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1. RESUMEN

Se usaron las cepas de los hongos ectomicorrizégguitbus brevipegPeck.) Kuntzes
Inocybe splendenR. Heim, se propago el micelio en medio BAF (MeBiotina aneurina
acido félico) e inocularon plantulas d&nus hartwegiiLindl. y Abies religiosa(Kunth
Schltdl. et Cham.). Se tomaron mediciones en viwdgolos siguientes parametros de
crecimiento: diametro a la base, altura total wraltal meristemo. Posteriormente se
transplantaron al bosque en la Cuenca del Rio MagalaD.F. en el que permanecieron un
afo, se obtuvieron mediciones de la supervieno@gnte raiz/vastago, peso seco total y
tasa relativa de crecimiento; se realizd0 tambiéwrdeacterizacion de la micorriza y un
andlisis de macronutrientes (N, P y C) en los ouasitamientos: 1) Sin Suelo (control), 2)
Con Suelo Forestal, 33. brevipesy 4) I. splendensCon respecto a supervivenci,
hartwegii present6 el mayor porcentaje, ya que en el castratamiento con suelo fue de
88.7% (que para esta especie fue el mas bajo)Apaedigiosadisminuyd notablemente su
supervivencia en el mes de marzo de 2008, y senabgara el tratamiento sin suelo el
porcentaje mas bajo (65.27%). La prueba de Petoetp BP0 mostré diferencias
significativas entre tratamientos para ambas espgepero se observé una ligera tendencia
a un mayor aumento en supervivencia en las plantaauladas conS. brevipese .
splendens

Los datos de la proporcion raiz-vastago mostrargnlgs dos especies tienden a asignar
mas biomasa a la parte aérea que a la raiz. Cpactesal peso seco total, el andlisis de
varianza no mostro diferencias significativas emtatamientos, sin embargo pakbies
religiosa se observo una tendencia a mayor aporte de bioomsda splendensy paraP.
hartwegiiconS. brevipesLa tasa relativa de crecimiento presento diféeensignificativas
para P. hartwegii en todos los parametros, mientras que parareligiosg fueron
significativas el tiempo y la interaccion para cadeable de respuesta.

Se describieron las caracteristicas morfolégicasnatomicas mas comunes de las
micorrizas, con lo cual se comprobé que las cepesuladas colonizaron las raices de las
plantas. Con respecto a los macronutrientes, @gaho presenté diferencias significativas
y se registrd que pafR hartwegiise le asigna mayor porcentaje al vastago. En auant
fosforo los tratamientos con suel@ybrevipespresentaron los valores mas altos; para
religiosalas plantas inoculadas cbnsplendensg S.brevipespresentaron valores altos de

concentracion de P. En cuanto a las pruebas deirgamign, P. hartwegii tuvo un

1



porcentaje alto, por el contario pakareligiosafue practicamente nulo, por lo que es una
especie dificil de propagar. Se concluye que algurespecies de hongos
ectomicorrizogenos le confieren ventajas a lastpataque son inoculadas. Se considera que
s6lo un afo o dos es poco tiempo para establecetusiones finales, por lo que es de
suma importancia el monitoreo a largo plazo enpl@gramas de restauracion ya que la
informacién que se genere sera muy importante gaistar los programas de manejo y

dirigir al sistema hacia las metas deseadas.



1. ABSTRACT

The mycelia of the ectomycorrhizal fun§uillus brevipegPeck.) Kuntzeand Inocybe
splendensRk. Heim, was propagated using BAF media (Biotietam-folic acid); then
saplings ofPinus hartwegiiLindl. and Abies religiosa(Kunth Schltdl. et Cham.) were
inoculated. In a greenhouse the next growth vagmblere analyzed: stem diameter, total
height and meristem height. The saplings remairmdohe year after that in field
conditions in permanent plots of the Magdalena RiBasin, Southern Mexico City;
survivorship, root/shoot ratio, total dry weightdatine relative growth rate were measured.
The mycorrhiza description and nutrient analysis [ P) were did it too in four

treatments: ) without soil (control), 2) with fotesoil, 3) S. brevipesand 4)l. splendens.

P. hartwegiihad highest survivorship, 88% for the forest sahtment (the lower value);
A. religiosasurvivorshiphad the lowest values for March 2008, in partictiteirno forest
soil treatment (65.27%). Peto and Peto test dislmow significant differences between
treatments for both species, but small differenwese observed fo6. brevipesand .
splendenstreatments. The root/shoot ratio shows that bgsrallocation was higher for
aboveground tissues for both species. Using an AAOthere were no significant
differences for total dry weight; howev@bies religiosahad a small biomass allocation
with 1. splendensandP. hartwegiiwith S. brevipesThe Relative growth rate was different
for P. hartwegij whereas foA. religiosa time and the interaction were significant.

The mycorrhiza description proved root colonizatidrhe nutrients’ analysis showed
significant differences for N, and fét. hartwegii higher allocation was for shoot. There
were significant P allocation for soil a8l brevipestreatments; for Areligiosa higher P
allocation was for |. splendensand S. brevipes Seed germination was higher fér.
hartwegii, and there was not observed for religiosa.Some species of ectomycorrhizal
fungi give plant advantages in field conditionst more than one year data are necessary.

So, a long term monitoring will be very importaat festoration programs.



2. INTRODUCCION

La zona ecologica templada subhimeda de Méxicoepi@svarios tipos de
vegetacion que son: bosque de pino, bosque decgrimsque de pino-encino y bosque de
Oyamel (Rzedowski 1978). Desafortunadamente el usoste coniferas, es uno de los
bosques mas perturbados en todo el mundo, el dmgeforestacion para México, es muy
fluctuante y no se ha llegado a un consenso, pg@arta de la década de los noventa y
hasta el afio 2000 la pérdida de bosques en ekgtiba entre las 348 mil y las 776 mil
hectareas por afio. La zona templada subhimedaad®ser una de las mas extensas en
México, es una de las zonas menos protegida, eragaria son parques nacionales con fin
para la recreacién con problemas para su conseérnvd@ioledo y Ordéfiez, 1993) y su
restauracion ecoldgica; tal es el caso de los lessgie La Cuenca de la Magdalena

Contreras ubicada en la Cd. De México.

Ante esta problematica en México se han desarmidglnas estrategias, como el
Programa ProArbol, cuyo objetivo es otorgar estisia los propietarios de terrenos para
proteger y restaurar los recursos naturales dedsgques, plantando millones de arboles en
el territorio nacional; sin embargo la tasa de salbencia en algunos casos es del 0%
(PRONARE, 2004).

Una alternativa para reforestar los bosques tetoplaes emplear coniferas
inoculadas con hongos ectomicorrizogenos nativasjue si se usan especies de hongos
gue se asocian a las plantas en forma naturafjska de sobrevivencia en campo se ve
favorecida, asi como otras variables determinapsga el crecimiento de las especies
forestales. A través del micelio, los hongos ayuadas raices en la absorcion de agua y
nutrimentos minerales, asi como proteccion conat®genos y a cambio las plantas le

confieren al hongo carbohidratos derivados dettasfotesis (Smith y Read 1997).

El uso de parcelas experimentales como sitiosbdergacion a mediano y largo
plazo, esta permitiendo descubrir que general&Zzeedpuesta de las plantas micorrizadas es
muy dificil, ya que cada combinacion planta-hongels responde en forma distinta, por lo
gue hay que seleccionar los hongos adecuados Bar2805) ya que cada hongo le

confiere ciertas ventajas especificas a las plartas parcelas permanentes se han

4



convertido en un instrumento de intervencion y el ecosistema a la restauracion

ecologica de los bosques para tratar de resolsgrltblemas ocasionados por su deterioro.

Lo anterior es de particular importancia paranestar las pocas areas boscosas que
rodean la Cd. de México, ya que en especial La CGuete la Magdalena Contreras
proporciona un lugar de esparcimiento y recreaeida poblacion capitalina, asi como
importantes servicios ambientales, como recargardeito acuifero, conservacion de la
biodiversidad, regulacion climatica, entre algurfdst otro lado, la misma poblacién de la
ciudad ejerce una gran presion sobre esta zonasmsyga que se encuentra constantemente

amenazada por asentamientos irregulares, talaedtind, basura, etc.



3. OBJETIVOS

Objetivo general:

Analizar el efecto de dos especies de hongos ectorizidgenos en plantulas de dos

especies forestales importantes, para ser usadasestauracion de bosques templados.

Objetivos particulares:

1. Determinar el efecto dsuillus brevipegPeck.) Kuntze y denocybe splendenk. Heim
en la supervivencia y crecimiento @nus hartwegiiLindl. y Abies religiosa(Kunth

Schiltdl. et Cham) en campo.

2. Determinar la presencia de estructuras de coloidzadel hongo ectomicorrizOgeno

inoculado en las raices de las plantas.

3. Disefiar una propuesta restauracion panais hartwegiiLindl. y Abies religiosg Kunth
Schitdl. et Cham) enfocada en el uso Sillus brevipes(Peck.) Kuntze enocybe

splenden®k. Heim como una alternativa de restauracion.

4. HIPOTESIS

Las plantas micorrizadas con indculo nativo cratgr&obrevivirAn mas al transplantarlas

al bosque con respecto a aquéllas que no son mEdas.



5. ANTECEDENTES

5.1 El Bosque

El bosque de coniferas se localiza desde zonaseh ael mar hasta las cimas
montafiosas. Se encuentra en clima semiarido hassanbiente frio y humedo, presenta
grandes fluctuaciones de temperatura en el dia lgseestaciones, lo que provoca un estrés
fisiologico en plantas y animales que habitan g¢oselsosques. Estos bosques poseen una
gran cantidad de biomasa aérea ocasionando quen@eengren varios estratos de
vegetacion, los cuales determinan la estructurécaél las condiciones ambientales de la
vegetacion (Smith y Smith, 2001).

La zona ecologica templada subhimeda de Méxicensaentra en las regiones
montanas y presenta varios tipos de vegetaciorseRi@ un clima muy estacional los
inviernos son muy frios (en ocasiones con tempesitbajo cero), lluvias escasas y
veranos célidos y humedos (Challenger, 1998). oxipales tipos de vegetacion de la
zona templada son: bosque de pino, bosque de emxeaque de pino-encino y bosque de
Oyamel (Rzedowski 1978).

México es el pais con mayor diversidad en pinspg€e que es econdmicamente
importante entre los arboles de clima templaddaesspecie dominante de los bosques
primarios y es la especie pionera tras las pertishas naturales y antropogeénicas
(Challenger, 1998). Los bosques de pino cubrerfeldgl territorio (Rzedowski, 1978),
encontrandose en los extremos norte y sur de Baljfofia a lo largo de la Sierra Madre
Occidental, del Eje Volcanico Transversal, de lar@i Madre del Sur, de las sierras del
norte de Oaxaca y de las dos grandes Sierras @gpda3hiEn la Sierra Madre Oriental, en
forma dispersa, se encuentra en una pequefia paeianSierra de Tamaulipas ubicada en
la Planicie Costera Nororiental del Golfo de Méxicen algunas sierras de la gran zona
arida del Altiplano en el Estado de Cohahuila (Eull947, en Rzedowski, 2006). Los
pinares de México crecen sobre rocas igneas denonglcanico, gneis y esquistos,
tolerando los suelos acidos (Rzedowski, 1978).

Los bosques dabiesen México son relictos de los bosques llamaddgdtague
cubren las tierras mas septentrionales de Euraliarigamérica. Se desarrollan dentro de
limites altitudinales de 2400 a 3600 m snm comgnfrantos aislados dentro de areas de
bosque de pino y encino (Challenger, 1998). Salikan en las serranias del Valle de
México, en algunas montafias del Eje Volcanico arssl como el Pico de Orizaba, el



Cofre de Perote, el Nevado de Toluca, el Tanciterdevado de Colima, en la Sierra
Madre del Sur en Guerrero, y del area sur y nogtéddxaca, en Chiapas, la zona del
Tacana, en la Sierra Madre Oriental en los estddddurango y Chihuahua, en la Sierra
Madre Oriental en Nuevo Ledn y Tamaulipas. Ocup@d. B% del Territorio Nacional, se
desarrollan en cafiadas o barrancas protegidosatidn de fuertes vientos e insolacion,
crecen sobre sustratos volcanicos en andesitasajtés, sobre calizas y en el sur del pais
sobre granitos y roca metamorfica; ademas, tolsuaios ligeramente acidos (Rzedowski,
2006).

Tal es el caso de los bosques de la Cuenca deMRgualena (CRM) que se
encuentra en una zona de suma importancia paseti@glades recreativas de la poblacion
de la Cd. de México, pero al mismo tiempo en la sgiegeneran problemas de basura,
tenencia de la tierra, asentamientos irregulaads jlegal, lo que la hace también un punto
de conflicto social muy importante en la ciudads lservicios ambientales que proporciona
a la poblacion son relevantes, como recarga ddeagsj equilibrio en la temperatura y
clima, entre otros (GODF, 2000). Por tal motivohs@ generado acciones para reforestar,
rescatar o restaurar dichos sistemas; una alteanpéira restaurar es el uso de los hongos
micorrizégenos puesto que para todas las especrestdles se han reportado como
micorrizicas obligadas, ya que requieren de laraot#én con dichos hongos para su
establecimiento.

5.2 Generalidades de los hongos ectomicorrizogenos

Se ha observado que la asociacion entre hongomiectrizégenos y las raices de
plantas, es una asociacion obligada para ambosiciteb (Brundett, 1991). Estudios
previos sefialan que las semillas pueden germinegcger durante algin tiempo, pero si no
encuentran hongos adecuados para formar la simbigsorricica moriran (Amaranthus y
Trappe, 1993). Asimismo, un mismo género puederdgisat mas de un tipo de micorriza,
por ejemploFagirhiza globulifera que se asocia coRagus sylvatica forma dos tipos
diferentes de micorrizas, ya que la composiciotadectomicorriza esta relacionada con la
edad de los arboles, pues cuando son plantulasostan a sus raices ciertas especies de
hongos ectomicorrizOgenos y al ser arboles madgeoasocian a sus raices otras especies
(Masonet al, 1987).

El costo energético que representa para la p&ritaspedero fangico se compensa

por los nutrimentos que éste le proporciona a datpl en especial carbono, ya que el
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hongo a través de su micelio le proporciona adatgl nitrdgeno, fésforo, potasio, calcio y
otros nutrimentos, los cuales pueden ser limitaeel®s ecosistemas (Beagetral, 2006).

La presencia de asociaciones en las raices de lmstap con hongos
micorrizégenos, le da a éstas una serie de bepefechivel ecoldgico vy fisiologico. En el
primer caso, posiblemente estos hongos jugaromapel mleterminante en la colonizacion
del medio terrestre ya que se ha observado lammesde hifas cenociticas y ramificadas
en raices fésiles d®hynig Asteroxylony Lycopodium lo que pone en evidencia la
existencia de la simbiosis desde el periodo Ordowjchace 460-455 millones de afios
(Redeckeret al, 2000) algunos de los beneficios se traducen emazkrnento en la
adecuacion de la planta (crecimiento, supervivengi@ reproduccion) (Janos, 1992),
resistencia a la sequia (Allen y Boosalis, 1983)efensa contra patégenos (Linderman,
1980). Ademas, los hongos micorrizogenos contribayk conservacion del suelo a través
de la formacion de agregados, proporcionando disiadbia su estructura (Baget al,
2000). A nivel fisiolégico, provocan cambios retatados con la elasticidad de las hojas y
la mejora de su potencial de turgencia, las plaptesien mantener los estomas cerrados
por méas tiempo y con ello hay una disminucion enaka de transpiracion, lo que, en
ambientes aridos, constituye una ventaja (Aetgd., 1987).

5.3 La ectomicorriza (ECM)

Uno de los tipos méas importantes a nivel ecoléggda ectomicorriza (ECM); ésta
se forma entre las hifas del hongo cubriendo laesacortas de los arboles, formando un
manto y asi desarrollando una espesa capa de ongmddre la zona cortical de las raices
llamada "red de Hartig" (Smith y Read, 1997).

Las estructuras caracteristicas de la ECM son:

El manto flungico. Es una capa de hifas extrarradicales que cubrsmplerficie de la raiz,
puede presentarse una 0 varias capas, Yy proporg@ortaccion a la planta contra
organismos patdgenos.

Red de Hartig. Las hifas intrarradicales que rodean las células aidsc se organizan
formando una especie de laberinto; sus célulasdasge encuentran en contacto directo
con las células de la raiz (Figura 1).

Micelio externo vegetativo.Masa de hifas que constituye el cuerpo o talo degb.



[ants forsmads por h-:&l.n dal hosiga

Figura 1. Esquema de las estructuras ectomicorrizicas
(Tomado de Jackson y Manson, 1984)

La morfologia de la ectomicorriza esta relacionedia el hongo y el género de la
planta a la que se asocia, por lo que descrilborfaa de la micorriza es importante para la
identificacion de la especie de hongo. Dentro @& esaracteristicas se encuentra el tipo de
ramificacion que puede ser dicotomica, no ramificatbraloide, irregular o pinada; éstas
pueden presentar tonos blancos, café, o negraifexfecie del manto es otra caracteristica
importante y puede ser lisa, algodonosa, fibrossioulada (Agerer, 1991).

La ECM se establece entre Angiospermas y Gimnogsetefiosas y hongos del grupo
Basidiomycetes y Ascomycetes, principalmente eioneg templadas y boreales (Cuadro
1).
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Cuadro 1. Géneros tipicos de micobiontes vy fitobiontes deagotempladas y boreales
involucradas en simbiosis ectomicorrizicas (Pérezevio y Read, 2004).

Micobionte Fitobionte
Basidiommycotina

Alpova, Amanita, Astraeus, Boletus, Abies, Alnus, Betula, Corylus, Eucalyptus
Cantharellus, Cortinarius, Entoloma, Fagus, Larix, Picea, Pinus, Populus,
Gastroboletus, Gauteria,

Gomphidius, Pseudotsunga, Quercus, Salix, Tsunga
Hebeloma, Hygrophorus,

Hymenogaster, Hysterangium, Inocybe,

Laccaria, Lactarius, Leccinum,

Martellia, Paxillus, Pisolitus,

Rhizopogon, Rozites, Russula,

Scleroderma, Suillus, Tylopilus

Tricholoma, Xerocomus

Ascomycotina

Balsamia, Elaphomyces, Genea, Abies, Betula, Corylus, Eucalyptus, Fagus
Geopora, Helvella, Hydnotria, Larix, Pinus, Populus, Pseudotsunga
Sphaerosporella, Tuber Quercus, Salix, Tsunga

Zygomycotina
Endogone Eucalyptus, Pinus, Pseudotsunga

Deuteromycotina
Abies, Larix, Pinus, Polygonum,
Cenococcum Pseudotsunga

5.4 Especificidad

La especificidad se define como la asociacionieltos hongos con algunas plantas
hospederas, ya que algunos hongos son aparenteespeteificos para un hospedero. Por
otra parte, hay ciertos hongos ectomicorrizégenes se asocian con varias plantas
formando ectomicorrizas con numerosos geéneros lidedr de diversas familias (Marx y
Cordell, 1994). Asi, existen tres categorias de@8pidad: estrecha, intermedia y amplia
(Molina et al, 1992).

Intervalo de hospederos estrecho.

Son los hongos que se asocian solamente con umogédeeplanta. La especificidad del
hospedero con intervalo estrecho presenta muclessopes de seleccion, por ejemplo,
Alnus rubra es resistente a ser colonizada por hongos devatbweamplio de hospederos,
ya que se asocia unicamente con hongos fuerteregpeeificos (Molina, 1979).

Intervalo de hospederos intermedio.
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Los hongos estan limitados a una familia de hogpsdpor ejemploSuillusy Rhizopogon
con pinaceas. Muchos hongos producen esporomaprei@wn un hospedero en particular,
mientras que otros lo hacen con una amplia varié@adospederos, aunque por otro lado,
la falta de esporomas no implica que no se formeomizas en el campo (Trappe, 1962;
Molina y Trappe 1982).

Intervalo de hospederos amplio.

Los hongos en esta categoria pueden formar miasrdan diversas plantas hospederas. Se
ha observado que gran cantidad de plantas puedemarfomicorriza con numerosas
especies de hongos (Molietal, 1992a; 1992hb).

La formacién de esporomas en los hongos ectonEdégenos con amplia gama de
hospederos esta regulada por el ambiente, ya quea sasto que pueden desarrollar
esporomas en invernadero, vivero, plantacionesa bosque con hospederos de todas las
edades. Si existen las condiciones adecuadas dedadny temperatura, los hongos
micorrizégenos sélo forman un tipo de micorriza,ngue algunos ascomicetos y
basidiomicetos pueden formar ectomicorriza y eaendorriza (Molinaet al, 1992a;
1992b). Por otro lado, las plantas también puedestrar preferencia a una micorriza en
particular, ya que en algunas angiospermas setaegoe el 65% de las especies forman
una clase de micorriza, mientras que el 5% formas de una clase (Trappe, 1987).

Se habla también de la infectividad y efectividadnfectividad de un hongo se ha definido
como la capacidad de los propagulos fungicos (esponicelio, raices) para colonizar al
hospedero y efectividad de un hongo la cual sevaluado midiendo el incremento en
biomasa o concentracion de fosforo en las plangssimiéndose cierto grado de

funcionalidad (Varela y Estrada, 1997).

5.5 Micorestauracion
La micorestauracion consiste en usar hongos peparar o restaurar los

ecosistemas, debilitados por la accion humana.ptéasticas de micorestauracion usando

hongos pueden ser implementadas en cuatro nivi&iasénts, 2005):

Microfiltracion : filtracion de patdgenos biolégicos y quimicos aglia.

Micoforestacion y micojardineria: uso de micelio como cultivo acompafiante para

beneficiar y proteger a las especies vegetales.
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Micoremediacion: uso del micelio para descomponer desechos toyicostaminantes.
Micopesticidas uso del micelio para atraer y controlar las pciblees de insectos.

Se trata de una disciplina relativamente nuevapyhay duda que serd de gran

utilidad para complementar las practicas de reatadm ecoldgica.

5.6 Micorrizas en la restauracion de bosques

El primer estudio que se publicé sobre ectomicasrifle en 1927 por Kessel y
observé que la presencia de esporocarpdRhitEopogon sgde conferia un incremento en
el crecimiento y vigor &inus radiata(Castellano, 1994). El uso de las micorrizas en
programas de reforestacion se inicio al introdgdnos exoticos en paises tropicales y
subtropicales, en donde, al no encontrarse hongmsneorrizégenos propios para las
especies de pino, tuvieron que ser importadosqaal programa de reforestacion tuviera
exito (Mikola, 1973).

Los hongos ectomicorrizogenos se han utilizadpregramas de restauracion ya
gue en diversos estudios se ha observado increnentta adecuacion de la planta
(crecimiento, supervivencia y/o reproduccién) €&ril992); por otra parte, a través de su
micelio favorecen la conservacion del suelo debido que forman agregados,
proporcionando estabilidad a su estructura (Bagioal, 2000). Desde entonces el
conocimiento, importancia ecoldgica y la aplicacid® los hongos micorrizégenos en
programas de restauracion se ha incrementado, t@mdasse su utilidad siempre y cuando
sean nativos.

Se ha definido a la restauracion ecoldgica comoprateso cuyo objetivo es
recuperar una o mas funciones de un ecosistenigiédtolo para que el cambio de las
especies a lo largo del tiempo permita la recuj@nate la composicién de la comunidad,
asi como sus interacciones, hasta conseguir queoheen un tiempo relativamente corto
de manera parecida a la comunidad original (HoBB85). Segun la definicion de la SER
(Society for Ecological Restoration) la restauracétoldgica es el proceso de ayudar al
restablecimiento de un ecosistema que se ha degrad@afiado o destruido; asi, un
ecosistema se ha restaurado cuando contiene stgigieecursos como para continuar su

desarrollo sin ayuda o subsidio adicional.
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En la década de los 70's, se inicid intensamdrestadio del efecto de la simbiosis
sobre el crecimiento de los arboles, en particatar los hongodPisolithus tinctoriusy
Rhizopogonsp. en Estados Unidos (Castellano, 1994). El uso desesongos en la
restauracion de ecosistemas talados, en dondegetacion que se ha establecido no
presenta colonizacion, y como consecuencia los agadps micorizicos son bajos o
desaparecen, es una necesidad. El géwitluses el primero que forma micorriza cuando
se establecen los pinos en suelos donde los hextmsicorrizégenos estan ausentes o han
sido destruidos (Ashkannejhad y Horton, 2006; Aetvgenet al, 2006), y se sabe que las
esporas son propagadas por el viento y animalebléito, de los 170 millones de plantas
de diferentes especies producidas anualmente efmastar, sélo el 50% sobrevive y en
algunos casos este porcentaje es de 0% (PRONARH),20or lo que el inocular con
propagulos micorrizicos se ha convertido en unetigganecesaria.

El uso de parcelas experimentales como sitios ldereacion a largo plazo, ha
permitido descubrir que el generalizar la resuels las plantas micorrizadas es muy
dificil ya que cada combinacion planta-hongo-suiegponde en forma muy distinta, por lo
gue hay que seleccionar los hongos adecuados @rd®Y7; Pera y Parladé, 2005).

Bonfante (1998) realizé un estudio en el cual uihdcon diferentes especies de
Suillus cuyos esporomas se obtuvieron bBRjaus pineay bajo Pinus sylvestrisen un
bosque alpino; los hongos fueron inoculados glastulas deP. pineay P. nigra ssp.
laricio var. corsicana Las dos cepas de hongos formaron ectomicorripaslas dos
especies de pinos, sin embargo los esporomas quelesgtaron en la zona alpina y se
inocularon aP. nigradesarrollaron un nimero bajo de micorrizas. Aliaaalas paredes
celulares de la planta hospedera se detectd la&mmesdep-1,3-glucano, lo que se ha
sugerido es una respuesta de defensa de la plargeeypitar la micorrizacion, ya que el
hongo no habita en la misma areaRdenigra Esta reaccion de defensa no fue encontrada
cuando se inoculd la planta con el hongo de la midrea, lo que indica que hay una alta
compatibilidad simbidtica si se usan hongos y pleantjue comparten las mismas
condiciones ambientales.

Torres y Honrubia (1994) inocularon plantas Rlaus halapensison Pisolithus
tinctorius, Rhizopogon roseolus y Suillus collisien sustrato desinfectado y sustrato no
desinfectado, no encontrando diferencias signifiaaten el crecimiento de la planta (altura
Yy peso seco) con respecto a los tratamientos nornziados, pero si observaron una
tendencia de mayor crecimiento y peso seco endasas que se inocularon cBrsolithus
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tinctorius y sustrato desinfectado. Por otro lado, Moete al. (2001) realizaron un
experimento con plantas micorrizadas y no micodasadePinus halapensison Suillus
mediterranensispara evaluar la respuesta al stress hidricoraésmlas a cuatro meses de
sequia. El stress afect6 el crecimiento de laggdamo micorrizadas y micorrizadas, por lo
gue el hongo no le confirid ventaja ante el str8gs.embargo cuando se reinicié el aporte
de agua se observo una tendencia en el incremenéoadtura, numero de ramas, biomasa
total y contenido de clorofila en las plantas mizadas. Barberat al (2005) realizaron
un estudio con el objetivo de reforestar ecosistemaditerraneos en el sudeste espafiol
con plantas dd’inus halapensisnoculadas corSuillus collinitus sin embargo, al ser
transplantados no se observaron efectos positivet erecimiento de las plantas. Por otra
parte, Ruiz-Diezet al. (2006) concluyen queSuillus collinitus S. bellinii y S.
mediterraneensison las especies que forman mas micorrizas enmeer&an el crecimiento
de P. halapensispor lo que los propone como buenos candidatos par usados en la
repoblacion de dicha especie.

Parladéet al. (2001) realizaron un experimento con plantasPileus pineay
Rhizopogon roseoluscomo inoculante; al someterlas a stress hidrico péantas
micorrizadas no presentaron mayor crecimiento quel&as no micorrizadas, sin embargo
cuando se reiniciaba el riego observaron que apiplantas que tenian un porcentaje alto
de colonizacién micorricica, se recuperaban lentdenal stress hidrico.

Adriaensen (2006) realizé un experimento en el mularon semillas d@inus
sylvestrisconSuillus bovinuen laboratorio con el fin de conocer si le comfilerancia al
zinc, encontrando que el uso Gaillus puede ser una estrategia prometedora para la
estrategia de reclamacion en los suelos contamsneao metales pesados y suelos que han
sufrido un severo disturbio.

En la restauracion con HEM el primer paso es el&gicepa con el mejor
crecimientoin vitro para producir inoculante en el laboratorio. RuieZlet al (2006)
sugieren que un criterio importante para elegirag tepas es que tengan un rapido
crecimiento miceliam vitro.

Algunos de los métodos para inocular plantulasEEOM son: a) adicionar cultivos
puros de micelio de hongos especificos, b) usaelesgua de riego esporas flngicas
identificadas, c) introducir plantulas micorrizadas hongos conocidos de calidad, o d)
agregar suelo forestal. Las raices micorrizadas swmtho mas eficientes en la
incorporacion de elementos minerales en comparacim las raices vegetales no
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micorrizadas, pues exploran mas area y son masVasg(Plassarét al, 1991). Sin
embargo, recientemente se ha iniciado un nuevo cagup puede ser muy util en las
practicas de Restauracion Ecoldgica, el cual ctneis inocular directamente en el campo

a plantulas ya establecidas dos o seis meses(But@sbeitiaet al, 2004).

5.7 Otros estudios

Comandiniet al, (1998) realizaron un estudio cdtbiesalba y encontraron 25
tipos de micorrizas, entre ellos, mocybe sp., describiendo las caracteristicas
macroscopicas y microscopicas del manto. Matsuddijiy(1998) realizaron un estudio
conAbiesfirma cuyo objetivo fue recolectar los esporomas duraieianos, para observar
el patron de distribucion espacial y temporal dedpecies de hongos ectomicorrizégenos
gue se asocian coA. firmg entre las especies que colectaron se encontro@ybe
cincinnatae Inocybesp. Sefalaron guaocybecincinnataproduce esporomas a finales de
septiembre y principios de octubre, y su distribongspacial se encuentra fuera de la copa
de Abies Estos autores consideran que el géhasoybees un género de estado sucesional
temprano en la colonizacion por ectomicorrizasepde a presentarse en la base del arbol

en la parte distal, fuera de la copa del arbol.

5.8 Estudios de ectomicorrizas en laboratorio parés géneros usados en este estudio
Alvarado-Sanchez (2008) realiz6 colectas de espasatnrante la época de lluvias
de 2006 en la CRM,; colecté 127 morfotipos, 96 enosique dé\biesy 31 en el bosque de
Pinus encontré que el género mas abundantdrfoeybe despué8oletus Laccariay por
altimo Amanita (Cuadro 2). Sus colectas y aislamientos sirviedenbase para nuestro

estudio.

16



Tipo de Bosque
Clasificacion Pino Oyamel TOTAL
Reino: Fungi
Phylla: Basidiomicotina
Clase: Holobasidiomycetes
Subclase: Hymenomycetidae
Orden: Russulales
Familia: Russulaceae
Génerdrussula 6 6
Génerd:actarius 5 5

Orden: Cortinariales
Famiia: Cortinariace
Génerdnocybe 12 58 70

Orden: Boletales

Familia: Boletaceae
Géner&uillus 1 3 4
Génerd@oletus 3 7 10

Orden: Agaricales
Famiia: Tricholomataceae

Génerdcaccaria 6 4 10

Famiia: Amanitaceae

GéneroAmanita 7 4 11
Otros 2 9 11
TOTAL 31 96 127

Cuadro 2. Morfotipos colectados en los Bosques de Pino g} durante la estacion de
lluvias en 2006 (tomado de Alvarado Sanchez, 2008).

La autora evalud el crecimiento miceliar vitro de tres especies de hongos
ectomicorrizogenossuillus brevipesinocybe. aff, splendeng Boletus pinophilus las
cuales fueron sometidas a pruebas de crecimientoiadno concentraciones de glucosa en
medio BAF (10, 20, 30 y 40 g/L), tres medios (BAMA y PDA) y tres diferentes pH en
medio BAF (3, 5y 7) y evalud cuatro variables dectniento: biomasa, tasa media de

crecimiento y relacion biomasa/aérea. En el cas8 teevipesencontré que crece mejor
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en concentraciones altas de glucosa, los medios\BRBA y en pH acidos, mientras que

I. aff. splendengrece favorablemente en medios enriquecidos yeos.

5.9 Deterioro de los Bosques en el Valle de México

Se han observado dafios en la vegetacion del ValMékico a partir de la década
de los 70’s. Alvaradet al. (1989) estudio los bosques Abies religiosaen el Desierto de
los Leones, observando, mediante un analisis derairolégico, que las tasas de
crecimiento se redujeron y que las hojas presemtaha senescencia prematura desde la
década de los 60’s; en el casoRieus hartwegii se han documentado dafios en las hojas
debido al ozono y otros agentes oxidantes.

En la Zona Metropolitana se ha observado que@imbpcasiona la caida temprana
de las hojas y acelera el envejecimiento de Ibslés. Desde 1976 se han descrito los
sintomas de los oxidantes Bmus hartwegii en El Parque Nacional del Ajusco, como son
manchas cloriticas y en bandas en las hojas ywe@®cando la temprana defoliacion, los
arboles presentan un tamafo pequefio, y son atagadosl escarabajérceuthobium
globosum se observo que las altas concentraciones deogamvocan inhibicién en el
crecimiento del tubo polinico y en la germinaci@lads granos de polen, lo cual afecta la
produccion de semillas repercutiendo en la bajarmegcion de la especie. (Hernandez y
de Bauer, 1984).

En el caso débies religiosaen la década de los 80’s se observé en el Deslerto
los Leones una muerte masiva de individuos, enna@s gazones porque la especie fue
atacada severamente por el honBbytophora cinnamomiasi como por la alta
concentracion de contaminantes en el aire (de BaHernandez-Tejeda, 2006).

Con respecto a la Zona Cafiada de Contreras emdadiena Contreras, Nieto de
Pascual (1995) realizd un estudio sinecolégicolena detectdé que algunos arbolesAde
religiosa presentan un moteado clorético foliar, que enionas termina en las puntas con
un color café-rojizo, produciendo pérdida prematigafollaje lo cual son los dafios de
agentes oxidantes como el ozono.

Por todas las causas anteriores, se ha perdigotoobvegetal de los pocos bosques
gue rodean a la Ciudad de México y por tal moti¥gretende conocer un poco mas sobre
la asociacion de los hongos ectomicorrizégenodaoraices de los arboles, ya que en los
programas de reforestacion que se implementan ebdevado que la supervivencia llega

a ser en ocasiones del 0% después del afio de dehbrado la plantula en el bosque. El
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micorrizar las plantulas desde vivero en algunosgsaes una practica comdn, pero
desafortunadamente se usan hongos que no son siagix@w/ocando que los hongos

introducidos desplacen a los hongos nativos.
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6. METODOLOGIA

6.1 Ubicacion de la Cuenca
El presente trabajo se realizo al limite sur—octti@edel Distrito Federal dentro de

la cuenca del rio Magdalena, forma parte de laierde occidental de la sierra de las
Cruces, dentro del Distrito Federal. Abarca pagdad delegaciones politicas Magdalena

Contreras, Alvaro Obregéon y Cuajimalpa, en unri@te altitudinal de 2570 m snm en el
noreste (limite del area ecoldgica con la urban&)sa3850 m snm al suroeste (altitud

méaxima registrada para el cerro el Mufieco) (AB0?2) (Figura 2).
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Figura 2. Ubicacion de la Cuenca
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6.2 Vegetacion
Debido al gradiente altitudinal que presenta lar@@a del Rio Magdalena (CRM) se

observan cuatro comunidades vegetales: Pinus tgrtwdies religiosa, Bosque Mixto y
Quercus.

A una altitud de 3400 a 3800 m snm, que corresp@nth parte mas alta de la
Cuenca, se presenta el bosquePdris hartwegii Se encuentra dominado por un estrato
arbéreo monoespecifico y abierto; la cobertura tatgpie presenta en promedio es de 65
% de y 35 % de suelo desnudo. Se encuentran repadas dos asociaciones vegetdres:
hartwegitMuhlenbergia quadridentatg P. hartwegitFestuca tolucensjsesta comunidad
se localiza sobre pendientes poco pronunciad&s%ede inclinacion (Almeidat al, en
preparacion).

La comunidad deéAbies religiosala cual se ubica de 2750 a 3500 m snm, se
caracteriza por ser un bosque denso que alcanz® I#cobertura vegetal, dominado por
la presencia del estrato arboreo y arbustivo. Isagiaciones que la representan s@n:
religiosaRoldana angulifolia A. religiosaAcaena elongatay A. religiosaSenecio
cinerarioides.Esta Ultima presenta condiciones avanzadas deaatetpor incendios. Esta
comunidad se localiza sobre pendientes muy proadasi de 65 % de inclinacion
(Almeidaet al, en preparacion)

En la parte baja de la cuenca de 2600 a 3300 m sarabica la comunidad de
bosque Mixto y deQuercus el porcentaje de cobertura vegetal es de 80 %sy |
asociaciones que la conforman s@uercus laurinaA. religiosg Q. laurina-Quercus
rugosay Pinus patula-Cupressus lusitanica-Alnus jorullensgp. Jorullensisestas se
encuentran sobre pendientes pronunciadas, la p#te baja es muy vulnerable a la
pérdida de cobertura forestal debido a los aseatdos humanos (Almeidat al, en
preparacion).

6.3 Suelo
En la Cuenca del Rio Magdalena se encuentran ¢ipos principales de suelo:

Andosol hdmico, dominante en toda la cuenca y qoe suelos jovenes y poco
desarrollados; Mdlico, presente solo en una pdtte de la cuenca; Feozem haplico y
luvico, en la parte baja de la cuenca y Litosaéspnte en la parte baja de la cuenca y poco
representado en la parte media de la misma. Cqgrects a los tipos de textura, se

registraron dos, franco arenoso y areno francadsieel primero el dominante. Los
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porcentajes de las fracciones de arenas oscila67dal 88%; de limos entre 3 a 18% y
arcillas del 15% (Almeidat al, en preparacion).

Las concentraciones registradas de fésforo tiemepromedio de 0.089 mgP/kg,
encontrando valores que oscilan entre 0.014 mgi(kg46 mgP/kg. Estas concentraciones
se encuentran dentro de intervalos esperados @s siexivados de cenizas volcanicas que
se caracterizan por una baja cantidad de fosf@podible, por la alta fijacion del fésforo

en los sitios de carga variable de los mineralexrf® (Almeidaet al, en preparacion).

6.4 Clima
El clima de la Cuenca del Rio Magdalena esta ohtedo por el relieve

montafioso por lo que se presentan tres tipos declC(w2)(w) que corresponde a un
clima templado sub-himedo; se presenta a parta dena urbana hasta el piedemonte, sus
limites altitudinales abarcan de los 2450 a 2806nm, donde se desarrolla la comunidad
de bosque Mixto y d&uercus C(e)(w2)(w) que corresponde a un clima semiftib-s
hamedo, se presenta en las laderas de montafiangas altitudinales abarcan de los 2800
a 3600 m snm donde se encuentra la comunidadbies religios,y C(e)(m)(w) que
corresponde a un clima semifrio himedo, el cuapresenta en las partes altas de la
cuenca, a mas de 3600 m snm, donde se ubica elddefRinus hartwegii (Almeidaet

al., en preparacion).

Los tres tipos climaticos presentan un régimefudtas en verano y el porcentaje
de lluvia invernal es menor al 5%. La precipitacém la Cuenca aumenta en cantidad
conforme aumenta el gradiente altitudinal (Lab.distemas de Montafia, en proceso 2a) se
presenta poca oscilacion térmica, la temperatudiarenual oscila entre 10 a 14 °C, los

meses mas calientes son abril, mayo y junio.

6.5 Parcelas de estudio

La zona en la que se ubican las parcelas permangéafgino y oyamel, corresponde
a la zona Forestal de Conservacion; estas zonantigna gran extension de vegetacion
natural, importante para la recarga del acuifel® gonservacion de la biodiversidad. Los
servicios ambientales que proporcionan a la pamatds hacen imprescindibles, por lo
gue requieren de un uso planificado y controladoa pvitar su deterioro (GODF, 2000).

La mayor parte de la Cuenca del Rio Magdalenaregigulad de la comunidad

Magdalena Atlitic. Por medio de las asambleas,sgueealizan el primer domingo de cada
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mes, y donde se reldnen la mayoria de los propstase llegoé a un acuerdo en el cual nos
permitieron establecer dos parcelas permanentesagartipo de vegetacion. Cada parcela
tiene un area de 50 x 50 m aproximadamente y sgeatra cercada con alambre de pulas;
dentro de estas se llevan a cabo varios experiseuoi pertenecen a tesis de licenciatura y
posgrado de diferentes grupos de investigacion.

Las coordenadas geograficas fueron tomadas eengocde cada parcela. Paka
religiosa la parcela uno 19° 15’ 10.10” latitud Norte, 999’ 9.12” longitud Oeste, la
parcela dos son 19° 15’ 13.69" latitud Norte, 99° 8.6” longitud Oeste. Para las parcelas
deP. hartwegii parcela uno 19° 14’ 52.68” latitud Norte, 99 B299” longitud Oeste, y
la parcela dos 19° 14’ 52.50” latitud Norte, 9% 0.76” longitud Oeste (Figura 3).

Para los objetivos del presente estudio se usasopdrcelas pertenecientes a la comunidad

dePinus hartwegily Abies religiosa(Figura 3).
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De estas investigaciones se han determinado erafparticular las caracteristicas
de temperatura y humedad de suelo y aire en laslpar las que se presentan en el Cuadro

3. (Unger y Hernandez, en proceso).

Cuadro 3. Temperatura y humedad promedio del suelo y del air las parcelas de
estudio.

Abiesreligiosa Pinus hartwegii
T°C maxsuelo

12.9 21.3
T°C max. aire 27.52 41.9
H gHO g 1.07 0.43
H gH,0 m® 12.7 9.5

Por otro lado, los resultados del analisis de sselobservan en el Cuadro 4.

Cuadro 4. Caracteristicas generales fisico-quimicas déb®relas parcelas de estudio.

pH MO N P CIC NH 4 NO; C
Parcelas %) mgKg® mgKg' Cmol(+)Kg™
Pinus hartwegii 4.9 36.38 0.898 8.8 43.4 41 2932 1813
Abies religiosa 5.14 11.84 0.332 4 26.5 25 1144 7.81

6.6 Factores de deterioro

La parte baja de la Cuenca, en especial en las atitaudinales de 2500 a 3000 m
snm, esta expuesta a la presencia de asentamiemgslares, crecimiento de parcelas
agricolas, turismo descontrolado y puestos de cmibre todo los fines de semana
contribuyen al deterioro de la zona.

La parte media de la Cuenca, que abarca de 3660Gam snm, presenta un riesgo
alto a la erosion pues tiene pendientes muy alBup@responde al bosque Abies
religiosa en el cual la presencia @&enecio cinerarioidese considera un indicador de

perturbacion y muestra el deterioro de la zona EMimet al, en preparacion).
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Ademas, se observa corta ilegal forestal que nmasegrado controlar, hay presencia de
ganado en la zona lo que provoca la compactacibsuééo y la pérdida de reclutamiento
de plantulas de oyamel en forma natural ya quadaa como alimento.

La zona alta de la Cuenca, la cual se ubica aadiente altitudinal de 3500 a 3800
m snm, en donde se presenta el bosqueBires hartwegii es menos vulnerable a la
erosion, pero es mas vulnerables a incendios &dessbriginados por el hombre (Almeida
et al, en preparacion).

La presencia de ganado es evidente ya que el sneddgunas zonas se encuentra
muy compactado, el ganado se alimenta de las pd&nte pino, lo que impide que se

regenere en forma natural. Se observan tambiélersias de tala ilegal.

6.7 Aspectos Historicos

La Cuenca del Rio Magdalena (CRM) fue declaradaaZmotectora Forestal el 27
de Junio de 1932, con una extension aproximadd de Ba (DOF, 1932). En este acuerdo
se concluye que es importante conservar el bosgusagtud publica, ya que se encuentra
cerca de la Ciudad de México, y es necesario jeterser el caudal del Rio Magdalena, el
cual proporciona energia eléctrica a la regiota gue se conoce cono Cafiada de los
Dindmos y aun en la actualidad se considera uneg@rincipales areas de excedente
hidrico en el Distrito Federal (Mazari, 2000). @mbargo, el acuerdo de 1932 también
contempla otorgar permisos para la explotaciorogdedcursos forestales.

Para el 19 de mayo de 1947, se publica otro ttegeesidencial en donde se
declara Zona de Proteccion Forestal del rio Magdalel cual abarca una faja de 12
kilometros de longitud desde el nacimiento delh&sta aguas abajo en la parte urbana,
cubriendo 500 metros a cada lado del cauce.

Para el 1° de Agosto de 2000, se publica en l@it@#eficial del Distrito Federal El
Programa General de Ordenamiento Ecoldgico del, Que tiene como politica ambiental
la conservacién, proteccion, restauracion y aptusedento sustentable. En base a esas
politicas ambientales, se zonifica el suelo de emaEion para mantener los servicios
ambientales y fomentar el desarrollo rural y seifm@m ocho unidades ambientales:
Forestal de Conservacion, Forestal de ConservaEgpecial, Forestal de Proteccion,
Forestal de Proteccion Especial, Agroforestal, Aaestal Especial, Agroecoldgica y
Agroecologica Especial.
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La mayor parte de la CRM es propiedad de la codaghiMagdalena Atlitic, y
existen zonas de litigio con la comunidad San Migdlotolapan y San Mateo Tlaltenango.

Debido a estos conflictos, el manejo de ecosigtenaesta cuenca se ha dificultado.
A pesar de la importancia del éarea, su situacigallpresenta un desorden administrativo
en el que no es claro a quien compete su admicidtrg qué restricciones de uso presenta

La presente tesis forma parte del proyddanejo de Ecosistemas y Desarrollo
Humano en la Cuenca del Rio Magdalena, el cuaksarmlla en el marco del Programa
de Apoyo a la Investigacion en Facultades y Esesuddda UNAM y cuyo objetivo general
es “Generar un diagnostico ambiental del sueloatesearvacion ecologica de Magdalena
Contreras, que permita obtener informacion sobres&ddo actual de la flora, fauna y
vegetacion de los ecosistemas forestales como passeproponer acciones en el contexto
del manejo de ecosistemas para la conservaciostguracion del area, asi como destacar
las especies de mayor relevancia biolégica parpoper lineamientos para su uso y
conservacion”

Dentro de los objetivos particulares del proyedlanejo de Ecosistemas y
Desarrollo Humano en la Cuenca del Rio MagdalemalaE estrategias de manejo se
encuentran las estrategias de restauracion ecaldgatro de las cuales se contemplé en el
proyectoManejo de Ecosistemas y Desarrollo Humano en lan€uedel Rio Magdalena,
como objetivos particulares, restablecer la coberiegetal a través de la introduccion y
seguimiento de especies de diferentes estadiosisnakes y analizar algunos de los
factores limitantes del crecimiento y establecirtoede las especies a lo largo del tiempo y
el espacio. Y la presente tesis realiza una pegadidacion para tales objetivos.

Con la informacion obtenida en éste trabajo comwo ka informacién de otros
grupos de investigacion, se propondran mecanisracs @ disefio de estrategias en el

manejo de la Cuenca.
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6.8 Especies vegetales estudiadas

i) Pinushartwegii
Clasificacion taxondmica

Reino: Plantae
Divisién: Spermatophyta
Clase: Coniferae
Orden: Pinales
Familia: Pinaceae
GéneroPinus
EspeciePinus hartwegii Lindl.

Es el pino que se desarrolla a mayor altitud Jpgeneral de 2700 a 4000 m
s nm, a menudo sobre laderas de fuertes pendiemtdgxico.
Arbol de 5 a 25 0 30 m de altura, tronco con umei#o hasta de 75 cm de corteza gruesa
y aspera, de color café oscuro a grisacea, rameasdaas con hojas aciculares de 4 6 5 en
cada fasciculo, a veces 3 a 6 claro, rigidas, @d® cm de largo, de color verde claro, casi
glaucas, vaina persistente, tiene amentos massutied a 2.5 cm de largo, de color
amarillento o violaceo a café, conillos femeninddongos, de color azul violaceo y
dispuestos en grupos de 2 a 4, a veces 6, cortanpauunculados, conos ovoideo-
oblongos, levemente encorvados de 7 a 14 cm de pang5 a 8 cm de diametro, de color
café oscuro o casi negro persistentes, dispuest@armes o en grupos de 3 o 4, presenta
semilla de 5 a 8 mm de largo color café con edald2 a 20 mm de largo por 5 a 12 mm
de ancho de color café con lineas oscuras. Enlie ¥& México se encuentra entre 2600 a
4200 m snm; los bosques d& hartwegiison medianamente densos a abiertos, forman el
altimo nivel de la vegetacion arborea, en ocasidaesobertura del estrato herbaceo es
mayor a la cobertura arbérea, puede formar bogoues pero también cohabita con otras

especies de arboles (Rzedowski y Rzedowski, 2001).

ii) Abiesreligiosa
Clasificacion taxondmica

Reino: Plantae
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Divisién: Pinophyta
Clase: Pinopsida
Orden: Pinales
Familia: Pinaceae
GéneroAbies
EspecieAbiesreligiosa (Kunth Schlitdl. et Cham)

Es un arbol que llega a medir 40 o hasta 60 mipeto mide de 40 cm a 1.5m de
diametro, tiene una corteza lisa en los arbolesrjés y gruesa con placas escamosas en los
arboles adultos, tiene ramas horizontales y hdjasnas de 20 a 30 mm de largo por 1.5
cm de ancho, las inflorescencias femeninas sonremafde conillos subcilindricos de 7 cm
de largo, con las bracteas rojizas de margen rasdasl conos maduros son cilindrico-
oblongos de 10 a 16 cm de largo por 4 a 6 cm deoasemillas resinosas de 9 a 10 mm de
largo por 5 mm de ancho, lisas de color castafilate de largo por 10 a 15 mm de ancho
el a la mide de 22 a 25 m. Su nombre comun es “@yase encuentra a una altitud de
2600 a 3500 m snm. Puede formar bosques purodgaimén cohabita con otras especies
de arboles. En el valle de México se localiza eflito a Epazoyucan, Tepeapulco, Villa
N. Romero a Tlalpan y Milpa Alta, Texcoco y Amecaaeg Juchitepec. La madera se usa
para fabricar papel, vigas para la construcciore@®wski; Rzedowski, 2001) y como arbol
de navidad.

6.9 Especies de hongos ectomicorrizégenos usados

i) Suillus brevipes

Clasificacion toxondémica
Reino: Fungi
Phylla: Basidiomicota
Clase: Holobasidiomycetes
Subclase: Hymenomycetidae
Orden: Boletales
Familia: Boletaceae
GeéneroSuillus
Especi@uillus brevipes (Peck) Kuntze 1898
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Suilluses un hongo ectomicorrizégeno que se asocia ailagnas etapas de vida
de las plantulas (Bowen, 1994; Santiago-Martin8221y 2002), forma esporomas epigeos
con himendforos tubulares. Es un género de féslhmiento y una especie que se reporta
como comestible (Alvarado Sanchez, 2008); ultimamer ha propuesto como un género
gue se pude usar para rehabilitar suelos contaéneon metales pesados (Adriaensen,
2006).

i) Inocybe splendens

Clasificacion taxondmica

Reino: Fungi

Phylla: Basidiomicota

Clase: Holobasidiomycetes

Subclase: Hymenomycetidae

Orden: Cortinariales

Familia: Continariace
Génerd:nocybe

Especietnocybe splendens R. Heim

Inocybees un hongo ectomicorrizégeno que se asocia@ilagras etapas de vida
de las plantulas (Bowen, 1994) asi como en estagmssionales tempranos (Matsuda e
Hijii, 1998). Presenta laminas adheridas al estjp#n los esporomas maduros el velo
interno se transforma en una cortina, los cualesbservan como fibrillas en el borde del
pileo (Herrea y Ulloa, 1990). Su comportamiemovitro no ha sido muy estudiado
(Alvarado Sanchez, 2008).

6.10 Colecta de esporomas y aislamiento de tejido

A partir del trabajo realizado por Alvarado (20G#) seleccionaron las sepas de
Suillusbrevipese Inocybe splendens

Las cepas se encuentran en el separio del Labora Micorrizas del Centro de
Investigaciones de Ciencias Biologicas de la Usidad Autdbnoma de Tlaxcal&uillus
brevipestiene la clave TLAX62 énocybe splendena clave TLAX64.
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6.11 Cepas en medio sdlido y liquido

Las sepas se aislaron cada tres meses en medib/alRDA a partir del mes de
octubre del 2006. En cada proceso de resiembracdiasias fueron fragmentadas en
pequefios cuadros de 5 X 5 mm, los cuales fueramsfaridos al medio de cultivo fresco y
sélido (Santiaget al 1999).

Después de una o dos resiembras en PDA, se trarmsfia medio BAF sdlido
(Biotina Aneurina Acido Folico) (finales de diciensbde 2006), se dejo crecer la cepa y
después de un mes se volvieron a cortar en pequedsos de 5 X 5 mm, los cuales se
transfirieron (inicio de febrero de 2007) a matsade 250 ml conteniendo 100 ml de medio
liquido Biotina Aneurina Acido Fdlico (BAF) (Moset960), adicionandose 15 g de
dextrosa por litro. Los matraces fueron manteniglosagitacion mecénica a 150 rpm y

25°C durante dos o tres meses.

6.12 Plantulas en vivero

Las plantulas d®inus hartwegiiLindl. y Abies religiosaKunth Schitdl. et Cham)
fueron proporcionadas por el vivero de San Luixi@ileemalco ubicado en la Delegacion
Xochimilco D. F. Se nos indicé que las semillagfmecolectadas del Ajusco y germinadas
en contenedores de plastico rigido, en el mes wb@cde 2006.

Cada mes de febrero a julio del 2007, se regwsirlos parametros de crecimiento
correspondientes a altura total, altura al meristgrdiametro a la base a 1 cm del suelo. Es
importante sefialar que de febrero a mayo se tomasomediciones morfomeétricas, sin
evaluar los tratamientos con HEM ya que la primeozulacion conS. brevipegPeck.)
Kuntze, y suelo forestal se llevé a cabo en el deegunio. En el vivero organizaron y
etiguetaron las plantas para identificar cuéledasedestinadas a los diferentes

tratamientos.

6.13 Produccién masiva de micelio en botellas

Para la produccion de micelio (marzo de 2007)esgirieron 14 botellas lecheras
de vidrio de un litro, en las cuales se deposit&@h ml de vermiculita con pH de 7, 66 ml
de turba y 300 ml de medio de cultivo BAF y sedei@naron 10 g de dextrosa por litro.

Las botellas fueron selladas con un tapon de algodse esterilizaron por una hora
a 120 Ib de presion en un autoclave. Posteriormestsacaron las botellas y se dejaron
enfriar a temperatura ambiente; a partir de estmento todo el proceso se llevéd a cabo en
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la campana de flujo laminar ya que se requierendembiente totalmente estéril para evitar
gue se contamine el material.

Las cepas se encontraban en medio BAF liquidd@eni, con un volumen de 250
ml, de tal manera que de cada matraz se vertiaml5@e in6culo y medio liquido
aproximadamente a una botella que contenia vertagictlrba, BAF y dextrosa, mientras
gue los 50 ml restantes se pasaron a una segutel@abeste procedimiento se repitio para
cada matraz y cepa de hongo. Al finalizar, las llesdueron incubadas a 25°C durante

aproximadamente tres meses.

6.14 Extraccion de micelio

Cuando se observo que el micelio cubria el matgtialse encontraba dentro de las
botellas, el contenido fue sacado cuidadosamemtepysitado en un lienzo de manta de
cielo (junio 2007). El material fue expuesto cuidls@imente a un chorro de agua para
eliminar los residuos del medio de cultivo ya que a&lcar es sustrato para
microorganismos, se deposito sobre papel de estregalejé secar a temperatura ambiente
(un dia). Ya seco el micelio se guardd en una badsplastico y se refrigeré a 4°C, hasta
gue fue utilizado (Santiagat al, 1999).

Este proceso soOlo se realiz6 para la cep&.d@evipesya quel. splendensse
contamind y como consecuencia no crecio la cepa,@ague se realizé una segunda
produccion de micelio a finales del mes de juniontismo afio.

En la segunda fase de produccién de micelio geapaieon 24 botellas lecheras. En
esta ocasion, las dos cepas no se contaminaron seganda vez se obtuvo micelio 8e
brevipesy por primera vez de splendensel material fue extraido cuidadosamente de las
botellas y no fue expuesto al agua ni se dejé sedkr se refrigeré6 inmediatamente para

que posteriormente se inocularan las plantulastdimeente en campo (agosto de 2007).

6.15 Obtencién de suelo forestal

En junio de 2007, se colect6 suelo forestal dedaazde oyamel y pino para
determinar el potencial de inéculo. El criterio (ageuso para colectar suelo de la zona fue
tomar cuatro muestras al azar, para obtener unatraugeterogénea del inéculo potencial
del bosque, ya que los propagalos no se distribalgefiorma continua en condiciones
naturales; el suelo se bafd ligeramente con Capbarel fin de eliminar hongos patégenos

y se dej6 secar al aire libre.
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6.16 Pruebas de germinacion

i) Pinus hartwegii

Tratamiento 1

Se realizaron pruebas de germinacion en semill&ries hartwegiutilizando el método

gue se describe a continuacion (Galindo-Fletesl, 2001).

1)

2)
3)

4)

5)

6)

Las semillas, se remojaron 24 horas con agua aestirealizando tres cambios de
agua en las 24 horas.

Se dejaron remojar 15 minutos eg04 al 30% en agitacion constante.

Las semillas se lavaron varias veces con agudatisly esterilizada para quitar los
residuos de perdxido en una coladera.

Se rociaron con captan (0.5g por litro) y se erguag con agua destilada, se
desinfecto el papel filtro para ser usado comarataston alcohol del 96°.

Se colocaron 100 semillas distribuidas en dossda@ri de 15 cm de diametro y se
colocaron en forma de espiral, procurando que noc@an las semillas entre si, a
una distancia de 0.5 mm entre cada una, contandair® repeticion mas, teniendo
un total de 200 semillas.

Se almacenaron en una camara de germinacion denidad)J de Ambientes
Controlados de la Facultad de Ciencias a 16/8 Holmsuridad/luz) a 2&; cada 48
horas se agregaba agua con una pipeta de 10 ml.

Tratamiento 2

Se realizd una segunda prueba ahora a 12/12 (idedluz) a 28C en una camara de

ambientes controlados, siguiendo los mismos prouedios para el tratamiento de las

semillas que en el tratamiento 1.

ii) Abiesreligiosa

Los conos fueron colectados en el bosque de OydenElaxcala, en los limites con Puebla
en diciembre de 2006.

Tratamiento 1
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Las pruebas de germinaciéon Abies religiosase intentaron con tres tratamientos, en un
inicio a las semillas se les quito el ala membranpesteriormente:

1) Las semillas se remojaron 24 horas con agua distitealizando tres cambios de
agua en las 24 horas, antes de montar el expeoment

2) Se dejaron remojar 15 minutos egd4 al 30% en agitacion constante.

3) Las semillas se lavaron varias veces con agudatisty esterilizada para quitar los
residuos de perdxido en una coladera.

4) Se rociaron con captan y posteriormente se lavavaragua destilada; se desinfecto
el papel filtro para ser usado como sustrato coohall del 96°.

5) Se colocaron 100 semillas distribuidas en dos sd@gri de 15 cm de didmetro y se
colocaron en forma de espiral, procurando que noc@an las semillas entre si, a
una distancia de 0.5 mm entre cada una, contandarta repeticion mas, teniendo
un total de 200 semillas.

6) Finalmente, se almacenaron en una camara de geigringe la Unidad de
Ambientes Controlados de la Facultad de Ciencia6/8 horas (obscuridad/luz) a
25°C; cada 48 horas se agregaba agua con una pip&€ande Es importante sefalar
que se observo crecimiento de hongos en algunaslasenpor lo que fueron
eliminadas de la caja Petri en cada observaciorsglefectuaba (Galindo-Flores
al., 2001).

Tratamiento 2

Se realizé una segunda prueba ahora a 12/12 (idedluz) a 28C en una camara de
ambientes controlados. Siguiendo los mismos prouedios para el tratamiento de las
semillas, se colocaron 100 semillas distribuidagl@n cajas Petri de 15 cm de diametro y
se colocaron en forma de espiral, procurando gueertocaran las semillas entre si, a una
distancia de 0.5 mm entre cada una, contando carrepeticion mas; cada 48 horas se

agregaba agua con una pipeta de 10 ml. (Galindesdbal, 2001).

Tratamiento 3
Para este experimento fue necesario esterilizdatyrvermiculita con la cual de realizo
una mezcla y preparé un sustrato a una propor2itn se depositd la mezcla en un
recipiente de 5 cm de profundidad por 45 cm deolar@5 cm de ancho a temperatura
ambiente expuesto a la luz del dia. Las semillasatzron de la siguiente manera:
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1) Se remojaron con 4D, al 30% durante 30 minutos.

2) Posteriormente se lavaron con agua destilada.

3) Se remojar en Captan por 24 horas en el refrigef@dag X litro).

4) Finalmente se lavaron con agua destilada parargelitaxceso de Captan y se
colocaron 100 semillas, sobre la turba y vermiauit1.5 cm de profundidad en
posicién horizontal con respecto al sustrato; éflhoras se agregaba agua con una
pipeta de 10 ml.

6.17 Analisis de macronutrientes en el tejido vetpd

Antes de ser inoculadas en vivero se tomaron 7ylsal azar por especie para
obtener el porcentaje de macronutrientes en vastagiz de carbono, fésforo y nitrégeno.

Para tal efecto se colocaron en un horno a 70P&hthiuna semana, posteriormente
se enviaron las muestras separando la parte degeagtaiz, finamente macerados, para su
analisis en el laboratorio, de Fertilidad del Calede Postgraduados, con el fin de realizar
una comparacion entre la cosecha inicial julio 29Qra cosecha final en agosto 2008,
tiempo en el que las plantas habian permanecidafionen campo, sOlo que en esta
ocasion se obtuvieron muestras al azar de 5 plaptasada tratamiento.

En la dltima semana de Agosto de 2008 se realwdaosecha de 5 plantas por
tratamiento por especie, en la cual se registré geso de la raiz, tallo y total con una
balanza de precision; para tal efecto se colocaronn horno de secado a 70°C hasta se
obtuvo el peso seco constante. Se realizaron Endégnacronutrientes para vastago y raiz
por tratamiento para obtener el porcentaje de caxbfdsforo y nitrogeno, las muestras se

enviaron al Laboratorio de Fertilidad del ColegeoRbstgraduados.

6.18 Inoculaciéon en vivero

En el proceso de inoculacion en el vivero, se ¢arab las plantulas a tubetes con
mayor capacidad correspondiente a 250 ml. Previtarsenesterilizé vermiculita y turba en
un autoclave a 120°C, durante 30 minutos; se teala mezcla 2:1, para ser usada como
sustrato inerte en la inoculacion de las plantatassuelo forestal y micelio d& brevipes
ya que como se mencioné anteriormente, fue la gepano se contamino.

La inoculacion de las plantulas c8nbrevipey suelo forestal se realizd en el mes

de junio. Se obtuvieron 4 g de micelio para inocwada planta. EI nimero total de
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plantulas que se inocularon fue de 160, 80 para piB0 para oyamel; fueron agregados
170 ml de vermiculita y turba previamente estadias, para que el transplante al tubete
con mayor capacidad no tuviera espacios y asirdaitntrada de aire.

El suelo que se obtuvo del bosque de oyamel sepas®d inocular plantulas de
oyamel, y el suelo que se obtuvo del bosque de g@nasé para inocular las plantulas de
pino; para llenar la capacidad de los tubetes segagpn 100 ml mas de vermiculita y
turba, previamente esterilizada.

A las 160 plantulas restantes, que corresponditestigo, se le agregaron 185 ml
de vermiculita y turba para que tuvieran el misnmumen que los dos tratamientos

anteriores y asi poder comparar entre todos ltaniantos.

6.19 Transplante a campo

El transplante se realiz6 a principios de septienmds 2007, en cuatro parcelas
permanentes de 50 x 50 m aproximadamente (dosdan aamunidad vegedalEn cada
parcela se transplantaron al azar 40 plantulascada tratamientos 1) sin suelo nativo
“control”, 2) inoculadas con suelo nativo, 3) intazlas corS. brevipey 4) inoculadas con
I. splendenf teniendo 160 plantulas para la parcela uno ymé8 para la parcela dos,
contando con un total de 320 plantulas por esp8eieealizo el mismo procedimiento para
pino, de tal forma que se transplantaron 640 plasifoor las dos especies.

Las plantulas fueron transplantadas a una disgtatecil.5 m entre una y otra y a tres
metros de distancia de cada una de las lineaslasta#s usando el método tradicional
forestal llamado “3 de bolillo” (CONAFOR-SEMARNATR004) (Figura 4).
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Figura 4. Esquema que muestra la distancia entre plantasraento de ser transplantadas
en campo con el método forestal “3 de bolillo”.

6.20 Inoculacion en campo

La primera inoculacién comocybe. splenderR. Heim se realiz6 en el campo, y se
agregaron 17 g a cada plantula; fueron inocula@asi@tulas por especie, dando un total
de 160 plantulas. Posteriormente, se realizé darsia inoculacion coBuillus brevipes
para lo cual se agregaron 20 g de micelio a cafilastyh. Las plantulas fueron marcadas
con una placa de aluminio; en dicha etiqueta secffqaba la parcela a la que pertenecian,

el tratamiento y un nimero del 1 al 40.

6.21 Analisis de crecimiento

Desde el momento del trasplante, cada bimestregstnaba la altura total de las
plantas tomadas con un flexdbmetro, consideranda g&to en las plantas de oyamel desde
el suelo hasta la terminacién de las hojas apicgles pino desde la base hasta las aciculas
sin levantarlas del suelo ya que debido a su cientmalgunas caian por su peso. La altura
al meristemo fue tomada con un flexdmetro, conaittds para oyamel la medicion desde
el suelo hasta los meristemos apicales, y para g@sole el suelo hasta el macollo. El
diametro a la base del tallo fue considerado aamtimetro del suelo para ambas especies,

y fue tomado con un vernier digital (marca Mituthyo

Se aplicé un andlisis de crecimiento de acuerdtumt (1982), considerando las

siguientes variables: cociente raiz/vastago, peso ®tal, tasa relativa de crecimiento.
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» Cociente raiz/vastago (R/V):
R/V=PSr/PSy,

donde: PSr es el peso seco de laraiz y PSv eselsgco vastago.

» Peso seco total (PST)
PST=PSt + PSr

Donde: PSt es el peso seco del tallo y PSr essel ggro de la raiz.

» Tasa relativa de crecimiento en altura (TRCa):

In Alt 22— In Alt t

TRCa=
b .U
Donde: Al; corresponde a altura inicial en cm y Aks la altura final,t; es el tiempo

inicial en dias y-tes el tiempo final.

6.22 Supervivencia

En cuanto a la supervivencia, si se observabdagolanta estaba seca o trozada por
la accion de una pisada de animal o por la caidanderama, se continuaba tomando las
mediciones correspondientes ya que en varias owssise observo que en la siguiente
visita se desarrollaba pequefias ramas y con estecaperaba la planta, por lo que se
considerd que en la tercera medicion si se obsarvaimpletamente seca y sin crecimiento

de ramas laterales esa planta se consideraba casrtam

6.23 Obtencion de raices

En el mes de marzo de 2007 se realizé un muestgaides de las plantas, para
realizar la caracterizacion macro y microscopicalate micorrizas formadas y con esto
verificar que las caracteristicas generales cooregipran a las cepas inoculadas. Para tal
fin, se obtuvieron tres muestras de raices por tatemiento al azar, teniendo un total de
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12 muestras por especie y en el mes de agosto(f: s20obtuvieron cinco muestras de
raices al azar por cada tratamiento. Para obtagseaices de las plantas, se usaron tubos de
PVC de 20 cm de largo y una pulgada de diametoclmles se colocaban en el suelo
junto al eje principal de la planta golpeando commartillo, poco a poco, hasta que el tubo
fue enterrado y posteriormente se extraia, prodarajue el suelo y las raices que se
encontraban dentro no se cayeran. El tubo se d@dvaivpapel aluminio, con su respectiva
etiqueta y bolsa de plastico transparente, alilabtboratorio se refrigeraron 8G3 para

su futuro manejo.

Posteriormente, los tubos que contenian las nasede raices se sumergieron en
agua durante 24 horas, para que el exceso de seelemoviera. Al dia siguiente el
material dentro del tubo fue colectado cuidadosaeneobre un tamiz, las raices obtenidas
se lavaron cuidadosamente con agua corriente li/éapara quitar el exceso de tierra que
aun quedaba adherido a ellas y, finalmente, cos pireas de relojero se colectaron las
raices de la malla del tamiz y se colocaron encaj@Petri con un poco de agua de la llave
para observar la morfologia de la micorriza. Elcpsm se repitié nuevamente en febrero de
2009.

6.24 Caracterizacion macromorfolégica y micromorftdgica

Las raices obtenidas fueron observadas en el roapms estereoscopico. Se
describieron las caracteristicas morfologicas y@n&as mas comunes. En la descripcion
macromorfologica se considero el color, el tipaamificacion, presencia de rizomorfos y
tipos de manto, se observaron al objetivo 20x, talnge también fotografias de cada tipo
de micorriza en un fotomicroscopio estereoscopetss modelo Stemi SV6.

Al terminar lo anterior, las muestras se guardamirascos de plastico transparente
con su respectiva etiqueta; el frasco conteniasaohacion de Formol (30 ml), Alcohol
etilico (30 ml) y agua (40 ml).

Para la caracterizacion anatdmica del manto fueralizados cortes longitudinales.
Se obtuvieron preparaciones semipermanentes,caddss se les agregoé acido lactico, y se
observaron al objetivo 100x en un fotomicroscopitohico Olympus modelo AX70.
Todas las fotografias fueron tomadas en el Labaoatte Microcine de la Facultad de
Ciencias de la UNAM.
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6.25 Porcentaje de micorrizacion

Conjuntamente al observar y caracterizar a lasmizes se obtenia el porcentaje de
colonizacién, contando las raices micorrizadas xM#ral, 1991) que se encontraban en
los tubos de PVC, en el mes de septiembre de 20€i&gro de 2009, es importante aclarar
gue no se observo el sistema radical en su totaligaque las plantas no fueron extraidas
de las parcelas.

6.26 Andlisis estadistico

Se aplic6 un ANCOVA, teniendo como covariable ladicién inicial y como
variable de respuesta la medicion final de cadeabiar de respuesta, para comparar entre
tratamientos; los andlisis de realizaron en el fanog Stat Graphics Plus 2.0
La supervivencia se analiz6 mediante la pruebaamanpétrica “logrank” de Peto y Peto
(Pyke y Thompson, 1986), con un anélisis fepara comparar entre especies y
tratamientos.

Para obtener la Tasa Relativa de Crecimiento (TR&3) variables registradas
(didmetro a la altura del tallo, altura al meristeynaltura total) fueron transformadas a
logaritmo natural, analizdndose por medio de urisaisale varianza (ANdeVA) de dos
vias, tratamiento (con cuatro niveles, sin suetm suelo,S. brevipese I. splendensy
tiempo (con nueve niveles).

Para analizar biomasa, que en este caso fuegaosécha final, los datos de raiz y
vastago fueron transformados a raiz cuadrada, gdtws de R/V (proporcion raiz/vastago)
y PST (Peso seco total) a logn; en este caso fizaana con un ANdeVA factorial con dos
vias (tratamiento y especie), tratamiento con ouaitveles, correspondientes a sin suelo,
con suelo, cors. brevipes I. splendensy especie con 2 niveles. La prueba de Cochran
sefialdo que si hubo homecedesticidad. Los analisisreslizaron en el programa
STATISTICA version 6.0.

Para analizar el porcentaje de carbono, fosfarir§geno en raiz y vastago de cada
especie, se aplicé un andlisis de varianza (ANdeWé)una via y dos factores (raiz y
vastago), y para comparar entre cosechas se apli@nalisis de varianza (ANdeVA) de
una via y dos factores (cosecha inicial y coseitad)fy la prueba de comparacion multiple
de medias de Tukey utilizando el programa STATISY1@rsion 6.0.

El porcentaje de colonizacion se transformé a amoy se aplicé un ANdeVA de dos vias

39



(tratamiento y tiempo) tratamiento con cuatro reselcorrespondientes a sin suelo, con
suelo, cort. brevipe®l. splendensy tiempo con 2 niveles.

6.27 Diagrama de flujo del método
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7. RESULTADOS

7.1 Seleccion de cepas

Se seleccionaron las cepas de B&#illus brevipes(Peck.) Kuntzee Inocybe

splenden®k. Heim para cultivar micelio en vermiculita.

7.2 Crecimiento en vivero

Desde el mes de febrero a mayo de 2006 se tomasosualmente mediciones en
el vivero de los siguientes parametros: didmetelamse del tallo a un cm del suelo, altura
total del tallo y altura al meristemo, para 32(pléas por especie, teniendo un total de 640
plantulas de ambas especies. En ese tiempo lasilpl&imo fueron micorrizadas con cepas
nativas ni con suelo forestal, por lo que en ladicgs no se contempla la separacién entre
tratamientos (Figura 5). En febrero de 2006, |@ntplas deP. hartwegiitenian 150 dias
desde su germinacion, y lasAlereligiosatenian 240 dias.

Es importante sefialar que para el lote de pléee nos proporcionaron en el
vivero, fueron revisadas las raices de siete idds al azar por especie en tres ocasiones
entre febrero y junio del mismo afio; y no se olasépumacion de ectomicorrizas.

El diametro inicial a la base del tallo Be hartwegiifue de x = 3.83 mm (xEE
0.05), con una altura al meristemo inicial xle= 0.74 mm (+EE 0.01) y una altura total de
X =7.91 cm (zEE 0.11) (Figura 5).
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Figura 5. Crecimiento dePinus hartwegien vivero (x1E. E.) a los 150 dias después su
germinacion. Dénde: a) diametro a la base del,tb)laltura total y c) altura al meristemo

(n= 320).
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El diametro inicial del tallo dé. religiosafué dex= 1.80 mm(+EE 0.01), con una
altura inicial al meristemo d&= 13.16 cm (+EE 0.25) y una altura total de 13.39 cm
(xEE 0.12) (Figura 6).
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Figura 6. Crecimiento de Abies religiosaen vivero a los 240 dias después de su
germinacion. Donde: a) diametro a la base del,th)i@ltura total y c¢) altura al meristemo
(x1EE) (n= 320).
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7.3 Pruebas de Germinacion

Pinus hartwegii es una especie con un porcentaje de germinacity ah

comparacion con la germinacion de las semillaglies religiosague tiene un porcentaje

muy bajo o nulo, el hipocolito se desarroll6 de3dram (Cuadro 5).

Cuadro 5. Resultados de las pruebas de germinacion passadlas ddPinus hartwegily
Abies religiosa sometidas a diferentes tratamientos, el hipacalé desarrollé de 1 a 3

mm.

Especie

Tratamientos

Pinus hartwegii Tratamiento 1

Abies religiosa

16/8 a 25C  65% de germinacion a la tercera semana

Tratamiento 2
12/12 a 28C  87% de germinacion a la tercera semana

Tratamiento 1
16/8 a 25C 0% de germinacion a la tercera semana

Tratamiento 2
12/12 a 28C  30% de germinacion pero, sélo se desarrolld ethio

Tratamiento 3
temperatura  10% de germinacion pero, solo se adéairhipocolito
ambiente
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7.3 Analisis de crecimiento en campo

El ANCOVA para cada variable de respuesta, complaréamedicion inicial y
final con sus respectivos tratamientos, para ammbpscies no registro diferencias

significativas en ninguna variable (Figura 7 y@ué&dro 6 y 7).
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Figura 7. Crecimiento déinus hartwegien campo, comparando la medicion inicial con la

medicion final. Dénde a) didmetro a la base déb tél) altura al meristemo y c) altura total
(x1E E) (n= 293).
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Cuadro 6. ANCOVA paraPinus hartwegiicomparando la medicién inicial y final en
campo (n= 293).

Variable gl F p
Diametro a la base del tallo 1 0 n. s.
Tratamiento 3 0.54 n. s.
Error 288
Altura al meristemo 1 1.98 n. s.
Tratamiento 3 0.9 n. s.
Error 288
Altura total 1 2.57 n.s.
Tratamiento 3 2.14 n. s.
Error 288

nivel de significancia. n.s= p> 0.05
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Cuadro 7. ANCOVA paraAbies religiosacomparando la medicion inicial y final en
campo (n=174).

Variable gl F p
Diametro a la base del
tallo 1 2.57 n.s.
Tratamiento 3 2.14 n.s.
Error 169
Altura al meristemo 1 1.18 n. s.
Tratamiento 3 1.27 n. s.
Error 169
Altura total 1 1.63 n.s.
Tratamiento 3 1.38 n.s.
Error 169

nivel de significancia. n.s= p> 0.05
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7.4 TRC (Tasa relativa de crecimiento) en campo parcada especie

El diametro a la base del tallo & hartwegii se incrementé en el periodo de
estudio en campo de=6.17 cm (+EE 0.14) a= 14.68 cm (xEE 1.18) (Figura 9). El
ANdeVA mostro diferencias significativas en el d&tro a la base para el factor micorriza,
asi como también para el tiempo y la interacciormomiza/tiempo (Cuadro 8). Los
resultados de la prueba de Tukey se presentanrea fietallada en el Apéndice 1.

La altura al meristemo eP. hartwegiise incrementd en el periodo de estudio en
campo dex=2.88 cm (+EE 0.13) a=8.62 cm (+EE 0.35). El ANdeVA mostrd diferencias
significativas en el diametro a la base para dbfamicorriza, asi como también para el
tiempo y la interaccion micorriza/tiempo (Cuadro18)s resultados de la prueba de Tukey
se presentan en forma detallada en el Apéndice 2.

Con respecto a la altura total Bn hartwegij se incrementd en el periodo de estudio en
campo de x=19.86 cm (*EE 0.26) ax=21.80 cm (*EE 0.55). EI ANdeVA mostro
diferencias significativas en el didmetro a la bdaletallo para el factor micorriza; también
se observaron diferencias significativas paraehpio y la interaccion micorriza/tiempo
(Cuadro 8). Los resultados de la prueba de Tukeyregentan en forma detallada en al

Apéndice 3.
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Figura 9. Parametros morfométricos pd*aus hartwegiien campo, donde: a) diametro a
la base del tallo, b) altura al meristemo y c)raltiotal (+EE) (n= 293). La flecha indica el
momento en que se separaron los tratamientos yoselld conS. brevipesy con suelo
forestal en vivero. La estrella indica el momemogee se realizd la segunda inoculaciéon
paraS. brevipey la primera par& splendensn situ.
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Cuadro 8. Resultados del ANdeVA para la TRC (Tasa RelatigaCdecimiento) de los
parametros morfométricos &mnus hartwegii{n= 293).

Variable de Factor gl F p
respuesta

TRC Trat 3 43.6549 ok

Didmetro T 7 250.3310 ok

a la base TratXT 21 51.7513 *kk
Error 2312

TRC Trat 3 20.42750 il

Altura T 7 2.92202 ok

al meristemo TratXT 21 23.33125 hkk
Error 2312

TRC Trat 3 48.0480 el

Altura T 7 252.7477 rokk

total TratXT 21 121.1612 i
Error 2312

nivel de significancia. n.s= p> 0.05, *= p< 0.057p< 0.01, ***=p< 0.001. Dénde Trat.= Tratamienfioz Tiempo
Trat.XT= Interaccién Tratamiento/Tiempo
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El diametro a la base del tallo ébies religiosase incrementé en el periodo de
estudio en campo de=2.18cm (+EE 0.04) a=4 cm (xEE 0.12) (Figura 10). El ANdeVA
no mostro diferencias significativas en el diametta base debido al factor micorriza, pero
el factor tiempo si gener0 diferencias significasiv asi como la  interaccion
micorriza/tiempo (Cuadro 9). Los resultados derleepa de Tukey se presentan en forma
detallada en el Apéndice 4.

La altura al meristemo eA. religiosase incrementd en el periodo de estudio en
campo dex=14.18 cm (+EE 0.36) &=29.36 cm (+EE 1.57). El ANdeVA no mostro
diferencias significativas en el diametro a la basleido al factor micorriza, pero el factor
tiempo si generd diferencias significativas, y tambla interaccion micorriza/tiempo
(Cuadro 9). Los resultados de la prueba de Tukeyregentan en forma detallada en el
Apéndice 5.

Con respecto a la altura total &nreligiosa,se increment6 en el periodo de estudio
en campox=14.85cm (+EE 0.44) a&=29.36 cm (xEE 1.57). El ANdeVA no mostro
diferencias significativas en el didmetro a la baskidas al factor micorriza; sin embargo,
el factor tiempo si genero diferencias significasivy la interaccion micorriza/tiempo fue
también significativa (Cuadro 9). Los resultadoslai@prueba de Tukey se presentan en

forma detallada en el Apéndice 6.
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Figura 10. Parametros morfométricos pakhies religiosaen campo, dénde: a) diametro a
la base del tallo, b) altura al meristemo y c)raltiotal (+EE) (n= 174). La flecha indica el
momento en que se separaron los tratamientos goselld conS. brevipesy con suelo
forestal en vivero. La estrella indica el momemogee se realizd la segunda inoculacién
paraS. brevipey la primera par& splendensn situ.

53



Cuadro 9. Resultados del ANdeVA para la TRC (Tasa Relaty&decimiento) de los
parametros morfométricos @bies religiosgn= 174).

Variable de Factor gl F p
respuesta

TRC Trat. 3 0.9747 n.s

Diametro T 7 44.2778 ok

a la base Trat.XT 21 15.5347 rokk
Error 1368

TRC Trat. 3 0.6435 n.s

Altura T 7 54.8943 ol

al meristemo Trat.XT 21 14.8666 ok
Error 1368

TRC Trat. 3 0.5828 n.s

Altura T 7 24.4397 bk

total Trat.XT 21 11.5447 ik
Error 1368

nivel de significancia. n.s= p> 0.05, *= p< 0.057p< 0.01, ***=p< 0.001. Dénde Trat.= Tratamienfioz Tiempo
Trat.XT= Interaccion Tratamiento/Tiempo

7.5 Supervivencia en campo

Durante el tiempo que las plantas permanecierocaempo,Abies religiosafue la

especie que presento la menor supervivencia cpectsaPinus hartwegi(Figura 12).

En el caso deP. hartwegii, la prueba de Peto y Peto no mostré diferencias
significativas entre tratamientos, sin embargo Bseov0 que disminuyo ligeramente su
supervivencia en los meses de noviembre a eneteptxpara las plantas inoculadas ton
splendensse observa una tendencia a menor supervivenciel gatamiento con suelo
forestal y una mayor supervivencia en el tratamieobrrespondiente a las plantas
inoculadas cos.brevipes (Figura 11) (Cuadro 10).
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Supervivencia log (n x 10

4 Sin Suelo 4 Suillus
3.99 3.99
3.98 3.98
3.97 3.97
3.96 3.96
3.95 3.95
3.94 3.94
3.93 2 2 2 . . . . ) 3.93

4 ConSuelo 4 Inocybe
3.99 3.99
3.98 3.98
3.97 3.97
3.96 3.96
3.95 3.95
3.94 3.94
3.93 L L L L L L L ) 3.93

Juk07  Sep Nov Ene-08 Mar May Jul Sep Juk07  Sep Nov  Ene-08  Mar May Jul Sep

Figura 11. Supervivencia d@inus hartwegiia través del tiempo, en campo, sometidas a
diferentes tratamientos (n= 293).

Cuadro 10.Prueba de Peto y Peto (Pyke y Thompson, 1986losarespectivos valores de
v*paraPinus hartwegi(n= 293).

Tratamiento T
Sin suelo-Con suelo 0.303
Sin sueloS. brevipes 0.358

Sin suelot. splendens 0.358
Con sueloS. brevipes 1.289
Con suelot. splendens 0.782
S. brevipes-|. splendens 0.082
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Supervivencia log (n x 10

En Abies religiosa se encontré6 que disminuyod la supervivencia en leses de
marzo a mayo de 2008 (Figura 12). La prueba de pdieto no mostrd diferencias
significativas entre tratamientos, sin embargo d$mserva una tendencia a mayor
supervivencia en plantas inoculadas Bombrevipegy’= 3.263) con respecto a aquellas que
no son inoculadas (sin suelo) (Cuadro 11).

Sin Suelo 4 Suillus
3.95 3.95
3.9 39
3.85 385
3.8 38
3.75 3.75
3.7 3.7 A L . . . L . )
4 Con Suelo 4 Inocybe
3.95 3.95
3.9 3.9
3.85 3.85
3.8 3.8
3.75 3.75
37 L L L . L L L » 37
Jul-07 Sep Nov  Ene-08 Mar May Jul Sep Jul-07 Sep Nov  Ene-08 Mar May Jul Sep

Figura 12. Supervivencia de plantulas déies religiosaa traves del tiempo, en campo,
sometidas a diferentes tratamientos (n= 174).
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Cuadro 11.Prueba de Peto y Peto (Pyke y Thompson, 1986lpsaespectivos valores de
+* paraAbies religiosan= 174).

Tratamiento X

Sin suelo-Con suelo 0.0
Sin sueloS. brevipes 3.263
Sin suelot. splendens 0.751
Con sueloS. brevipes 0.933
Con suelot. splendens  0.751
S. brevipes-|. splendens  0.933

7.6 Biomasa de raiz y vastago para cada especie

La biomasa asighada a la raiz y vastago, al montenta cosecha en septiembre de
2008 (cuando las plantas tenian un afio en laslparegperimentales), segun en ANdeVA
no mostraron diferencias significativas por el dactratamiento para cada especie (Cuadro
11) (Figura 13).
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Figura 13. Biomasa de raiz y vastago (promedio + EE) de last@s en los distintos
tratamientos por especie; Bjnus hartwegiin= 5 muestras por tratamiento, Apies
religiosa(n= 5 muestras por tratamiento).

7.7 Proporcion raiz-vastago (R/V) para cada especie

Los datos de la proporcidon raiz/vastago fueronstamados a lag segun el
ANdeVA, no se presentaron diferencias significatiesa cada especie al momento de la
cosecha en septiembre de 2008 (cuando las plam&tun afio en campo) (Cuadro 12).

Sin embargo, se observo que las dos especies iendsignar mayor biomasa a la parte
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aérea que a la rai&. religiosaen particularasigna mayor biomasa a raiz, ya que la
proporcion R/V en esta especie presenta los valoéassbajos (menor a 1) (Figura 14).

1 a)
09 r
0.8
0.7 r
06 |

0.
04 - 1
03 |

0.2 f
01

Sin Suelo Con Suelo S.brevipes l. splendens

1r b)
09 f
0.8 |
0.7
0.6

=05 |

03 | 1 1
02 |

0.1 +

Sin Suelo Con Suelo S.brevipes I. splendens

Figura 14. Proporcion raiz-vastago (R/V) (promedio +EE) dg fidantas en los distintos
tratamientos por especie R)nus hartwegii(n= 5 muestras por tratamiento), Abies
religiosa(n= 5 muestras por tratamiento).
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7.8 PST (Peso seco total) por especie
Se transformaron los datos a logn y la prueba ddeAd no indico diferencias

significativas (Cuadro 12) (Figura 15).

16 B a)
14 I
12 T
ol [ 1

——

PST (g)
(o)

Sin Suelo Con Suelo S.brevipes I. splendens

7 b)

PST (g)
N

——
'—

)
——
'—

Sin Suelo Con Suelo S. brevipes I. splendens

Figura 15. Peso seco total (PST) promedio (x EE) por espacidratamiento
correspondiente a la cosecha de septiembre de apPBjus hartwegiin= 5 muestras por
tratamiento), bAbies religiosan= 5 muestras por tratamiento).
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Cuadro 12. Resultados del ANdeVA para las variables obtenidasbiomasa entre
tratamiento para cada especie al momento de lzlt@sn septiembre de 2008, cuando las
plantas tenian un afio en campo (n= 5 muestrasgtantiento).

Especie Variable Factor gl F p
Pinus hartwegii Raiz Tratamiento 3 1.822 n.s
Error 16
Vastago = Tratamiento 3 1.657 n.s
Error 16
R/IV Tratamiento 3 0.327 n.s
Error 16
PST Tratamiento 3 0.231 n.s
Error 16
Abies religiosa Raiz Tratamiento 3 1.822 n.s
Error 16
Vastago = Tratamiento 3 1.657 n.s
Error 16
R/IV Tratamiento 3 0.327 n.s
Error 16
PST Tratamiento 3 0.231 n.s
Error 16

nivel de significancia. n.s= p> 0.05, *= p< 0.057p< 0.01, ***=p< 0.001

7.9 Analisis de macronutrientes del tejido vegetal

7.9.1Pinus hartwegii

Los analisis de macronutrientes de la parte deagésl raiz, de acuerdo al
ANdeVA mostraron en el caso del Nitrdgeno que nbohdiferencias significativas entre
tratamientos ni tampoco en la interaccion, perensél factor planta (p= 0.00007) (Cuadro
13); en cuanto a la prueba de Tukey mostré que asijna mayor porcentaje de nitrogeno

a el vastago (Cuadro 14 y 15).

En cuanto al fésforo, el ANdeVA mostré diferenciaggnificativas entre
tratamientos (p= 0.0001) (Cuadro 13), mientras lguprueba de Tukey mostré que los
tratamientos con sueloS. brevipessignaron mayor porcentaje de fosforo a vastagdzy
(Cuadro 14 y 15).
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Cuadro 13. Resultados del ANdeVA para los analisis de madra@ntes en el tejido
vegetal dePinus hartwegien la cosecha final (n= 5 muestras por tratamiento)

Elemento Factor gl F p

T 3 2.399 n.s
Nitrégeno P 1 21.706 ok
TXP 3 2.548 n.s

Error 28
T 3 1.63 n.s
Carbono P 1 4 n.s
TXP 3 0.53 n.s

Error 28
T 3 10.077 e
Fosforo P 1 0.499 n.s.
TXP 3 0.252 n.s.

Error 28

nivel de sigoéncia. n.s= p> 0.05, *= p< 0.05, **=p< 0.01, **p=< 0.001. D6nde: T= Tratamiento,
P= Planta(edsty raiz), TXP= Interaccién Tratamiento/Planta

7.9.2 Comparacion entre cosecha inicial y final parP. hartwegii

En el caso del N, el ANdeVA no mostré diferencigmigicativas entre las cosechas
ni en la interaccion, pero si para la planta (2003) (Cuadro 16). La prueba de Tukey

mostrd que se le asigna mayor porcentaje de nitmgkvastago (Cuadro 14 y 15).

Por lo que respecta a fosforo, el ANdeVA mostrigrdncias significativas entre
cosecha (p= 0.00007) (Cuadro 16). La prueba de ylokastré que la cosecha inicial y
final son diferentes, siendo la inicial cuandoes@digna mayor porcentaje de fosforo a la
planta. EI ANdeVA también mostré diferencias sigrifivas para el factor planta
(p=0.00007) (Cuadro 16), y la prueba de Tukey ndogtre se le asigha mayor fésforo a la
raiz. EI ANdeVA también mostré diferencias sigrafivas (p= 0.0003) (Cuadro 14 y 15)
en la interaccion y la prueba de Tukey mostré queokecha inicial/vastago es diferente a

las demds, presentando los valores mas altosgleaagin de fosforo (Cuadro 14 y 15).
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Cuadro 14. Asignacion en porcentaje de macronutrientes [panas hartwegiien la
cosecha correspondiente a julio 2007 (cosechaalhi¢h= 5 muestras por especie).
NuUmeros en negritas muestran diferencias signiiast

Pino N P C
% % %
vastago  1.11(x0.026) 0.2(x0.007) 47.6(x0.516)
raiz 0.77(+0.028)0.31(+0.020) 47.23(+0.310)

Cuadro 15. Asignacion en porcentaje de macronutrientes [panas hartwegiien la
cosecha correspondiente a septiembre 2008 (cofeal)gn= 5 muestras por tratamiento).
NuUmeros en negritas muestran diferencias signiviasit

Pino Tratamiento N P C
% % %
Con Suelo  1.25(+0.1150.15(+0.004) 47.69(+0.985)
vastago Sin Suelo 0.96(+0.118)08(+0.012) 50.28(x1.923)
S. brevipes 1.35(+0.082) 0.14(x0) 47.06(x0.924)
l. splendens 1.29(x0.077) 0.1(+0.015) 48.52(x1.137)
Con Suelo 1.1(x0.174) 0.14(+0.024)7.18(+0.321)
raiz Sin Suelo 0.79(20.135).09(+£0.012) 47.08(x1.320)
S. brevipes 0.69(+0.060)0.16(+0.018) 45.2(+1.003)
I. splendens 0.7(x0.058) 0.1(+0.011)47.41(+0.732)
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Cuadro 16. Resultados del ANdeVA para los andlisis de madremies en el tejido
vegetal dePinus hartwegii,comparando la cosecha inicial (n= 5 muestras poecs) y
final (n=5 muestras por tratamiento).

Elemento Factor gl F p

C 1 0.854 n.s
Nitrogeno P 1 14.932 ok
CXP 1 0.025 n.s

Error 42
C 1 0.06 n.s
Carbono P 1 1.59 n.s
CXP 1 0.66 n.s

Error 42
C 1 94.955 el
Fosforo P 1 19.272 ok
CXP 1 15.262 el

Error 42

nivel de significancia. n.s= p> 0.05, *= p< 0.057p< 0.01, ***=p< 0.001. Dénde: C= Cosecha, P=
Planta(vastago y raiz), CXP= Interaccion CosechatBl

7.9.3 Abiesreligiosa

Los andlisis de fésforo mostraron diferencias $icmiivas entre tratamientos (p=
0.00003) (Cuadro 17). La prueba de Tukey mostrd6 Suebrevipese |. splendens
presentaron los valores mas altos. Es importaritalaecon respecto al tratamiento con
suelo que no se obtuvieron datos ya que las msesigamaterial bioldgico fueron

insuficientes para los anélisis (Cuadro 19).
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Cuadro 17.Resultados del ANdeVA para los analisis de macrantes en el tejido
vegetal déAbies religiosaen la cosecha final (n= 5 muestras por tratamiento)

Elemeto Factor gl F p
T 3 0.043 n.s.
Nitrogeno P 1 0.747 n.s.
TXP 3 0.422 n.s.
Error 31
T 3 0.21 n.s.
Carbono P 1 0.39 n.s.
TXP 3 0.35 n.s.
Error 31
T 2 16.756 ko
Fosforo P 1 0.011 n.s.
TXP 2 0.047 n.s.
Error 22

nivel de significancia. n.s= p> 0.05, *= p< 0.057p< 0.01, ***=p< 0.001. Dénde: T= Tratamiento, P=
Planta(vastago y raiz), TXP= Interaccion Tratanué?ianta

Cudro 18. Asignacion en porcentaje de macronutrientes paras religiosaen la cosecha
inicial (julio 2007) (n= 5 muestras por especiefiniros en negritas muestran diferencias
significativas.

Oyameél N P C
% % %
vastago 1.86(+0.031) 0.51(+0.021) 48.34(+0.484)
raiz 0.84(+0.029) 0.4(+0.054) 45.64(+0.148)
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Cuadro 19. Asignacion en porcentaje de macronutrientes pareeligiosaen la ultima
cosecha (septiembre 2008) (n= 5 muestras por tieém). NUmeros en negritas muestran
diferencias significativas.

Oyamel Tratamiento N P C
% % %
Con Suelo  1.22(+0.137) - 48.19(+0.912)
vastago Sin Suelo 1.06(x£0.13D)09(+0.008) 48.94(+0.531)
S. brevipes 1.7(x1.171) - 48.63(x£0.653)
I. splendens 1.15(+0.095) 0.13(+0.006) 48.71(+1.275)
Con Suelo  1.02(+0.120) - 49.04(+1.153)
raiz Sin Suelo 1.12(£0.1200.09(x£0.009) 48.34(£1.583)

S. brevipes 1.07(+0.060) 0.11(+0.007) 50.06(+0.845)
I. splendens 0.93(+0.124)0.13(+0.006) 48.91(+0.857)

(-) el material bioldgoco insuficiente para obteeleanalisis del macronutriente.

7.9.4 Comparacion entre cosecha inicial y final parA. religiosa

En lo que se refiere al nitrégeno, el ANdeVA mogiiférencias significativas en el
factor cosecha (p= 0.001) (Cuadro 20), y la prwbdukey mostré que la cosecha inicial
presenta un valor alto de asignacion de nitrogel@opdanta. Por otro lado, se observaron
diferencias significativas en el factor planta (@wa20), mientras que la prueba de Tukey
mostré que se le asigna mas nitrogeno a la partgddago. Con respecto a la interaccion,
el ANdeVA mostré diferencias significativas (Cua@®); la prueba de Tukey mostré que
el valor cosecha-inicial/vastago es diferente dedlemas combinaciones y presenté el valor
mas alto (Cuadro 18 y 19).

Con respecto al fosforo, el ANdeVA mostro difeli@scsignificativas en el factor
cosecha (p= 0.001) (Cuadro 20); segun la prueblaukley la cosecha inicial tiene un valor
alto. Con respecto al factor planta, el ANdeVA mbsliferencias significativas (p= 0.026)
(Cuadro 20); en este caso la prueba de Tukey mqa&@l vastago presentd un valor alto
de asignacion de fésforo. La interaccién cosechafaltuvo diferencias significativas de
acuerdo al ANdeVA (p= 0.023) (Cuadro 20); para eas®d la prueba de Tukey mostré que
la interaccion cosecha-inicial/vastago presento vator alto de asignacién de este
macronutriente (Cuadro 18 y 19).
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Para el carbono, el ANdeVA mostr6 diferencias ificativas en el factor cosecha
(Cuadro 20); de acuerdo a la prueba de Tukey lactasfinal present6é un valor alto. En
cuanto a la interaccion, el ANdeVA mostro diferasciignificativas (Cuadro 20), y la
prueba de Tukey mostroé que la interaccion cosatbgi/raiz presentd un porcentaje bajo

de asignacion de este macronutriente (Cuadro B8.y 1

Cuadro 20. Resultados del ANdeVA para los andlisis de madranies en el tejido
vegetal deAbies religiosacomparando las cosechas inicial (n= 5 muestraegoecie) y
final (h= 5 muestras por tratamiento).

Elemento Factor gl F p
C 1 11.857 el
Nitrégeno P 1 38.482 ok
CXP 1 37.866 e
Error 33
C 1 6.98 *
Carbono P 1 2.03 n.s.
CXP 1 4.77 *
Error 33
C 1 497.61 e
Fosforo P 1 5.401 *
CXP 1 5.628 *
Error 33

nivel de significancia. n.s= p> 0.05, *= p< 0.057p< 0.01, ***=p< 0.001. Dénde: C= Cosecha, P=
Planta(vastago y raiz), CXP= Interaccion Cosechatfl
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7.10 Morfotipos de Micorriza
Se encontraron los siguientes morfotipos en raides las plantas y sus
correspondientes tratamientos (Figura 16), se tmmalgunas caracteristicas de cada

morfotipo para compararlas con otras reportadd3esmy (Cuadro 21 y 22).

WA TR '”M\?‘ e i ;

Figura 16. Ectomicorrizas observadas en raices de los difesenatamientos y su posible afinidad con el
hospedero vegeta, y b,Inocybe splendensonPinus hartwegiia) corte del manto plectenquimatoso (100x),
b) ramificacion dicotémica (20x), ¢ y H,splendengonAbies religiosac) corte del manto plectenquimatoso
(100x), d) ramificacién irregular pinada (20x), yd, Suillus brevipeson A. religiosa e) corte del manto
plectenquimatoso (100x), f) ramificacién dicotomi{@®x), g y h,S. brevipesonP. hartwegij g) corte del

manto plectenquimatoso (100x), h) ramificacion kmodz (20x).
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Cuadro 21. Caracteristicas de los morfotipos en Deemy (20883 especies del génénocybeen comparacion con las observadas en las
raices dé”inus hartwegily Abies religiosa* = especie usada en el presente estudio.

Inocybe appendicula Inocybe obscurobadia Inocybe terrigena Inocybe petiga  Inocybe splendens* Inocybe splendens*
con con con con con con
Picea Picea Pinus Pseudotsunga Pinus Abies
Ramificacion monopodial pinada o monopodial pinada  otdimica coraloide monopodial pinada dicotomica irragpinada

monopodial piramidal  monopodial piramidal
Color blanco, café orojo  café, blanco, café oscuro ardano naranja blanco café café a amarillo blanedé c

Textura igeramente algodonosa ligeramente algodonosaligeramente a ligeramente algodonosa ligeramentelaigsa ligeramente algodonnsa
densamente algodoncsa

Rizomorfos ausentes ausentes ausentes ausentes ausentes ausentes
Anatomia plectenguimatoso plectenquimatoso plecterqoso plectenquimatoso plectenquimatoso plectenguamato
del manto
Largo de la micorriza 0a 15 mm 0a 10 mm Oa5mm 30ren la4mm la3mm
Diametro de las 0.4a 0.6 mm 0.7 mm 0.5 mm 0a 0.6 mm 3a0.5 mm 0.5a 0.7 mm

puntas no ramificadas
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Cuadro 22. Caracteristicas de los morfotipos en Deemy (20883 especies del géneuaillusen comparacion con las observadas en las
raices dé”inus hartwegily Abies religiosa* = especie de hongo usada en el presente estudio

Suillus bovinus Suillus flavus Suillus collinitus Sudllaricinus Suillus brevipe* Suillus brevipe*
con con con con con con
Pinus Larix Pinus Larix Pinus Abies
Ramificacion coraloide monopodial piramidal  dicotbmiaoraloide  monopodial pinada 0 dicotdmica o cadaldi monopodial piramidal
monopodial piramidal
Color ocre, café amarillento café café oscuro a café fé,cajo o blanco café amarilento a café amariient
o amarilento rojizo naranja blanco
Textura ligeramente lanudo  ligeramente algodonosa raligente lanudo  densamente algodonosa  ligeramentiolanligeramente algodonosa
Rizomorfos presentes presentes presentes presentes entpees presentes
Anatomia plectenquimatosa plectengiomatoso plecte a¢osn plectenquimatoso plectenquimatoso plectenquimato
del manto
Largo de la micorriza 0a 15 mm 0a9.2mm 3a5mm 10 am la3mm la3mm
diametro de las puntas * 0.4 a 0.57 mm * 0.67 a 0.7/ m 0.2 mm 0.5a 0.58 mm

no ramificadas

* Datos no disponibles.
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7.11 Porcentaje de colonizacién
i) Pinus hartwegii

El porcentaje de colonizacion pdaPa hartwegij fluctu6 de 0% en septiembre de
2008 hasta 14% en febrero de 2009 (Figura 17). BdeVA mostré diferencias
significativas entre tratamiento y tiempo asi canda interaccion (Cuadro 23). La prueba
de Tukey mostré que las plantas inoculadas $oitlus brevipepresentan los mayores
porcentajes y son diferentes a todos los deméantiamtos (Figura 17). La prueba de
Tukey mostré que febrero de 2009 presentd los reayporcentajes de colonizacion
(Figura 17).

La interaccidn tratamiento/tiempo segun el ANdeViostré diferencias
significativas (Cuadro 23), siendo las plantas uhadas conS. brevipesen septiembre
2008 y febrero 2009 las que presentaron el mayoreptaje de colonizacion, segun la

prueba de Tukey (Figura 17).
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Figura 17. Porcentaje de colonizacion micorrizica promedicafpnus hartwegii(x EE)

por cada tratamiento; las barras de color blanceegponden a septiembre de 2008 y las
barras de color gris a febrero de 2009. Letragetites indican diferencias significativas
(prueba de Tukey p< 0.05) (n= 5 muestras por trigiati).
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Cuadro 23 Resultados del ANdeVA para el porcentaje de dépémon en plantas de

Pinus hartwegily Abies religiosaen campo para los diferentes tratamientos (n= éstras
por tratamiento).

Especie Variable de  Factor gl F p
respuesta
Pinus hartwegii Porcentaje de Trat 3 161.285 ok
colonizacion T 1 105.633 Hkx
TratXt 3 10.687 *kk
Error 32
Abies religiosa Trat 3 281.193 Hkx
T 1 112.488 Hok
TratXt 3 54.555 Fkk
Error 35

nivel de significancia. n.s= p> 0.05, *= p< 0.05:p< 0.01, ***=p< 0.001. D6nde: Trat= Tratamienfds Tiempo y
TratXT= Interaccion Tratamiento/Tiempo

ii) Abiesreligiosa

El porcentaje de colonizacion pafareligiosa fluctu6 de 0% en septiembre de
2008 hasta 10% en febrero de 2009 (Figura 18). BdeVA mostré diferencias
significativas entre tratamientos, tiempo asi canda interaccion (Cuadro 23). La prueba
de Tukey mostrd que las plantas sin suelo (testigmn suelo son diferentes a los demas
tratamientos (Figura 18); la prueba de Tukey mogti® septiembre 2008 es diferente en el
porcentaje de colonizaciéon (Figura 18). La intei@tctratamiento/tiempo segun el
ANdeVA mostro diferencias significativas, las plstinoculadas formaron un grupo

presentando valores altos de colonizacién con cgspe los dos tratamientos restantes
(Cuadro 23) (Figura 18).
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Figura 18. Porcentaje de colonizacion micorrizica promedicapstries religiosa(x EE)

por cada tratamiento; las barras de color blanceegponden a septiembre de 2008 y las
barras de color gris a febrero de 2009. Letragetites indican diferencias significativas
(prueba de Tukey p< 0.05) (n=5 muestras por trigiati).

Es importante sefalar que en el segundo muegrebservaron micorrizas de
campo, pero no se contemplaron en el porcentageldaizacion.
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8. DISCUSION

8.1 Crecimiento en vivero

Al ser revisadas las raices de las plantulas del dpe se destinG a nuestro
experimento en tres ocasiones, en marzo, mayoeg aet realizar la inoculacién en vivero,
no se observaron micorrizas. Fuimos informadossgudos meses antes a iniciar nuestras
mediciones, se habian inoculado con un producteeotal Irrigospor®, un inoculante que
contenia esporas de hongos ectomicorrizégendBisigitus tinctoriusy Rhizopogon El
hecho de que no se hayan observado ectomicorrizdaseplantulas, podria explicarse
porque en el vivero cuando realizaron la mezclasdstrato para germinar las semillas de
pino y oyamel, le agregaron micronutrientes y umtilizante de liberacion lenta
(Multicote® con la formula 12-25-12, N-P-K, resgeatnente). En estas condiciones las
plantas tenian los minerales necesarios para simieato. Por lo tanto, la asociacion de
la raiz con el hongo ectomicorrizogeno no se forlm@ual ya lo habia observado Garcia-
Rodriguez (2005), quien al fertilizar eucalipto cBhulticote® 18-6-12-3 (N-P-K-Mg),
observé que no se desarrollaron ectomicorrizaasreices.

Se tiene conocimiento de que el exceso de femiles ocasiona que la sintesis de
proteinas y compuestos fosfatados aumente yralti@acion de hidratos de carbono a la
raiz disminuya, lo que se refleja en un mayor anemito de la planta y una disminucion de
la colonizacién micorrizica. También se sabe quexekso de riego provoca una falta de
oxigeno para la cual son sensibles la mayoriasl@dagos ectomicorrizogenos (HEM); y
ya que las plantulas se encontraban bajo los m&tddbvivero, con un riego constante,
esta practica pudo haber influido en que no serdisaa la asociacion con el inéculo
comercial usado previamente. Existen otras pra&cticalos viveros como aplicacion de
tratamientos de desinfeccion o pesticidas, que itamdon perjudiciales para la micorriza
(Parladé, 1999).

Otra posible explicacién puede enfocarse en dicgede que el inoculante que se
usé en vivero, el cual contenia esporas de hongtemeorrizégenos dePisolitus
tinctorius y Rhizopogongéneros que no se encontraron en las colectaspgomas de
Pino y Oyamel realizadas por Alvarado-Sanchez (RGfjiere que no hay compatibilidad
simbiotica y por lo tanto no se forma la micorrizsj que se estaria presentando una
respuesta de defensa de la planta para evitactkanmaacion, puesto que el hongo no habita

en la misma area (Bonfante, 1998). Esta situac®fua encontrada cuando se inoculo la
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planta con el hongo de la misma zona, lo que ingihay una alta compatibilidad si se
usan hongos y plantas que comparten las mismagcaomes ambientales.

En el tiempo que permanecieron las plantulas ernvelo, se observo quabies
religiosa tuvo un decremento en la altura total y en laralal meristemo en el mes de
abril, que corresponde a 300 dias después de sungeion; esto puede deberse a que en
ese mes, se presentd en el vivero una enfermeataddh Botritis (coms. del personal del
vivero) que solo ataco a las plantulasAdeeligiosa Esta enfermedad es provocada por un
hongo que ocasiona podredumbre en brotes y hd@plantula, lo cual parece explicar la
disminucion en la altura total y al meristemo.

Con respecto al didmetro a la base del talld desligiosa se observé una tendencia a
aumentar, ya que el efecto del hongo que atacpldasulas solo actia en los meristemos
apicales. Tal vez la enfermedad repercutio en fersivencia de campo, ya que fue la

especie que presentd menor supervivencia.

8.2 Crecimiento en campo considerando la TRC (Tadgelativa de Crecimiento)

Al comparar la medicion inicial con la final en AINCOVA (Analisis de
covarianza) no se encontraron diferencias signifiaa entre tratamientos, sin embargo se
observaban tendencias mu claras, por lo que szdeah andlisis de Tasa relativa de
crecimiento.

En forma general se observo que las dos espe@ssnparon una tendencia a tener
afinidad a una especie de hongo ectomicorrizicosiderando el afio que permanecieron
en campo. ParRinus hartwegiise observo una tendencia a asignar mayor biomasa a
sistema radical si es inoculada c&uillus brevipeslo que esta relacionado con el mayor
porcentaje de colonizacion observado en las plantasiladas coi®. brevipes se observé
gue es mayor el aporte de la biomasa en el pesotstt de la planta, por lo que esta
especie de hongo es mas efectiva para Pino. CpaatesaAbies religiosase observo que
las plantas inoculadas son las que sobreviven emgspecial si son inoculadas c®n
brevipes también se observd que hay una tendencia a napgmte de biomasa en peso
seco total si las plantas son inoculadas loatybe splendegor lo anterior es de suma
importancia que esta especie sea inoculada con deasuna sepa de hongos

ectomicorrizégenos nativos, seria ideal un indcuitao.
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Lo anterior nos indica que la formacion de ectomizas se establece en funcion de
las interacciones genéticas que existen entre gmecie de hongo y una especie de planta
en forma muy particular (Brundett al 1996) y que es de suma importancia conocer la
naturaleza de la asociacion hongo-planta para aamlrsupervivencia y productividad de
las especies que tienen un uso comercial y quesae para reforestar (Read y Pérez-
Moreno, 2003).

Por otro lado hay que tomar en cuenta que los ptajes de colonizacion que se
observaron en el presente estudio fueron tomadestaimente de plantulas introducidas al
bosque, las cuales se encuentran sometidas aativfartores y que la mayoria de estudios,
en donde se obtienen porcentajes mayores de catddriz han sido realizados bajo
condiciones de invernadero donde el éxito de logybe esta asegurado, ya que es posible
controlar las condiciones que permitan el desaridl la asociacion.

Con respecto a los hongos ectomicorrizégenos ssidsya a ambos géneros,
Suillus e Inocybe como hongos ectomicorrizogenos de hospederosiarypl que se
pueden encontrar en las primeras etapas de formade un bosque y también se puede
observar la presencia de los dos géneros en bosmeedan sufrido algan disturbio
(Moreno, 1999). En particular, Matsuda e Hijii 989 consideran quénocybees un
género que tiende a presentarse en la base deéle@rie parte distal, fuera de la copa del
arbol. Aunque otros autores consideran al géseiiius como un hongo datervalo de
hospedero intermedio (Trappe, 1962; Molina y Trapp&2).

Actualmente es una practica comun en México el desamicelio propagado en
laboratorios, aunque resulta costosa. Sin embafgrupo de trabajo del Centro de
Investigaciones en Ciencias Bioldgicas de la Usidadd Autonoma de Tlaxcala lleva mas
de quince afios investigando al respecto, y hanrd#iado técnicas para plantas y hongos
mexicanos, desde la propagacion de plantas deéénferestal, la obtencion de indculo
micorrizico, y/o esporal. Su trabajo ha permitidemdstrar que existen respuestas
favorables a la micorrizacion con hongos ectomizdégenos (Santiago Martinezt al
1999; Martinez y Péreat al 2009). Sin embargo, se ha visto que los bensfigice los
hongos le proporcionan a la planta, no son inmaaiahte observables en las plantas que
se inoculan. Parladé (1999), realiz6 un estudivAbeto Douglag inoculd corLaccaria
bicolor (S-238N) en tres plantaciones; en dos de ellasrebgjue después de cinco afios

de crecimiento en el campo, ocurri6 un aumentoifgigtivo de la altura media de las
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plantas, pero no observé diferencias significatieasla supervivencia en las plantas

inoculadas.

A) Pinus hartwegii

Con respecto a los parametros de crecimiento erp@gmara esta especie, se
observé que en el caso del didmetro a la baseatlel disminuye en época de secas y
vuelve a aumentar en cuanto llega la época deabBu\Esto podria explicarse porque el
estrés hidrico disminuye la divisibn y elongacidelutar, asi como el transporte de
elementos esenciales (Rojas, 2003). En la zonastelie, un estudio colateral del
Macroproyecto “Manejo de Ecosistemas y Desarrollomino”, se registré una
temperatura maxima en suelo de 21.3°C y una tertyparanaxima del aire de 41.9°C
(Unger, en preparacion). Se sabe que los pino®omdsp al estrés hidrico cerrando sus
estomas y disminuyen la tasa de varios procesimofygcos, pudiendo ocasionar que las
células de los tejidos de conduccidn de esta esecicolapsen (Blodgett al, 1997),
explicando con ello la disminucién de la variablentionada durante la sequia.

Con respecto &. hartwegij se observé que presentaron diferencias signifacat
todos los tratamientos en didametro a la base,aaltllimeristemo del tallo y altura total,
siendo el tratamiento sin suelo el que presentgdtmes mas bajos, mientras que en lo que
se refiere a la altura al meristemo se observarfamedcias significativas en todos los
tratamientos, siendo con suelo el tratamiento gasentd los valores mas bajos, mientras
gue las plantas inoculadas corsplendengpresentaron los valores mas altos, ciertamente
mostrando las ventajas que el hongo le confierdoRge la colonizacion fue mas alta por
S. brevipespareceria entonces que es mas infectiva estaiespero mas efectiva cdn
splendenspues con ésta ultima la colonizacion fue menomréBoy Honrubia (1994)
inocularon plantas dPinus halapensigon Pisolithus tinctorius, Rhizopogon roseolus y
Suillus collinatusno encontrando diferencias significativas enretimiento y biomasa de
la planta (altura y peso seco) con respecto arlianientos no micorrizados, pero si
observaron un tendencia a mayor crecimiento y peso en las plantas que se inocularon
con Pisolithus tinctoriusy un sustrato desinfectado. Por otra parte, Barkteal (2005)
realizaron un estudio con el objetivo de reforestarsistemas mediterraneos en el sudeste
espafol con plantas d&nus halapensignoculadas corsuillus collinitus sin embargo, al

ser transplantados no se observaron efectos pssin el crecimiento de las plantas. Sin
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lugar a dudas, la complementariedad funcional queel@ haber entre la planta y el hongo,
esta afectada por las condiciones del sustraiaadd, haciendo patente la conveniencia de
utilizar incluso también sustrato (suelo) del sdm estudio, como fue en nuestro caso, ya
gue nosotros deseabamos determinar si el suelstdbitendria propagulos micorrizicos
(esporas o raices micorrizadas de hongos natiawa)que colonizaran las raices y conocer
la respuesta de las plantas inoculadas con el $oistal de las areas dominadas Por
hartwegiio A. religiosa

En cuanto a la altura total d& hartwegij se observé una disminucién que fue
significativamente diferente en todos los tratantenlLa disminucion a través del tiempo
se puede relacionar con el hecho de que se obspmdGalgunas plantas presentaron
herbivoria por vacas, ratones y conejos, ya quesarpde que las parcelas experimentales
se encuentran cercadas con alambre de puas, stodgte algunos comuneros las abrian
para que las vacas entraran a forrajear. Esto palder afectado a las plantas de todos los
tratamientos, ya que las plantas se encontrabazaa) ademas, las plantas mas altas se
encuentran mas expuestas al doblamiento en canifehiéR1984) pudiendo ello ocasionar
los cambios en altura observados.

La supervivencia de esta especie presentd vadttes lo que la hace una especie
de facil manejo para reforestar el area corresgoiglia la Cuenca del Rio Magdalena.
Ademas sus semillas tienen un porcentaje alto dmigacion entre el 65% y 87%
(observaciones personales) el fotoperiodo influydoema positiva en la germinacion de
las semillas, ya que se obtuvo un porcentaje deigacion mayor con un fotoperiodo
12/12, por lo que ambas variables promueven sugrentia sobre todo si las plantas son
inoculadas coi®. brevipe® I. splendens

La especificidad micorrizica es sumamente imptetaobre todo en las primeras
fases de desarrollo de las plantas, ya que es dpaeen la cual la planta
ectomicorrizicamente obligada debe asociarse chorejo, aunque una especie vegetal no
responde de igual manera a un hongo micorrizicolasn diferentes practicas de
reforestacion (Manjéet al, 1999). Sin embargo, en gran medida el efecttaledjo sobre
la planta depende de las condiciones ambientak$afé, 1999); como ya se menciono
anteriormente, en el caso de la Magdalena Contssagbserva que en época de secas
aumenta la temperatura, lo que hace que las plaatasmetan a estrés hidrico, por lo que
las especies de hongos ectomicorrizogenos nativese usaron en el presente estudio, les
confirieron ciertas ventajas durante esta época.
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Por lo que respecta a la asignacion de biomasaguauno se registraron diferencias
estadisticamente significativas entre tratamiergbse observé una tendencia a un mayor
incremento de biomasa pdPahartwegiimicorrizada corS. brevipesEsta combinacion de
génerosPinus-Suillusha sido muy utilizada en plantas para una postértcoduccion a
campo y como muestran nuestros resultados es nfegtiva; incluso se ha recomendado
esa combinacion como estrategia para la reforéstagi sitios contaminados, ya que se ha
observado que el géneBuillus es resistente a la presencia de metales pesadasis
(Adriaesent al 2006).

Nuestros resultados muestran una tendencia erocaala supervivencia y doble
inoculacion, una de ellas en campo, a la obsergadan estudio realizado por Dufiabeitia
et al (1997), quienes reforestaron 4 hectareas enrguaNatural de Urkiola, Espafia,
inoculando con una solucién de un contenido del®>ésporas d&cleroderma citrinuny
S. verrucosuna la Haya ffagus sylvaticg melojo o rebollo Quercus pyrenaida serbal
(Sorbus aucuparipy conLactarius blumiial abedul Betula celtiberic nuevamente a los
cinco meses las plantas fueron reinoculadass autores realizaron dos afios de
seguimiento en campo, en los cuales observarorep@jes de supervivencia con valores
superiores al 96%, con excepcionBigula celtibericaen la que el porcentaje disminuyo al
83%. Entre las variables biométricas, observaréereticias significativas en la altura de
las plantas inoculadas con respecto al controlalderes explican esto debido al hecho de
gue las plantas inoculadas tienen un aporte naidtisuperior, lo cual es reflejado en la
altura de las plantas, los autores recomiendamuastreo a largo plazo. El anterior es el
unico trabajo publicado en el que se hace refeaenacia reinoculacion en campo y
reforestaron a una mayor escala. Es evidente gaeptentas con crecimiento muy lento,
como las que hemos estudiado en la Cuenca del Rgudfena, seria importante realizar
un monitoreo a largo plazo de su crecimiento y supencia, para determinar si

finalmente se pudiesen observar diferencias sagtifias en los tratamientos inoculados.

B) Abiesreligiosa

Los estudios realizados cofbies religiosason muy pocos hasta el momento en
comparacion con los realizados con diversas espéeginos, mas aun si consideramos
gue el uso de un par de especies de HEM, es salproporcion muy pequefia de las 5000

a 6000 especies que se estima existen de hongusieatrizogenos (Molinat al, 1992).
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A. religiosaes una especie forestal dificil de propagar yasgugerminacion puede llegar a
ser muy baja o nula (observaciones personalesho NeePascual (2003) realizo un estudio
con conos provenientes de Rio Frio, Edo. de Mégmo el objetivo de determinar las
caracteristicas y calidad de las semillas; encamedgran variabilidad en el porcentaje de
germinacion (de 10% a 80% de germinacion por copogdominando un potencial
germinativo bajo, lo que se ha considerado unataifatica del génerdbies.Por lo que si

se quiere reforestar la Cuenca del Rio Magdalenasta especie, hay que tomar en cuenta
esto en la fase de propagacion.

Con respecto a las variables de crecimiento nopmesentaron diferencias
significativas en ningun tratamiento, sin embargmiservé una ligera tendencia ya que el
tratamiento sin suelo presentd los valores masshdgs porcentajes de colonizacion
confirmaron este resultado. En cuanto a la supemeia se encontr6 una diferencia
significativa, ya que las plantas con el tratangesih suelo tuvieron la mayor mortalidad,
mientras que las plantas inoculadas Eorbrevipegresentaron la menor mortalidad; si
bien los valores de colonizacion no fueron sigaifics, aunque se observo ligeramente
mayor con este tratamiento. Asi mismo se obser@dnuenor supervivencia en el mes de
marzo de 2008, lo que refleja que es una espenestéd muy susceptible a la época de
secas, por lo que se recomienda ampliamente modulreligiosacon S. brevipes I.
splendensya que se observo que el hongo le confiere vemmjaupervivencia a esta
especie.

Se encontré0 una ligera tendencia a mayor aportéideasa en las plantas
inoculadas con. splendengaparentemente la mas efectiva, aunque no sighifamente)
paraA. religiosg por lo que aunque sea una tendencia, es otrariade qué. religiosa
debe ser inoculada, no con una sino con variasciespde hongos ectomicorrizégenos
nativos, para su posterior reintroducciéon a canypogue por lo que se encontré en este
trabajo S. brevipesle confiere una mayor supervivencia en el bosquentnas quel.
splendenge confiere una ligera tendencia a mayor aporteiai@asa a la planta.

Debido a lo explicado en parrafos anteriores, ap duda de que se recomienda
ampliamente inocular B. hartwegiiy A. religiosacon HEM, y podemos considerar en
general queS. brevipeses mas infectiva & splendenda mas infectiva. Contemplar la
inoculacion con HEM para programas de restauracgjarestacion, 6 reclamacion, etc. es
de suma importancia por que si bien es cierto igueediatamente no se observan
beneficios en las plantas, a largo plazo los beiosfide los HEM se expresa en incremento
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de la supervivencia, altura total, altura al merist y diametro a la base del tallo. Por ello
es de suma importancia el monitoreo a largo plapo,lo menos tres afios ya que la
informacioén que se genere sera muy importante gjastar los programas de restauracion
y dirigir al sistema hacia las metas deseadas i@i6tneros, 2007). Sin embargo, un
aspecto importante a considerar es que seria cemterajar el costo de la propagacion de
micelio; esto se encuentra en sus inicios, y pdica eBRAUN Biostat® (2009) ha
construido un Bioreactor con capacidad de 5 y l@unque para los paises en desarrollo

aun sigue siendo costoso.

8.3 Analisis de Macronutrientes en el tejido vegelta

Los estudios que se han realizado en campo pagadartlos procesas situ son
muy pocos hasta el momento, ya que la mayoria Stodies de laboratorio en ambientes
controlados y no se toman en cuenta todas lasblesiaue intervienen en condiciones
naturales.

Se conoce que la asociacion con HEM aumenta larfstip de absorcion de la
planta para la obtencion de los nutrimentos. Untodalescubrimientos mas interesantes
de este trabajo tiene que ver, en el casdPideis hartwegii con las diferencias entre
tratamientos en el contenido de fosforo, tanto&temérea como en raiz, el cual fue mayor
tanto en el tratamiento con suelo como en el castasl plantas inoculadas c&uillus
brevipesen comparacién con los tratamientos sin suelorolmocybe splenden€sto es
importante ya que en pinos se ha observado queneisadio externo el responsable de la
absorcion y el transporte en mayor cantidad elofésfijue las raices; el primer reporte
sobre esto fue descrito por Finlay y Read (198@psteriormente por Pérez-Moreno y
Read (2004). Los ECM estimulan la solubilizaciomgvilizacion del fosforo promoviendo
la produccién de biomasa (Gaggal, 1999). Este parece ser el caso de nuestro estadi
gue se encontraron diferencias significativas en fa@dforo, presentando mayor
concentracion en aquellas plantas que fueron iadesl como lo observaron también
Colpaert y Van Laere (1996). Con respecto al tregato inoculado cors. brevipesse
observa que se le asigna mayor cantidad de fosfiorparticular a la parte area de las
plantas, lo que apoya la idea de cierta espeaiici@l mayor porcentaje de colonizacion se
encontrd en las raices de plantas micorrizasasScdirevipeslo que sugiere que es un
hongo efectivo.
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Con respecto al nitrdgeno, se observé que .ehartwegiiun mayor porcentaje se
asigna al vastago, lo que coincide con un estushtizado por Heet al (2007), quienes
trabajaron con tres especies del ger@@uercusen el norte de California, analizando el
porcentaje de nitrdgeno en hojas y raices. Losr@ait@portan que es similar en las tres
especies, pero encontraron diferencias en el p@jeean cuanto a la parte de la planta
analizada (hojas y raiz), asignando mas nitrogdas hojas. En cuanto a los morfotipos en
la raiz, reportaron que las raices finas colonizadquellos de color negro y café
presentaron menos nitrégeno que raices colonizaaiasnorfotipos de color blanco. Lo
anterior sugiere que podria haber mas nitrogencsguecorpora en biomasa a la parte de
vastago en esta misma especie, ya que es un eteresintictural, por lo que es una
respuesta fisiolégica méas que por el tratamiento.

En A. religiosase observd mayor porcentaje de nitrégeno al irecicel vastago;
con respecto a la cosecha final no se encontraferencias significativas lo que apoya la
idea de que la inoculacion no tiene efecto al mgrara el nitrégeno en esta fase del
experimento.

También se observé que las plantas micorrizada$ cbrevipe®|. splendengn la
evaluacion de la cosecha final (septiembre de 2@@8%entaron valores altos para fosforo
en el vastago asi como valores altos de carbotebrair; esto se puede atribuir al efecto de
la colonizacion por los HEM ya que el hongo tier&@smarbono como sustrato disponible
hacia la etapa final del experimento, y a su vehoglgo le proporciona fosforo que se
asigna a formar biomasa en la parte del vastadm planta (Sinet al, 2007).

Se sabe que algunas especies de hongos produeragmpara poder asimilar los
nutrimentos organicos del suelo (Smith y Read, 189due parece ser el caso de algunos
hongos ectomicorrizégenos en la CRM. Para estaciespie oyamel resulta ser muy
interesante, ya que presenta una menor superva/enccampo, lo que apoya mas aun la
propuesta de inocular esta especie forestal cogdsoactomicorrizégenos nativos, ya que
se observo que la inoculacion tiene un efecto iposén la asignacion de fosforo para la
planta.

Cada especie de HEM usada en el presente espadity que se ha visto vitro,
tiene un pH particular de crecimienf®, brevipexrece mejor en pH acidos mientras tjue
splendengrece favorablemente en pH neutros (Alvarado I8m@008). El promedio de
pH para las parcelas d@. hartwegii fue de 4.9 y pardA. religiosa de 5.14 (Pefia,
comunicacion personal). En las parcelas experitentacupadas en este estudio, perece
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haber una cierta preferencia para crecer en pHacide parsS. brevipeen el bosque de
Pino ya que se encontrdé un mayor porcentaje denizalcion en las raices @ hartwegii
inoculadas cors. brevipesEn cuanto d. splendensno se observa una tendencia por lo
menos en lo que respecta a este periodo del estudio

Finalmente, al realizar la caracterizacion macnmboh@dgica y micromorfolégica de
las micorrizas se llegd a la conclusion de quedaacteristicas generales de los morfotipos
concuerdan con los reportados en Deemy (2009) lparaspecies del génefuillus
brevipensy Inocybe splendenspor lo que se concluye que las cepas propagadas e
laboratorio y con las cuales se inocularon lastpigrformaron micorrizas, con las raices de

las especies forestalBs hartwegiiy A. religiosa

8.4 Los hongos ectomicorrizOgenos como parte de uradternativa de restauracion

forestal

Sin duda los beneficios que los hongos confieriais @lantas son varios, entre ellos
se encuentran: i) incremento en la absorcion dersidg nutrimentos incluyendo N y de P
(lo cual se observé en el presente experimentdjages del establecimiento de redes
miceliales que incrementan el area de absorcidtadaiz; ii) proteccion en contra de
patogenos de la raiz, por ejemplo de los miembaosantes del “dampig-off’ tales como
Pythium, Phytophtora y Fusariynii) mejoria en la estructura del suelo, a tradésla
formacion de macro y microagregados mediante a@bkstimiento de conspicuas redes
miceliales; iv) influencia en la estructura de smunidades vegetales a través de la
conexion entre diferentes especies vegetales des miceliales comunes (Pérez-Moreno y
Read, 2004); vi) les confiere un incremento en recimiento y vigor a las plantas
(Castellano, 1994; Ruiz-Diezt al. (2006); vii) incremento en la adecuacion de lala
(crecimiento, supervivencia y/o reproduccién) 6&r992); y viii) mayor crecimiento y
peso seco en las plantas que son inoculadas (yoHearubia, 1994). Por todo lo anterior,
es importante que se contemplen como parte esedeialuna estrategia integral de
restauracion ecoldgica de los ecosistemas.

Ademas, como se observé en el presente trabajoespecies forestales de suma
importancia econémica que desde su germinaciomi$i@iies de propagar, y cuando se ha
logrado la germinacion, seria muy preocupante quesphecho de no estar micorrizadas
con HEM nativos, se murieran en el transcurso destablecimiento en campo, lo que se

ha visto que lamentablemente ocurre en los progrgmhlicos de reforestacion, aunque
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existen otras variables que influyen en la supendia y establecimiento del as plantulas

en campo.

Se sugieren a continuacion algunos factores irapta$ que deben ser considerados
en los proyectos enfocados a la restauracion dejigode Pino y Oyamel de la Magdalena

Contreras:

Seleccion de especies partir de los ensayos de germinacion de semsasecomienda
usar semillas d®. hartwegiiya que presentan un porcentaje de germinacion extcel
fotoperiodo correspondiente a 12/12; por otro ldds,semillas dé\. religiosatienen un
porcentaje de germinacion nulo, por lo que se segientinuar con otras metodologias
para obtener éxito en este proceso. Otra opcida semprar plantulas de esta especie en el

vivero.

Inoculacion de micelio.Sin duda se sugiere el uso de hongos nativos aaremdtulacion

de las plantulas ya que segun los resultados alogntada sepa, le otorga ciertas ventajas
en el campo ya que si se usa indculo comercialose @l riesgo de no formarse la
asociacion micorrizica. La inoculacion se realaan la fase de vivero aunque también se

recomendari@ situal momento de ser transplantadas a campo.

Transplante. Al momento de transplantar, se recomienda la eiaiude pastos y
herbaceas para evitar con esto, la competencidoporecursos, se podria inocular con

micelio de HEM, en el momento del transplante.

Monitoreo. Se recomienda realizar por lo menos el primer @éoestablecimiento en
campo, una visita cada tres meses para observarveigncia. Después de ello, seria
importante continuar con un monitoreo a medianargd plazo tanto de la colonizacién

por HEM, como del crecimiento y supervivencia depkantas.
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9. CONCLUSIONES
Se observo una tendencia a mayor asignacion deabehmcia las partes aéreas en ambas

especies forestales.

Abies religiosaes una especie de dificil manejo, por lo que seménda ampliamente la
inoculacion con HEM nativos, para aumentar su suyemcia, si es posible con un inéculo

mixto de HEM nativos.

En el caso d®inus hartwegii se observaron diferencias entre tratamientod eon¢enido
de fosforo, tanto en parte aérea como en raizjalfuae mayor tanto en el tratamiento con
suelo como en el caso de las plantas inoculadaSuidins brevipesEllo comprueba que la

inoculacién con HEM si favorecié la absorcion defdoo.

Los resultados permiten recomendar el uso de lade®. hartwegiiinoculadas cors.
brevipes y de A. religiosaconl. splendengara Programas de Restauracion en la zona de
estudio.

Dado que las especies mostraron un lento crecimigntconsiderando que en otras
variables se observaron tendencias no significatiralos resultados, se sugiere continuar
realizando un monitoreo para un periodo amplio idego tomando mediciones cada
cuatrimestre o semestre, ya que solamente un afas @s poco tiempo para establecer

conclusiones determinantes.

Seria recomendable realizar experimentos en campana mayor escala (paisaje) para

ampliar el conocimiento de los HEM mexicanos cqueeges forestales.
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Apéndice 1

La prueba de Tukey mostrd los siguientes grupostiadamiento y tiempo parBinus hartwegiipara el
diametro a la base del tallo, correspondiente alisia de TRC (Tasa relativa de Crecimiento). Dorlde
julio 07, 2= septiembre 07, 3= noviembre 07, 4=ren@8, 5= marzo 08, 6= mayo 08, 7= julio 08, 8=
septiembre 08. Los tratamientos estan agrupadderera creciente de acuerdo a los valores arrojpdos

esta prueba.

Tratamiento Tiempo 1 2 3
I. splendens 5 a
S. brevipes 4 a
Sin Suelo 5 a
S. brevipes 5 a
Con Suelo 5 a
Sin Suelo 4 a
I. splendens 4 a
Con Suelo 4 a
I. splendens 7 a
I. splendens 6
S. brevipes 7
Con Suelo 7 a
I. splendens 2 a
Sin Suelo 7 a
Con Suelo 6 a
Sin Suelo 6 a
Con Suelo 3 a
S. brevipes 6 a
Sin Suelo 2 a
S. brevipes 3 a
Sin Suelo 3 a
S. brevipes 2
I. splendens 8 a
Sin Suelo 8 a
I. splendens 3 a
Con Suelo 2 a
Con Suelo 8 a
S. brevipes 8 a
Sin Suelo 1 b
Con Suelo 1 b
S. brevipes 1 b
I. splendens 1 C

94



Apéndice 2

La prueba de Tukey mostré los siguientes grupogratamiento y tiempo paRinus hartwegiipara la altura
al meristemo, correspondiente al analisis de TR&4Trelativa de Crecimiento). Donde: 1= julio 0%, 2
septiembre 07, 3= noviembre 07, 4= enero 08, 5zo@8, 6= mayo 08, 7= julio 08, 8= septiembre 0&s L

tratamientos estan agrupados en forma crecieraeuwt®do a los valores arrojados por esta prueba.

Tratamiento Tiempo 1 2 3 4
Con Suelo 1 a

I. splendens 1 a

I. splendens 2 b

S. brevipes 4 b bc
Sin Suelo 4 b bc
I. splendens 4 b bc
I. splendens 3 b bc
Con Suelo 4 b bc
S. brevipes 5 b bc
S. brevipes 8 b bc
Con Suelo b bc
Sin Suelo 2 b bc
S. brevipes 7 b bc
Sin Suelo 8 b bc
Sin Suelo 5 b bc
Sin Suelo 7 b bc
Con Suelo 5 b bc
S. brevipes 2 b bc
Con Suelo 8 b bc
S. brevipes 3 b bc
Con Suelo 3 b bc
Sin Suelo 3 b bc
I. splendens 7 b bc
I. splendens 8 b bc
I. splendens 5 b bc
Con Suelo 6 b bc
I. splendens 6 b bc
S. brevipes 6 b bc
Sin Suelo 6 C
Con Suelo 2 c
S. brevipes 1 d
Sin Suelo 1 d
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Apéndice 3

La prueba de Tukey mostro los siguientes grupodrptamiento y tiempo paiinus hartwegipara la altura
total, correspondiente al analisis de TRC (Tasatixgl de Crecimiento). Donde: 1= julio 07, 2= sejtbre
07, 3= noviembre 07, 4= enero 08, 5= marzo 08, ym®8, 7= julio 08, 8= septiembre 08. Los tratarte

estan agrupados en forma creciente de acuerdovalles arrojados por esta prueba.

Tratamiento Tiempo 1 2 3 4 5 6
S. brevipes 2 a
Sin Suelo 2 b
S. brevipes 5 b bc
I. splendens 5 b bc
Con Suelo 6 b bc
Sin Suelo 7 b bc
S. brevipes 7 b bc
I. splendens 7 b bc
I. splendens 6 b bc
Con Suelo 5 b bc
Sin Suelo 5 b bc
Sin Suelo 6 b bc
Con Suelo 3 b bc
Con Suelo 7 b bc
S. brevipes 6 b bc
Con Suelo 2 b bc
I. splendens 4 b bc
I. splendens 2 b bc
Con Suelo 4 b bc
Sin Suelo 4 b bc
S. brevipes 4 b bc
Sin Suelo 3 c
Con Suelo 8 c
Sin Suelo 8 c
Con Suelo 1 c
S. brevipes 8 c
I. splendens 8 c
I. splendens 3 c
Sin Suelo 1 d
S. brevipes 1 d
S. brevipes 3 e
I. splendens 1 f
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Apéndice 4

La prueba de Tukey mostrd los siguientes grupostatamiento y tiempo parAbies religiosapara el
diametro a la altura del tallo, correspondienterdlisis de TRC (Tasa relativa de Crecimiento). dzori=
julio 07, 2= septiembre 07, 3= noviembre 07, 4=ren@8, 5= marzo 08, 6= mayo 08, 7= julio 08, 8=
septiembre 08. Los tratamientos estan agrupadderera creciente de acuerdo a los valores arrojpdos

esta prueba.

Tratamiento Tiempo 1 2 3 4 5

S. brevipes 2 a
Sin Suelo
Con Suelo
S. brevipes
Sin Suelo
Sin Suelo
Con Suelo
I. splendens
I. splendens
S. brevipes
Con Suelo
I. splendens
S. brevipes
Sin Suelo
Con Suelo
I. splendens

2
5
5
8
5
2
1 bc
5
8
8
8
7
7
3
6
S. brevipes 6
7
3
4
7
6
4
4
3
6
4
3
1
2
1
1

bc

bc

bc
I. splendens bc
Sin Suelo
I. splendens
Con Suelo
Sin Suelo
Sin Suelo
Con Suelo
I. splendens
Con Suelo
S. brevipes
S. brevipes
Sin Suelo
I. splendens
S. brevipes
Con Suelo

bc

bc
bc
bc
bc cd

O O O OO oD o oo Lo T oo T U O oo o ococooo o oo
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Apéndice 5

La prueba de Tukey mostro los siguientes grupogrptamiento y tiempo pargbies religiosgpara la altura
al meristemo, correspondiente al analisis de TR&4Trelativa de Crecimiento). Donde: 1= julio 0%, 2
septiembre 07, 3= noviembre 07, 4= enero 08, 5zom@8, 6= mayo 08, 7= julio 08, 8= septiembre 0&s L

tratamientos estan agrupados en forma crecieraewt®=do a los valores arrojados por esta prueba.

Tratamiento Tiempo 1 2 3 4
S. brevipes 2

Sin Suelo 2 ab

I. splendens 5 ab abc

Con Suelo 3 b bc

S. brevipes 5 b bc

ConSuelo 5 b bc

l. splendens 1 ab abc

|. splendens 7 a ab abc

I. splendens 4 ab abc

Sin Suelo 5 b bc

Con Suelo 7 b bc

Sin Suelo 3 b bc

Sin Suelo 6 b bc

S. brevipes 6 b bc

I. splendens 6 a ab abc

I. splendens 3 ab abc

Con Suelo 6 b bc

ConSuelo 2 b bc

Con Suelo 4 b bc

Sin Suelo 7 b bc

S. brevipes 7 b bc

Sin Suelo 4 b bc

Con Suelo 8 c

Sin Suelo 8 c

S. brevipes 4 c

S. brevipes 3 c

S. brevipes 8 c

I. splendens 8 b bc

S. brevipes 1 d
l. splendens 2 d
Sin Suelo 1 d
Con Suelo 1 d
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Apéndice 6

La prueba de Tukey mostré los siguientes grupogrptamiento y tiempo pargbies religiosgpara la altura
total, correspondiente al analisis de TRC (Tasatixgl de Crecimiento). Donde: 1= julio 07, 2= sejtbre
07, 3= noviembre 07, 4= enero 08, 5= marzo 08, ym®8, 7= julio 08, 8= septiembre 08. Los tratarte

estan agrupados en forma creciente de acuerdovalles arrojados por esta prueba.

Tratamiento Tiempo 1 2 3 4 5
S. brevipes 2

Sin Suelo 2 ab

I. splendens 5 a ab abc

Con Suelo 5 b bc

Con Suelo 3 b bc

S. brevipes 5 b bc

l. splendens 1 ab abc

|. splendens 7 ab abc

I. splendens 4 a ab abc

Sin Suelo 5 b bc

Con Suelo 7 b bc

Sin Suelo 3 b bc

Sin Suelo 6 b bc

Con Suelo 2 b bc

S. brevipes 6 b bc

I. splendens 6 ab abc

I. splendens 3 a ab abc

Con Suelo 4 b bc

Sin Suelo 7 b bc

Con Suelo 6 b bc

S. brevipes 7 c

Sin Suelo 4 c

Con Suelo 8 c

Sin Suelo 8 c

S. brevipes 3 c

S. brevipes 4 c

S. brevipes 8 c
I. splendens 8 b bc bed
S. brevipes 1 d de
Sin Suelo 1 d de
Con Suelo 1
I. splendens 2
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