsuga macrolepis en las zonas boscosas de tres
localidades del estado de Tlaxcala: Tlaxco, Mpio. de Tlaxco; Villarreal, Mpio. de Terrenate y el
Rancho El Pozo, Mpio. de Emiliano Zapata (Cuadro 4). Las recolecciones se realizaron

quincenalmente durante el periodo de septiembre de 1994 a febrero de 1995.

Cuadro 4. Ubicacién y caracteristicas de las localidades estudiadas.

Localidad Tipo de Vegetacion

Bosque mixto con Pinus, Quercus, Abies y Pseudofsuga.
2900 msnm.

Tlaxco, Barranca del Rio Zahuapan, Mpio. de Tlaxco,

Tlaxcala.

Villarreal, Barranca El Conejo, al N del poblado de Bosque mixto con Pseudotsuga, Quercus, Pinus, Arbutus y
Villarreal, Mpio. de Terrenate, Tlaxcala. Abies. 2850 msnm

El Pozo, Barranca del Rio Tepetzintla, 3 km al sur de Bosque mixto con Pinus, Quercus, Abies, Juniperus y

Emiliano Zapata, Mpio. de Emiliano Zapato, Tloxcala. | Psevdotsuga. 2850 msnm

Los conos se colocaron en charolas de pldstico y se expusieron al sol diariamente durante quince
dias para su secado, procurando que todos los conos se secaran homogéneamente.
Posteriormente los conos se golpearon suavemente para que las semillas sueltas salieran sin
dafiarse, para la extracciéon de las semillas restantes, se removié la base del cono con unas pinzas
y se abrié sobre su eje central (Carrillo et al.,, 1970; Niembro, 1987). Puesto que la cantidad de
semillas por arbol fue muy poca, el nimero total utilizado se obtuvo de una mezcla de arboles en
cada localidad. Dichas semillas se utilizaron en cuatro ensayos, denomindndose a cada uno como
procedencia (Cuadro 5). Otros dos lotes de semillas fueron donados por el Centro de
Investigaciones en Genética y Ambiente (CIGyA) de la Universidad Auténoma de Tlaxcala, éstas
fueron recolectadas durante julio a octubre de 1993 y provenian de dos darboles ubicados en el

Mpio. de Terrenate, Tlax. En el ensayo o procedencia 5 se utilizaron las semillas del arbol “J” y
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en el 6 las del arbol “K” (Cuadro 5).

Cuadro 5. Procedencias de semillas cultivadas en los diferentes medios de cultivo.

Procedencia Localidad y afio de recoleccion Medio de cultive
1 Barraca El Conejo, Terrenate (1994) MS
2 Barranca del Rio Zahuapan, Tlaxco (1994) MS
3 Barranca del Rio Zahuapan,Tlaxco (1994) B5 modificado por Litz
4 Rancho El Pozo, Emiliano Zapata (1995) B5 modificado por Litz
5 Barranca El Conejo (arbol seleccionado “J”), Terrenate (1993) SH
6 Barranca El Conejo (arbol seleccionado “K"), Terrenate (1993) SH

MS:Murashige-Skoog (Murashige & Skoog,1962); B5 modificado por Linz (Chavez ef al., 1992a,b,c,); SH:Schenk y
Hildebrandt (Gamborg y Phillips, 1995)

Las semillas se colocaron en frascos de vidrio cerrados herméticamente, etiquetados con la fecha

y lugar de recoleccién, y almacenadas a 4 °C hasta su uso.

2.8.2 PRETRATAMIENTO DE LAS SEMILLAS: ESCARIFICACION, DESINFECCION Y SELECCION.

Inicialmente se eliminaron los restos de alas, polvo, resinas y enseguida las semillas fueron

sometidas a uno de los dos procesos de desinfeccién que a continuacién se describen:

1) Las semillas se colocaron en agitacion durante 15 minutos en una solucién de blanqueador
doméstico (Clorox®) al 50% (v/v), enseguida se procedié a la eliminacién de la testa en una
campana de flujo laminar. Los megagametofitos disectados fueron lavados durante cinco
segundos en blanqueador doméstico (Clorox®) al 33% (v/v), posteriormente el embrién fue
disectado y lavado durante 10 segundos en blanqueador doméstico (Clorox®) al 6% (v/v),
todo esto bajo condiciones de asepsia. Entre cada proceso de desinfeccién, se realizaron lavados
por triplicado con agua destilada esterilizada para eliminar la solucién de blanqueador

doméstico (Kyte, 1987).
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2) Las semillas se sometieron aun tratamiento de perdxido de hidrégeno (H202) al 30% (v/v) en
agitacién durante 1 hora; posteriormente se colocaron en una solucién fungicida (Captéan 1 g/l)
durante 24 horas. Al término de este tiempo, las semillas se transfirieron a una solucién
bactericida (Amikacina 20 mg/l) en agitacién durante 45 minutos y luego en una solucién de
blanqueador doméstico (Clorox®) al 50% (v/v) durante media hora. Para romper la latencia, las
semillas se sumergieron en una solucién de peréxido de hidrégeno al 1% (v/v) por 48 horas

(modificado de Montes Rivera, 1993; Honrrubia y Torres, 1993).

Se seleccionaron aquellas semillas que presentaron megagametofito y en condiciones asépticas se
les eliminé la testa para exponer los megagametofitos a una segunda desinfeccion con
blanqueador doméstico (Clorox®) 15% (v/v) durante 5 minutos Finalmente los embriones fueron
disectados y enjuagados con blanqueador doméstico (Clorox®) 3% (v/v) durante 60 segundos.
Después de cada uno de los procesos de desinfeccion, las semillas, megagametofitos o embriones
se lavaron tres veces en agua destilada esterilizada para eliminar los restos del desinfectante

(modificado de Montes Rivera, 1993).

2.8.3 PREPARACION DE LOS MEDIOS DE CULTIVO

Los medios nutritivos que se utilizaron para el establecimiento del cultivo, la induccién de brotes y
el enraizamiento fueron el Murashige & Skoog (MS)(1962), el B5 modificado por Litz (Chavez et
al, 1992q,b,c) y el Schenk y Hildebrandt (SH) (1972 citado por Gamborg y Phillips, 1995)
(Anexo 1), a los cuales se les adicionaron una de 24 combinaciones de reguladores de
crecimiento: dcido naftalén acético (ANA) y 6-bencil aminopurina (BA), contemplando 23

tratamientos mas el testigo sin reguladores de crecimiento (Cuadro 6).
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Cuadro 6. Combinaciones de reguladores de crecimiento en las que se cultivaron los
megagametofitos y los embriones maduros de Pseudotsuga macrolepis en las seis procedencias.

BA mg/I
0.0 0.5 1 2 3 5
0.0 0/0 0.5/0 1/0 2/0 3/0 5/0
rg 0.1 0/0.1 0.5/0.1 1/0.1 2/0.1 3/0.1 5/0.1
% 0.5 0/0.5 0.5/0.5 0.5/1 0.5/2 0.5/3 0.5/5
1.0 0/1 0.5/1 N 2/1 3/1 5/1

Los tres medios utilizados para el desarrollo de los brotes, la proliferaciéon de hojas, elongacion
de tallos y enraizamiento; se redujeron al 50% de la concentracion de sus compuestos
inorganicos, se adiciond6 5 g/l de sacarosa, y se eliminaron los reguladores de crecimiento.
También se probaron diversos agentes antioxidantes como el carbén activado (1 g/l), el
pirogalol (62 mg/l) y una solucién de dcido ascérbico y acido citrico (250 y 300 mg/I,
respectivamente, esterilizados mediante filtracion). El pH de los medios utilizados se estabilizd

entre 5.7 y 5.8 con HCl y NaOH 0.1 y 0.5 N, antes de ser esterilizado.

2.8.4 CuULTIVO DE MEGAGAMETOFITOS Y EMBRIONES

Se realizaron seis ensayos a diferentes tiempos, por lo que a cada uno se le denominé como

procedencia, en los dos primeros se utilizé el medio MS, en los dos siguientes se uso el B5

modificado y en los dos Ultimos el SH (Cuadro 5).

La metodologia consistidé de tres fases bdsicas:

1) Establecimiento del cultivo e induccion de callo y/o brotes: Los embriones y los
megagametofitos se cultivaron por separado (5 a 10 por contenedor); los primeros en
cajas de Petri y los segundos en frascos de boca ancha (frascos Gerber®); en ambos
casos se adicionaron 30 ml de medio con uno de los diferentes tratamientos con
reguladores de crecimiento (tabla 6), las replicas estuvieron en funcion de los embriones

que se obtuvieron en cada procedencia. Las cajas se sellaron con pelicula plastica y se
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incubaron durante 30 dias en oscuridad a una temperatura de 22 °C.

2) Desarrollo de callo, formacién de brotes y elongacién de tallo y hojas: Los callos
formados durante el periodo de induccion y los embriones, se subcultivaron en el medio
MS, B5 modificado o SH, todos reducidos al 50%; se incubaron bajo luz blanca fria a 1
500 lux, con un fotoperiodo de 16 horas luz y 8 de oscuridad a una temperatura de
22°C. En caso de oxidacién, los callos y los embriones se enjuagaron en una solucién de
acido ascérbico y acido citrico (250 y 300 mg/l, respectivamente) durante 45 minutos
antes de cultivarlos en los medios reducidos al 50%. Se realizaron subcultivos cada quince

dias.

Los brotes que alcanzaron de 5 a 7 mm de altura se individualizaron y subcultivaron sobre
el medio MS, B5 modificado o SH reducidos al 50% de su concentracién de sus
componentes inorgdnicos y 5 g/l desacarosa, en frascos de boca ancha (frascos

Gerber®), los subcultivos se realizaron mensualmente.

3) Enraizamiento de los brotes obtenidos: A los brotes que alcanzaron de 10 a 20 mm de
altura se les realizé una incision en la base del tallo y se sometieron a uno de los
tratamientos que a continuacion se describen por un periodo de induccién de un mes.

e 1 mg/l de ANA

e 0.1 mg/l de ANA +1 mg/I BA
e 3mg/l AB

e 5mg/l AIB

Se usaron los medios mencionados en la fase anterior con la misma concentracién de
componentes inorgdnicos y sacarosa, a éstos se les adicioné una solucién de dcido
ascérbico (250 mg/l) y acido citrico (300 mg/l) para tratar de reducir la oxidacién de los

tejidos. Para todas las fases las condiciones de incubaciéon fueron las mismas.

En cada una de las tres fases se realizaron observaciones periédicas cada 10 a 15 dias bajo el

microscopio estereoscépico, para registrar los cambios morfogenéticos que presentaron los
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megagametofitos y los embriones. Se realizaron mediciones del crecimiento de los explantes con
un vernier; los cambios de coloracién se registraron con base en la tabla de colores Methuen
(Kornerup y Wanscher 1984), el color se indicé por un nimero (pdgina)/una sigla (columna)/un

numero(fila). Asimismo, se llevé el registro fotografico de los cambios morfogenéticos.

A pesar del seguimiento de dichos cambios, no se llevé a cabo realizé un andlisis estadistico

debido a la baja respuesta que se obtuve y la gran variabilidad de los datos.

Cabe sefialar que también se realizaron otras metodologias como el cultivo de embriones en el
medios MS adicionado con 5 mg/l BA para evaluar distintos tiempos de exposicién; cultivo de
embriones y megagametofitos en el medio MS adicionado con agua de coco; enraizamiento in
vitro de yemas jovenes en el medio MS adicionado con combinaciones de diferentes de IBA y
ANA o con enraizador comercial; sin embargo, en ninguno de ellos se observé algin tipo de

respuesta morfogenética.
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2 .9 RESULTADOS Y DISCUSION

2.9.1 PROCEDENCIA DEL MATERIAL BIOLOGICO

Como se ha mencionado en la literatura (Thorpe y Patel, 1984; Bonga y von Aderkas, 1992), la
capacidad morfogenética (capacidad de formar un tejido o un érgano) de los explantes
utilizados en las técnicas de micropropagaciéon esta estrechamente relacionada con factores
intrinsecos tales como la edad, el estado fisiolégico de la planta madre y el genotipo, asi como
con factores ambientales. En cuanto a las procedencias, al realizar el cultivo, se analizaron por
separado los embriones de cada uno de los seis ensayos, los cuales se denominaran procedencias,
con la finalidad de observar si existian diferencias en cuanto al nimero de semillas que
presentaron embrién y en su capacidad de responder morfogenéticamente a los tratamientos a

los que fueron sometidos (Cuadro 7).

Cuadro 7. Comparacién de las semillas recolectadas, embriones cultivadas in vitro y la respuesta
morfogenética

" Semillas con embridén Embriones con
Procedencia de las semillas y No. de semillas s
Procedencia Fo d leccié colaciodis cultivadas in vifro Respuesta
e No. (%) No. (%)
P1 Barranca El Conejo, Terrenate (1994) 1139 144 (12.6) 0
P2 Barranca del Rio Zahuapan, Tlaxco (1994) 1340 103 (7.6) 17 (16.5)
P3 Barranca del Rio Zahuapan,Tlaxco (1994) 2091 288 (13.7) 0
P4 Rancho El Pozo, Emiliano Zapata (1995) 1493 96 (6.4) 38 (39.5)
P5 Barranca El Conejo, Terrenate (1993) 936 290 (30.9) 73 (25.8)
(érbol seleccionado *J")
Pé6 Barranca El Conejo; Terrenate (1993) 1085 144 (13.2) 60 (41.6)
(arbol seleccionado”K")
TOTAL 8084 1065 188

En general, los porcentajes de semillas con embrién fueron bajos. Pérez-Sanchez (1996) cita un
porcentaje de 11.6 para la zona de Tlaxco, lo cual coincide con los valores de este experimento,
que variaron de 7.6 a 13.7. Para la zona de Terrenate, dicho autor reporté valores de 45.8%,

pero los porcentajes obtenidos en este trabajo van de 12.6 hasta 30.9% (Cuvadro 7).
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Al parecer, los bajos porcentajes de semillas con embrién constituyen un problema comin para el
género e inclusive este fenomeno se presenta en los huertos semilleros. En Tlaxcala, las
poblaciones de P. macrolepis son muy pequenas y se distribuyen en rodales con un nimero bajo
de individuos que crecen como darboles aislados, lo cual repercute en los bajos porcentajes de
viabilidad y de semillas con embrién debido posiblemente a la interfertilizacion con la
descendencia y la autopolinizaciéon. Ademds, el grado de perturbacién ecolégica que sufren estos
bosques debido a factores antropocéntricos, como la tala, el sobrepastoreo, la apertura de
nuevas zonas agricolas y los incendios provocados, influyen negativamente en la regeneracion

natural de esta conifera.

Como se observa en el cuadro 7, en las cuatro primeras procedencias las semillas provienen de
una mezcla de arboles y fueron recolectadas durante 1994 y 1995; en ellos se obtuvieron bajos
porcentajes de semillas con embrién; lo cual ademads de los factores ya sefialados, también pudo
haber influencia de los ciclos de produccion de semilla. Para el género Pseudotsuga se ha
senalado que la produccion de semilla ocurre en intervalos irregulares, una produccién abundante
y una mediana cada cinco afios en promedio, variando entre dos y siete afios (Allen y Owens,
1972 citado por Pérez Sanchez, 1996). Probablemente, los afios de recoleccién de la semilla
usada coincidieron con afios de baja produccién lo cual repercutié en los bajos porcentajes

reportados.

Las semillas de las procedencias 5 y 6 (Cuadro 7) provenian de drboles seleccionados de la
zona de Terrenate, arbol J para la 5 y K para la 6, en ambos casos se sometieron a los
tratamientos de induccion de respuesta morfogenética después de un afio y medio de
almacenamiento. En la procedencia 5 se observaron los mayores porcentajes de semillas con
embrion (28.8%) lo cual coincide con lo encontrado por Garcia Campusano (1999), quien en su
evaluacion de procedencias de las semillas también contemplé al érbol J, siendo también el que

tuvo mayor nimero de semillas con embrién (Cuadro 7).
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2.9.2 INFLUENCIA DEL PROCESO DE DESINFECCION Y LOS MEDIOS DE CULTIVO EN LAS RESPUESTAS
MORFOGENETICAS

Para inducir las respuestas morfogenéticas a partir del cultivo in vitro de los embriones cigéticos,

asi como la optimizacion en la formacion de brotes adventicios, se realizaron modificaciones en

los procedimientos de desinfeccion y de cultivo de las seis procedencias, esto con el fin de

favorecer la formacién de un mayor nimero de brotes en periodos cortos.

I) Escarificaciéon y desinfecciéon de la semilla. En las cuatro primeras procedencias (Cuadro 7) se
utilizé la metodologia de desinfeccion propuesta por Kyte (1987), en la cual no hay un proceso
previo de escarificaciéon con peréxido de hidrégeno ni desinfeccion de la testa con solucién
fungicida ni bactericida. Las soluciones de blanqueador doméstico al 33 y al 6% (v/v) resultaron
muy agresivas causando la muerte del tejide de todos los explantes para las P1 y P3. En las P2
y P4, los megagametofitos no presentaron respuesta, en tanto que los embriones que resistieron el
proceso de desinfeccion experimentaron algunos cambios morfogenéticos como la formacién de
callo; no obstante, después del primer subcultivo, el tejido tendié a oxidarse y a morir y sélo en

un embrion de la P4 se formaron dos brotes que se oxidaron durante su desarrollo.

En la P5 y P6, el proceso de desinfeccion se cambid por el citado por Montes Rivera (1993) al
cual se le realizaron algunas modificaciones que resultaron ser favorables, pues los embriones
dieron lugar a un callo que originé a numerosos brotes. En el caso de los megagametofitos no se

presentd ninguin tipo de respuesta.

Il) Composicion del medio nutritivo

En el medio MS, la respuesta morfogenética de la P1 fue nula y en la segunda fue muy baja
(16.5%, Cuadro 7), pero posiblemente en gran medida se debié al efecto de los agentes
desinfectantes que causaron la necrosis del tejido. En la P2, los pocos embriones que soportaron
este proceso de desinfeccion presentaron respuesta morfogenética, sin embargo, en las primeras

semanas se oxidaron.

El medio B5 modificado por Litz se usé en las procedencias tres y cuatro. En la P3 no se observé

respuesta morfogenética debido al proceso de desinfeccion. En la P4, a partir de la cual se
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cambié dicho proceso, la respuesta morfogenética de los embriones se elevé notablemente
(39.5%, Cuadro 7) pues predominé la formacién de callo en los distintos tratamientos. Con
excepcion de un embrion que formd brotes, todos los callos de la P4 tendieron a oxidarse
durante los primeros subcultivos, lo que pudo obedecer al alto contenido de sacarosa en el medio
(60 g/l), puesto que se ha encontrado que el tejido de algunas coniferas, como Pseudotsuga
menziesii, se oxidan a altas concentraciones de esta fuente de carbono (Evers, 1981 citado por

Bonga y von Aderkas, 1992).

En las dos dltimas procedencias se uso el medio SH, aunado al cambio en el proceso de
desinfeccién de los explantes, favorecié notablemente el incremento del nimero de embriones que
presentaron algin tipo de respuesta morfogenética. Esta se incrementé al 25.8 y 41.6%,
respectivamente (Cuadro 7). El medio SH en comparacién con el medio B5 modificado por Litz, es

pobre en sus compuestos orgdnicos, aminodcidos y fuente de carbono (Anexo 1).

Cabe mencionar que después del periodo de induccion de un mes con reguladores de crecimiento
y a partir del primer subcultivo a medio MS, B5 modificado por Litz o SH, la sacarosa se redujo a
5 g/l. Algunos autores sefialan que la disminucién de la concentracién de sacarosa,
particularmente en la fase de elongacion, se debe a que durante este periodo se intenta
preparar al vdastago para ser sometido al proceso de enraizamiento y aclimatizacion,
estimulando de esta manera su capacidad fotosintética; se ha encontrade que altas
concentraciones de este carbohidrato inhiben la sintesis de clorofila en condiciones in vitro
(Thompson y Thorpe, 1987; George, 1993). Varios autores han disminvido la concentracién de
sacarosa durante la fase de elongacién para algunas especies de coniferas. Harry et al. (1995)
encontraron que la disminucién de 30 a 20 g/l de sacarosa permitia una mejor elongacién de
brotes de Juniperus cedrus; Kolevska-Pletikapic® y Buturovic'-Deric’(1995) observaron que
disminuir la sacarosa de 30 a 15 g/| fue apropiado para el desarrollo de brotes de Picea
omorika. Contrario a estos trabajos, Harry y Thorpe (1994) sefalaron que mantener una
concentracion de 30 g/l de sacarosa favorecia la produccién de un mayor nimero de brotes de
Pinus banksiana de mejor calidad. Lo anterior sugiere que cada especie arbérea tiene
requerimientos especificos de carbohidratos para el desarrollo y elongacién de brotes, por lo que

no se puede generalizar una técnica para la propagaciéon de determinada especie; no obstante,
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la tendencia es disminuir la concentracién de sacarosa. Aunque en la literatura no se ha
encontrado una concentracion similar a la utilizada en este trabajo para la elongacién de brotes,
ésta dio buenos resultados durante dicho proceso y coincide con la utilizada por Cheng y Voqui

(1977) durante el enraizamiento de brotes de Pseudotsuga menziesii.

La oxidacién fue un factor limitante en el desarrollo morfogenético que se presentd
frecuentemente en todos los ensayos, para evitarla se probé la adicién de compuestos como
carbén activado (1 g/l), pirogalol (62 mg/l) o soluciones de acido citrico (300 mg/l) y dcido
ascérbico (250 mg/l); éstos Ultimos fueron los mds efectivos pues redujeron notablemente la

oxidacion del tejido.

2.9.3 RESPUESTA MORFOGENETICA
2.9.3.1 PROCESO DE FORMACION DE BROTES ADVENTICIOS

La descripcion del desarrollo morfogenético se basé en la representacién de una semilla de
gimnosperma hecha por Raven et al. (2000), quienes sefialan que el embrién se divide en tres
partes: cotiledones, hipocotilo y radicula (Figura 8). Esta se realizé contemplando los cambios que
los embriones cigoticos presentaron al ser sometidos a los tratamientos de induccién con los

reguladores de crecimiento, medios nutritivos y condiciones de incubacioén.

Cotiledones

Testa

Hipocotilo

Endospermo

Radicula

Figura 8. Corte longitudinal de una semilla madura de gimnosperma (Fuente: Raven et al., 2000).
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Dia 0: inicié el cultivo de los embriones, éstos midieron de 2.5 a 3 mm de longitud y de 0.3 a 0.6
mm de la porcion més ancha de los cotiledones, presentando de 6 a 8 cotiledones y una

coloracién amarillo palido (3A4/5 Kornerup y Wanscher, 1984; Figura 9a).

Dias 4-9: los primeros cambios se hicieron evidentes durante este periodo: aumento de la
longitud, el embrién que alcanzé una talla de 3 hasta 4.5 mm, asi como un cambio en la

coloracién a amarillo verdoso brillante (3A-B7, Kornerup y Wanscher, op cit.; Figura 9b,c).

Dias 13-30: en los embriones se observé un engrosamiento de la porcion media y basal del
hipocétilo (0.35 a 2.3 mm) asi como la elongacién y ensanchamiento de los cotiledones (5 a 6.42
mm), debido a la proliferacién celular, su forma se hizo ligeramente globosa y el tejido presenté
una textura granulosa, brillosa e hidratada. La coloracién se torné verde brillante (1B7/8
Kornerup y Wanscher, op cit.) (Figura 9¢). Otro grupo de embriones sélo presenté engrosamiento

del hipocétilo.

Dias 30-45: en aquellos embriones que presentaron crecimiento tanto en el hipocétilo como en los
cotiledones, ambas estructuras se conjugaron paulatinamente dando lugar a una masa amorfa de
tejido celular indiferenciado, compacto, denominado callo, el cual presentaba una textura
sumamente granulosq, hidratada, de color verde brillante (27D-F8, 28B8, Kornerup y Wanscher,
1984); en algunas partes de su superficie el tejido era més laxo, de color verde pélido
translicido a hialino (30A5/6, Kornerup y Wanscher, op cit.). Los callos tuvieron un digmetro
aproximado de 7 a 15 mm (Figura 9d). Los brotes que solo crecieron del hipocétilo tendieron a
oxidarse, pues el tejido cambié a una coloracién café claro y paulatinamente a color café oscuro
o casi negruzco, esto ocurrid6 en casi todos los embriones de la procedencia 2, pero fue

ocasionado por el proceso de desinfeccién utilizado (Figura 10d).

Dias 50-90: a partir del tejido celular indiferenciado (callo), se observé la formacion de
numerosas protuberancias nodulares o meristemoides (5-9 por embrién) (Figura 9e), cada una
compuesta por un nédulo central rodeado de varias hojas en forma de pequenas prolongaciones
que al cabo de una semana se diferenciaron en primordios de brotes adventicios que se

distribuyeron indistintamente sobre el callo. Estos primordios continuaron su crecimiento y las hojas
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Figura 10. Desarrollo morfogenético de Pseudotsuga macrolepis: a. Inicié de la elongacién de hojas y tallo
alcanzando una altura de 10 mm, con un eje bien diferenciado (tallo) y de 13 a 20 hojas. b.
Individualizacién de véstagos para lograr su robustecimiento. ¢ .Brotes en diferentes tratamientos de
enraizamiento.Llos embriones también presentaron ofras formas de respuesta. d. Engrosamiento del
embrién y su posterior oxidacion que inicié por el hipocotilo. e. Formacion de callo que no origind brotes
adventicios y que al cabo de un tiempo se oxidé. f. Oxidacion paulatina de callos que formaron brotes
adventicios densamente agrupados y que no lograron desarrollarse. g. Necrosis fotal del tejido. h. Hojas
solitarias que no formaron brotes adventicios o vdstagos y que después de un tiempo se oxidaron. i.Callo
de textura algodonosa debido a la hiperhidratacién.
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Figura 10. Desarrollo morfogenético de Pseudotsuga macrolepis: a. Inicié de la elongacion de
hojas y tallo alcanzando una altura de 10 mm, con un eje bien diferenciado (tallo) y de 13 a 20
hojas. b. Individualizacion de vastagos para lograr su robustecimiento. c .Brotes en diferentes
tratamientos de enraizamiento.Los embriones también presentaron otras formas de respuesta.
d. Engrosamiento del embrion y su posterior oxidacion que inicio por el hipocotilo. e. Formacion
de callo que no originé brotes adventicios y que al cabo de un tiempo se oxidé. f. Oxidacion
paulatina de callos que formaron brotes adventicios densamente agrupados y que no lograron
desarrollarse. g. Necrosis total del tejido. h. Hojas solitarias que no formaron brotes adventicios
o vastagos y que despues de un tiempo se oxidaron. i.Callo de textura algodonosa debido a la
hiperhidratacion

i)
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se arreglaron en forma de roseta (Figura 9f,g), pero también hubo otras sin un arreglo definido,
solitarias y dispersas. Cabe mencionar que estas estructuras se manifestaron Gnicamente sobre el

superficie del callo (Figura 10h).

A los 75 dias, las hojas que crecieron en forma de roseta continuaron desarrollandose, las
exteriores alcanzaron una longitud de 2 a 3.5 mm y las interiores de 1 a 2 mm, dando lugar
brotes adventicios en etapa temprana (Figura 9h, i). Estas fueron de color verde claro (29C7/8,
Kornerup y Wanscher, 1984) con los dpices tono verde limén (29A6/7, Kornerup y Wanscher,
1984), de consistencia compacta y continuaron su crecimiento hasta los 90 dias (Figura 9jk). Las

hojas solitarias y dispersas se tornaron amarillentas y murieron (Figura 10 h).

Dias 95-120: se inicio la elongacién de las hojas y el tallo, hasta una talla de 5 a 10 mm y
presentaron un eje bien diferenciado (tallo), por lo que en esta fase los brotes. adventicios o
vastagos ya estaban bien diferenciados (Figura 9l). Estos presentaron de 13 hasta 20 hojas, las
se cercanas a la base con una mayor longitud y una coloracién verdosa (27C-D8, Kornerup y

Wanscher, 1984) (Figura 10a).

En este periodo, los brotes adventicios con talla superior a los 10 mm de longitud y que
presentaron un tallo bien definido fueron individualizados (Figura 10b, c), puesto que se observé
que si eran mds pequeiios se inhibia su crecimiento y frecuentemente se oxidaban; esto coincide
con lo reportado por Kolevska-Pleitikapic”y Buturovic'-Deric’(1995) para Picea omorika. Después
de que los brotes fueron disectados ya no se advirtié la formacion de otros en el mismo explante,
lo que se puede deber a que los centros morfogenéticos que dan origen a los brotes se
desarrollan a partir de una porcidén reducida (poblacién morfogenética) del total de las células
del explante (George,1993). Lo anterior puede atribuirse a varias razones: 1) a que sélo un
numero reducido de células es competente; 2) a que los meristemos que primero se desarrollan
absorben metabolitos y nutrimentos de las células circunvecinas, limitando su capacidad de formar
otros, o 3) a que el desarrollo de nuevos meristemos se inhibe por algunos metabolitos que
liberan aquellos que inicialmente se formaron. Con respecto a lo anterior, seria conveniente
someter nuevamente a los explantes (callos, de los cuales ya fueron disectados los brotes

iniciales), a tratamientos con reguladores de crecimiento para inducir nuevos centros

61



Capitulo Il Regeneracién in vitro de P. macrolepis

meristematicos. Sin embargo, se ha demostrado que la capacidad de las células para regenerar

otros meristemos se reduce considerablemente a lo largo del cultivo (Ellis y Bilderback, 1989).

Al igual que Ellis y Judd (1987) y Ellis y Bilderback (1989), quienes detectaron una tendencia de
la capacidad morfogenética de los cotiledones de acuerdo con su posicion respecto al medio
para Pinus ponderosa, en este trabajo se observé que los cotiledones que se encontraron
directamente expuestos al medio nutritivo presentaron un mayor crecimiento, siendo mas robustos
en comparacién con los que no lo estaban; esto probablemente se deba a que los cotiledones de
las coniferas tienden a competir en respuesta a la induccion organogénica para la formacion de
brotes debido a la exposicion a los reguladores de crecimiento. También es probable que se
hayan establecido distintos gradientes en la absorcion de los componentes del medio de cultivo;
por lo tanto, los que estaban en contacto con el medio tenia mayor cantidad de nutrimentos
disponibles, lo que influyé en una mejor respuesta. Al someter a los embriones a los tratamientos
con reguladores de crecimiento, se formaron de primordios foliares tanto en la superficie en
contacto con el medio nutritivo como en la parte mas alejoda de él, lo cual coincide con lo
encontrado por Garcia-Campusano (1999) en ensayos realizados para la misma especie.

Por otra parte, en los callos donde se dio una proliferacién masiva de brotes, aquellos que no
alcanzaban a desarrollarse tendian a tomar una coloracion amarillenta, oxidarse y necrosarse
(FiguralOe, f, g). Este hecho puede indicar que existe un cierto grado de competencia por
nutrimentos entre los brotes de un mismo explante, y que una fragmentacién del callo en dos 6
tres partes y una individualizacién oportuna de los brotes més avanzados puede favorecer que

un mayor numero de éstos se desarrollen exitosamente.

Los brotes adventicios se formaron sobre la superficie del callo; este hecho coincide con las
observaciones histologicas de diversos autores, quienes senalan que la mayor parte de la
diferenciacién celular necesaria para originar meristemos y consecuentemente brotes ocurren en
las porciones externas del explante (Cheng, 1977; Aitken-Christie et al., 1982; Thorpe y Kumar,
1993).

Asimismo, Cheah y Cheng (1978) y von Arnold y Eriksson (1979) que estudiaron la ontogenia de

los brotes adventicios por medio de cortes histologicos de cotiledones de Picea abies y
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Pseudotsuga menziesii, respectivamente, también describen distintas fases de desarrollo que van

desde la generacion de meristemoides, primordios de brote, brotes adventicios en etapa

temprana y brotes adventicios, lo que también se observé en este trabajo (Fig. 9).

En general, se encontré que generacion de brotes adventicios se dio mediante organogénesis

indirecta, es decir, con el desarrollo de callo a partir del cual se surgieron los brotes adventicios,

que estuvo integrada de cuatro etapas basicas:

1)

2)

3)

4)

Formacién de callo: se presentd entre los 30 y 40 dias (4-5 semanas), lo cual coincide con lo
reportado por Montes-Rivera (1993) para Pseudotsuga menziesii; no obstante, Patel y Berlyn
(1983) sefialan que el callo se inicia a partir del dia 14 de induccién y su desarrollo a los 21

dias.

Formacién de meristemoides: para Pseudotsuga macrolepis, los meristemoides se
evidenciaron entre los 60 y 75 dias; estos tiempos concuerdan con los sehalados para P.
menziesii por Montes-Rivera (1993) quien determiné 63 dias para el desarrollo de
meristemoides. Sin embargo, este lapso de tiempo fue mas largo que el sefialado por Patel y
Berlyn (1983) para Pinus coulteri; Campbell y Durzan (1975) y Yeung ef al. (1981) para
Picea glauca; von Arnold y Eriksson (1985) para P. abies y Lopez-Escamilla (2000) para P.
chihuahuana, quienes sefialan que en un periodo de 21 a 24 dias se inicia la formacién de

meristemoides en las especies forestales que respectivamente estudiaron.

Formacién y desarrollo de primordios de brote: éstos se observaron entre los 75 y 90 dias,
este tiempo fue semejante al encontrado por Montes-Rivera (1993) para P. menziesii, quien
sehaldé un periodo de 12 semanas (84 dias); no sucede lo mismo con las especies sefialadas
en el pdrrafo anterior, en las cuales el periodo de formacién y desarrollo de brotes fue de

30 dias.
Obtencién de brotes adventicios o vastagos: para P. macrolepis, este proceso se obtuvo
después de 90 dias (13 semanas) y en algunos casos hasta 120 dias (17 semanas); el mismo

patrén también fue reportado para P. menziesii (Montes-Rivera, 1993). No ocurrié asi para
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Picea glouca (Compbell y Durzan, 1975; Yeung et al., 1981), Pinus coulteri (Berlyn y Beck
(1980; Patel y Berlyn, 1983), Picea abies (von Arnold y Eriksson, 1985) y Picea chihuchuana
(Lépez-Escamilla, 2000), en donde esta fase se presentd después de la cuarta semana de

cultivo.

Cabe mencionar que el crecimiento de los brotes de Pseudotsuga macrolepis fue asincrénico, es
decir, a diferentes tiempos. Este fendmeno también fue reportado por Schwarz et al. (1991),
quienes mencionan que la elongacion de los brotes de Pinus oocarpa se dio entre la sexta y la

séptima semana y por Lopez-Escamilla (2000) para Picea chihuahuana.

Por otra parte, en cada embrion se formaron de 5 a 9 primordios de brote; no obstante, no
todos se desarrollaron debido probablemente a que se presenté un fenémeno de competencia
entre ellos por el espacio y la asimilacion de los nutrimentos y sélo aquellos que fueron mas aptos
lograron desarrollarse en brotes adventicios. Debido a lo anterior, el nimero de brotes que
lograron individualizarse fue de 1 a 3 por embrién, lo cual coincide con lo reportado por Thorpe
y Biondi (1984) para Pinus radiata. Dichos autores sefalan que inicialmente se formaron de 10 a

30 primordios de brote por embrién pero sélo 2 6 3 de ellos lograban elongarse.

La diferencia entre tiempos para la formacién de callo, meristemoides, primordios foliares y
brotes adventicios para Pseudofsuga macrolepis y para P. menziesii (Montes-Rivera, 1993), en
comparacién con el resto de las coniferas ya estudiadas, puede deberse a las caracteristicas
intraespecificas, a las concentraciones endégenas de reguladores de crecimiento y su balance
interior, las cuales determinan el tiempo y el tipo de respuesta al ser sometida al cultivo in vitro.
Considerando que el presente trabajo y el de Montes Rivera (1993) se realizaron con especies
mexicanas cuyas poblaciones se encuentran restringidas y con escasa regeneracién natural, es
probable que ambas especies enfoquen su energia al mantenimiento de los individuos ya
existentes y no a la produccion de semillas para su propagacién, por lo que es escasa y de muy
baja calidad. Asimismo, la edad de los darboles es determinante en la cantidad y calidad de la
semilla, pues tiende a disminuir conforme el arbol se hace mas viejo; para el caso de los bosques

de Pseudotsuga macrolepis, éstos se encuentran constituidos en su mayoria por arboles maduros.
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Otro factor importante a considerar son los ciclos de produccion de semillas, para el caso de P.
macrolepis cada 5-7 afios se presenta un afio semillero, por lo que es probable que en los afios

en que se recolecté no hayan sido los semilleros.

Para P. macrolepis, el periodo para formacién de brotes adventicios fue mas largo con respecto a
Picea glauca (Campbell y Durzan, 1975; Yeung et al. 1981), Pinus coultery (Berlin y Beck, 1980;
Patel y Berlyn,1983), Picea abies (von Arnold y Eriksson,1985), debido a que en esta especie los
brotes adventicios se obtuvieron mediante organogénesis indirecta, es decir, hubo una fase inicial
de formacién de callo a partir del cual se formaron los primordios de brote, en tanto en los otros

estudios citados este proceso se dio mediante organogénesis directa.

La hipehidratacion se presenté frecuentemente en los callos poco compactos, dandole una
apariencia mucilaginosa; este fenémeno se redujo considerablemente al adicionar un compuesto

antivitrificante® (1g/I Sigma).

Los embriones sin reguladores de crecimiento, mostraron un patrén de desarrollo muy similar a los
que fueron sometidos a los tratamientos con reguladores de crecimiento durante los cinco primeros
dias; no obstante, a partir del séptimo dia comenzaron a elongarse rapidamente, siguiendo un
patréon semejante al de la germinacién. Sin embargo, este no se completé debido a que el
meristemo apical y la radicula se oxidaron. Esto sugiere que las concentraciones endégenas de
hormonas no fueron suficientes para mantener una actividad celular y permitir el desarrollo
normal hasta la formacién de la plantula. Aunado a esto, con la eliminacién del megagametofito
también se perdieron diferentes compuestos (almidones, lipidos, aminodcidos y vitaminas) que el
embrion requiere para su desarrollo, pero también puede ser un reflejo de los bajos indices de

germinacion, lo cual es un hecho que se presenta frecuentemente en Pseudotsuga macrolepis.
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2.9.3.2 EFECTO DE LOS TRATAMIENTOS CON REGULADORES DE CRECIMIENTO EN LA RESPUESTA
MORFOGENETICA DE LOS EMBRIONES.

Los reguladores de crecimiento constituyen uno de los factores principales que intervienen en la
division y diferenciacién celular, asi como en la organogénesis; esto se hizo evidente con la
aplicacion exdgena de tales compuestos para inducir la formacion de callo y brotes. No obstante,
la morfogénensis también estd influenciada por las caracteristicas genotipicas del explante y por
sus condiciones fisioldgicas (Németh, 1986; Ahuja, 1993; Bergmann y Stomp, 1994; Sul y Korban,
1994). Ambos factores pueden jugar un papel importante en el tipo de respuesta de los
embriones, puesto que determinan la sensibilidad del tejido (células) para responder a la
aplicacién de los reguladores de crecimiento (Trewavas, 1981 citado por Firn, 1986; Thorpe y
Kumar, 1993), sensibilidad que reflejo la capacidad de una sustancia a interactuar con un
receptor a nivel celular para producir una respuesta. Entonces, la respuesta morfogenética estara
en funcidn de: 1) el tipo y concentracion del regulador de crecimiento, 2) el receptor y su nimero,
3) la dafinidad del receptor al tipo de regulador, 4) la capacidad del sistema completo a
reaccionar a un gran numero de reguladores y 5) la capacidad del sistema de absorcion del
tejido(Firn, 1986). También es importante considerar las interacciones que se presentan entre los

compuestos aplicados exogenamente con los presentes en el tejido mismo (Minocha, 1987).

Para evaluar el efecto de los reguladores de crecimiento en los cambios morfogenéticos que se
obtuvieron en los embriones, éstos se dividieron en cuatro fases de acuerdo con el grado de
desarrollo: 1) embriones que presentaron algin tipo de respuesta morfogenética (AR) como
cambio de coloracién y/o proliferacion celular, 2) embriones que formaron callo (EC), 3) callos
que dieron lugar a primordios de brotes (EB) via organogénesis indirecta y 4) brotes
individualizados (Bl), se consideraron a aquellos que fueron disectados, que se elongaron, que
presentaron una coloracién verdosa oscura y en general un buen aspecto (vigorosos); susceptibles

de ser enraizados.
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Cuadro 8. Comparaciéon de los semillas recolectadas, cultivadas in vitro y la respuesta
morfogenética de los embriones en las diferentes fases de desarrollo.

Procedencia de las semillas y Embriones con Embriones que Embriones con Brotes
Proce- fo d leccid Respuesta formaron callo Brotes Individualizados
dencia mdkeerhe (AR) (EC) (EB) (B1)
P1 Barranca El Conejo, Terrenate (1994) (o] 0 0 0
P2 Barranca del Rio Zahuapan, Tlaxco (1994) 17 (16.5%) 4(23.5%) 0 0
P3 Barranca del Rio Zahvapan,Tlaxco (1994) 0 0 0 0
P4 Rancho El Pozo, Emiliano Zapata (1995) 38 (39.5%) 1(2.6%) 1 (2.6%) 1
P5 Barranca El Conejo, Terrenate (1993) 73 (25.8%) 44 (60.2%) 25 (34.2%) 14
(arbol seleccionado “J")
P6 | Barranca El Conejo; Terrenate (1993) 60 (41.6%) 31 (51.6%) 7 (11.6%) 0
(arbol seleccionado“K™)
TOTAL 188 (24.6 %) 80(34.5%) 33 (8.1%) 15

Los datos de las cuatro procedencias en donde se obtuvo respuesta morfogenética (denominados
como P2, P4, P5 y P6) no pudieron ser evaluados estadisticamente debido a la escasa respuesta
Y, consecuentemente, a la gran variabilidad que presentaron, por lo que sélo se da una

descripcion de los resultados.

1) Algin tipo de respuesta morfogenética (AR)

De la procedencia 2 solamente 17 embriones (16.5%) sufrieron algin tipo de respuesta (AR),
basicamente en la coloracién y proliferacién celular; en las procedencias 4, 5 y 6, el porcentaje
de respuesta morfogenética aumenté de forma considerable siendo de 38 (39.5%), 73 (25.8%) y

60 (41.6%) embriones respectivamente (Cuadro 8).

Con estos resultados se observé que conforme se fueron realizando las modificaciones el
porcentaje de respuesta también se incrementd, lo que se puede atribuir a las modificaciones que
se fueron realizando en el proceso de desinfeccién y a las condiciones de cultivo que favorecieron

que un mayor nimero de embriones respondiera.
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Debido a la gran variabilidad de respuestas, tanto entre procedencias como entre tratamientos,
no hubo un patrén definido de respuesta con respecto a las concentraciones de reguladores de
crecimiento, sobre todo en la fase de induccién. En la P2 se observé algin tipo de respuesta (AR)
en ocho tratamientos, en tanto que en la P4, se presenté en 17 (Cuadro 9); no obstante, en las
primeras cuatro semanas ocurrié la oxidacién parcial o total del tejido. En la P5 y P6, la
respuesta morfogenética ocurrié en tres direcciones 1) embriones que no presentaron ningin tipo
de respuesta (2/0.5, 0/1, 1/0, 0/0.1, 0.5/0.1, 0.5/0.5, 0/1, 0.5/1 mg/|I de BA/ANA); 2)
embriones que se elongaron y ensancharon debido a la diferenciacion celular, pero que al poco
tiempo se oxidaron totalmente en forma paulatina (5/0.5, 0.5/1, 2/1, 3/1, 5/1, 2/0.1 mg/| de
BA/ANA) y 3) embriones que formaron callo (0.5/0, 1/0, 3/0, 1/0.1, 3/0.1, 1/0.1, 0/0.5,
1/0.5, 3/0.5 mg/I BA/ANA) (Cuadro 9).

En los embriones testigo se observé una germinacion normal; no obstante, al cabo de las dos

primeras semanas se detuvo el desarrollo por lo que no se generé una plantula.

Otro factor importante que limité la respuesta de los embriones en esta fase, en las P4 y P5, fue
su oxidacién, esto se pudo deber a una excesiva hidratacién del tejido, que aunado con la
presencia de altas concentraciones de auxinas y citocininas pudieron causar la degeneracion del

tejido (Cheng, 1977; Kevers et al., 1984).

2) Embriones que formaron callo (EC)
En esta fase, sélo 4 embriones de la P2 respondieron (23.5%), en la P4 se formé un callo (2.6%),

y en las P5 y Pé se originaron 44 (60.2%) y 28 (47.4%) callos respectivamente (Cuadro 8).

En la P2, se obtuvo la formacién de callo en las combinaciones 2/0.1, 0/0.5 y 5/0.5 mg/I de
reguladores de crecimiento (BA/ANA), en tanto que en la P4 sélo en la concentracién de 1/0
mg/l de BA/ANA se logré el desarrollo de tejido indiferenciado. El hecho de que en ambos
ensayos se presentara una escasa respuesta en la formacién de callo posiblemente se debié a
que el proceso de desinfeccién utilizado resulté muy agresivo, y causé la muerte de la mayoeria
de los embriones. De aquellos que resistieron, sélo cinco embriones generaron callo; sin embargo,

cuatro callos de la P2 se oxidaron después del tercer subcultivo y sélo uno de la P4 formé un
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brote (Cuadro 9).

Cuadro 9. Cambios morfogenéticos que presentaron los embriones de diferentes procedencias y

tratamientos con reguladores de crecimiento.
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AR: algin tipo de respuesta, EC: Embriones que formaron callo, EB: Embriones que formaron primordios de brotes, Bl:

Brotes individualizados.
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En la P5, diecisiete tratamientos de se desarrollaron callos; sin embargo, en las combinaciones
0.5/0,1/0,1/0.1/1,3/0.1,5/0.1, 1/0.5, 3/0.5, 1/1mg/| de BA/ANA se presentaron un mayor
nimero de embriones que formaron callo. Con respecto a la Pé, en los tratamientos 5/0, 5/0.1,
3/0.5,5/0.5,3/1 y 5/1 mg/l de BA/ANA) se obtuvieron numerosos callos, sin embargo, en éstos
no se formaron brotes y paulatinamente se oxidaron. Aunque sélo un embrién formé un callo en

cada uno de los tratamientos 0.5/0, 1/0, 3/0, 1/0.1, 3/0.1,0/0.5 y 1/0.5 mg/l de BA/ANA, en

éstos si se obtuvieron brotes adventicios (Cuadro 9).

Como se puede apreciar, no hay una tendencia en cuanto a la formacién de callo con respecto a
los diferentes tratamientos con reguladores de crecimiento a los que fueron sometidos los
embriones, pues se originé callo en algunos tratamientos que carecian de auxinas, asi como en
otros en los que la adicion de auxinas en bajas concentraciones fue necesaria para dar lugar a
tejido indiferenciado. Este hecho pudo deberse a que la presencia de auxinas enddégenas que
contenian los embriones fue suficiente para inducir la formacion de callo en aquellos tratamientos
sin auxinas exégenas (ANA), pero no sucedio lo mismo para los embriones que necesitaron de la

adicién de auxinas para iniciar el proceso.

3) Embriones que formaron brotes (EB) via organogénesis indirecta

En la P4, un embrién sometido a la concentracion 1/0 mg/l de BA/ANA de formé brotes. En la
PS5, veinticinco de ellos (34.2%) desarrollaron numerosos brotes, siendo los tratamientos 1/0,
1/0.1, 3/0.1, 5/0.1, 1/0.5, 3/0.5 y 1/1 mg/I de BA/ANA en donde se originaron més de dos
brotes por embrion (Cuadro 9). En la Pé siete embriones (11.6%) formaron brotes, en los

tratamientos 3/0 y 0/0.5 de BA/ANA se formaron dos y cinco por embrién, respectivamente.

4) Brotes individualizados (Bl)

De todos los brotes generados, sélo uno de la P4 y catorce de la P5 (Cuadro 9) alcanzaron una
talla superior a los 10 mm, por lo que se individualizaron y continuaron su crecimiento hasta
llegar a tener entre 25 y 30 mm de altura, etapa en la cual fueron sometidos a un tratamiento

de enraizamiento.
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Skoog y Miller (1957 citade por Villalobos et al., 1984) y Thorpe et al. (1991) han mencionado
que para inducir los procesos organogénicos es necesaria la adicion de reguladores de
crecimiento, debiendo haber un balance entre las citocininas y las auxinas ya que es determinante
en el patrén de diferenciacién. La respuesta en algunos de los tratamientos utilizados en este
trabajo coincide con lo citado por dichos autores, puesto los brotes adventicios se formaron en
tratamientos que contenian altas concentraciones de citocininas (3 y 5 mg/| de BA) y auxinas en
menor concentracién (0.1 mg/l de ANA); este hecho coincide con lo reportado por Lépez Escamilla
(2000), quien obtuvo los valores més altos de brotes obtenidos en las concentraciones de 2/1,
3/0, 3/1,y 5/0 mg/I de BA/ANA (de 62 hasta 107 brotes adventicios) para Picea chihuahuana.

Sin embargo también se formaron brotes adventicios en bajas concentraciones de BA (Cuadro 9).

Por otra parte, Thorpe (1980 citado por Villalobos et al. 1984) y Biondi y Thorpe (1982 citado
por Villalobos et al.,, 1984) observaron que sélo la citocinina exégena fue suficiente para
promover la formacién de brotes; tal es el caso de Pinus radiata, que con sélo la adicién de BA se
indujo tejido meristemdtico, el cual posteriormente dio lugar a brotes adventicios (Aitken-Christie
et al, 1982). A su vez, Lépez Escamilla (2000) obtuvo un gran nimero de brotes en
concentraciones de 3 y 5 mg/l de BA. En este trabajo se lograron estas estructuras en las
concentraciones 0.5, 1 y 3 mg/l de BA, este hecho se puede deber a que la cantidad de auxinas
aplicadas exégenamente, modificé de tal grado el radio enddégeno auxinas-citocininas que

estimulan esta respuesta morfogenética.

En cuanto al nimero de brotes formados por embrién, Kolevska-Pletikapic” y Buturovic” Deric
(1995) reportaron para Picea omorika un promedio de 4.2 a 9.5 en los tratamientos de BA;
Montes Rivera (1996) sefialé la obtencion de 6 brotes en promedio por embrién para
Pseudotsuga menziesii y Lopez Escamilla (2000) de 1 a 8 brotes individualizados. En el presente
trabajo, aunque hubo una gran variabilidad en cvanto a la respuesta morfogenética, se
obtuvieron de 1 a 5 brotes individualizados por embrién, lo cual se ubica dentro del intervalo de

los autores citados anteriormente.
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De manera general, se puede decir que no se observo una tendencia en los tratamientos con
respecto a la induccién de una respuesta morforgenética en los embriones, en el nimero de
embriones que formaron brotes ni en el nimero de brotes individualizados que pudiera indicar
diferencias claras entre algunos de ellos. Al parecer, existe un intervalo relativamente amplio de
concentraciones de auxinas y citocininas entre las cuales los embriones son capaces de responder.
Sin embargo, por el comportamiento de los embriones testigo se hace evidente que la aplicaciéon
exogena de reguladores de crecimiento es indispensable para dirigir el desarrollo morfogenético
del explante hacia la formacién de estructuras adventicias en sistemas in vitro. Ademds, en este
trabajo se confirmé que factores intrinsecos al explante, como su genotipo y estado fisiologico asi
como las caracteristicas de la planta madre, definen la capacidad del embrién para responder

al estimulo externo asi como el tipo de respuesta inducida.

Adicionalmente, se corroboré que a pesar de que existe una gran variedad de protocolos para
la regeneracién in vifro de Pseudotsuga menziesii, y de otras coniferas, éstos sélo dan pauta para
el establecimiento de una metodologia que permita la micropropagacion de P. macrolepis, puesto
que cada especie y aun cada individuo y lote de semillas tienen requerimientos especificos para

su desarrollo in vitro (George, 1993).

2.9.4 ENRAIZAMIENTO

El enraizamiento espontaneo in vifro en coniferas es muy raro y dificil de obtener comparado con
las angiospermas. Se ha reportado que menos del 5% de aciculares regeneradas in vitro
desarrollaron raices de forma espontanea (Mohammed y Vidaver, 1988). Calixto y Pais (1977)
reportaron la formacion de raices espontdneas en vastagos de Pinus pinaster después de 5 a 6
meses de cultivo en el medio de elongacién sin reguladores de crecimiento. Con base en estos
resultados, se concluye que el enraizamiento in vitro se debe promover con la adicién de auxinas,
contemplando diferentes concentraciones y combinaciones ya sea en pulsos (en diferentes

tiempos de exposicién) o directamente en el medio.
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El objetivo final en esta fase del trabajo fue obtener la formacion de raices en los brotes o
vastagos que se produjeron. Para ello, los quince brotes obtenidos (Cuadro 9) que presentaron
un tallo bien diferenciado, abundantes hojas y alcanzaron una altura de 25 a 30 mm, fueron
sometidos a uno de los cuatro ensayos de enraizamiento (Cuadro 10) permaneciendo durante
cuatro semanas en medio de induccion con los reguladores de crecimiento y posteriormente

subcultivados en medio libre de fitorreguladores.

Cuadro10. Procedencia de los brotes adventicios de Pseudotsuga macrolepis
y tratamientos de enraizamiento a los que fueron sometidos.

. mg/| Tratamiento de

Procedencia BA/ANA No. de brotes ariztmisnto

P4 1/0 1

P5 5/0.1 1 1 mg/l ANA

P5 3/0.5 1

P5 3/0.5 4 0.1 mg/l ANA + 1 mg/I AIB

P5 1/0.1 1

P5 5/0 1

P5 1/0 2 3 mg/l AIB

P5 1/1 4 5mg/1 AIB

En los brotes obtenidos se observé que el tratamiento inductor estimuld su crecimiento longitudinal,
lo cual coincide con el comportamiento mostrado por Pinus canarensis (Martinez-Pulido ef al.,
1994) y Pseudotsuga macrolepis (Garcia Campusano, 1999; Monjards Gonzalez, 2000). También
se hizo evidente el desarrollo plagiotrépico de cuatro brotes, asi como el debilitamiento de la
porcion apical de la mayoria de ellos con el paso del tiempo (cambio de color de verde brillante

a amarillento, deshidratacién, de yemas y hojas circundantes).

En los brotes sometidos a 1 mg/l de ANA, se detecté un callo muy pequefio en la base de los
mismos. Sin embargo, en ningin de los cuatro tratamientos ensayados se observé la formacién de
primordios radiculares. El hecho de que no se generaran raices puede deberse a varios factores,

entre los que destacan: 1) que la concentracion de auxinas no fue apropiada para la induccion
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de raices, es decir, que pudo ser demasiado baja para inducir la desdiferenciacion celular
necesaria para iniciar la formacién de raices, o demasiado alta para el tiempo durante el cual
fue aplicada e inhibié el desarrollo; 2) que el tiempo de exposicion de la auxina fue inadecuado,
es decir, pudo ser muy corto para permitir la absorcion de una cantidad de auxinas que
desencadenara los proceso de enraizamiento, o demasiado largo para que las cantidades
absorbidas se hayan vuelto inhibitorias y 3) que otros factores como el crecimiento de estructuras
alternativas como prolongaciones de traqueidas (Grénroos y von Arnold 1985, 1987) que
inhibieran la formacién normal de raices; un estudio histolégico posiblemente pondria en

evidencia tal situacion.

La necrosis durante el enraizamiento y la aclimatizacion de los brotes es un fenémeno comin para
muchos géneros de coniferas (Bonga y von Aderkas, 1992); en este caso, los brotes se
mantuvieron hasta por 32 semanas, periodo después del cual se inicié la necrosis apical y el
amarillamiento de las hojas hasta que murieron. Existen varias condiciones que pudieron haber
influido en este proceso, tales como el répido crecimiento de los brotes durante las primeras
semanas después del tratamiento inductor; al respecto, Horgan y Aitken-Christie (1981) sefialan
que los vastagos de Pinus radiata en fase de crecimiento rapido presentan tejidos mas suaves y
suculentos, por lo cual son mas susceptibles a no soportar las condiciones del medio enraizador ni
la diseccion de la base del tallo. Aunado a esto, el estrés al que es sometido el vastago es por si
solo un factor que pudiera estar relacionado con la necrosis, ya que se ha documentado que una
de las respuestas de una planta al estrés es la produccion de etileno, asi como fenoles y taninos,
que al acumularse en un ambiente cerrado se vuelven téxicos para la planta provocando la

necrosis del tejido (Bonga y von Aderkas, 1992).
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2.10 CONCLUSIONES

La procedencia de la semilla parece ser de gran importancia en la capacidad de respuesta
morfogenética de la semilla puesto que las condiciones fisiologicas y genéticas de la planta
madre, determinadas por el ambiente, influyen tanto en su viabilidad, asi como en la capacidad
competitiva de los embriones. Este hecho se vio reflejado en que la semilla procedente del Mpio.
de Terrenate que presentd un mayor porcentaje de respuesta morfogenética (25.86-41.66%)

con respecto a la del Mpio. de Tlaxco (16.5%)

El proceso de desinfeccion propuesto por Kyte (1987) no fue adecuado para Pseudotsuga
macrolepis, porque ocasioné la muerte del tejido de un gran nimero de embriones. Las
modificaciones a la metodologia para desinfeccién de la semilla propuestas por Montes-Rivera
(1993) como el aumento de la concentracién de la solucién bactericida y la disminucién de la
concentracién de blanqueador comercial del 30% al 15% (v/v), favorecieron el aumento en el

porcentaje de embriones que presentaron alguin tipo de repuesta morfogenética.

En los megagametofitos no se obtuvo ningun tipo de respuesta morfogenética.

La adicion de reguladores de crecimiento a los medios nutritivos estimulé el desarrollo de
estructuras adventicias en los embriones, puesto que los testigos se desarrollaron de igual forma

que en una germinacién normal, sin que se observara la formacion de brotes.

La implementacion de un periodo de induccidon bajo condiciones de oscuridad ocasiond la

formacién de estructuras adventicias (brotes) por medio de organogénesis indirecta.
Se observé una gran variabilidad en el tipo de respuesta morfogenética de los embriones, lo cual
ademdés del estimulo externo, también estuvo influenciada por las condiciones intrinsecas de los

embriones como son sus caracteristicas genéticas y fisiolégicas.

La formacién de brotes se obtuvo mediante organogénesis indirecta y, aunque no hubo un patrén

definido de respuesta morfogenética con respecto a los tratamientos con diferentes
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concentraciones de reguladores de crecimiento (BA/ANA), es necesaria su aplicacién exégena

para inducir el desarrollo de los brotes.

La formacién y elongacién de brotes adventicios se obtuvo después de tres a cuatro meses de

iniciada la fase de induccién con los reguladores de crecimiento.

La oxidacién fue un factor que limité la respuesta de los embriones, un factor que pudo influir fue

la excesiva hidratacién de tejido que dio como consecuencia su degeneracion.

La fase de enraizamiento sigue siendo una de las mas dificiles de alcanzar, no sélo para P.
macrolepis, sino también para muchas especies forestales. En este trabajo no se logré el
enraizamiento debido a que como el nimero de brotes adventicios obtenidos fue bajo y no
permitié realizar mds experimentos para la induccién de raices. Aunado a lo anterior,
probablemente los brotes no fueron suficientemente vigorosos para lograr sobrevivir durante los

largos periodos que se requieren para el enraizamiento.

Aunque se han establecido diversos protocolos para la regeneracién in vifro de gimnospermas,
particularmente para P. menziesii, éstos no puede aplicarse para la regeneracién de P. macrolepis
debido a que la copacidad de respuesta al cultivo in vitro de cada planta depende de diversos
factores como la edad fisiolégica y su carga genética que se encuentran determinadas por el
hébitat donde se desarrollan (clima, condiciones topograficas y ecolégicas; ademds de las

condiciones fisicas y quimicas empleadas en el cultivo in vitro.

A pesar de que se han hecho varios intentos para lograr la regeneracion in vifro de plantulas
completas de P. macrolepis, ain faltan muchos problemas por resolver para alcanzar resultados
exitosos si se compara con otras coniferas. Sin embargo, dada su situacién actual de especie
amenazada, los resultados del presente trabajote gran relevancia, ya que pueden dar pauta
para el establecimiento de nuevos protocolos de propagacion in vitro encaminados a la obtencién

de plantas y rescate de esta especie.
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CAPITULO IIl. PRUEBAS DE CRECIMIENTO DE CEPAS DE HONGOS ECTOMICORRIZOGENOS
ASOCIADOS CON Pseudotfsuga macrolepis FLOUS EN DIFERENTES CONCENTRACIONES DE
GLUCOSA

3.1 INTRODUCCION

Los bosques de coniferas ocupan vastas extensiones en México; sin embargo, la desertificacion
conjuntamente con los procesos erosivos, se encuentran entre los principales problemas que afectaban
alrededor del 80% del territorio mexicano (Valdés et al., 1983) en la década de los ochentas. Pese
a los esfuerzos gubernamentales y sociales del pais, se estima que, de la superficie forestal original
el 50% ha desaparecido o se ha deteriorado en las vltimas décadas calculandose una tasa de
deforestacién entre 370 000 y 1 500 000 ha/afio (Masera, 1996). Las sucesivas deforestaciones
realizadas desde tiempos inmemoriales, los altos indices de agostadero sobre la vegetacién
existente, asi como las actividades agricolas en suelos inapropiados para este fin y el uso
incontrolado de las escasas reservas hidricas, son algunas de las razones responsables del incremento

de la desertificacion.

Entre los bosques mas afectados por los factores ya mencionados se encuentran los de Pseudotusga
spp-, éstos arboles son de gran interés forestal en nuestro pais, particularmente P. macrolepis. Su
importancia radica en su escasa y dispersa presencia en ciertas regiones de México. Debido a que
tiene un gran potencial desde el punto de vista maderable o como drbol de navidad, esta conifera

se sitia entre las de mayor importancia a nivel mundial (Hermann y Lavender, 1990).

En algunas regiones del pais, los bosques de Pseudotfsuga han sido ignorados, principalmente por lo
pequefio de sus poblaciones. Particularmente para el estado de Tlaxcala, P. macrolepis estd
restringida a localidades que corresponden a las zonas mas surefias de su distribucién;
desafortunadamente estos bosques corren el peligro de ser erradicados debido a que sufren un alto

grado de deforestacion (Acosta-Pérez, 1992).
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Todo lo ya mencionado es indicativo de la importancia de realizar y sistematizar las investigaciones
sobre diferentes aspectos ecolégicos, silvicolas y de propagacién de esta conifera, en particular en

aquellas regiones donde su presencia esté fuertemente amenazada.

Pseudotsuga macrolepis requiere condiciones especiales de sitio para su germinacién y desarrollo, en
virtud de que es una especie de tolerancia intermedia y crecimiento lento. Una alternativa para
poder propagar esta especie es el uso de técnicas de cultivos de tejidos, pues mediante éstas se
puede obtener la propagacién masiva de plantas a partir de una pequeiia seccion de individuo
(Villalobos ef al., 1983). Para que las pléntulas obtenidas mediante estas técnicas tengan mayor
probabilidad de supervivencia en su fase de aclimatizacién y paso a vivero y a campo es necesaria
la asociacién simbidtica, denominada ectomicorriza, que se establece entre sus raices y algunos
hongos; a través de ésta, ambos organismos obtienen beneficios, principalmente de intercambio de

nutrimentos. Esta asociacién sélo se presenta en el 10% de la flora del mundo (Molina et al., 1992a).

Los hongos ayudan al crecimiento de las diferentes coniferas y son indispensables bajo condiciones
naturales (Marx, 1980). Las plantas que presentan abundantes micorrizas son mas activas
fisioldgicamente, por aumentar el drea de absorcién de nutrimentos y agua comparados con plantas

con pocas o sin micorrizas (Marx y Cordell, 1989).

Por otra parte, se ha comprobado que las ectomicorrizas impiden la colonizacién de las raices por
patégenos tales como Phytophthora (Marx y Davey, 1969) a la vez que inducen una mayor
produccion de hormonas que incrementan la actividad fisiolégica de las raices (Ek et 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,

1989).

Por lo anteriormente mencionado, es necesario conocer las cualidades de las especies nativas de
hongos ectomicorrizogenos que existen en las zonas forestales del pais, sobretodo de las que se
asocian con especies en peligro de extincion. De igual forma es importante definir las condiciones de
crecimiento en que pueden reproducirse y su potencial en los programas de reforestacién, ya que

éstas estan mejor adaptadas a las condiciones edaficas, vegetacionales y climaticas de nuestro pais;
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por lo tanto, su uso en la produccién de inoculantes permitird aumentar la probabilidad de éxito en

el establecimiento de los arboles que sean trasplantados en el campo.

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 ellos se puede conocer la capacidad fisiolégica
o bioquimica 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. Ain cuando se han
realizado numerosas descripciones de los cultivos de muchas especies de hongos sapréfitos, son muy

pocas las de hongos ectomicorrizogenos.

3.2 CONCEPTO DE MICORRIZA

La micorriza es la asociaciéon mutualista entre el micelio de un hongo y las raices de una planta y esté
basada en el intercambio nutricional entre ambos, lo cual implica una serie de interacciones celulares

a diferentes niveles (Anderson, 1991).

Este tipo de mutualismo estd extendido en la naturaleza y parece ser el estado normal de los
vegetales, mientras que la condicién no micorrizica parece ser la excepcién (Harley y Smith, 1983).
Mas del 95% de las plantas de todo el mundo establecen algun tipo de micorriza en condiciones

naturales (Honrubia ef al., 1992).

La accién benéfica de la simbiosis micorrizica se refleja en varios sentidos: absorciéon de agua y
nutricién mineral, asi como crecimiento y supervivencia en el campo de las plantas. La micorriza
favorece la captacién de agua y nutrimentos minerales, especialmente fésforo y nitrogeno del suelo,
pero también se ha confirmado que elementos como potasio, calcio, azufre, zinc, cobre, etc. son
absorbidos por las células fungicas y translocados a la planta simbionte (Bowen, 1973). Asimismo la
produccién de fitohormonas (AIB, AlA) por parte de los hongos mejora la estructura del suelo y ofrece

cierta proteccién frente a patégenos (Honrubia et al., 1992).
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33 CLASIFICACION DE LA MICORRIZA

A medida que se amplian los conocimientos sobre la simbiosis micorrizica, se distingue un mayor
nGmero de tipos de micorrizas. Harley y Smith (1983) y Harley y Harley (1987) reconocieron hasta

siete tipos: ectomicorrizas, arbusculares, ectendomicorrizas, arbutoides, ericoides, monotropoides y

orquidaceas (Cuadro 11).

Cuadro 11. Tipos de micorrizas (Fuente: Harley y Harley, 1987)

Tipos de micorriza

Arbuscular Ectomico. | Ectendom. | Arbuotide | Monotrop. | Ericoide mq:’;m
Hongos septados - + + + + + +
Hongos aseptados + (+) . - 2 £ %
Hifas en el interior de las células
corticales + - + + + B +
Presencia de manto fingico - + +6- + + = =
Red de Hartig - + + + + a i
Hifas en forma de tirabuzén
(coils) en el interior de las
células + i + + + + +
Haustorios dicotomicos + - - = - = =
Haustorios no dicotémicos - . - - ., - Ay
Vesiculas en el interior de las +(o no) g - % i a _
células
Hongos simbiontes Glomeromi- Basidiom, Basidi Basidiom. Basidiom Ascomic. Basidiom.

cetos Ascomicet. Ascomicet. (Basidiom)
Zigomicet

Hospederos Briofitos Gimnosp Gimnosper Ericales Monotro- Ericales Orchida-

Pteridéfitos Angiop Angiosp paceae ceae

Gimnosper.

Angiosperm.

Todas las plantas de interés forestal, arbustivo, agricola, horticola y muchas omamentales establecen
alguno de los tipos de simbiosis micorrizica de las mencionadas anteriormente. Sélo algunas familias
botanicamente significativas (cruciferas, chenopoddaceas y ciperdceas) incluyen especies que se han

descrito como no micorrizicas.

A pesar de que un gran nimero de plantas forman algin tipo de micorriza en condiciones naturales,
el 3% de las fanerégamas presentan ectomicorriza, destacando familias de importancia econémica
como Pinaceae, Fagaceae, Betulaceae, Salicaceae, Ulmaceae, Myrtaceae, Tiliaceae, Aceraceae,
Dipterocarpaceae y Rosaceae, por mencionar algunas. Existen plantas ectomicorrizicas obligadas

que pertenecen a los géneros Abies, Carpinus, Fagus, Larix, Picea, Pinus y Quercus, las cuales no se
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desarrollan sin sus respectivos simbiontes; y plantas ectomicorrizicas facultativas tipicas de los géneros
Acer, Alnus, Betula, Corylus, Cupressus, Eucalyptus, Juniperus, Pyrus, Salix y Ulmus, las cuales son
capaces de vivir en ausencia del hongo simbionte o que se asocian en sus primeras etapas con

hongos que forman micorriza arbuscular (Meyer, 1973).

En condiciones naturales, existen hongos simbiontes obligados que son dificiles de aislar y mantener
en cultivos puros, sin embargo, también existen organismos que son fdciles de aislar y que crecen bien
en laboratorio. Este grupo tienen una amplia gama de hospederos y algunos pueden llegar a crecer

saprofiticamente (Jackson y Mason, 1984),

34 BENEFICIOS DE LA SIMBIOSIS MICORRIZICA

Una funcién de gran relevancia de las micorrizas es la de proveer a la planta de resistencia a
condiciones adversas como heladas (Cromer, 1935; Harley, 1940) o sequias (Amaranthus ef al., 1987
a,b). De igual forma, aumenta la superficie de absorcion de las plantas ya que incrementa el nimero
de raices con conexiones de micelio, por lo que ocupan un gran volumen de suelo. Ademds, las raices
que presentan micorriza son menos susceptibles a la infeccion por patégenos radicales como
Phytophthora cinnamomi, Fusarium oxysporum y Rhizoctonia solani (Marx, 1973), debido a los
mecanismos de protecciéon que incluyen barreras fisicas contra la penetracion de dichos patégenos

(Zak y Marx, 1964; Marx y Davey, 1967, 1969).

Por otra parte, el hongo produce hormonas mediante la conversidn del triptofano que se encuentra
en forma exégena a acido indol acético (AlA), lo cual promueve la formacién de raices secundarias,
estimulando su crecimiento y ramificacién (Gay, 1990; Bonga y von Aderkas, 1992); en
compensacion, obtiene los azicares y otros productos de la fotosintesis, principalmente a partir de los
exudados radicales vertidos por la planta en la rizésfera (Marks y Foster, 1973; Jackson y Mason,

1984).
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La ectomicorriza (Figura 11) se distingue facilmente por una trama de células fingicas denominada
manto, que el hongo desarrolla alrededor de las raices secundarias y cortas, y puede ser variable
en cuanto a la forma como cubre a la raiz (Ingleby et al., 1990). Bajo el manto se encuentra una
capa de células de la planta de tonalidad café oscuro llamada capa de taninos, que puede inhibir
el crecimiento de la micorriza o del hongo. El micelio fingico penetra a la raiz entre las células
corticales formando una red de hifas interconectadas denominada Red de Hartig. En esta zona se
establece el contacto con las células de la raiz para llevar a cabo el intercambio de nutrimentos; el
micelio jamas penetra la endodermis ni el interior de las células corticales (Foster y Marks, 1967). En

ocasiones se pueden presentar estructuras como pelos, cistidios y rizomorfos (Marks y Foster, 1973;

itulo lll Pr recimiento

ESTRUCTURA DE LA ECTOMICORRIZA

Jackson y Mason, 1984).

TEJIDO VASCULAR
ENDODERMIS

CELULAS CORTICALES

RED DE HARTIG

MANTO FORMADO POR HIFAS
DEL HONGO

Figura 11. Estructura de una ectomicorriza (Fuente: Jakson y Mason,1984)
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Las raices micorrizadas se reconoce porque tienen apices redondeados y crecimiento limitado. La
morfologia que la raiz adopta puede ser dicotémica, coraloide, cilindrica con constricciones,

tuberculada, etc. (Ingleby et al., 1990).

Las hifas intrarradicales son aseptadas, a pesar de que la mayoria de los hongos ectomicorrizégenos
pertenecen a las subdivisiones Ascomycotina y Basidiomycotina (Amanita, Boletus, Hebeloma,
Lactarius, Paxillus, Russula, Suillus) y por lo tanto su micelio presenta septos mds o menos complejos.
Este hecho se considera como una estrategia del hongo que le permite un mas rapido transporte de
nutrimentos a este nivel intrarradical. El micelio externo se prolonga desde el manto hacia el suelo
rizosférico, se desarrolla de forma expansiva y se aleja de éste en busca de agua y nutrimentos
minerales que incorpora a su citoplasma y que transloca a la planta (Marks y Foster, 1973; Jackson y

Mason, 1984).

3.6 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, 1992). Dicha translocacién 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 nitrégeno y el fosforo son los dos elementos mas importantes en la nutricion fingica, estan
presentes en los habitats naturales en muchas formas como nitratos de amonio y proteinas en el
primer caso, y como fosfatos orgdnicos e inorganicos en el segundo. Ademas, se puede esperar que
el aprovechamiento de las diversas formas influye selectivamente en la presencia de especies
particulares en un habitat. Se argumenta también que los elementos menores como el zinc o el calcio,

pueden ser igual o mas importantes en determinados nichos ecolégicos (Jennings, 1989).

Por otra parte, se ha observado que los metales pesados pueden reducir la colonizacién micorrizica

porque influyen negativamente en el crecimiento de la planta, pero también se tiene evidencia de

83



i Il Pr recimiento HEM

que las ectomicorrizas pueden proteger al hospedero contra altas concentraciones de zinc (Stribley,

1987).

3.7 IMPORTANCIA DEL CARBONO EN EL METABOLISMO DEL HONGO

El carbono ocupa una posicién Unica entre los elementos esenciales de todos los organismos vivos.
Casi la mitad del peso seco de las células fungales consisten de carbono. Protoplasma, enzimas,
pared celular y reservas de nutrimentos almacenados dentro de las células son compuestos de
carbono. Estos son igualmente importantes en la nutricion de los hongos. Los hongos obtienen la
energia por la accién de compuestos orgdnicos. Ademas, constituyen el principal elemento estructural

y juvegan un papel importante desde el punto de vista fisiologico (Miller y Allen, 1992).

Los hongos, como organismos heterétrofos, requieren de una fuente exégena de carbohidratos, la
cual juega un papel importante en la asociacién simbiética que los hongos ectomicorrizégenos
establecen con las plantas (Hacskaylo, 1973). En los primeros intentos para cuantificar el movimiento
del carbono, se ha mencionado que los compuestos producidos durante la fotosintesis son
transportados al manto e hifas extramatricales. Se ha calculado que 15 % de la produccién de las
plantas es consumida por los hongos, sin embargo, en ocasiones las mismas especies de micobiontes
bajo diferentes condiciones fisiologicas inducen el movimiento del carbono, y las mismas especies de

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

En cultivo puro, los hongos ectomicorrizégenos pueden usar una amplia gama de fuentes de carbono
para su desarrollo, desde simples monosacaridos, disacaridos y trisacdridos, hasta carbohidratos
poliméricos mas complejos y Gcidos orgdnicos. Se conoce que el crecimiento dptimo de los hongos
ectomicorrizogenos se obtiene en presencia de hexosas como glucosa, manosa, y fructosa; disacaridos
homogéneos como celobiosa, sacarosa, maltosa, xilosa, araninosa y trealosa, asi como ciertos
glicanos como almidones, pectina y dextrinas (France y Reid, 1983). La glucosa la convierten a

trealosa y glicégeno y la fructosa a manitol (Werner, 1992).
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Se ha demostrado que algunos hongos ectomicorrizégenos que se asocian con especies de Fagus
absorben y asimilan la sacarosa, la glucosa y la fructosa més facilmente con respecto a otras fuentes

de carbono como trealosa y manitol (Lewis y Harley, 19654q, b).

Los hongos ectomicorrizégenos dependen de los arboles para obtener carbohidratos, los cuales son
transferidos al hongo a través de hifas que engloban y penetran intercelularmente a la raiz (Frank,
1885 citado por Hacskaylo, 197 3). También se ha determinado que la relacién del hongo hospedero
en condiciones naturales es muy importante para que se propicie el desarrollo de la fructificacion de
los hongos ectomicorrizégenos. Algunos estudios han demostrado una interependencia entre el hongo
y la planta, fenémeno que se ha verificado en experimentos con drboles de Abies sp., alrededor de
los cuales se colocaron barreras para demostrar que estos hongos no completan su ciclo de vida en

ausencia de la planta (Rommell, 1938 citado por Hacskaylo, 1973).

El D-manitol es el poliol mas comin en los hongos ectomicorrizégenos, ademds de ser una fuente de
carbono y energia; la acumulacién de manitol coadyuva a la resistencia del hongo a la escasez agua
y al estrés por calor, ademés de generar un potencial osmético en el crecimiento de los cuerpos

fructiferos (Wingler et al., 1993).

3.8 ESTUDIOS REALIZADOS CON RELACION A LOS CARBOHIDRATOS INVOLUCRADOS EN LA ASOCIACION
PLANTA-HONGO ECTOMICORRIZOGENO

Para los hongos ectomicorrizégenos, la fuente de carbono es de gran relevancia en el sistema

simbiético y ha sido sujeta de varios estudios; debido a su complejidad, se han abordado de forma

separada a las raices y a los hongos mas que como una unidad fisiolégica. El resultado ha sido un

conjunto de informacién que se ha correlacionado.

En 1885, Frank (citado por Hacskaylo, 1973) sugirié que el hongo ectomicorrizégeno depende de los
carbohidratos producidos por la planta hospedera, los que son captados al hongo a través de las

redes de hifas que envuelven y penetran en las raices.
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A pesar del papel de los carbohidratos en el metabolismo de los hongos ectomicorrizégenos, son
escasos los trabajos que se han enfocado hacia el conocimiento de los diferentes tipos de azicares
que son secretados por las especies forestales y asimilados por los hongos. Bjgrkman (1942 citado
por Hacskaylo, 1973) concluyé que cuando hay deficiencia o altas concentraciones de nutrimentos
disponibles, particularmente nitrégeno, la concentracién de carbohidratos en la planta se reduce. Sin
embargo, una deficiencia moderada, no influye en la asimilaciéon y concentracion de éstos. Lewis y
Harley (1965 citado por Hacskaylo, 1973) evaluaron el movimiento de los azicares en micorrizas
aisladas y concluyeron que el tejido del hospedero tiene principalmente sacarosa, que grades
cantidades de ésta son translocadas al interior del hongo, y se acumulan como manitol, trealosa y
glicégeno. Asimismo, se conoce que el movimiento de los carbohidratos puede ocurrir del hospedero
al hongo o viceversa; sin embargo, las condiciones que dominan la direccion adn no estan claramente

definidas.

Mediante andlisis cromatogréficos, Lister et al., (1968 citado por Hacskaylo, 1973) identificaron
glucosa y arabinosa en exudados de raices de Pinus pseudostrobus. Smith (1969) encontré glucosa,
ramnosa, sacarosa y fructosa en exudados de raices de cinco especies arbéreas y sefialé ademas
que los compuestos de carbono disponibles para el hongo estan en la superficie de la raiz y son
proporcionados a través de los exudados de la planta. Estos compuestos de carbono estdn en

concentraciones suficientes para mantener al hongo durante la colonizacion de las raices receptivas.

Palmer y Hacskaylo (1970) estudiaron la respuesta del micelio de seis especies de hongos
ectomicorrizégenos expuestos a 39 fuentes solubles de carbono y 13 insolubles. Dichos autores
evaluaron la biomasa miceliar expresada en peso seco, y reconocieron que las fuentes de carbono
influyen de forma diferencial en el crecimiento miceliar de las especies de hongos ectomicorrizogenos,
puesto que algunas lo favorecieron e inhibieron el desarrollo en otras. En el caso de la D-glucosa y
D-manosa, éstas incrementaron la biomasa en todos los aislamientos de especies micorrizégenas, en
tanto que el sorbitol y el manitol provocaron lo contrario. Los autores citados concluyeron que los

carbohidratos solubles son mejor asimilados por los hongos ectomicorrizégenos que los insolubles.
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La capacidad de la micorriza y los sistemas hifales asociados para el transporte de material entre
pléntulas de pinos fueron estudiados por Reid (1973), quien enfatizé que el movimiento de los
compuestos de carbono ocurre por tres vias: 1) del sistema de raices micorrizadas a las hifas
externas, 2) de las hifas externas a los sistemas de raices micorrizadas y 3) de un sistema de raices a

otro via hifas de un hongo micorrizégeno mutualista hacia ambos sistemas.

Nylud y Wallander (1989) evaluaron el efecto de la micorriza en el crecimiento de Pinus sylvestris y
el balance de carbono en un sistema de cultivo semihidropoénico. Los autores cultivaron plantulas no
micorrizadas y micorrizadas con cuatro especies de hongos ectomicorrizégenos (Suillus bovinus, S.
variegatus, Llaccaria laccata y Hebeloma crustuliniforme); observaron una gran variacion en su
crecimiento después de la inoculacion con las diferentes especies de hongos, demostrando asi que los
micobiontes influyen substancialmente sobre las proporciones de fotosintatos traslocados del
hospedero para el mantenimiento de la simbiosis. Los andlisis con '“C demostraron que la fotosintesis
fue mejor en plantulas con micorrizas, aunque las concentraciones de N y Mg fueron similares en las
pléntulas inoculadas y las no inoculadas. Aunque la traslocacién del carbono y respiracion fue
altamente variable, ésta fue superior en algunas pléntulas micorrizadas. El tipo de nutricién tampoco
tuvo efecto en el contenido de carbohidratos en brotes y raices de plantulas micorrizadas y no
micorrizadas, pero los tratamientos con auxinas (AIB y AlA) incrementaron las concentraciones de
carbohidrato, aceleraron la traslocacion y respiracion, pero su efecto sobre la fotosintesis fue

variable.

Ineichen y Wiemken (1992) indujeron la sintesis in vifro de la micorriza de Pisolithus tinctorius y Picea
abies, evaluando el tipo y cantidad de azicares (trealosa, arabitol, manitol) que se producian a lo
largo de la formacién de la micorriza. También se midié el crecimiento radial de Pisolithus tinctorius
en diferentes concentraciones de glucosa y extracto de malta (20/3; 7/1; 2/0.3 g/! asi como
700/0.1; 200/30; 70/10; 20/ 3; 7/1mg/| respectivamente) adicionadas en el medio Melin y
Norkans Modificado. En la concentracion de 200 mg/l y 30 mg/| de glucosa y extracto de malta,

respectivamente, se obtuvo el mayor crecimiento radial en menor tiempo.
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Wingler et al. (1993) propusieron dos métodos enzimadticos para la determinacion de manitol, los
cuales pueden ser aplicados a hongos ectomicorrizogenos. Estos métodos estan basados en la
oxidacion de manitol por la manitol deshidrogenasa de Agaricus hortensis y la determinacion
fluorimétrica del NADPH producida en esta reaccion. Estos autores trabajaron con el micelio de
Amanita muscaria y Cenococcum geophilum y la micorriza formada por estos hongos en las raices de
Picea abies; el resultado fue que el contenido de manitol en el ascomicete C. geophilum fue mucho
mas alto que en el basidiomicete Amanita muscaria. Asimismo, encontraron que el manitol es
directamente sintetizado por la manitol deshidrogenasa y no por la manitol-1-fosfato
deshidrogenasa. Esto implica que en esta asociacion simbidtica el hongo toma la fructosa
posiblemente derivada de la sacarosa que es suministrada por el hospedero.

Ba et al. (1994) determinaron los efectos de una excisién total y parcial de los cotiledones en
pléntulas de Afzelia ofricana sobre la formaciéon de la micorriza, al ser inoculadas con hongos
ectomicorrizégenos de etapas tempranas y tardias. Tales autores encontraron que la excision parcial
y total de los cotiledones disminuye dréasticamente el crecimiento de las raices y por consecuencia
disminuye la concentracién de azicar en A. africang, lo que repercute en la capacidad del hongo
micorrizégeno para colonizar a la plantula. También mencionaron que las cepas de etapas
tempranas tienen bajos requerimientos de carbohidratos proporcionados por el sistema radical de la

planta con respecto a las cepas de etapas tardias.

Olsson (1995) evalué la capacidad de traslocacion de nutrimentos minerales y glucosa del micelio
de 62 especies de hongos pertenecientes a diferentes grupos, entre ellos dos micorrizégenos. Lo hizo
por medio del andlisis de los patrones de crecimiento a través de gradientes de carbono (glucosa) y
nutrimentos minerales, cuantificando la biomasa y densidad miceliar mediante andlisis de imagen en
computadora. Identificé tres perfiles de crecimiento: el tipo | en el que se presentaron picos muy altos
en densidades de biomasa hacia el centro de la colonia disminuyendo progresivamente en todas
direcciones lo que indica que no hay traslocacién, sino difusién en cualquier direccién. El tipo Il
caracterizado porque en una mitad de la colonia la densidad de biomasa fue similar entre los
tratamientos con diferentes gradientes y en los testigos (sin gradientes) y progresivamente decrecié

desde el centro; es indicé que hubo una traslocacion activa de carbono (glucosa) o minerales en una
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direccion y una traslocacion difusiva de minerales y carbono en la otra. El tipo Il se caracterizé
porque sobre la colonia completa los perfiles de densidad de biomasa fueron similares a las del
testigo lo que sefiala una traslocacién activa de los nutrimentos en ambas direcciones. Con base en
estos resultados, el autor propone tres tipos de estrategias de supervivencia del micelio de las
dieferentes especies de hongos: 1) explotacion del recurso; 2) explotacion y transmigracion para usar
todos los recursos disponibles en un area; 3) explotacion y transmigracién para buscar mas recursos

en diferentes puntos, y traslocacién de los nutrimentos desde los diferentes puntos.

3.9 ESTUDIOS EN MEXICO SOBRE AISLAMIENTO Y DESARROLLO DE CEPAS DE HONGOS ECTOMICORRIZOGENOS

Para el pais han sido pocos los trabajos que han contemplado aspectos de la fisiologia de hongos
ectomicorrizégenos. Se han realizado aislamientos y caracterizaciones de cepas mexicanas de este
tipo de hongos obtenidos de micorrizas de Abies (Pefia-Cabriales y Valdés, 1974). También se han
obtenido aislamientos a partir de cuerpos fructiferos de hongos ectomicorrizégenos, los cuales han
sido objeto de diferentes estudios: caracterizacién de los micelios (Avilu, 1988; Cruz-Ullog, 1990 y
1991; Pérez-Moreno y Ferrera-Cerrato, 1991), optimizacion del crecimiento de las colonias en
diferentes medios nutritivos (Aquiahuatl et al., 2000); pruebas fisiolégicas (Vazquez-Marrufo et al.,
1998), efecto de la glucosa en el crecimiento de cepas de hongos (Aquiahuatl et al., 1998a), efecto
de la utilizacién de diferentes fuentes de nitrégeno (Aquiahuatl 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).

Para el estado de Tlaxcalg, los trabajos de esta indole son ain mas escasos, se han realizado
estudios acerca del crecimiento de varias cepas nativas de hongos ectomicorrizégenos como Laccaria
bicolor (Cuaxilo, 1991; Santiago-Martinez et al., 2003) y Pisolithus tinctorius (Santiago-Martinez ef
al., 1995) en diferentes medios nutritivos; también se evalué la influencia del pH en el crecimiento de
nueve cepas de hongos ectomicorrizégenos (Vazquez Garcia et al., 2002) y el efecto de compuestos
fungistaticos sobre el crecimiento de algunas cepas de Amanita (Santiago-Martinez et al., 1997) y

Suillus (Santiago-Martinez et al., 2001).
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3.10 JUSTIFICACION

Aunque el estado de Tlaxcala tiene zonas de vegetacion importantes, sufre un alto grado de
deforestacion. Tal es el caso de los bosques de Pseudofsuga macrolepis, localizados en la region de
Tlaxco, Terrenate, Emiliano Zapata y Altzayanca, que estan en riesgo de desaparecer debido a una
explotacién desmesurada. Una alternativa para tratar de recuperar estas areas es implementar
programas de reforestacién con plantulas de P. macrolepis inoculadas con cepas de hongos nativos,
es decir, provenientes de los lugares donde se va a reforestar o zonas aledaiias, ya que éstos

podrian incrementar la supervivencia de las plantulas porque estaran mejor adaptados al sitio.

El conocimiento de los especies de hongos ectomicorrizogenos existentes en los bosques de P.
macrolepis es alin precario, ya que se ignoran las condiciones de crecimiento bajo las cuales pueden
reproducirse, asi como su potencialidad para la produccion de planta empleada en los programas
de reforestacion. Por ello, es necesario validar las cualidades de los hongos nativos y con ello
aumentar la probabilidad de éxito en el establecimiento de las plantaciones forestales. Una forma
de aproximarse a la biologia de estos hongos, es por medio de estudios que revelen sus
necesidades nutricionales al probar su crecimiento en diferentes medios de cultivo; su capacidad de
utilizacién de diversas fuentes de carbono, los pH's a los cuales crecen mejor, la resistencia a
compuestos toxicos y su compatibilidad con algunos hospederos. Con estos resultados se espera
poder hacer recomendaciones acerca del uso y manejo de algunas cepas de hongos

ectomicorrizégenos mexicanos en condiciones de vivero y de campo.

Debido a que el tipo y la concentracion de la fuente de carbono son factores determinantes para el
crecimiento de los hongos ectomicorrizégenos, es de gran importancia tratar de esclarecer cuales son
las concentraciones de glucosa que favorecen el desarrollo éptimo de diferentes cepas de hongos

ectomicorrizégenos provenientes de los bosques de Pseudotsuga macrolepis.
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3.11 OBJETIVO GENERAL

Evaluar la influencia de diferentes concentraciones de glucosa en el crecimiento miceliar de diez

cepas de hongos ectomicorrizogenos provenientes de los bosques de Pseudotsuga macrolepis.

3.11.1 OBJETIVOS PARTICULARES

Recolectar y aislar diferentes cepas de hongos ectomicorrizégenos presentes en los bosques de

Pseudotsuga macrolepis.

Evaluar el efecto de diferentes concentraciones de glucosa sobre la morfologia macro y microscépica

de diez cepas de hongos ectomicorrizégenos.

Evaluar el efecto de las diferentes concentraciones de glucosa sobre la produccién de biomasa,

crecimiento radial y tasa media de crecimiento en diez cepas de hongos ectomicorrizégenos.
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3.12 MATERIALES Y METODOS

3.12.1 RECOLECCION DE MATERIAL BIOLOGICO

Se realizaron salidas quincenales a los bosques de Pseudotsuga macrolepis localizados en los
municipios de Villarreal, Emiliano Zapata y Tlaxco (Cuadro 4, Capitulo ll) durante los meses de mayo
a septiembre del 1994 y 1995, con la finalidad de recolectar cuerpos fructiferos de hongos

ectomicorrizogenos.

3.12.2 AISLAMIENTO Y CULTIVO PURO DE HONGOS ECTOMICORRIZOGENOS

Para el aislamiento del material fingico se seleccionaron los carpéforos preferiblemente inmaduros,
que no presentaron algin daiio mecanico. Para su transporte al laboratorio, los ejemplares fueron

colocados en bolsas de papel encerado.

Los aislamientos se hicieron en condiciones asépticas de acuerdo con el procedimiento descrito por
Molina y Palmer (1982). La zona mas adecuada del tejido para realizar el aislamiento fue la que
estd inmediatamente por encima de himenoforo, extrayendo aproximadamente 4 mm del tejido que
se colocé en cajas Petri con los medios de cultivo Papa-Dextrosa-Agar (PDA) y Biotina-Aneurina-Ac.
Félico (Moser, 1960), se incubaron a una temperatura de 25°C en condiciones de oscuridad. Para el

mantenimiento de las cepas se realizaron subcultivos mensuales a medio fresco.

Una vez que se llevaron a cabo los aislamientos, el resto de los ejemplares se caracterizé con base

en los criterios de Cifuentes et al. (1986) y se herborizaron para su posterior determinacién.

Las cepas se depositaron en el Cepario de Hongos Ectomicorrizégenos del Centro de Investigaciones

en Ciencias Biolégicas de la Universidad Auténoma de Tlaxcala.
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3.12.3 CuLTIVOS EN DIFERENTES CONCENTRACIONES DE GLUCOSA

De las cepas aisladas se seleccionaron ocho del género Suillus y dos de Amanita para realizar las
pruebas en las diferentes concentraciones de glucosa. El micelio crecido durante cuatro semanas fue
cortado en fragmentos de 4-6 mm por lado y transferido a cajas Petri de 100 x 20 mm con el
medio nutritivo BAF con alguna de las siguientes concentraciones de glucosa: 5, 10, 20, 30 y 40 g/I.
En total fueron cinco tratamientos y quince repeticiones para cada tratamiento. Las cajas se
incubaron a una temperatura de 25 °C en condiciones de oscuridad por un periodo de 30 dias para
la evaluacién de algunas variables e crecimiento (tasa medio de crecimiento, biomasa, crecimiento

radial y relacién biomasa/érea).

Se describid el crecimiento de las cepas para cada una de las cinco concentraciones de glucosa
siguiendo con base en los criterios de Pantidou (1961), Nobles (1965) y Pantidou y Groves (1966).
La caracterizacion macroscopica de las cepas consistié en tomar el color del micelio, textura, forma,
margen de la colonia, presencia de exudados, reverso y cambio de color del medio que circunda la
colonia (Agerer, 1986). La caracterizacion microscopica se llevé a cabo mediante cortes radiales de
las colonias y su observacion en microscopia de campo claro, de contraste de fases y de contraste
interferencial de Nomarski. Las estructuras de interés fueron las hifas en lo correspondiente al
diametro, color, grosor de la pared, ornamentacion, tipo de ramificacién, presencia de vesiculas
intercalares, fibulas, cristales, forma de las terminaciones, etc. Los colores fueron caracterizados
mediante la comparaciéon del micelio y el medio con las tablas de colores de Munsell (1975) y
Kormerup y Wanscher (1984), en lo sucesivo se hard referencia a ellas con una nomenclatura

alfanumérica, Mn para la primera y Mt para la segunda.

3.12.4 EVALUACION DE VARIABLES DE CRECIMIENTO

Para la evaluacion de crecimiento de las cepas se consideraron cuatro variables:
1) La tasa media de crecimiento (mm/dia); que se obtuvo con los valores de las mediciones del

diametro de la colonia realizadas cada tercer dia durante 30 dias. Los datos obtenidos se

sometieron a un andlisis de regresion lineal para calcular el valor de la pendiente, que fue
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considerada la tasa media de crecimiento.

2) El crecimiento radial (mm), se determiné al final del ensayo mediante la medicién, con un

vernier, del didmetro de la colonia en cada uno de los tratamientos.

3) La biomasa (mg), se evalué al final del periodo de crecimiento establecido y consistié en el

peso seco del micelio de las colonias en cada uno de los tratamientos.

4) La relacién biomasa/area (mg/mm?2), que se obtuvo del cociente de la biomasa entre el area

de la colonia de cada tratamiento

Estas cuatro variables se analizaron por separado mediante un Andlisis de Varianza de Una Via
por cepa para determinar si hubo diferencias entre las cinco concentraciones de glucosa. Asimismo se
les aplicé la Prueba de Intervalos Miltiples de Tukey para identificar cudles fueron los tratamientos

diferentes, ambos con un nivel de significancia del 95% (Zar, 1994; SAS-JMP4, 2002).
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3.13 RESULTADOS Y DISCUSION

3.13.1 RECOLECCCION Y AISLAMIENTO DEL MATERIAL BIOLOGICO

Se realizé un total de cinco salidas quincenales para la recoleccion de cuerpos fructiferos de
hongos potencialmente ectomicorrizégenos asociados con Pseudotsuga macrolepis Flous. Durante
1994 se recolectaron seis hongos potencialmente ectomicorrizogenos: tres del género Suillus
(GF1852, KL2650 y KL2740), dos de Amanita (SM134 y GF1851) y uno de Hebeloma
(GF1853). En la época lluviosa de 1995, se recolectaron 17 hongos potencialmente
ectomicorrizégenos: ocho pertenecientes al género Suillus (GF1862, GF1863, GF1867, GF1868,
GF1869, GF1882, GF1883 y ME1534), dos hipogeos (GF1884 y ME1537), dos de Amanita
(GF1872, GF1880) y uno de cada uno de los géneros Hebeloma (GF1866), Boletopsis (GF1870),
Xerocomus (GF1871), Inocybe (GF1805) y Russula (GF1876). Todos fueron caracterizados y
herborizados para su posterior identificacion taxonémica. Asimismo, se realizaron sus respectivos
aislamientos, pero debido a que algunos hongos ectomicorrizégenos no logran sobrevivir
Unicamente lograron mantenerse 17 cepas: nueve del género Suillus, cuatro de Amanite, una de
Hebeloma y una de Trappea; a cada uno se le asigné un nimero de registro para ser incluidos
dentro del cepario de hongos ectomicorrizégenos del Laboratorio de Micorrizas del Centro de

Investigaciones en Ciencias Biolégicas de la UAT (Cuadro 12).
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Cuadro 12. Cepas de hongos aislados asociados a P. macrolepis que se mantienen en el Cepario

del CICB, UAT.
No. De Material de .
Taxa : Procedencia
Cepa referencia

Tlax 4 * Amanita barrowsii A.H. SM. Ex Tulloss Santiago Martinez 134 Villarreal
Tlax 41 * A. muscaria (L.) Hook . Galindo Flores 1851 Tlaxco
Tlax 52 A. muscaria var. flavivolvata (Singer) Jenkins Galindo Flores 1872 El Pozo
Tlox 57 A. novinupta Tulloss & Lindgren Galindo Flores 1878 El Pozo
Tlax 58 A. nishidae Tullos Galindo Flores 1880 El Pozo
Tlax 43 A. xylinivolva Tulloss, Ovrevo & Halling Galindo Flores 1858 Villarreal
Tlax 49 | * Svillus glandulosipes Thiers & A.H. Sm. Galindo Flores 1863 El Pozo
Tlax 40 | * S. lakeii (Murrl) A. H. Sm. & Thiers Kong Luz 2740 Villarreal
Tlax 48 | * S. pseudogranulatus (Murrl) A. H. Sm. & Thiers Galindo Flores 1862 El Pozo
Tlax 42 | * S. subaureus (Pk.) Snell Galindo Flores 1852 Tlaxco
Tlox 53 | * S. subaureus (Pk.) Snell Galindo Flores 1883 Tlaxco
Tlax 51 * Suillus sp. Galindo Flores 1869 Tlaxco
Tlax 55 | * Suillus sp. Montoya Esquivel 1534 El Pozo
Tlax 56 Suillus sp. Montoya Esquivel 1537 El Pozo
Tlax 44 | * Suillus sp. Kong Luz 2650 Villarreal
Tlax 50 Hebeloma sp. Galindo Flores 1866 El Pozo
Tlax 54 Trappea darkerii (Zeller) Castellano Galindo Flores 1884 El Pozo

* Cepos seleccionadas para las pruebas de crecimiento en diferentes concentraciones de glucosa.
Identificacién taxondémica realizada por Ortiz Gonzdlez (2000).

3.13.2 PRUEBAS DE CRECIMIENTO DE CEPAS DE HONGOS ECTOMICORRIZOGENOS EN CINCO
CONCENTRACIONES DE GLUCOSA.

De las 17 cepas que se lograron aislar y mantener en cultivo in vitro se seleccionaron ocho

pertenecientes al género Suillus y dos a Amanita para someterlas a las pruebas de crecimiento en

diferentes concentraciones de glucosa (Cuadro 12). De dichas cepas se realizé la caracterizacién

macro y microscopica asi como la evaluacion de biomasa, diametro de la colonia y velocidad

media de crecimiento.

Se seleccioné el género Amanita debido a que es uno de los géneros mas grandes de los
basidiomicetos, cosmopolita con mas de 400 especies descritas para el mundo, algunas de las
cuales son comestibles como A. caesarea, pero también hay especies altamente venenosas como
A. virosa; muchas especies de este género son ectomicorrizégenas que se asocian con varias
especies de coniferas. Una de las especies mds representativos es Amanita muscaria (hongo de la
mosca) puesto que ha sido objeto de estudio en el arte, en la mitologia y desde el punto de vista

cientifico (Yang ef al., 1999).
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También se seleccionaron cepas de Suillus porque es uno de los géneros de hongos
ectomicorrizogenos mas estudiados. El género esta integrado por especies conspicuas, epigeas,
con himenéforo tubular y con gran producciéon de esporocarpos en bosques de coniferas. Las
especies de Suillus tienen una amplia gama de hospederos y su distribuciéon coincide con la
distribucién natural de las pindceas en el hemisferio norte (Dahlberg y Finlay, 1999). En contraste
con muchas especies de hongos ectomicorrizégenos, el micelio de Suillus es facil de cultivar por es
utilizado con frecuencia en estudios sobre fisiologia, sintesis in vifro y de poblaciones; siendo el
cuarto mds estudiado después de Pisolithus, Tuber y Laccaria (Klironomos y Kendrick , 1993;
Dahlberg y Finlay, 1999; WWW.MYCOLT.COM).

3.13.3 CARACTERIZACION MACRO Y MICROSCOPICA DE LAS CEPAS ESTUDIADAS

A continuacion se muestran en cuadros las caracteristicas macro y microscopicas observadas en
cada una de las cepas estudiadas. Cabe sefialar que no se presentaron diferencias morfolégicas
entre las colonias de las cinco concentraciones de glucosa por lo que se da una descripcién

general.
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TLAX 4 Amanita barrowsii A.H.SM. ex Tulloss (Santiago Martinez 134) Figura 12e
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Tlax 41 Amanita muscaria (L.) Hook (Galindo Flores 1851) Figura 12f
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TLAX 49 Suillus glandulosipes Thiers & A.H. Sm. (Galindo Flores 1863) Figura 13d
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Tlax 40 Suillus lakeii (Murrl) A.H. Sm. & Thiers (Kong Luz 2740) Figura 13h

dir?:l::l:v '::?u Margen Superficie Textura Micelio :::;T:: Color Exudados Reverso C:::;;:al
Gris
w Irregular a anaranjado
g finamente Mt: 5B2 en
- fimbriad toda la En el centro de la
0 imbriaca:an Algodonosa superficie a colonia café Café
-4 10 g/l de : Denso, : :
b4 . . sobre el inéculo. Escasos pliegues | veces oscuro Mt:6F8 amari-
Y irregular glucosa, Lisa, plana Atares lad compacta- dial bl I : .
g fostonacide: & erciopelado | | radiales anquecino no cambiando a gris | llento
£ 20 g/| de sobre el agar Mt:5A1, en naranja Mt: 582 | Mt:5E8
glucosa ocasiones en el margen
color café
amarillento
Mt: 5E4
Didmetro Terminacion Pared Densidad Vesiculas
De hifas de la hifa Coler Modolagle | o iuloe dehifas | intercalares | T Pulas Criweilon SAS
Septadas,
& filamentosas
s (0.8-)1.2-3.5(- con
.% 4.3) Hmen la ramificaciones
b concentracién | Redondea-das, - bi y trifurcadas. | Pared : }
4 5g/lde ensanchadas :\mc;srl“en- Sinuosas. Lisas, | delgada " o d: %1%
E glucosa se de N?\:;;; en 10g/lde |raramente |°MPOCAS u.",‘ 2 ne hea
presenté un 2.7-1.1 Jm ’ glucosa se gruesa diémetro
didmetro de presentaron
hasta 5.9 Um hifas
dendriticas




<0l

TLAX 48 Suillus pseudogranulatus (Murrl) A.H.Sm. & Thiers (Galindo Flores 1862) Figura 13¢
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Tlax 42 Suillus subaureus (Pk.) Snell (Galindo Flores 1852) Figura 13b
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TLAX 53 Suillus subaureus (Pk.) Snell (Galindo Flores1883) Figura 13f
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TLAX 51 Suillus sp. (Galindo Flores1869) Figura 13e
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TLAX 55 Suillus sp. (Montoya Esquivel 1534) Figura 13a
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TLAX 44 Suillus sp. (Kong Luz 2650) Figura 13g
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Capitulo lll Pruebas de crecimiento de HEM

Para los hongos filamentosos como los ascomicetos y deuteromicetos, la morfologia macro y
microscopica de las colonias cuando se cultivan in vitro, se ha considerado como un caracter
taxonémico importante. Sin embargo, para el caso de los hongos ectomicorrizégenos, su
clasificacion depende tradicionalmente de los caracteres de los carpéforos sin contemplar la
descripcion morfolégica colonial debido a que ain es limitado el nimero de especies estudiadas

desde este punto de vista (Hutchinson, 1991).

No obstante, el estudio de las caracteristicas morfolégicas de los hongos ectomicorrizégenos
resulta ser de gran relevancia para evaluar las respuestas en estudios fisiologicos pesar de la
gran variabilidad que se ha reportado en este tipo de hongos (Hutchinson, 1991; Santiago-

Martinez, 1992).

En este estudio se observdé que en las dos cepas de Amanita, presentaron una coloracion
blanquecina en toda su superficie con ligeros tonos amarillentos-grisdceos, con un margen de
circular a irregular debido a pequefios Ibulos, en ocasiones margenes lobulado-festoneados o
lobulado-fimbriados. La textura fue aterciopelada, con micelio denso y una superficie plana.
Unicamente la cepa TLAX 41 originé cambio de coloracién en el medio, el cual fue de rosa
violdceo a rosado pdlido. Microscépicamente se presentaron hifas septadas, con fibulas (Figura
12d), hialinas, de pared delgada, con un diagmetro de (0.8-)1.2-3.5(-3.9) ym, siendo menor que
las cepas de Suillus, con ramificaciones bifurcadas, lisas, en ocasiones sinuosas, con algunas
vesiculas intercalares (Figura 12e) con un didgmetro de 3.1-4.3(-5.9) Pm, con hifas con
terminaciones globosas de 3.1-5.1(-7.8) Um. Los resultados obtenidos coinciden con la morfologia
obtenida para varias especies de Amanita por Cruz-Ulloa (1990), Santiago-Martinez (1992) y
Vazquez Garcia et al. (2002).

En las cepas de Suillus, hubo una gran variacién macroscépica en la coloracién, textura y grado
de compactaciéon. Con respecto a la coloracién, todas presentaron tonos que van desde los
amarillos pdlidos a los cafés amarillentos y cafés rosado pélido. En algunas se evidenciaron
zonaciones concéntricas debido a los cambios de coloracién y numerosos pliegues radiales (TLAX
44, TLAX 42, TLAX 48 y TLAX 49, Figura 13), en tanto otras mostraron coloraciones homogéneas
sobre toda su superficie y escasos pliegues radiales (TLAX 40, TLAX 51, TLAX 53 y TLAX 55)
(Figura 13). La forma de la colonia fue de circular a irregular lobulada, con un margen finamente

fimbriado, de superficie plana a ligeramente convexa. La textura se observé de aterciopelada
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Capitulo Ill Pruebas d imiento de HEM

con micelio creciendo muy loxo a algodonosa con micelio muy denso y compacto. Asimismo, en el
medio ocurrieron cambios de coloracién, los cuales fueron de color café amarillento a color café
rojizo en el margen de la colonia, con una gradacién hacia tonos mas claros conforme el margen
se aleja. También se observaron exudados de color amarillento a color café oscuro en algunas de
las cepas. Microscopicamente, las cepas de Suillus presentaron hifas septados, sin fibulas, con
pared generalmente gruesa, color amarillo pdlido, con ramificaciones bifurcadas, sinuosas hasta
tortuosas, a veces con constricciones, con un diGmetro de (1.2-)1.6-3.9(-4.3) Um, con vesiculas
intercalares con un didgmetro de (2.7-) 3.5-6.3(-7.4) Um, en la mayoria de las cepas se
presentaron hifas con terminaciones globosas de 3.1-3.9(-4.4) ym, también se observaron gitulas
e incrustaciones. Caracteristicas macro y microscdpicas similares fueron reportadas por Pantidou
y Groves (1966), Cruz-Ulloa (1990), Santiago-Martinez (1992), Vazquez Garcia et al. (2002) y
Aquichuat! (2003).
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Figura 12. Carpoforos y crecimiento miceliar de las cepas estudiadas a los 30 dias. a. Amanita
muscaria, b. Suillus lakei, c. Suillus sp., d. Micelio de Amanita muscaria mostrando fibulas (f), e. Micelio
de Suillus sp. mostrando incrustaciones (i) y vesiculas intercalares (vi), f. Cepa TLAX 4 (Amanita
barrowsii) creciendo en cinco concentraciones de glucosa, g) Cepa TLAX 41 (Amanita muscaria)
creciendo en cinco concentraciones de glucosa.
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Figura 13. Cepas de Suillus spp. a los treinta dias de crecimiento en diferentes concentraciones de
glucosa. a. TLAXSS (Suillus sp.), b. TLAX 42 (S. subaureus), c. Tlax 48 (S. pseudogranulatus), d. TLAX 49
(S. glandulosipes), e. TLAX 51 (Suillus sp.), f. TLAX 53 (S. subaureus), g. TLAX 44 (Suillus sp.), h. TLAX
40 (S. lakei).
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3.13.4 EVALUACION DE LA TASA MEDIA DE CRECIMIENTO, CRECIMIENTO RADIAL, BIOMASA Y RELACION

BIOMASA /AREA.

CEPAS DE AMANITA

Tasa media de crecimiento

Al comparar los resultados obtenidos en las cinco concentraciones para cada una de las cepas, se
observé que para la cepa TLAX 4 no hubo diferencias estadisticas significativas entre las cinco
concentraciones; para la cepa TLAX 41 el valor més alto se observé en 40 g/l de glucosa, los
valores medios se presentaron en las concentraciones 5, 20 y 30 g/l y el més bajo en 10 g/I de

glucosa (Gréfica 1, Anexo: Cuadro 13).

Crecimiento radial

Con base en los resultados obtenidos con el andlisis de varianza simple y la prueba de intervalos
multiples de Tukey, al comparar las cinco concentraciones de glucosa por cepa se encontré que
para la cepa TLAX 4 no hubo diferencias estadisticas significativas. No obstante para la TLAX 41
el valor mas alto de crecimiento se manifesté en las concentraciones 5 y 40 g/l de glucosa,
aunque esta Oltima no tuvo diferencias estadisticas con los valores obtenidos en las
concentraciones 20 y 30 g/l, los cuales fueron intermedios, y en la concentracion de 10 g/l de

glucosa se alcanzé el valor més bajo (Gréfica 2, Anexo: Tabla 13).

Biomasa

En cuanto a esta variable, al evaluar el efecto de la concentracién para cada una de las cepas,
se encontré que la TLAX 4 no tuvo diferencias estadisticamente significativas entre las cinco
concentraciones. Sin embargo, la cepa TLAX 41 presenté diferencias estadisticas entre los
tratamientos, siendo la concentracién de 40 g/I de glucosa en donde se observé el valor mas alto
con respecto a la concentracién de 5 g/l, que mostré el valor més bajo; en las concentraciones
restantes los valores fueron mdas homogéneos, por lo que no hubo diferencias estadisticamente

significativas, (Gréfica 3, Anexo: Cuadro 14).
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Capitulo Il Pryebas de crecimiento de HEM

Grafica 1. TASA MEDIA DE CRECIMIENTO DE LAS COLONIAS DE DOS CEPAS DE
AMANITA EN CINCO CONCENTRACIONES DE GLUCOSA
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IOTLAX 4 HTLAX 41

Grafica 2. CRECIMIENTO RADIAL DE LAS COLONIAS DE DOS CEPAS DE AMANITA
EN CINCO CONCENTRACIONES DE GLUCOSA
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Gréfica 3. BIOMASA DE LAS COLONIAS DE DOS CEPAS DE AMANITA EN
CINCO CONCENTRACIONES DE GLUCOSA
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Grafica 4. RELACION BIOMASA/AREA DE DOS CEPAS DE AMANITA
EN CINCO CONCENTRACIONES DE GLUCOSA
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Relacién biomasa/darea

Al comparar los valores obtenidos en las cinco concentraciones de la cepa TLAX 4, se determind
que éstas no presentaron diferencias estadisticas. Para la cepa TLAX 41, en la concentracion de
10 g/l de glucosa se obtuvo el valor mas alto estadisticamente significativo con respecto a las
concentraciones 5 y 40 g/l, y en las concentraciones restantes no se presentaron diferencias

significativas (Gréfica 4, Anexo: Cuadro 14).

En general se puede observar que la cepa TLAX 4 presenté los valores mas bajos en la tasa
media de crecimiento, el didmetro final y la biomasa con respecto a la cepa TLAX 41, sin
diferencias estadisticas entre los cinco tratamientos. Sin embargo en la relacién biomasa/area
obtuvo valores mas altos que la cepa TLAX 41, pero sin diferencias entre las cinco

concentraciones.

Contrario a esto, en las cuatro variables de la cepa TLAX 41, se encontraron diferencias
estadisticas, ‘siendo en la concentracién de 40 g/l de glucosa en donde se evidenciaron los
valores mas altos en la tasa media de crecimiento, el crecimiento radial y la biomasa. No
obstante, para la relacion biomasa/area méximo valor se obtuvo en la concentracién 10 g/l de
glucosa, es decir que el micelio crecié6 mas denso. Todo lo anterior es indicativo de que los
requerimientos de carbohidratos son elevados y que pueden estar relacionados con el tipo de

estrategia del hongo, es decir, si forma asociacién micorrizica con arboles juveniles o maduros.

CEPAS DE SUILLUS

Tasa media de crecimiento

Al evaluar el efecto de las concentraciones sobre la tasa media de crecimiento por cepaq, resulté
que las cepas TLAX 40 y 49 no presentaron diferencias estadisticas entre los valores obtenidos en
las cinco concentraciones de glucosa. Para la cepa TLAX 44 los valores mas altos se reunieron en
las concentraciones de 5 y 10 g/l de glucosa; contrario a esto, para la cepa TLAX 48 los valores
mads altos, estadisticamente significativos, se obtuvieron en las concentraciones de 30 y 40 g/l y
para la cepa TLAX 55 en 40 g/l. Asimismo, hubo dos cepas que manifestaron un crecimiento
indistinto a excepcién de concentraciones extremas, tal es el caso de la cepa TLAX 53 que tuvo la
menor tasa de crecimiento en 5 g/l de glucosa y la cepa TLAX 42 que presenté su menor

crecimiento en 40 g/I. Finalmente la cepa TLAX 51 presentd los valores mas altos de crecimiento
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en las concentraciones 10,30 y 40 g/I de glucosa siendo estadisticamente diferentes de 5 y 20

g/l (Gréfica 5, Anexo: Cuadro 15).

Crecimiento radial

Al evaluar el efecto de las concentraciones de glucosa por cepa, la TLAX 49 presentd los valores
mas altos pero sin diferencias estadisticas entre las cinco concentraciones de glucosa. La cepa
TLAX 48 obtuvo sus mdaximos valores de crecimiento radial en las concentraciones 30 y 40 g/l de
glucosa conjuntamente con la cepa TLAX 55 que alcanzé el valor més alto de crecimiento en la
concentracién de 40g / I, siendo estadisticamente significativo con respecto a las concentraciones 5,
10, 20 y 30 g/l de glucosa. La cepa TLAX 44 tuvo los valores maximos de crecimiento en las
concentraciones 5 y 10 g/l de glucosa siendo estadisticamente significativos de las
concentraciones restantes. Asimismo, la cepa TLAX 53 presenté un crecimiento indistinto, a
excepcion de la concentracion en 5 g/l de glucosa, en donde obtuvo su valor més bajo
crecimiento. Finalmente las cepas TLAX 40, TLAX 42 y TLAX 51 mostraron un crecimiento indistinto

en las cinco concentraciones (Grafica 6, Anexo: Cuadrol6).

Biomasa

Al comparar el efecto de las concentraciones por cepa resulté que la TLAX 48 y TLAX 55 tuvieron
sus valores méximos de crecimiento en concentraciones altas de glucosa (30 y 40 g/l), no
habiendo diferencias estadisticas entre el resto de las concentraciones. Las cepas TLAX 51 y TLAX
53 presentaron los valores mas bajos de biomasa en la concentracién de 5 g/l de glucosa, siendo
estadisticamente significativos con respecto a las cuatro concentraciones restantes. La cepa TLAX
44 presenté su mayor biomasa en la concentracién de 10 g/l de glucosa y entre las demds
concentraciones no presentd diferencias estadisticas. Finalmente las cepas TLAX 40, TLAX 42 y
TLAX 49 presentaron un crecimiento indistinto en las cinco concentraciones de glucosa (Grafica 7,

Anexo: Cuadro 17).
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Gréfica 5. TASA MEDIA DE CRECIMIENTO DE LAS COLONIAS DE OCHO CEPAS DE SUILLUS EN CINCO

CONCENTRACIONES DE GLUCOSA
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Grafica 6. CRECIMIENTO RADIAL DE LAS COLONIAS DE OCHO CEPAS DE SUILLUS EN CINCO
CONCENTRACIONES DE GLUCOSA
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Gréfica 7. BIOMASA DE LAS COLONIAS DE OCHO CEPAS DE SUILLUS EN CINCO CONCENTRACIONES DE GLUCOSA
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Gréfica 8. RELACION BIOMASA/AREA (mg/mm?) DE LAS COLONIAS DE OCHO CEPAS DE SUILLUS EN CINCO
CONCENTRACIONES DE GLUCOSA
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Relaciéon biomasa/area

Al evaluar el efecto de la concentracién por cepa reveld que las cepas TLAX 40, TLAX 53 y TLAX

55 no presentaron diferencias estadisticamente significativas entre las cinco concentraciones de

glucosa. Por otra parte, en las cepas restantes (TLAX 42, TLAX 44, TLAX 48, TLAX 49 y TLAX 51),

aunque existieron diferencias estadisticamente significativas entre los tratamientos, no hubo un

patrén definido en cuanto a preferencias de crecimiento en alguna de ellas (Grafica 8, Anexo:

Cuadro 18).

Con los resultados obtenidos en las diferencias en biomasa, crecimiento radial, tasa media de

crecimiento y relacién biomasa/érea, tanto para las cepas de Suillus como las de Amanita,

conforman cuatro grupos.

1)

2)

3)

4)

Cepas que tienen su valores maximos de crecimiento en concentraciones bajas de glucosa;
en este caso se ubicé a la cepa TLAX 44, que registrd sus valores maximos de crecimiento
en las concentraciones de 5 y 10 g/l de glucosa para biomasa, crecimiento radial y tasa
media de crecimiento; aunque para la relacién biomasa/darea no tuvo preferencias hacia

cierta concentracién de glucosa.

Cepas que se desarrollan bien en altas concentraciones de glucosa, como la cepa TLAX 48
que tuvo los valores maximos de crecimiento en las concentraciones 30 y 40 g/l de
glucosa, y la cepa TLAX 55, que aunque en general presenté valores bajos con respecto
a las demas cepas, obtuvo su méximo crecimiento en la concentracion 40 g/I. Sin embargo
para la relacién biomasa/area no se definié un patrén de crecimiento entre las cinco

concentraciones de glucosa.

Cepas que crecen indistintamente en cualquier concentraciéon de glucosa utilizadas, con
excepcion de 5 g/l, como la cepa TLAX 53 que mostré esta forma de crecimiento para la
tasa media de crecimiento, crecimiento radial y biomasa. No obstante, para la relacién

biomasa/érea no hubo diferencias estadisticas entre las cinco concentraciones de glucosa.

Cepas que crecen bien en cualquier concentracion de glucosa como la TLAX 4, TLAX 41,

TLAX 42, TLAX 49, TLAX 40, y TLAX 51.
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Lo anterior es indicativo de que las cepas estudiadas tienen diferentes estrategias de crecimiento,
las cuales estén determinadas por la capacidad que tiene el hongo por explorar, explotar y

optimizar los recursos disponibles en el medio donde se desarrollan.

El hecho de que se observen diferentes requerimientos de glucosa (fuente de carbono) de las

distintas cepas estudiadas se puede explicar considerando dos factores:

I. Las fases sucesionales de los hongos con respecto a la edad de la planta, esta es una de las
interacciones mdés importantes que se da entre las distintas especies de hongos durante el
crecimiento de la planta hospedera (edad). Se basa en la presencia de cuerpos fructiferos de
diferentes especies de-hongos a lo largo del desarrollo de los drboles en condiciones naturales
(Miller, 1983), por lo que se considera que hay hongos que se asocian con drboles maduros y
otros que lo hacen con arboles juveniles, denominandose a este proceso como etapas tardias y
tempranas, respectivamente (Deacon y Fleming, 1992). Algunos autores han observado que la
aparicién de los hongos ectomicorrizogenos en un bosque, se da en secuencias tanto en espacio
como en tiempo durante la conformacion del sistema radical de un arbol (Thomas et al., 1983;
Dighton et al., 1986). Este tipo de estudios sugiere una clara distincion entre hongos
micorrizogenos de etapas tempranas y de etapas tardias. Estos términos estdn en funcion del
tiempo durante el cual aparecen cuerpos fructiferos con relacién a la edad del arbol, sin
embargo, algunos hongos de etapas tempranas no se asocian exclusivamente con arboles jévenes

(Deacon y Fleming, 1992).

Los hongos de etapas tempranas se caracterizan porque los cuerpos fructiferos se desarrollan al
mismo tiempo sus hospederos. Tanto los cuerpos fructiferos y micorrizas se localizan cerca de la
periferia del sistema radical; colonizan a partir de inéculo esporal o micelial adicionado en suelo
no estéril; persisten cuando las plantulas inoculadas asépticamente son trasplantadas al suelo;
tienen una baja demanda de azicar para su crecimiento y colonizacién en condiciones in vitro, y
esta Ultima no se ve afectada por bajos contenidos de fosforo in vitro. Las esporas de estos
hongos germinan en cultivo in vitro sin la necesidad del hospedero o también con la presencia de

las raices de una planta (Deacon y Fleming, 1992).
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Los hongos de etapas tardias, por su parte, se caracterizan porque los cuerpos fructiferos
aparecen cuando los arboles son maduros, las esporas o el micelio no colonizan a la planta
cuando son adicionados al suelo en condiciones ex vifro, también es dificil que persistan cuando
son inoculados a plantulas en condiciones asépticas ya que tienen una alta demanda de azucar

para su crecimiento y colonizacién en ambas condiciones (Deacon y Fleming, 1992).

Con respecto a la capacidad de colonizacion, Ba y colaboradores (1994) sehalaron que las
cepas de etapas tempranas tienen bajos requerimientos de carbohidratos con respecto a las
cepas de etapas tardias, los cuales son proporcionados por el sistema radical de la planta
juvenil. Esto lo corroboraron al evaluar el efecto de una excision total y parcial de los cotiledones
en pléantulas de Afzelia africana sobre la formacién de la micorriza al ser inoculadas con hongos
ectomicorrizégenos de etapas tempranas y tardias de la planta. Tales autores encontraron que la
excision parcial y total de los cotiledones disminuyé dréasticamente el crecimiento de las raices y
consecuentemente disminuyé la concentracion de azicar en A. africana. Esto repercutié en la
capacidad del hongo micorrizégeno para colonizar a la plantula. Asimismo, concluyeron que una
planta en fase juvenil presenta un drea foliar pequefia; consecuentemente, la cantidad de
carbohidratos producidos mediante la fotosintesis es minima, y debido a esto es poca la cantidad
de carbono disponible para el hongo ectomicorrizégeno asociado, por lo que adapta su

crecimiento a estas condiciones.

En este sentido, la dependencia de carbohidratos de los hongos ectomicorrizégenos ha sido
probada por su capacidad para crecer en medios conteniendo fuentes de carbono especificos
que como la glucosa y fructosa (Jennings, 1995). Un ejemplo de ello lo constituye Amanita
muscaria, que no puede hacer uso directo de la sacarosa, mas bien se da un proceso de hidrélisis
del azicar para producir glucosa y fructosa, las cuales son utilizadas por el hongo en diferentes
tiempos (Salzer y Hager, 1991; Chen y Hampp, 1993). También se ha demostrado que la adicién
de glucosa exdégena induce la micorrizaciéon en un gran nimero de especies fingicas (Theodorou

y Reddell, 1991).

Todo lo anterior estd relacionado con las diferentes interacciones que se dan entre los hongos
ectomicorrizogenos y las plantas hospederas. Tales interacciones estan influenciadas por
numerosos factores como el genotipo de los hongos y plantas, edad y vigor de érbol hospedero,

el suelo y las condiciones ambientales, la disponibilidad de inéculos y las actividades metabdlicas
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de la microflora, microfanuna y bacterias que se dan en el suelo, ademas con la interaccién con

otros hongos (Marx y Cordell, 1989).

Al igual que en algunas cepas estudiadas en este trabajo, que mostraron su méaximo crecimiento
en concentraciones bajas de glucosa, Tosh et al. (1993) observaron un mejor crecimiento de tres
cepas de hongos ectomicorrizégenos, Llaccaria proxima, Hebeloma crustiliniforme y Paxillus
involutus en bajas concentraciones de glucosa (0.4 y 4 g/l) al evaluar el efecto de diferentes
concentraciones de este azdcar. Los hongos que crecieron mejor a concentraciones bajas
posiblemente pertenecen a las fases tempranas, es decir, que se asocian con plantas jovenes. En
esta fase, sus requerimientos de carbono son bajos y los carbohidratos estan proporcionados por

plantulas cuya drea foliar es pequeiia, aunado a que su sistema radical es escaso.

En cuanto a las cepas que obtuvieron su valores maximos de crecimiento a concentraciones altas,
probablemente pertenezcan a hongos de fases tardias, es decir, que se asocian con drboles
maduros puesto que sus requerimientos de carbohidratos son mayores y son proporcionados por

dichos arboles (Deacon y Fleming, 1992).

Il. Las diferentes estrategias de crecimiento que tienen los hongos de acuerdo con su capacidad
de adaptacion, exploracién, explotacion y optimizacion de los nutrimentos en un habitat
determinado. Este hecho lo observé Olsson (1995) al evaluar cédmo se lleva a cabo la
translocacién de nutrimentos en 62 cepas de hongos. Posteriormente sefialé que la translocacion
puede ocurrir de forma pasiva o activa y que repercute en los patrones de crecimiento miceliar,
es decir, en la densidad de biomasa (Olsson, 1999). Dicho autor propuso tres tipos de estrategias

de sobrevivencia del micelio:

a) Explotacién del recurso disponible. En este caso la tasa de extensién radial del micelio
es baja, el micelio es denso y las colonias presentan un diGmetro reducido. Aqui se
pueden ubicar a la cepa TLAX 4 del género Amanita y las cepas TLAX 55 y TLAX 40 del
género Suillus que presentaron tasas medias de crecimiento bajas en todas las
concentraciones de glucosa (Gréfica 1 y 5), al igual que el crecimiento radial (Gréfica 2
y 6), aunque los valores de biomasa no fueron bajos debido a su micelio denso y
compacto (Grafica 3 y 7). En cuanto a la relacion biomasa/érea, dichas cepas

presentaron una mayor densidad de biomasa por unidad de drea (mg/mm?2) (Gréfica 4 y
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8).

Trasmigraciéon exploratoria para usar todos los recursos en un area grande. El micelio
se caracteriza ser laxo y tener una tasa de extensién radial alta, sus colonias desarrollan
didmetros grandes. En este caso se ubica la cepa TLAX 41 del género Amanita, la TLAX
49 y TLAX 44 del género Suillus cuyas tasas medias de crecimiento y crecimiento radial
fueron altas en todas las concentraciones (Gréficas 1, 2, 5 y6). La biomasa también tuvo
los valores mas elevados debido a la presencia de micelio compacto y denso, y de
micelio muy laxo (Gréficas 3 y 7). Los valores obtenidos de la relacién biomasa/area
fueron muy heterogéneos ocasionado por las caracteristicas del micelio, por lo cual no se

pudo establecer una relacion entre ambas variables (Graficas 4 y 8).

Trasmigracion exploratoria para buscar mas alla de donde se encuentra el recurso.
Translocando los nutrimentos tomados de diferentes puntos, el micelio se caracteriza por
tener unas tasas de extension radial altas o bajas y presentarse denso o laxo, a veces
formando cordones miceliares (para busqueda y translocacién de nutrimentos), ademas de
tener grandes periodos de vida. En este tipo se ubican las cepas TLAX 42, TLAX 48, TLAX
51 y TLAX 53 que tuvieron tasas medias de crecimiento muy heterogéneas (altas y bajas)
dependiendo de la concentracién de glucosa en la que crecian al igual que el crecimiento
radial, biomasa y relacién biomasa/area (Grafica 5, 6, 7 y 8). Estas cepas se

caracterizaron por presentar tanto micelio denso como laxo en la colonia.

Aquiahuatl (2003) encontré resultados parecidos a los obtenidos en este trabajo con respecto a
la relacién biomasa/drea; dicha autora sefialé que las colonias de textura mds algodonosa
presentaron densidades menores, mientras que los de textura aterciopelada o pegada al medio

tuvieron de mayor densidad.

Estas estrategias de crecimiento también pueden estar relacionadas con las etapas de desarrollo
del hospedero con el cual se asocia. El hecho de que se presentaran cepas de hongos
ectomicorrizégenos que crecieron indistintamente en concentraciones bajas y altas de glucosa, se
puede explicar por su capacidad para adaptase a diferentes condiciones de hdbitat, es decir,
que se pueden desarrollar tanto en condiciones adversas u éptimas, asi como por su facultad de

asociarse tanto con arboles jovenes y arboles maduros. Este mismo hecho lo observd Aquiahuatl
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et al. (1998a) y Aquichuatl (2003), quienes al evaluar tres cepas de Suillus (S. granulatus, S.

tomentosus y S. collinitus) en cinco concentraciones de glucosa (0, 1, 19, 30 y 50 g/I) establecieron

que tales cepas fueron capaces de crecer en un intervalo amplio de concentraciones de glucosa

(10-50 g/I). En ambos casos las cepas tuvieron la capacidad de explorar el medio donde se

desarrollan, ademas de que explotaron y optimizaron los recursos disponibles.

3.14 CONCLUSIONES
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Se recolectaron 23 ejemplares de hongos ectomicorrizogenos que crecen en los bosques de
Pseudotsuga macrolepis, los géneros mejor representados fueron Suillus y Amanita con once y
cuatro ejemplares, respectivamente; aunque también se identificaron ejemplares
pertenecientes a los géneros Hebeloma, Bolefopsis, Xerocomus, Inocybe, Russula y Trappea. Con
respecto a los aislamientos, se obtuvieron 17 cepas, nueve de género Suillus, seis de Amanita,

una de Hebeloma y una de Trappea.

Las caracteristicas macro y microscopicas tanto de las cepas de Amanita como las de Suillus
coinciden con las que ya se han reportado en literatura para cada uno de los géneros. Las
concentraciones de glucosa probadas no tuvieron ningin efecto en la morfologia microscépica
de ambas cepas. En cuanto a caracterizacion macroscopica, se evidencié que en aquellas
concentraciones donde las cepas de Amanita y Suillus presentaron su mayor crecimiento radial
el micelio de la colonia fue més laxo y algodonoso; sin embargo, los demds rasgos

morfolégicos fueron similares.

Las cepas de Amanita y Suillus presentaron cuatro patrones de crecimiento: 1) Cepas que
tienen su valores méaximos de crecimiento en concentraciones bajas de glucosa (TLAX 44 y
TLAX 40 ), 2) Cepas que se desarrollan bien en altas concentraciones de glucosa (TLAX 41,
TLAX 48 y TLAX 55), 3) Cepas que crecen indistintamente en cualquier concentracion con
excepcion de 5 g/l de glucosa (TLAX 42, TLAX 53 y TLAX 51) y 4) Cepas que crecen bien en
cualquier concentracién (TLAX 4 y TLAX 49).
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El hecho de que se observen diferentes requerimientos de glucosa (fuente de carbono) en las
distintas cepas estudiaodas se puede explicar considerando tres factores: 1) las fases
sucesionales de los hongos con respecto a la edad de la planta (etapas tardias y etapas

tempranas), 2) el estado de madurez de la planta y 3) la tasa fotosintética de la planta.

Es posible que los hongos que crecieron mejor en concentraciones bajas, pertenezcan a las
fases tempranas, debido a sus requerimientos de carbono fueron bajos y los carbohidratos
fueron proporcionados por las plantulas cuya drea foliar fue pequefia, y con un escaso

desarrollo del sistema radical.

En cuanto a las cepas que obtuvieron sus valores maximos de crecimiento a concentraciones
altas, probablemente pertenezcan a hongos de fases tardias, es decir, que se asocian con

arboles maduros puesto que sus requerimientos de carbohidratos son mayores.

El hecho de que algunas cepas crecieron indistintamente en concentraciones bajas y altas de
glucosa, se puede explicar por la capacidad que éstas tienen para adaptarse a diferentes
condiciones de habitat, aunado con la facultad para asociarse con drboles en diferentes

fases de desarrollo.

Finalmente, los diferentes tipos de crecimiento tanto de las cepas de Amanita como las de
Suillus, son indicativos de que las cepas estudiadas tienen diferentes estrategios de
crecimiento, las cuales estan determinadas por la capacidad que tienen el hongo por

explorar, explotar y optimizar los recursos disponibles en el medio donde se desarrollan.
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CAPITULO IV. MICORRIZACION DE PLANTULAS DE Pseudotsuga macrolepis FLOUS EN
CONDICIONES DE VIVERO

4.1 INTRODUCCION

En México, las dreas que requieren reforestacién estén severamente erosionadas y el subsuelo
expuesto es compacto, seco, rocoso y de baja fertilidad. Por el contrario, las practicas de vivero
de uso comuin 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, el hongo
es incapaz de sobrevivir y crecer en los sitios severamente perturbados, provocando fracasos en

las reforestaciones (Valdés, 1986).

En el establecimiento de plantaciones forestales se deben considerar practicas que incluyan la
inoculacién con hongos ectomicorrizégenos, ya que se tienen evidencias que demuestran que éstos
mejoran la supervivencia de los drboles (Dodd y Thomson, 1994). En numerosos estudios se ha
observado la capacidad que tienen algunas especies de hongos para colonizar raices y para
mejorar el crecimiento de especies seleccionadas de coniferas tanto en vivero como en campo,
estos estudios se han debido a su importancia econémica, pero también porque han demostrado
su dependencia de los hongos simbiontes (Castellano y Molina, 1989; Castellano y Bougher,
1994; Grove y Malajczuk, 1994). Esta simbiosis tiene potencial para 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 corroborado que el uso de hongos especificos ha mejorado el
rendimiento de plantulas de pino en vivero y en campo en varias partes del mundo, ya que el
desarrollo de la micorriza en el sistema radical de los arboles es esencial para el establecimiento

exitoso de especies arbéreas en dreas desforestadas (Vozzo y Hacskaylo, 1971; Mikola, 1973).

Ademads, el empleo de hongos ectomicorrizégenos para producir plantulas micorrizadas en viveros
forestales es mas accesible que otros sistemas de produccién de drboles debido a la facilidad de
produccién de los hongos, ya que se pueden tener aislamientos a partir de cuerpos fructiferos y
prepararse en cultivos puros; alternativamente, se pueden utilizar esporas o basidiomas como

indculo, principalmente en hongos con fructificacién profusa (Grove y Malajczuk, 1994).
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4.2 AISLAMIENTO Y CULTIVO IN VITRO DE HONGOS ECTOMICORRIZOGENOS

El aislamiento y cultivo puro de estos hongos es parte fundamental de cualquier trabajo de
investigacion sobre ectomicorrizas. Estudios sobre la biologia y fisiologia de las especies fingicas,
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 patégenos, etc., precisan del aislamiento y cultivo de las especies fingicas con las que se

desea trabajar (Torres, 1992).

4.2.1 SELECCION DE HONGOS

El estudio de la simbiosis establecida en las raices de coniferas, especialmente cuando se trata de
mejorar el desarrollo de plantulas tanto en vivero como en el campo es de gran importancia. Por
lo tanto, es necesario conocer la biota fingica que se asocia con una especie forestal
determinada para poder iniciar la seleccion de las especies de hongos mas adecuadas y

plantear un programa efectivo de inoculacién (Torres, 1992).

Un factor primordial en cualquier programa de inoculacion de pléntulas es la seleccion de los
hongos utilizando sus diferencias fisiolégicas y ecolégicas. Ademas, se deben considerar factores
como condiciones extremas del suelo y clima, los antagonistas del suelo incluyendo otros hongos
ectomicorrizégenos, la aplicaciéon de pesticidas y el brusco ajuste fisiolégico de la planta cuando
pasa del vivero (en donde tuvo una buena fertilizacién e irrigacién) al campo (en donde se puede
enfrentar condiciones ambientales adversas y bajar su fertilidad) (Dodd y Thomson, 1994; Marx
y Cordell, 1994).

El inéculo obtenido a partir de micelio de un hongo ha sido recomendado como el mejor material
biolégico para inoculacién (Marx y Kenney, 1982); la seleccién de la cepa del hongo que se va a
uvtilizar debe ser hecha minuciosamente teniendo en cuenta los siguientes criterios: i) la facilidad
de aislamiento; ii) la capacidad de crecimiento en cultivo puro y resistencia a las manipulaciones
a las que se vera sometida en el proceso de inoculacié; iii) la capacidad de formaciéon de
simbiosis con varios hospederos; iv) la adaptacién a las condiciones ecolégicas de la localidad
donde serdn transplantados, asi como su adaptacién a las condiciones existentes en los viveros; v)

la produccion de rizomorfos (debido a que se cree que incrementan la capacidad del hongo de
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absorber agua y nutrimentos) o produccién de esclerocios; vi) la agresividad y competitividad con
otros hongos existentes en los viveros; vii) la capacidad de resistencia a hongos patégenos
especificos y viii) la capacidad de tolerar compuestos toxicos existentes en el suelo (Molina y

Trappe 1984; Alvarez, 1985).

Cuando se reforesta con plantas que dependen de las micorrizas para desarrollarse
correctamente y carecen de ellas, el fracaso es inminente; por lo tanto, es necesario dotarlas de
los hongos simbiontes adecuados, ya que se persigue incrementar su vigor, que se ve reflejado en
la produccién de biomasa vegetal, en el incremento en altura, grosor de los tallos y nimero de
ramificaciones; resultados que son deseables en los procesos de revegetaciéon. En este sentido,
numerosos trabajos en Argentina, Australia, Canadd, Francia, Espafia y Estados Unidos, entre
otros, han evidenciado la importancia de las inoculaciones controladas en vivero con el fin de
mejorar la respuesta de las plantulas en campo (Vozzo y Hacskaylo, 1971; Mikola, 1973;
Theodorou y Bowen, 1973; Trappe, 1977; Dixon et al. 1981; Valdés, 1986; Laiho, 1988; Marx
y Hatchell, 1986; Marx et al., 1991; Honrubia ef al., 1992).

4.3 MICORRIZACION EN LOS VIVEROS

Bokor en 1954 (Marx et al., 1991) usé hongos ecolégica y fisiolégicamente adaptados a los
lugares de trasplante para produccién de planta en los viveros. Con esto se obtuvo una mejora en
el rendimiento del campo; posteriormente los procedimientos fueron refinados por Theodor-ou y
Bowen (1973) y por Vozzo y Hacskaylo (1971). Estas investigaciones demostraron que las
plantulas con ectomicorrizas especificas rebasan el rendimiento en el ;:umpo respecto a las que

tuvieron pocos hongos en el trasplante.

En condiciones de vivero y de campo, la mayoria de las plantas necesitan de la asociacién con los
hongos ectomicorrizégenos, por lo que es primordial optimizar el estado de micorrizacién y
consecuentemente el estado de vigorosidad de las plantas; esto se puede lograr controlando a
los hongos simbiontes de interés con el objetivo de reintroducirlos en zonas determinadas

(Honrubia ef al, 1992).
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En algunos paises, la inoculacién en vivero con hongos ectomicorrizégenos es usada ampliaomente
ya que incrementa la eficiencia de las practicas culturales asi como la higiene por fumigacion o
pasteurizacién (Jasper, 1994); sin embargo, aun existen muchos productores de planta que temen
incorporar hongos a sus cultivos porque los consideran nocivos ya que los relacionan con los que

causan daiios como el “damping-off” (Honrubia et al, 1992).

Se han realizado estudios sobre los efectos de la inoculacién de drboles jovenes con mas de 500
hongos especificos, donde casi la mitad han mostrado tener un efecto positivo a la inoculacién,
aunque, en algunos casos ha resultado lo contrario. Con la inoculacién controlada en vivero se
acortan los tiempos en que se lleva a cabo la colonizacién de las raices, mejorando la
supervivencia y crecimiento de la planta, hecho que es mas favorable en regiones donde el
periodo de establecimiento estd limitado por la sequia de verano o el frio de invierno (Grove y

Malajczuk, 1994).

Los sistemas de vivero estan disefiados generalmente para minimizar espacio, costos de labor y
materiales, ademas de proveer plantas con caracteristicas uniformes y adecuadas para las
plantaciones; asi como de manipular factores como tipo de suelo, pH, contenido de humedad,
fumigaciones y pasteurizaciones, uso de plaguicidas (Marx et al., 1982; Cordell et al., 1991). Por
ello se sugiere seleccionar inoculantes de hongos ectomicorrizégenos que sean efectivos en la
colonizacién, que persistan en las raices, que incrementen el crecimiento de los arboles, que estén
adaptados a condiciones extremas y que sean capaces de soportar los cambios ambientales

desde el paso por el vivero hasta el campo (Dodd y Thomson, 1994; Grove y Malajczuk, 1994).

4.4 TIPOS DE INOCULO Y METODOS DE MICORRIZACION EN VIVERO.

Hay gran flexibilidad para seleccionar el hongo que se va a inocular, el tipo de indculo, la forma
de aplicacién y las condiciones culturales mas adecuadas para la formacién de las ectomicorrizas
y crecimiento de las plantulas; la eleccién depende del grado de sofisticacion de los viveros

(Grove y Malajczuk, 1994).

De acuerdo con Honrubia y et al. (1992), se distinguen tres tipos de inéculo que se basan en la

forma de manipulacién de los hongos ectomicorrizégenos:



1)

2)
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Inéculo bruto o forestal, es decir sin depurar y que corresponde a los propdagulos existentes
en el suelo (micelio, rizomorfos, cordones miceliales, esporas, esclerocios, trozos de raices
micorrizadas, etc.) y del que no se conoce la cantidad y frecuencia/abundancia de las
especies o de los mismos propagulos. Este método es el mas simple y ampliamente usado para
inocular nuevas dreas, 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 con altos costos en su transporte y dafios ecolégicos a la zona de extraccion

(Honrubia et al.,, 1992; Torres, 1992; Marx y Cordell 1994).

El mayor problema que presenta este sistema es 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 inéculo micorrizico introducido son desconocidas y variables

de un aiio al otro, dependiendo del lugar de procedencia del suelo (Honrubia ef al., 1992).

Inéculo miceliar, es producido en laboratorio y consiste de micelio aislado y cultivado en
medios sintéticos. La micorrizacion con inéculo miceliar obtenido en cultivos puros o inoculacion
vegetativa es posiblemente el método mas seguro, carente de riesgo de introduccién de otros
organismos no deseables y 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
manipulacién mds sofisticada. Su utilizacién en los viveros requiere de una adecuacion

tecnolégica de las instalaciones, aunque su productividad es elevada (Honrubia et al., 1992).

El punto de partida es la produccién del inéculo en el laboratorio, que se puede obtener por
aislamiento y cultivo del micelio extraido directamente de los esporocarpos, por la
germinacion de esporas 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 alginato. (Grove y Malajczuk, 1994).

Varios investigadores en diversas partes del mundo han desarrollado procedimientos de
cultivo puro para la produccion de indculo de una gran variedad de hongos,
desafortunadamente, la aplicacion en vivero a gran escala siempre involucra unos cuantos
miles de plantulas, por la produccién de cantidades insuficientes de indculo viable, ya que es

relativamente facil producir un volumen de 30 a 40 litros de inéculo para estudios de
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investigacién, pero es completamente diferente producir material suficiente para

comercializar y/o para inoculaciones a gran escala en viveros (Marx y Cordell, 1994).

3) Inéculo esporal, constituido por esporas maduras. La inoculacién con esporas ha sido
ampliamente utilizada, ya que es relativamente facil de aplicar ya sea mezclandolas con el
suelo antes de la plantacién, en el riego de las camas o en los contenedores; en “pellets” 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).

Este método puede ser aplicado sin mayor problema por los viveristas pues no requiere de
tecnologias sofisticadas sino de conocer las especies fingicas adecuadas (Honrubia ef al.,
1992). El mayor inconveniente es que algunas especies fungicas producen pocos carpéforos,
sus esporas germinan pobremente o presentan baja viabilidad, ademas de que se desconoce
la cantidad de esporas que se requiere y faltan pruebas para determinar su viabilidad

(Grove y Malajczuk, 1994; Marx y Cordell, 1994).

El indculo esporal se prepara facilmente con hongos que producen muchas esporas como los
pertenecientes a los géneros Suillus, Rhizopogon, Pisolithus y Scleroderma. Algunos de ellos se
han probado ofreciendo garantia de su uso durante unos cuantos meses después de su

preparacién (Honrubia ef al., 1992).

La dosis de aplicacion puede variar segin la especie hospedera, pero de manera
generalizada se utiliza un total de 107 esporas por planta, dependiendo del estado de
maduracién de los carpéforos y la viabilidad de las esporas, con lo cual se asegura que éstas

seran capaces de germinar en la rizosfera de las plantulas (Honrubia ef al., 1992).

4.5 ESTADO DE CONOCIMIENTO DEL USO DE LA INOCULACION CON HONGOS ECTOMICORRIZOGENOS

En Estados Unidos de América, los estudios se han realizado principalmente con Pisolithus
tinctorius, sus técnicas de inoculacion han sido desarrolladas para su uso en sistemas de
produccion de pléntulas y su inéculo esta basado en formulaciones comerciales. Desde 1980 se
utilizan las basidiosporas de esta especie, cuyo indculo esporal es recolectado cada afo. Este

procedimiento da un maximo desarrollo de ectomicorrizas para mejorar la supervivencia y
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crecimiento de las plantas (Marx et al., 1991).

También se han utilizado hongos hipogeos con coniferas, donde las especies que produjeron
numerosas micorrizas fueron Rhizopogon vinicolor y R. colossus (Marx et al., 1991). Asimismo, se
ha probado el inéculo vegetativo (miceliar) de once especies de hongos (Amanita muscaria,
Corticium bicolor, Hebeloma cylindrosporum, Lactarius rufus, Paxillus involutus, Rhizopogon roseolus,
Scleroderma sp., Suillus cothurnatus, S. luteus, S. variegatus y Tricholoma albobrunneum) en
diferentes especies de drboles bajo diferentes condiciones experimentales, sin embargo,
solamente unas pocas formulaciones vegetativas de estos hongos se han probado para su

efectividad bajo condiciones operacionales (Marx et al., 1991).

Ademds se ha probado el inéculo esporal de 18 especies de hongos (Hebeloma crustuliniforme,
Rhizopogon colossus, R. luteolus, R. nigrescens, R. roseolus, R. vinicolor, Scleroderma auranteum, S.
dictyosporum, S. flavidum, S. texense, Suillus acidus, S. granulatus, S. grevillei, Tuber aestivum, T.
brumale, T. maculatum, T. magnatum y T. melanosporum), las cuales se han reportado como
formadoras de micorrizas con varias especies de drboles bajo condiciones experimentales (Marx

etal., 1991).

En Francig, la inoculacién tiene dos propédsitos: mejorar el crecimiento de los drboles en las
reforestaciones y mejorar la produccién de hongos comestibles (Le Tacon et al., 1988). Se han
realizado trabajos de inoculacion de Pinus pinaster con Suillus granulatus y Quercus spp. con Tuber
melanosporum o T. uncinatum con el fin de producir trufa. Con este sistema, las trufas se obtienen
en tres 6 cinco afos 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 al., 1991). También se ha producido micelio en fermentadores, el cual es encapsulado en
alginato de calcio con turba en polvo, determindndose que de esta forma estd mejor protegido
para sobrevivir més tiempo y es mas efectivo que la reproduccién en vermiculita (Marx et al.,

1991).

En Canadg, las inoculaciones estan concentradas en especies de Pinus, Picea y Larix, con cepas de
Laccaria laccata, Hebeloma cylindrosporum, Cenococcum geophilum, Telephora ferrestris y Pisolitus

tinctorius, las cuales son reproducidas en medio liquido (Marx et al., 1991).
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Para Filipinas, Marx et al. (1991) menciona que The National Institute of Biotechnology and
Applied Microbiology (BIOTECH) ha elaborado tabletas de arcilla conteniendo basidiosporas de
Pisolithus tinctorius y una especie de Scleroderma; éstas son adicionadas a los contenedores con la

planta y a los tres meses se puede observar la formacién de la micorriza.

En Venezuelq, utilizaron suelo tratado con indculo de Telephora ferrestris para producir plantas
de Pinus caribea. Este hongo también formé micorrizas con plantas de Pinus oocarpa y Eucalyptus

spp- (Marx et al., 1991)

4.5.1 ESTADO DE CONOCIMIENTO SOBRE LA PRODUCCION DE INOCULANTE Y MICORRIZACION DE ESPECIES
FORESTALES EN MEXICO Y TLAXCALA.

En nuestro pais, los ensayos con especies forestales y hongos ectomicorrizégenos son ain escasos
pero han aportado resultados prometedores. En los primeros ensayos confrontaron 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 al.,, 2002). Posteriormente, se trabajé con
varias especies de pinos, con los cuales se probaron diversas especies de - hongos
ectomicorrizogenos nativos como Scleroderma texense y S. aerolatum (Orozco-Garcia, 1991),
Cantharellus cibarius, Lepista nuda, S. verrucosum y Pisolithus tinctorius (Arias y Garza-Ocaiias,
1997a y 1997b); P. tinctorius (Villa, 1998); S. glondulosipes y Rhizopogon sp. (Navarro, 2000), S.
fexense y un indculo mixto (Aguilar et al., 2002); Laccaria sp. P. tinctorius y Rhizopogon sp.
adicionando acido filvico (Cuevas-Rangel y Zamora-Martinez, 2002); P. arhizus y Cenococcum
geophilum (Orozco-Garcia et al,, 2002). Por otro lado, Bdarcenas 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 registré que la planta presentd

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

Por otro lado, se han realizado aislamientos de hongos a partir de micorrizas, en los que se
observado el antagonismo de estos hongos contra algunos patégenos (Pefia-Cabriales y Valdés,
197 4).
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Se ha obtenido la sintesis in vitro y la caracterizacion de las micorrizas producidas de Rhizopogon
sp. (Torres et al., 1997). También se han realizado descripciones de las micorrizas de campo
(Barcenas et al., 1996; Garza et al., 1996; Arias y Garza, 1997a; Burrola et al., 1997; Serrano
etal., 1997).

Por otra parte, se han realizado estudios en plantaciones, en los cuales se describié la morfologia
de algunas micorrizas y se evalué su relacion con el crecimiento de plantas de pino (Lopez-

Olivares y Fierros, 1990; Lépez-Olivares et al., 1990).

Aunque los estudios sobre hongos ectomicorrizégenos han aumentado, ain falta realizar mas
investigaciones en un pais tan diverso como México, tal como lo mencionan Varela y Estrada-
Torres (1997). Aunado a lo anterior, Zamora-Martinez ef al. (2002) mencionan que es necesaria
una normatividad para el uso de inoculantes de hongos ectomicorrizégenos de origen nacional y
de importacion. Esta accion se debe a que en la producciéon de plantas de interés forestal, en la
mayoria de los viveros de México se utiliza suelo extraido de los bosques como fuente de inéculo
para la formacién de micorrizas, lo que propicia fuertes dafios ecolégicos; ademés el uso de

inéculos extranjeros puede alterar la diversidad original por la introduccién de especies exéticas.

Para el estado de Tlaxcala se han realizado varios estudios sobre hongos ectomicorrizégenos. Se
llevé a cabo la caracterizaciéon de micorrizas de campo (Kong-Luz y Santiago-Martinez, 1991).
Se ha obtenido la sintesis in vifro y caracterizacion de las micorrizas producidas con hongos como
Pisolithus tinctorius (Santiago-Martinez et al., 1993); Laccaria bicolor (Santiago-Martinez et al.,
1994) y Suillus spp (Xicohténcatl et al., 1997). Se ha trabajado con especies de pino como Pinus
cembroides, P. montezumae, P. pseudostrobus, induciendo su micorrizacién al inocularlos con
diferentes hongos ectomicorrizégenos nativos como S. glandulosipes y Rhizopogon sp. (Navarro,
2000); Inocybe griseovelata y Suillus tomentosus (Xochitiotzin, 2000); Inocybe dulcamara, |.
griseovelata, S. pseudobrevipes y S. tomentosus (Santiago Martinez, 2002; Mufioz Garcia 2003).
En éstos se han evaluado la supervivencia, crecimiento de la planta (altura, didmetro de la
corona, biomasa aérea y radical) y porcentaje de colonizacién; con lo que se ha demostrado que

la inoculacion favorece la supervivencia y el crecimiento de los drboles en vivero y campo.
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4.6  ESTUDIOS SOBRE ECTOMICORRIZA DEL GENERO Pseudofsuga Y PROBLEMATICA DE P. macrolepis

En otros paises se han realizado numerosos trabajos con Pseudotsuga menziensii contemplando
aspectos de aislamiento y caracterizacion de cepas de hongos ectomicorrizégenos asociados con
este arbol, la sintesis in vitro y la caracterizacion de la micorriza, la influencia de la asociacién
micorrizica sobre la fisiologia de la planta y de las condiciones ambientales y edafolégicas sobre
la micorrizacién. Igualmente, se han desarrollado varios estudios en campo (condiciones naturales)
para evaluar las especies de hongos y tipos de micorrizas que se forman bajo estas condiciones y
cémo influyen sobre la supervivencia de las plantulas. A continuacién se enumeran algunos de los

trabajos més relevantes realizados con P. menziesii :

Trappe (1967) obtuvo la sintesis in vitro de la micorriza de P. menziesii con cuatro especies de
hongos (Hebeloma crustyliniforme, Suillus subolivaceus, Rhizopogon colossus y Astraeus pferidis) de

las cuales describieron detalladamente las caracteristicas morfolégicas y anatémicas.

Zak (1971) realizé la caracterizaciéon de la micorriza de P. menziesii y Rhizopogon vinicolor, para
lo cual aislé y caracterizé macro y microscopicamente los micelios provenientes de ocho
aislamientos diferentes. Posteriormente indujo la sintesis in vitro de la micorriza caracterizéndola y
finalmente realizé pruebas de antagonismo entre las cepas de Rhizopogon vinicolor y algunos
patégenos como Phytophthora cinnamomi, Pythivm debaryanum, P. sylvaticum, P. ultimum, Fusarium

oxysporum f. pinni, Rhizoctonia solani y Macrophomina phaseoli.

Zak y Larsen (1978) realizaron la caracterizacion y clasificaciéon de la micorriza de Pseudotfsuga
menziesii con Byssoporia (Poria) ferrestris vars. lilacinorosea, parksii y sublutea. Cada micorriza fue
macro y microscopicamente definida, incluyendo el micelio circundante y los rizomorfos. Asimismo,
fue caracterizado el micelio de las tres especies crecidas en el medio nutritivo papa dextrosa

agar.

Dosskey et al. (1990) evaluaron el efecto de las ectomicorrizas sobre la tasa fotosintética en
plantulas de Pseudotsuga menziesii, las cuales respondieron de forma diferente. Con Rhizopogon
vinicolor se observé que la mayor tasa fotosintética con respecto a las plantas testigo; sin
embargo, Hebeloma crustyliniforme y Laccaria laccata no tuvieron un efecto significativo. Asimismo,
evaluaron el porcentaje de colonizacién micorrizica de las tres especies de hongos siendo de 36%

para Rhizopogon, 93% para Laccaria y 73% para Hebeloma.
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Dosskey et al. (1991) inocularon pléntulas de P. menziesii con tres especies de hongos
ectomicorrizégenos (Rhizopogon vinicolor, Laccaria laccata y Hebeloma crustyliniforme) para
determinar su efecto en la tasa fotosintética de la planta y en las relaciones de agua al ser

cultivadas en suelos con estrés hidrico.

Massicotte et al.,, (1992) evaluaron aspectos estructurales de la micorriza tuberculada de P.
menziesii, mediante microscopia electrénica, ademas de contemplar algunos aspectos histoquimicos

como la presencia de carbohidratos y proteinas.

Roth y Berch (1992) investigaron la colonizacién micorrizica por hongos nativos en plantulas de P.
menziensii y Tsuga heterophylla en condiciones de campo en dos localidades de Vancouver Island.
Entre sus resultados destaca que el 99% de las plantulas presentaron micorrizacion, con alta
variabilidad en los porcentajes de colonizacién, siendo los tipos de Telephora ferrestris y

Rhizopogon vinicolor los dominantes y el de Cenococcum geophilum el menos comin.

Berch y Roth (1993) estudiaron la persistencia de Rhizopogon vinicolor en plantulas de P.
menziesii preinoculadas y cultivadas en un bosque del Este de Vancouver Island, después de una
estaciéon de crecimiento; asimismo, dichos autores describieron la colonizacién por hongos nativos

como Telephora terrestris, Mycelium racidis atrovirens, Cenococcum geophilum, Tuber sp. y Endogone

sp.

Parladé y Alvarez (1993) evaluaron el efecto de la coinoculacion con cuatro pares de hongos
ectomicorrizégenos en el crecimiento de Pseudofsuga menziesii en condiciones asépticas. Las
combinaciones fueron Pisolithus arhizus+Rhizopogon subareolatus, P. arhizus+R. roseolus, Laccaria
bicolor+P. arhizus y L. bicolor+R. Subareolatus. Se evalué la biomasa y el porcentaje de
colonizacién micorrizica, encontrando que P. arhizus y R. subareolatus favorecieron el incremento
en biomasa y la formacion de raices con respecto a L. bicolor o R. roseolus. Laccaria laccato
presentd los porcentajes de colonizacién mds altos (49-50%), en tanto que P. arhizus y R.

subareolatus tuvieron 20 y 45% de raices colonizadas respectivamente.

Colinas et al. (1994) revisaron las ectomicorrizas y los microorganismos de la rizésfera de
plantulas de P. menziesii cultivadas en un sitio degradado e inoculado con suelo forestal

pretratado con biocidas selectivos. Dichos autores concluyeron que la adicion de suelo forestal no
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tratado incrementé notablemente el nimero de micorrizas, entre las que destacaron las del tipo

Rhizopogon y Telephora, disminuyendo el nimero de bacterias activas presentes en el suelo.

Cdzares y Smith (1996) detectaron la presencia de micorriza arbuscular en plantulas de P.
menziesii y Tsuga heterophylla crecidas en una gran variedad de suelos en Oregon. Describieron
vesiculas, arbuisculos e hifas aseptadas en las células corticales de las raices de plantulas de
ambas especies, siendo de 48% para P. menziesii y del 25% para T. heterophylla. Ademds,
sefialan que la presencia de micorriza arbuscular y de ectomicorriza en la familia Pinaceae es de
gran significado ecolégico y parece estar relacionado con las condiciones de estrés de suelo como

son el establecimiento de pléntulas en suelos calcareos o con deficiencia de nutrimentos.

Perrin et al. (1996) determinaron la capacidad que tienen dos tipos de suelos forestales para
permitir el desarrollo de la asociacién micorrizica, induciendo la micorrizacién entre Laccaria
bicolor y Pinus pinaster o P. menziesii; sus resultados indican que para P. menziesii los porcentajes
de micorrizacién fueron muy variables en funcién del sustrato, siendo los més bajos en suelo
proveniente de los bosques de pino (28-82%) y los mas altos en los suelos de los bosques de

Pseudotsuga (92-98%).

Simard et al. (1997) valoraron la influencia de la erosién del suvelo en la aparicion de
ectomicorrizas en plantulas de P. menziesii cultivadas en un bosque maduro de Betula papyrifera y
P. menziesii, considerando aspectos sobre composicién, riqueza y diversidad de especies de
hongos ectomicorrizégenos y como éstas modifican la tasa fotosintética de la planta. Identificaron
80 morfofipos de ectomicorrizas, entre los que destacaron los de Rhizopogon vinicolor 'y

Telephora sp.

A pesar de que ya existen numerosos trabajos que contemplan algunos aspectos sobre las
micorrizas de Pseudofsuga spp., los trabajos sobre ectomicorriza en México han hecho énfasis en
las especies de pinos debido a su gran importancia desde el punto de vista econémico. Sin
embargo, no han considerado aspectos de conservacion de especies forestales que podrian estar
en riesgo de desaparecer. Tal es el caso de P. macrolepis, especie forestal de la cual no existen

trabajos sobre la asociacion micorrizica.
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4.7  JUSTIFICACION

Debido a la destruccién acelerada de los bosques de Pseudofsuga macrolepis, es necesario
realizar estudios de los organismos que se asocian con esta conifera, en particular de aquéllos
que les proporcionan beneficios, como los hongos mutualistas que favorecen su buena nutricion y

crecimiento.

El conocimiento de las especies de hongos ectomicorrizégenos existentes en los bosques de P.
macrolepis es aun precario, tanto en el dmbito ecolégico como a nivel de laboratorio, pues se
desconocen las condiciones de crecimiento bajo las cuales pueden reproducirse, asi como su
potencial en los programas de reforestacion. Por ello, es necesario conocer las cualidades de los
hongos nativos de los bosques de Pseudotsuga. Aunado a esto, es importante considerar que estos
hongos estan bien adaptados a las condiciones ambientales de las zonas de distribucién natural
de esta conifera, por lo que su uso en la produccion de planta de P. macrolepis en vivero puede

aumentar la probabilidad de éxito de su establecimiento en el campo.

Asi, con el fin de seleccionar los hongos para la elaboracién de inoculantes, es de gran relevancia
conocer la capacidad de formar micorriza de algunas cepas de hongos ectomicorrizégenos con
dicha conifera, asi como evaluar qué tan efectiva resulta la inoculaciéon con respecto a la

supervivencia y crecimiento de la planta.
Por estas razones, se planed hacer un estudio de micorrizacién de P. macrolepis con dos cepas de

hongos ectomicorrizégenos para poder hacer recomendar el uso y manejo de algunos hongos en

vivero y campo que favorezcan la recuperacion de esta especie forestal.
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4.8 OBJETIVO GENERAL

Inducir la micorrizacién de pléantulas de Pseudotsuga macrolepis con dos cepas de hongos

potencialmente ectomicorrizégenos en condiciones de vivero.

4.8.1 OBJETIVOS PARTICULARES

Producir inéculo miceliar de dos cepas de hongos ectomicorrizégenos (Suillus glandulosipes y S.

lakeii).

Confrontar las raices de plantulas de P. macrolepis con cada una de las dos cepas de hongos

ectomicorrizégenos para promover la micorrizacién en condiciones de vivero.

Evaluar los porcentajes de supervivencia y de micorrizacion de las plantulas de P. macrolepis en

condiciones de vivero.
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4.9 MATERIALES Y METODOS

4.9.1 PREPARACION DE INOCULO MICELIAR

De las diez cepas de hongos ectomicorrizégenos que fueron recolectadas en los bosques de P.
macrolepis durante el periodo de 1994-1996, aisladas y sometidas a las pruebas de crecimiento
en diferentes concentraciones de glucosa, se seleccionaron las cepas TLAX 40 y TLAX 49 (Suillus
lakeii KL2740 y Suillus sp. GF1863, respectivamente). La primera debido a que es una especie
que se asocia Unicamente con arboles del género Pseudofsuga y la segunda porque fue una de

las cepas que presenté los mejores resultados de crecimiento para la produccién de micelio.

Para obtener el crecimiento activo de las cepas, se realizaron subcultivos en cajas de Petri
conteniendo el medio nutritivo Biotina-Aneurina-Ac. Félico (BAF) (Moser, 1960) adicionado con
agar (15 g/l) como agente gelificante, donde se cultivaron fragmentos de 5 mm por lado. De las
colonias crecidas en medio sélido, se extrajeron fragmentos de aproximadamente 5 mm de lado,
que fueron sembrados en matraces Erlenmeyer de 125 ml con el medio nutritivo liquido de BAF,
colocandolos en una incubadora de agitacion para obtener la formacion de “pellets” de micelio.
En ambos casos, los dispositivos se incubaron en condiciones de oscuridad a una temperatura de

25 °C durante tres a cuatro semanas (Marx y Bryan, 1975; Miller et al., 1986).

Para la produccién del inoculante se utilizaron frascos lecheros de 1 000 ml con 300 ml de
vermiculita, 33.3 ml de turba y 200 ml de la solucién nutritiva BAF, ajustando a un pH entre 5.5 y
6. Las botellas fueron esterilizadas a 121°C durante 2 h, posteriormente se inoculé el hongo
crecido en medio liquido, incubandolo durante un periodo aproximado de cuatro semanas o hasta
que el micelio cubriera por completo al sustrato. Las condiciones de incubacién fueron las mismas
que se citan en el parrafo anterior (Trappe 1967; Mason, 1980; Duddridge y Read, 1984; Palm
y Steward, 1984; Miller et al.,1986 y Honrubia et al.,1993).
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4.9.2 MICORRIZACION DE Pseudotsuga macrolepis EN CONDICIONES DE VIVERO

Esta fase se realizd en el vivero de la SEMARNAT ubicado en el poblado de San Diego

Xocoyucan, Municipio de Ixtacuixtla, Tlaxcala.

Se obtuvieron plantulas de P. macrolepis por los procedimientos convencionales de los viveros, es
decir, se germinaron las semillas en camas de germinacién que contenian una mezcla de suelo y
vermiculita. Cuando las plantulas tenian de 25-30 dias fueron transplantadas a los envases que
contenian el sustrato con el inéculo. Como sustrato se utilizé suelo forestal que fue cernido y

esterilizado con bromuro de metilo.

Se realizé un disefio en bloques al azar contemplando tres tratamientos: 1) plantulas inoculadas
con la cepa de Suillus lakeii (TLAX 40), 2) pléntulas inoculadas con la cepa de Suillus glandulosipes
(TLAX 49) y 3) un grupo testigo sin indculo. Se consideraron 100 plantulas para cada tratamiento

por bloque con tres réplicas cada uno.

Para inducir la formacién de la micorriza se mezclaron 25 ml del inéculo miceliar de cada una de
las dos cepas de hongos ectomicorrizogenos pertenecientes al género Suillus con el sustrato para

llenar los envases de polietileno negro sin fondo (10x30 cm).

Con respecto al manejo en vivero, las unidades experimentales estuvieron sujetas a las labores
normales de deshierbe. Las plantulas no se movieron hasta el término del experimento (12 meses).
Se aplicaron riegos cada tercer dia con regadera de chorro suave al volumen que rutinariamente

aplican los viveristas.

4.9.3 EVALUACION DE VARIABLES

Para conocer el efecto de las dos cepas se realizaron evaluaciones trimestrales del porcentaje de
supervivencia, altura y diametro basal de todas las pldntulas del experimento durante un afio. El
porcentaje de colonizacion micorrizica y la biomasa de la parte aérea también se registraron

trimestralmente, por el mismo periodo, a razén de cinco plantulas por cada unidad experimental.
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Para determinar si hubo diferencias en cuanto a la alturg, el diGmetro y la biomasa aérea entre
los tres tratamientos se realizé un Andlisis de Varianza de una Via y para discriminar las medias
estadisticamente significativas se aplicé la prueba de intervalos miltiples de Tukey (p<0.05). La
sobrevivencia y el porcentaje de micorrizacion analizaron mediante la X2 mediante tablas de

contigencia 2x2 (p<0.05) (Zar, 1984; SAS Institute, 2001).
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4.10 RESULTADOS Y DISCUSION

4.10.1 SUPERVIVENCIA

Esta variable permite conocer el comportamiento de las plantulas de acverdo con ciertas
condiciones, es decir, la accién conjunta de factores bidticos y abidticos; proporciona informacion
muy general, ya que Unicamente indica el nimero de individuos vivos por ftratamiento a
determinados periodos, pero no considera las caracteristicas morfolégicas de las plantulas
(altura, diémetro de la corona y del sistema radical, biomasa de la parte aérea y radical, vigor,
arquitectura de la raiz y del tallo, relacién parte aérea y raiz, indice de esbeltez y el indice de
calidad de Dixon etc.) que darian mds informacién acerca de su desarrollo (Pefuvelas y Ocaiiq,

1995; Birchler et al., 1998; Cano Pineda y Cetina Alcala, 2004).

La supervivencia se evalud trimestralmente por un afio. Durante el primer trimestre, los valores
oscilaron entre 90.32 y el 93.15%; a los seis meses los valores obtenidos variaron entre 80 y el
88% y a los nueve meses los porcentajes fueron de 74 y el 84%. A los doce meses, la
supervivencia fluctud entre el 67 y el 80% (Grdfica 9, Anexo: Cuadro 18). Aunque las plantulas
no inoculadas presentaron un porcentaje de supervivencia ligeramente mas alto con respecto a
las plantulas inoculadas. Al someter los resultados al andlisis estadistico, se observé que no hubo
diferencias significativas en los porcentajes obtenidos entre las plantulas inoculadas con
cualquiera de las dos cepas de hongos ectomicorrizégenos y las plantulas testigo a lo largo del

experimento (Gréfica 9, Anexo: Cuadro 19).

El hecho de que no se presentaran diferencias entre las plantas inoculadas y las no inoculadas no
implica que la micorriza no sea efectiva, pues ademds de considerar esta variable, es importante
contemplar otras como el porcentaje de colonizacion y el crecimiento de la planta, debido a que
el conjunto de éstas proporcionan mas informacion sobre la efectividad e infectividad de las
cepas de hongos ectomicorrizégenos. Sin embargo, el efecto de la inoculacion se podria
evidenciar cuando las plantulas inoculadas y las no inoculadas se transplanten a condiciones de
campo, ya que por literatura se sabe que la asociaciéon micorrizica favorece el establecimiento y
el desarrollo de las plantas en sus fases iniciales (Vozzo y Hacskaylo, 1971; Castellano y Molina,

1989; Grove y Malajczuk, 1994; Dodd y Thompson, 1994).
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4.10.2 ALTURA, DIAMETRO DE LA CORONA Y BIOMASA AEREA DE PLANTULAS DE P. MACROLEPIS

Como se mencioné anteriormente, el desarrollo de una planta es la respuesta fisiolégica de la
misma a las condiciones ambientales y prdacticas culturales a las que es sometida, y se manifiesta
en sus caracteristicas morfologicas. Existe un gran nimero de caracteristicas que se pueden
evaluar, sin embargo, se deben elegir aquéllas que proporcionen mayor informacién y que sean
de medicién més sencilla. Las mas comunes son: a) la altura, que proporciona informacién del
area fotosintetica y de transpiraciéon pero que ignora la arquitectura del tallo y ramificaciones; b)
el diametro foliar de la planta, que da una aproximacién del area fotosintetica, la cual es
responsable del incremento en biomasa y c) la biomasa que es la cantidad de materia viva que

el organismo posee y que va acumulando a lo largo del tiempo (Birchler et al., 1998).

Altura de las plantulas

Con respecto a esta variable, los valores més altos al tercer y sexto mes (5.63 y 9.92 cm
respectivamente) se presentaron en las plantulas inoculadas con la cepa TLAX 40, estableciendo
diferencias estadisticamente significativas entre los valores observados en las plantulas inoculadas
con la cepa TLAX 49 y las plantulas sin inocular (Grafica 10, Anexo: Cuadro 18). Al noveno mes,
los datos mas altos se dieron en las plantulas inoculadas con la cepa TLAX 40, los intermedios en
la cepa TLAX 49 y los mds bajos en las plantas testigo, presentdndose diferencias estadisticas
entre los tres tratamientos (Gréafica 10, Anexo: Cuadro 18). Finalmente, en el 12° mes las plantas
micorrizadas con la cepa TLAX 40 y la cepa TLAX 49 presentaron valores promedio de altura de
14.83 y 12.59 cm, respectivamente, sin diferencias estadisticas entre ambos tratamientos; pero si
con las plantas no inoculadas que presentaron los valores mas bajos (Gréfica 10, Anexo: Cuadro

19).

Diéametro de la corona foliar

Al evaluar esta variable se detecté que para el tercer mes los valores fluctuaron entre 2.26 y
2.60 cm y para el sexto mes entre 2.48 y 2.96 cm, sin existieran diferencias estadisticamente
significativas entre las plantas inoculadas y las no inoculadas (Gréfica 11, Anexo: Cuadro 19).
Para el noveno mes, las plantulas testigo presentaron los valores més altos (3.68 c¢m), pero no

fueron estadisticamente diferentes de los valores obtenidos en las plantulas inoculadas con la
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Grafica 9. Porcentaje de sobrevivencia de plantulas de P. macrolepis no
inoculadas e inoculadas con dos cepas de hongos micorrizégenos
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Gréfica 10. Altura de plantulas de P. macrolepis no inoculadas e inoculadas con dos
cepas de hongos micorrizégenos
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Gréfica 11. Diametro (cm)gle plantulas de P. macrolepis no inoculadas e
inoculadas con dogcepas de hongos micorrizégenos
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letras iguales por trimestres no hay diferencias estadisticamente significativas, ©=0.5, error estandar
Promedio de 45 plantulas para altura y digmetro, TLAX 40: Suillus lakeii, TLAX 49: S. glandulosipes
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Grafica 12. Biomasa aérea (mg) de plantulas de P. macrolepis no inoculadas e
inoculadas con dos cepas de hongos micorrizogenos
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Gréfica 13 . Porcentaje de colonizacién micorrizica de plantulas de P.
macrolepis no inoculadas e inoculadas con dos cepas de hongos

micorrizégenos.
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letras iguales por trimestre no hay diferencias estadisticamente significativas, ©=0.5, error estandar
Promedio de 45 plantulas para altura y diémetro
e TLAX 40: Suillus lakeiii, TLAX 49: S. glandulosipes
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cepa TLAX 40; la cepa TLAX 49 presentd los valores mas bajos (2.97 cm) siendo diferentes
estadisticamente de los valores observados en las plantulas inoculadas con la cepa TLAX 40 y las

no inoculadas. Este mismo hecho se observé al 12° mes (Gréfica 11, Anexo: Cuadro 19).

Biomasa aérea

Con relacién a esta variable, no se observaron diferencias estadisticamente significativas entre
los valores obtenidos al tercer y sexto mes en las plantulas inoculadas con alguna de las dos
cepas y con las no inoculadas (Gréfica 12, Anexo: Cuadro 19). Al noveno mes, los valores
obtenidos en las pléntulas inoculadas con ambas cepas fueron mayores y estadisticamente
diferentes con respecto a los valores de las plantulas testigo (91.8 mg), pero entre si (134.6 y
186.6 mg) (Gréfica 12, Anexo: Cuadro 19). Al 12° mes los valores de biomasa obtenidos se
comportaron de la misma forma que en el noveno mes, es decir, los valores mas altos se
obtuvieron en las plantas inoculadas con las cepas TLAX 40 y TLAX 49, sin que existieran
diferencias estadisticas entre ellas (231.2 y 304.8 mg, respectivamente), y los valores mas bajos
se presentaron en las plantulas no inoculadas (110.0 mg), siendo estadisticamente diferentes con

respecto a las no inoculadas (Gréfica 12, Anexo: Cuadro 20).

De acuerdo con los valores obtenidos en la altura, el diGmetro de la corona foliar y la biomasa
aéreq, se puede establecer que la inoculacion con las cepas de hongos ectomicorrizégenos
favorecié el desarrollo de las pléantulas de Pseudotsuga macrolepis en comparaciéon con las
plantulas no inoculadas. Este hecho confirma que ésta es una especie que requiere de la

asociacion con hongos micorrizégenos para optimizar su crecimiento (Meyer, 1973).

Aunque de las dos cepas de hongos que se inocularon, la TLAX 49 corresponde a una especie
generalista, es decir, que se asocia con un gran nimero de especies hospederas y la TLAX 40 es
una especie que se asocia Unicamente con especies del género Pseudotsuga (Molina et al., 1992aq,
b), ambas tuvieron el mismo efecto sobre el crecimiento de las pléantulas. Esto se puede explicar
con el hecho de que ambas cepas provienen de los bosques de P.macrolepis y posiblemente

forman micorriza de manera natural con esta conifera.
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Por otra parte, debido a que P. macrolepis tiene crecimiento sumamente lento (Hermann y
Lavender, 1990), el diGmetro de la corona foliar no es una variable que proporcione informacién

relevante para su crecimiento en periodos tiempos cortos.

Cabe mencionar que en México, no existen trabajos de micorrizacién in vitro, vivero o campo con
especies de Pseudotsga, pues la mayoria de ellos se han hecho con varias especies de pinos. En
Tlaxcala se ha trabajado con inoculacion de varias especies de pinos con hongos
ectomicorrizogenos nativos, evaluando su efecto sonbre la supervivencia, crecimiento y porcentaje
de colonizacién (Navarro, 2000; Xochitiotzin, 2000; Santiago Martinez, 2002; Muioz Garcia
2003). Sin embargo, los datos obtenidos en estos trabajos no son comparables con los obtenidos
para P. macrolepis ya que se trata de géneros distintos que tienen rasgos fisiolégicos diferentes,

entre ellos el ritmo de crecimiento (Hermann y Lavender, 1990).

4.10.3 PORCENTAJE DE COLONIZACION MICORRIZICA

Esta variable es indicativa de la capacidad que tienen las cepas de hongos ectomicorrizégenos

para colonizar y formar la asociacion simbidtica con el sistema radical de la planta.

La colonizacién micorrizica se evalué durante un afio, en el primer trimestre se observé que no
hubo diferencias estadisticamente significativas en los porcentajes de micorrizacion obtenidos con
las cepas TLAX 40 y TLAX 49 (6.08 y 14.58% respectivamente). Las plantulas no inoculadas no
presentaron colonizacién (Grafica 13, Anexo: Cuadro 20). A los seis meses, los porcentajes
fueron de 33.22% para la cepa TLAX 40 y de 39.94% para la TLAX 49, sin diferencias
significativas entre éstas; no obstante, ambas tuvieron diferencias estadisticas significativas con
los datos obtenidos las testigo, que presentaron un porcentaje de 2.56% (Grafica 13, Anexo:
Cuadro 19). Al noveno mes, las plantulas inoculadas con la cepa TLAX 40 mostraron el porcentaje
de colonizacién més alto (59.54%), con respecto a los valores obtenidos con la cepa TLAX 49 (41.
41%) y las plantulas testigo (3.75%), que registraron los valores mas bajos. Cabe mencionar
que hubo diferencias estadisticamente significativas entre los dos tratamientos y el testigo

(Grafica 13, Anexo: Cuadro 20).
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Finalmente, a los doce meses, las pldantulas inoculadas con la cepa TLAX 40 presentaron 57.39%
de colonizacién de y las inoculadas con la cepa TLAX 49, 49.05%, sin diferencias estadisticas; sin
embargo, ambas fueron diferentes significativamente con respecto las plantulas no inoculadas

que presentaron 6. 81% de colonizacion (Grafica 13, Anexo: Cuadro 20).

De acuerdo con el criterio de conteo de colonizacién micorrizica propuesto por Marx et al.
(1991) para considerar si es adecuado o no un indculo, el porcentaje de colonizacién obtenido
para las plantulas inoculadas con ambas cepas al final del ensayo fue buena (49.05 a 57.39%,

Gréfica 13, Anexo: Cuadro 20).

El hecho de que los porcentajes de colonizacidon micorrizica fueran muy bajos en las plantas
control (2.56-6.81%), se puede atribuir a que el vivero es un sistema abierto con condiciones
semicontroladas, en donde las plantas estuvieron expuestas a varios factores como: la presencia
de ofras especies forestales que crecen en sustratos no fumigados y que contienen propdagulos de
otros hongos micorrizicos; los riegos por inundacion y el viento que constituyen una forma de

dispersion de propagulos de otros hongos.

Aunque en Estados Unidos se han realizado trabajos con Pseudofsuga menziesii, en ellos se evalué
la colonizacion y biomasa de las plantas en condiciones de campo y no de vivero (Dosskey et al.,
1991; Roth y Berch, 1992; Berch y Roth, 1993; Parladé y Alvares, 1993; Colinas et al., 1994;
Perrin et al., 1996; Simard et al., 1997). En dichos trabajos los porcentajes de colonizacién fueron
muy variables, dependiendo del hongo con el que se inoculé. Para especies como Rhizopogon sp.,
R. subareolatus y Pisolithus arhizus se obtuvieron porcentajes de colonizacién entre 20 y 45%, en
tanto que para especies como Lacaria laccata y Hebeloma crustuliniforme fue de 73 a 93%.
Parladé y Alvarez (1993) sefialan que para P. menziesii un porcentaje arriba de 50% es bueno,
por lo cual los encontrados para P. macrolepis también se pueden ubicar dentro de esta

categoria.

Con todo lo anterior se hace evidente la necesidad de realizar mds estudios de micorrizacion
controlada con P.macrolepis, en los que se incluyan aspectos como el uso del inéculo esporal, la
caracterizacion de la micorriza, andlisis histoquimicos que permitan dilucidar cémo influye la

asociacién micorrizica en la fisiologia y el crecimiento de la planta, por ejemplo. Pues como se ha
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observado hay una carencia de conocimientos sobre esta especie, los cuales pueden repercutir de

manera decisiva en la recuperacion de sus poblaciones naturales y su rescate.

4.11 CONCLUSIONES

Los porcentajes de supervivencia durante los diferentes tiempos de evaluacién fueron similares
entre las plantulas de Pseudotsuga macrolepis inoculadas y las no inoculadas. No obstante, el
efecto real de la inoculacién se puede evidenciar cuando las plantas sean transplantadas o

condiciones de campo.

Aunque los valores obtenidos en altura y biomasa aérea fueron homogéneos entre las pléantulas
de P. macroelpis inoculadas y no inoculadas al inicio del experimento, los valores observados @
los 12 meses en las plantulas inoculadas con alguna de las dos cepas fueron significativamente

mayores con respecto a las no inoculadas.

Debido a que P. macrolepis es una conifera de lento crecimiento, una afio no fue suficiente para
evidenciar el efecto de la inoculacién sobre el crecimiento en cuanto al didmetro de la corona

foliar; por lo que esta variable no fue un buen indicador para esta conifera en periodos cortos.

El porcentaje de colonizacién micorrizica fue incrementéndose a lo largo del periodo de
evaluacién, alcanzando al final del ensayo valores entre 49.05% para la cepa TLAX 49 y
57.39% para la TLAX 40 al final del ensayo, de acuerdo con los criterios existentes se puede

considerar como bueno para esta conifera.

No se presentaron diferencias estadisticas significativas entre los porcentajes de colonizaciéon en
las pléntulas inoculadas con alguna de las dos cepas durante todo el estudio. Sin embargo, estos
fueron diferentes de los obtenidos en las plantas testigo que tuvieron porcentajes de colonizacién

muy bajos debido a la presencia de otro hongo micorrizégeno contaminante.



itulo IV Micorrizacion P. macrolepis

El hecho de que se obtuvieran valores similares en las plantulas inoculadas con la cepa TLAX 40
y TLAX 49 indica que ambas tienen la capacidad de formar la asociacion micorrizica en
condiciones naturales, puesto que estas cepas provienen de los bosques de Pseudotsuga

macrolepis.

Con los resultados del trabajo se puede concluir que ambas cepas tienen un gran potencial para
ser utilizadas en la producciéon de plantula inoculada de esta especie y con ello establecer

programas de reforestacion en las zonas de distribucién natural de P. macrolepis.
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5. CONCLUSION GENERAL

La micropropagacién mediante el cultivo de tejidos vegetales permite controlar las condiciones
fisicas y quimicas para regenerar una gran cantidad de individuos en tiempos cortos en
comparacién con los métodos convencionales. Ademads, se pueden explicar los proceso
morfogenéticos que ocurren durante la regeneracion y como influyen los diversos factores de

cultivo.

Aunque no se logré la regeneracion de plantulas completas Pseudofsuga macrolepis, la obtencion
de brotes adventicios a través del cultivo de embriones maduros representa un avance importante
en el campo de la micropropagacion; pues constituye una alternativa viable para tratar de
conservar especies como dicha conifera, que se encuentran en peligro de extincion o en diversas
categorias de riesgo debido a su dificil regeneracion natural, endemismo o explotacion
inadecuada. A pesar de que el nimero de regenerantes obtenidos fue escaso (15), los resultados
obtenidos fueron altamente significativos por el valor taxonémico y ecolégico que la especie
representa, ademds de que dieron la pauta para realizar modificaciones para optimizar del

cultivo in vitro de P. macrolepis.

Considerando la problemdtica que se presenté durante la obtenciéon de brotes adventicios, se
proponen algunas recomendaciones que pueden ser Utiles para optimizar la técnica de
regeneracion in vitro de P. macrolepis: 1) ademas de ANA/BA, probar otras auxinas y citocininas,
como 2,4-D/k; 2) seleccionar aquellas combinaciones de concentraciones de reguladores de
crecimiento en donde se obtuvo la formacién de brotes; 3) realizar el seguimiento histolégico e
histoquimico del desarrollo morfogenético de los embriones hasta la obtencion de brotes; 4) llevar
a cabo pruebas fisiolégicas en los brotes para determinar si son viables y estan realizando
adecuadamente sus procesos metabdlicos y 5) probar otras técnicas de propagaciéon como la

embriogénesis somatica.

154



Conclusién general

El enraizamiento se considera como etapa dificil de lograr en las coniferas, para P. macrolepis,
quizds es el aspecto aun pendiente de mayor relevancia, pues no se ha tenido éxito. Por lo que
es importante realizar estudios que busquen las condiciones que estimulen la formacién de raices
(reguladores de crecimiento, sustratos y el uso de hongos micorrizégenos, enraizamiento ex
vifrum), asi como estudios que expliquen a nivel estructural, fisiolégico o molecular las razones por

las cuales se presenta o no el enraizamiento.

En cuanto a la procedencia, seria importante considerar no sélo poblaciones del estado de
Tlaxcala, sino también de ofros estados donde se distribuye P. macrolepis, con la finalidad de

comparar la influencia que tiene el habitat sobre la capacidad de respuesta morfogenética.

Con respecto a los hongos ectomicorrizégenos, el conocimiento de las especies existentes en las
zonas forestales del pais es ain precario, tanto en el ambito ecolégico como a nivel laboratorio,
ya que se desconocen las condiciones de crecimiento bajo las cuales pueden reproducirse, asi
como su uso potencial en los programas de reforestacion con fines de conservacion o explotacion.
Debido a esto es necesario conocer las caracteristicas fisiologicas de cepas nativas y optimizar su
crecimiento in vitro. Para el caso particular de los hongos asociados a P. macrolepis, el nimero de
cepas aisladas fue significativo (17). Las pruebas de crecimiento en diferentes concentraciones de
glucosa a las que se sometieron 10 de ellas (2 de Amanita y 8 de Suillus) demostraron que éstas
presentan diferentes estrategias de crecimiento, las cuales estan determinadas por la capacidad
que tiene el hongo por explotar, explorar y optimizar los recursos disponibles en el medio en
donde se desarrollan. Estas estrategias se pueden explicar considerando las fases sucesionales de

los hongos, el estado de madurez y la tasa fotosintética de la planta.

Considerando los resultados obtenidos en este trabajo, se proponen algunas recomendaciones
que pueden ser Utiles para evaluar algunos aspectos sobre la fisiologia las de cepas de hongos
ectomicorrizégenos: 1) Con respecto a la concentracion de glucosa seria conveniente contemplar
concentraciones extremas, esto con la finalidad de considerar las condiciones que se pueden
encontrar en la naturaleza; 2) también seria importante probar otros tipos de azicares como la
fructuosa, sacarosa, trealosa, pues se ha observado que algunos hongos ectomicorrizégenos son
capaces de utilizar otras fuentes de carbono incluyendo carbohidratos complejos; 3) asimismo, es
relevante evaluar como influye la relacién Carbono/Nitrégeno en el crecimiento de las cepas; 4)

en cuanto a las variables evaluadas, la tasa media de crecimiento y la relacién biomasa/érea
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son un buen indicativo del crecimiento miceliar, sin embargo, para el crecimiento radial y biomasa
seria conveniente utilizar otros métodos de avaluacion como la digitalizacion de imagenes, ya que
permitiria evaluar la densidad de biomasa y la morfologia de la colonia; 5) finalmente es
necesario considerar otros factores que estdn involucrados en el crecimiento de las cepas de
hongos ectomicorrizégenos como son el pH, temperatura, resistencia a compuestos téxicos, etc. con

el objetivo de determinar su tolerancia a condiciones adversas.

En cuanto a la inoculacion de plantas de interés forestal con hongos ectomicorrizégenos, en
diversos trabajos se ha evidenciado que su uso favorece el establecimiento, supervivencia y
desarrollo de las coniferas. En este trabajo se observé que la inoculacién con cualquiera de las
dos cepas (Suillus lakeii y S. glandulosipes) favorecié el crecimiento de plantulas de P. macrolepis
con respecto a las no inoculadas, por lo cual tienen un gran potencial para ser utilizadas en la
produccién de pldntula de esta especie y con ello poder establecer programas de reforestacién

en las zonas de su distribucion natural tratar de conservarlas.
Los resultados obtenidos en este trabajo, permitirdn plantear nuevas estrategias de conservacion
de P. macrolepis, especies gravemente amenazada que corre el riesgo de desaparecer de su

hébitat natural.

Finalmente todos los esfuerzos encaminados hacia la conservacion aquellas especies en peligro de

extincién son de gran relevancia y deben de continuar antes de éstas desaparezcan.
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Anexos

I. Medios nutritivos: Murashigue & Skoog (Murashigue y Skoog, 1962), B5 modificado
por Litz (Chévez Avila et al, 1992 a,b,c) y Schenk & Hildebrandt (Schenk y

Hildebrandt, 1972).

MS mg/I B5 modificado SH
Macronutrimentos
NH4NO3 1650 134 2500
KNO3 1900 2500
MgS0O4.7H20 370 400 400
KH2PO4 170
NaH2PO4H20 170 400 300
NH4H2PO4
CaCl2.2H,0 4400 200 200
Micronutrimentos
Ki 0.83 0.83 1
H3BOj3 6.2 6.2 5
MnSO2.H0 223 22.3 20
InS0O4.7H20 8.6 8.6 1
NazMo04.2H20 0.25 0.25 0.2
CuS04.2H,0 0.025 0.025 0.2
CoCl2.6H20 0.025 0.025 0.2
FeEDTA
FeSO47H.0 37.3 37.3 15
Na2EDTA.2H2,0 27.8 27.28 20
Compuestos
orgdnicos
Tiamina 0.1 0.1 5
Ac. nicotinico 0.5 0.5 5
Piridoxina 0.5 0.5 0.5
Glicina 2 2
Mio-inositol 100 100 1000
L-Glutamina 400
L-Arginina 100
L-Asparagina 100
Hidrolizado de
caseina 100
Sacarosa 30 g/l 60 g/I 30 g/I
Agar bacteriolégico | 8 g/l 9 g/l 7 g/l
pH 5.7-5.8 5.7-5.8 5.7-5.8
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Cuadro 13. Tasa media de crecimiento (mm/dia) y crecimiento radial (mm) de dos cepas de
Amanita en cinco concentraciones de glucosa evaluados durante 30 dias.

TASA MEDIA DE CRECIMIENTO

CONCENTRACIONES DE GLUCOSA[g/l)
CEPAS
5 10 20 30 40
TLAX 4
x 0.119 0.042 0.072 0.094 0.057
Ao e g 0.018 0.009 0.010 0.020 0.011
a a a a a
SM 134
TLAX 41
x 0.344 0.177 0.300 0.331 0.545
3 § g 0.044 0.011 0.041 0.035 0.049
Amanita muscaria
ab b ab ab a
GF 1851
CRECIMIENTO RADIAL
CONCENTRACIONES DE GLUCOSA (g/l)
CEPAS
5 10 20 30 40
TLAX 4 5
g 08.880 7.70 8.40 8.00 7.70
489
Amoanita barrowsii 0.374 0.927 0.418 0.200
a a a a a
SM 134
TLAX 41
x 16.30 11.00 14.70 15.50 20.70
. . o 1.28 0.310 0.624 1.151 1.593
Amanita muscaria
ab ¢ b b a
GF 1851

% : Yalor promedio de quice repeticiones

0: Error estandar
Letras iguales no hay diferencias estadisticamente significativas por fila
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Cuadro 14. Biomasa (mg) y la relacién biomasa/area (mg/mm?) de dos cepas de Amanita en
cinco concentraciones de glucosa evaluadas durante 30 dias.

BIOMASA
CONCENTRACIONES DE GLUCOSA (g/)
CEPAS
5 10 20 30 40
TLAX 4
*| 9.08 8.88 8.14 9.16 6.68
Amanita borrowsii | © 0.5 1.55 3.55 1.94 1.03
SM 134 a ki e 9 9
TLAX 41
*1 1068 16.26 16.20 17.30 24.38
Amoanita muscaria | @ | 3.56 3.22 570 3.98 4.20
GF 1851 b ab ab ab .

BIOMASA /AREA (mg/mm?)

CONCENTRACIONES DE GLUCOSA(g/l)
CEPAS
5 10 20 30 40
TLAX 4 .
o 0.155 0.200 0.185 0.181 0.143
SM 134 a a o a a
TLAX 41
; 0.054 0.178 0.099 0.096 0.069
Amanita muscaria 0.016 0.044 0.068 0-023 0-004
GF 1851 b ab ab ab b

x : Valor promedio de quince repeticiones
O: Error estandar
Letras iguales no hay diferencias estadisticamente significativas por fila
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Cuadro 15. Tasa media de crecimiento (mm/dia) obtenida en diferentes concentraciones de
glucosa de ocho cepas de Suillus asociados con P. macrolepis evaluada durante 30 dias.

CONCENTRACIONES DE GLUCOSA  (g/1)

CERAS 5 10 20 30 40
TLAX 55 x 0.230 0.162 0177 0.348 0.989
Silllussp: o 0.043 0.013 0.042 0.096 0.072
ME 1534 b b 5 R 5
TLAX 42 x 1.053 0.867 0.864 0.852 0.700

Sk | @ 0.177 0.026 0.013 0.065 0.039
GF 1852 a ab ab ab b
TLAX 48 x 0.490 0.805 0.671 1.070 1.226

o 0.057 0.090 0.113 0.053 0.037

S. granulatus c cb c ab a
GF 1862
TLAX 49 x 1.150 1.364 1.229 1.129 1.246

o 0.137 0.054 0.051 0.126 0.045

S. glandulosipes a a a a a
GF 1863
TLAX 51 x 0.180 0.415 0.180 0.400 0.490
Saillos 5 o 0.018 0.043 0.018 0.078 0.041
GF 1869 b a b B =
TLAX 53 x 0.107 0.708 0.537 0.663 0.630

S sobowais | '@ 0.031 0.079 0.098 0.034 0.068
GF 1883 b o “ . @
TLAX 44 x 1.255 1.270 0916 0.841 0.835
Sullus 5. o 0.053 0.049 0.035 0.028 0.055
KL 2650 a a b b b
TLAX 40 x 0.236 0.236 0.275 0.307 0.224

S. lakei o 0.019 0.019 0.035 0.109 0.20
KL 2740 " @ * 2 a

x : Valor promedio de quince repeticiones

O : Error estandar
Letras iguales no hay diferencias estadisticamente significativas por filas
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Cuadro 16. Crecimiento radial (mm) obtenido en diferentes concentraciones de glucosa de

ocho cepas de Sillus asociados con P. macrolepis evaluado durante 30 dias.
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CONCENTRACIONES DE GLUCOSA  (g/l)

CEEAS 5 10 20 30 40
TLAX 55 x 13.20 11.10 14.40 19.80 33.00
e 5 o 1.52 0.40 0.34 2.39 1.89
ME 1534 be . be b o
TLAX 42
By |1 35.30 27.40 29.00 27.20 25.20
GF 1852 ol 4.3 1.42 0.50 1.25 0.73
a ab ab ab b
TLAX 48 x 19.60 27.60 25.00 37.10 41.40
o 1.43 1.91 3.17 0.81 1.39
S. glandulosipes b b b a a
GF 1862
TLAX 49 x 36.80 44.50 39.30 37.30 39.40
o 370 1.14 1.57 2.82 1.36
S. glandulosipes a a a a a
GF 1863
TLAX 51 x 12.20 18.70 17.70 17.70 17.70
Suillus sp. ol 0-;'8 0.88 2.14 1.75 1.32
GF 1869 a ab ab ab
TLAX 53 x 9.30 25.70 21.40 24.40 21.20
S. subaureus ] 0.64 1.66 1.94 0.74 1.68
GF 1883 0 a . = a
TLAX 44 x 42.00 41.20 29.50 30.4 30.10
Suillus sp. o| 2.16 1.40 1.08 1.18 2.05
KL 2650 a a b b b
TLAX 40 x 12.90 15.80 12.50 9.30 12.90
S. lakei o 0.96 1.43 117 0.83 0.57
KL 2740 ab a ab b ab

x : Valor promedio de quince repeticiones

O : Error estandar

Letras iguales no hay diferencias estadisticamente significativas por fila
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Cuadro 17. Biomasa (mg) obtenida en diferentes concentraciones de glucosa de ocho cepas
de Suillus asociados con P. macrolepis evaluada durante 30 dias.

CONCENTRACIONES DE GLUCOSA  (g/1)
CEPAS
5 10 20 30 40
TLAX 55 x 8.14 4.60 13.70 17.46 30.18
Suillus sp. ql 1.21 0.439 3.33 3.6 5.54
ME 1534 b b b ab a
TLAX 42 x 32.22 39.56 50.22 39.56 35.08
S sibicurens (o] 6.18 3.60 2.35 2.49 3.20
GF 1852 b ab a ab ab
TLAX 48
; 17.64 30.38 29.96 50.64 4474
o diod 0.150 3.29 578 2.47 1.14
. glandulosipes " be - - als
GF 1862
TLAX 49 X 5660 71.46 104.16 78.40 63.24
_ 680 4.24 9.00 13.0 7.74
S. glandulosipes b ab
GF 1863 @ b b
Suillus sp. Q] 0.723 2.56 2.84 1.77 1.07
GF 1869 b a o a a
TLAX 53 x 2.56 20.00 17.38 22.08 15.00
S. subaureus g 0.470 4.91 1.93 2.24 2.29
GF 1883 b a a g a
TLAX 44 x 48.90 76.54 44.34 48.36 4274
Suillus sp. 0 217 7.08 6.13 572 8.94
KL 2650 b a b b b
TLAX 40 x 1]3-2453 26.48 19.54 11.04 14.92
S. lakei 9 3 3.06 3.72 2.72 2.14
KL 2740 a ab b ab

x : Yalor promedio de quince repeticiones
O : Error estandar
Letras iguales no hay diferencias estadisticamente significativas por fila
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Cuadro 18. Relacién biomasa/érea (mg/mm?) obtenida en diferentes concentraciones de
glucosa de ocho cepas de Suillus asociados con P. macrolepis evaluada durante 30 dias.
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CONCENTRACIONES DE GLUCOSA  (g/l)
CEPAS
5 10 20 30 40
TLAX 55 =i 0.069 0.046 0.078 0.062 0.044
Suillus sp. (o 0.018 0.004 0.009 0.016 0.011
ME 1534 a a a o a
TLAX 42 3 0.043 0.068 0.075 0.069 0.070
o 0.017 0.009 0.006 0.007 0.006
S. subaureus b 5 b
GF 1852 : @ ° @ ¢
TLAX 48 x 0.063 0.050 0.065 0.046 0.032
o 0.011 0.002 0.015 0.003 0.002
S. glandulosipes a ab a ab b
GF 1862
TLAX 49 x 0.058 0.045 0.086 0.080 0.053
o 0.013 0.003 0.004 0.023 0.009
S. glandulosipes ab b a ab ab
GF 1863
TLAX 51 = 0.025 0.069 0.091 0.040 0.106
Suillus sp. o 0,?307 0.2;] 0.024 0.018 0.020
GF 1869 ab al a
TLAX 53 % 0.035 0.036 0.062 0.046 0.041
S subaureus o 0.003 0.008 0.016 0.004 0.006
GF 1883 a a a a a
TLAX 44 » 0.036 0.058 0.068 0.066 0.062
. 0.005 0.007 0.012 0.007 0.013
Suillus sp. o
KL 2650 b ab a a ab
TLAX 40 X 0.110 0.154 0.174 0.163 0.0107
S. lakei (o] 0.020 0.037 0.036 0.035 0.030
KL 2740 a a a a a

x : Valor promedio de quince repeticiones

O : Error estandar

Letras iguales no hay diferencias estadisticamente significativas por fila
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Cuadro 19. Porcentaje de supervivencia, altura y diametro de la corona foliar de plantulas
de P. macrolepis no inoculadas e inoculadas con dos cepas de hongos ectomicorrizégenos
evaluados durante 12 meses.

PORCENTAVJE DE SOBREVIVENCIA (TRIMESTRAL)
TRATAMIENTO
3o. bo. 9o. 120.
TLAX 40
Suillus lakei (KL 2740) 23.15 a 86.3 a 7534 a 73.97 a
TLAX 49
5. glondulosipes (GF 1863) 20.32 a 80.64 a 7419 a 67.14 a
TESTGO 9295 a 88.73 a 845 a 80.28 a
*letras iguales por columna no hay diferencias estadisticamente significativas
ALTURA DE PLANTULAS (cm)
TRATAMIENTO (TRIMESTRAL)
3o. 6o0. Qo. 120.
TLAX 40 § 563 a 992 a 14.47 a 14.83 a
Suillus lakei (KL 2740) 0.12 0.42 0.66 0.61
TLAX 49 > 442p 482b 1066b | 12594
S. glandulosipes (GF 1863) 0.16 0.16 0.75 0.90
X
3.84b 5.11b 7.67 ¢ 10.89 b
TESVIGE o1 o014 0.21 0.33 0.52
*letras iguales por columna no hay diferencias estadisticamente significativas
x: Valor promedio de 45 plantulas, O error esténdar
DIAMETRO DE PLANTULAS (cm)
TRATAMIENTO (TRIMESTRAL)
3o. bo. %o. 120.
X 261 a 296 a 3.36a 391 a
TLAX 40
Suillus lakei (KL 2740) ¢ 0-18 0.30 0.35 0.10
X 226a 2.48 a 297 b 3.05b
TLAX 49
S. glondulosipes (GF 1863) | © 0.4 0.2) 014 0.23
X 2.60 a 285a 3.68 a 4.36 a
TESTIGO o 0.26 0.19 0.18 0.22

*letras iguales por columna no hay diferencias estadisticamente significativas

x: Valor promedio de 45 plantulas, 0. error estandar
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Cuadro 20. Biomasa aérea y porcentaje de colonizacién micorrizica de plantulas de P.
macrolepis no inoculadas e inoculadas con dos cepas de hongos ectomicorrizégenos
evaluados durante 12 meses.

BIOMASA AEREA DE PLANTULAS (mg)
TRATAMIENTO (TRIMESTRAL)
3o. bo. Qo. 120.
X 57.40 a 83.40 a 134.6 a 231.2 a
TLAX 40
Suillus lokei (KL 2740) o 6.23 13.54 21.87 45.79
X 70.40 a 7240 a 186.6 a 304.8 a
TLAX 49
S. glandulosipes (GF 1863) ¢ %Ad &80 L e
X 70.40 a 710 a 91.8b 1100b
TESTIGO o 6.42 10.83 17.26 15.48
*letras iguales por columna no hay diferencias estadisticamente significativas
x: Valor promedio de 45 plantulas, O: error estandar
PORCENTAJE DE COLONIZACION
TRATAMIENTO (TRIMESTRAL)
3o. bo. 9o. 120.
TLAX 40
Suillus lakei (KL 2740) 16.08 a 33.22 a 59.54 a 57.39 a
TLAX 49
s. glandulosipes (GF 1863) 14.58 a 39.94 a 4141 b 49.05 a
TESTIGO Ob 2.56b 3.75¢ 681 b

*letras iguales por columna no hay diferencias estadisticamente significativas

x: valor promedio de cinco plantulas
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