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I. RESUMEN

En este estudio se caracterizaron los morfotipos ectomicorrizicos asociados a brinzales de
Pinus montezumae Lamb. en la parte central de la Faja Volcanica Transmexicana, se
seleccionaron tres sitios con las siguientes caracteristicas: altitud de 3100 msnm, clima templado
con lluvias en verano (C(w2)(w)(b)), pendientes no mayores a 8 grados, bosgues con Pinus
montezumae como especie dominante y con suelos originados a partir de cenizas volcénicas.
Los suelos presentan propiedades fisicas y quimicas contrastantes dependiendo de su edad y
grado de desarrollo, se localizan sobre los derrames lavicos de los siguientes conos volcéanicos:
Popocatépetl (Andosol Vitrico Mélico; 1,000 afios A. P.), Pelado (Andosol Silandico Mdlico;
10,000 afios A. P.) y La Catedral (Andosol Silandico; ~100,000 afios A. P.). En cada sitio se
extrajeron del suelo 18 brinzales de P. montezumae tratando de maltratar lo menos posible las
raices. En el laboratorio se limpiaron las raices para determinar el porcentaje de micorrizacion, la
descripcion de los morfotipos ECM segin Agerer (1987-2002 y 2006) y Ludwig-Maximilians
(2011), asi como la riqueza y la abundancia de morfotipos ectomicorrizicos (ECM). También
fueron calculados los valores de la diversidad con el indice de Shannon (Shannon y Weaver,
1949) vy los valores de similitud entre sitios con el indice de Sgrensen (1948). Al parecer la
diversidad de morfotipos ECM esta influenciada por las caracteristicas edaficas de los sitios de
estudio. Los valores mas altos de riqueza y abundancia ectomicorrizicas se presentaron en el
sitio Popocatépetl, que es el mas joven y menos fértil de la cronosecuencia. En los tres sitios de
estudio la riqueza de los morfotipos ECM asociados a P. montezumae fue de ocho, de los
cuales 6 morfotipos se encontraron en el sitio Popocatépetl, 5 en el sitio Pelado y 5 en el sitio La
Catedral. Morfol6gicamente Unicamente se logré determinar a nivel especie el morfotipo 7, que
corresponde a Cenococcum geophilum Fr. Es probable que el morfotipo 2 sea afin al género
Lactarius y el morfotipo 6 sea afin a la familia Sebacinaceae. Cuatro morfotipos solamente se
localizaron en un sitio, los morfotipos 5 y 6 fueron exclusivos del sitio Popocatépetl, el
morfotipo 7 del sitio Pelado (C. geophilum) y el morfotipo 8 de La Catedral. En cuanto a
riqueza de morfotipos ECM los sitios mas similares entre si son: el Pelado y La Catedral. Los
morfotipos ECM 1 y 2 fueron los mas abundantes y se localizaron en los tres sitios de la
cronosecuencia a pesar de sus diferencias edéaficas, por ello tienen potencial para ser
empleados como in6culos en brinzales de P. montezumae en la parte central de la Faja
Volcanica Transmexicana. La inoculacion con morfotipos ectomicorrizicos nativos, podria
contribuir a mejorar la supervivencia de las plantaciones forestales y de esta forma mitigar la

deforestacion que existe en esta region.



Palabras clave: morfotipos ectomicorrizicos, porcentaje de micorrizacion, riqueza
ectomicorrizica, abundancia de ectomicorrizas, brinzales de Pinus montezumae Lamb., suelos

volcanicos.



I1. INTRODUCCION

Los bosques que rodean la Cuenca de México tienen un importante potencial forestal debido a
que en ellos se desarrollan naturalmente especies de pino, oyamel y encino. Sin embargo,
actividades antropogénicas como el pastoreo del ganado, la agricultura, los incendios, la tala
clandestina de arboles y los asentamientos irregulares han ocasionado un aumento en la tasa
de deforestacién (Romero y Velazquez-Montes, 1999). En el 2002 la tasa de deforestacion en la
region se estimo en 402 hectareas al afio (SMA-GDF, 2002).

Para revertir la deforestacion cada afio se plantan cerca de 2.5 millones de érboles en la
zona conurbada de la Ciudad de México (SMA-GDF, 2010), no obstante existe una alta tasa
de mortalidad en el campo. Después de un afio de trasplantar brinzales de pino, la sobrevivencia
de éstos fue de 62.93% (SEMARNAT, CONAFOR y UANL, 2009). Los estandares
internacionales sefialan que la sobrevivencia debe ser superior al 90% para plantas que retinen
caracteristicas minimas de calidad y cuando se reforesta al inicio de la época de lluvias
(Mexal y Cuevas, 1999).

Las reforestaciones no son exitosas debido a diversos factores como la seleccion
inadecuada de las especies, la baja calidad de las plantas propagadas en vivero, el momento en el
gue se realiza la plantacién, el escaso conocimiento que se tiene de las asociaciones micorrizicas
con especies arboéreas nativas, la escasa disponibilidad de propagulos ectomicorrizicos, la
micorrizacion inadecuada y la baja sobrevivencia de los simbiontes flngicos en campo (Varela y
Estrada-Torres, 1997). Frecuentemente, la calidad de las plantas se mejora en los viveros
forestales inoculando las raices con hongos ectomicorrizicos (ECM) que se venden de manera
comercial, desafortunadamente éstos provienen de otras partes del mundo y al ser introducidos
en ecosistemas naturales pueden afectar las poblaciones de microorganismos nativos. El uso de
estos inoculos es consecuencia del enorme desconocimiento que hay de las especies
ectomicorrizicas nativas y de su eficiencia funcional al asociarse con especies forestales (Varela
y Estrada-Torres, 1997; Menkis et al., 2007; Leski et al., 2010).

Otro aspecto que no se toma en cuenta en las reforestaciones es la calidad del suelo, la
cual repercute no solo en la supervivencia y crecimiento de los arboles (Kernaghan, 2005),
sino que también esta asociada a las etapas sucesionales por las que pasan las poblaciones de
hongos ectomicorrizicos (Baar, 1996). En un estudio realizado en la parte central de la Faja
Volcanica Transmexicana (Eje Neovolcanico Transversal) se analiz6 la evolucion de la calidad
de sitio en suelos de diferente edad (cronosecuencia edafica) y su relacién con la

concentracion foliar de nutrimentos en Pinus montezumae. (Pefia-Ramirez et al., 2009). Los
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resultados de este estudio indican que las propiedades fisicas y quimicas de los suelos volcanicos
cambian drésticamente con la edad. La concentracion de N es baja en los suelos jovenes y
muy desarrollados, mientras que en las etapas intermedias los suelos alcanzan su mayor
concentracién de este nutrimento (Pefia-Ramirez et al.,, 2009). ElI P solamente esta
disponible cuando los suelos comienzan a intemperizarse. La fertilidad cambia conforme los
suelos se desarrollan, sin embargo, estos cambios no se reflejan en la concentracion foliar de
nutrimentos (N, P, K, Ca y Mg) de P. montezumae a lo largo de la cronosecuencia. Los pinos
son microtrofos obligatorios que se asocian con las ectomicorrizas (ECM) para mejorar la
absorcion de nutrimentos y agua (Godbold et al., 1998; Garcia-Rodriguez et al., 2006), lo cual
incrementa su supervivencia. Las ectomicorrizas son indispensables para que los pinos puedan
establecerse en suelos con diferentes gradientes de fertilidad.

Se conoce que la cantidad, calidad y heterogeneidad de la materia organica, asi como
otras caracteristicas edaficas, influyen en la estructura de las comunidades micorrizicas y su
diversidad (Baar, 1996; Taylor y Bruns, 1999; Munkrold et al., 2004; Kernaghan, 2005;
Cavender-Bares et al., 2009; Twieg et al., 2009). Conocer qué especies de hongos micorrizicos
nativos se pueden utilizar como inéculos en las plantulas, puede mejorar la supervivencia de
las plantaciones forestales de un 25 a un 100% (Isla-Bauer, 2004). Con la finalidad de
caracterizar las comunidades de morfotipos ectomicorrizicos asociadas a brinzales de P.
montezumae, se seleccionaron los sitios Popocatépetl, en la Sierra Nevada (Andosol Vitrico
Molico; 1,000 afios A. P.), Pelado, en la Sierra del Chichinautzin (Andosol Silandico Mdlico;
10,000 afios A. P.) y La Catedral, en la Sierra de Monte Alto y Monte Bajo (Andosol
Silandico; ~100,000 afios A. P). Esta caracterizacion permitird conocer los morfotipos ECM
mas abundantes y ampliamente distribuidos, el desempefio de éstos puede evaluarse

posteriormente en proyectos de reforestacion o restauracion en los bosques de esta region.



I11. OBJETIVOS

Objetivo general:
1) Caracterizar los morfotipos ectomicorrizicos asociados a brinzales de Pinus

montezumae Lamb. en tres suelos con propiedades contrastantes.

Obijetivos especificos:

1) Determinar el porcentaje de micorrizacién en brinzales de Pinus montezumae.

2) Caracterizar los morfotipos ECM asociados a P. montezumae, asi como determinar

su riqueza y abundancia.

3) Relacionar la riqueza de los morfotipos ECM de P. montezumae con la diferente

fertilidad y disponibilidad de agua de los tres suelos volcénicos.

IV. HIPOTESIS

1) Los brinzales con mayor porcentaje de micorrizacion se localizaran en el sitio

menos fértil.

2) Los morfotipos ECM seran distintos a lo largo de la cronosecuencia edafica.

3) La riqueza de los morfotipos ECM sera mayor en el sitio menos fértil y con menor

disponibilidad de agua.



V. ANTECEDENTES

5.1. Importancia de las micorrizas

Las asociaciones micorrizicas son cosmopolitas por su presencia en la mayoria de los héabitats
naturales terrestres, ya que existe un amplio nimero de familias de plantas susceptibles de ser
micorrizadas. Su presencia en las plantas es considerada un caracter ancestral, debido a que
las evidencias fosiles sefialan que fueron determinantes para que éstas colonizaran el medio
terrestre, al proveer ventajas para resolver la desecacion y los sustratos escasos de nutrimentos.
Los datos sefialan la presencia de hifas y esporas fosiles en rocas del Ordovicico (460 MA),
muy semejantes a los ejemplares actuales del género Glomus gue forman micorrizas arbusculares
(Hernandez-Cuevas et al., 2003).

Las micorrizas son simbiosis que se establecen entre ciertos hongos del suelo y las
raices de las plantas (Brundrett et al., 1996). Los hongos incrementan el area de absorcion de
nutrimentos y de agua en la planta (Hernandez-Cuevas, et al., 2003; Bogeat-Triboulot et al.,
2004; Menkis et al., 2007; Plamboeck et al., 2007). También aumentan la produccién de
fitohormonas (auxinas, citoquininas, giberelinas, &cido abscisico y etileno), calidad foliar y
proteccion contra patdgenos como hongos del suelo o nematodos (Rincon et al., 2001). Las
plantas micorrizadas toleran mejor las situaciones extremas, como los suelos con un pH muy
acido o muy basico y la contaminacién por metales pesados (Falandysz y Chwir, 1997; Smithy
Read, 1997; Kim et al., 2003). Las plantas a cambio proporcionan entre el 10 y el 20% de los
fotosintatos netos (productos quimicos de la fotosintesis), carbohidratos, vitaminas, aminoacidos,
nucledtidos, aldehidos, fenoles, esteres y terpenoides producidos para la formacion,
mantenimiento y funcion de las estructuras micorrizicas (Smith y Read, 1997; Estrada-Torres
y Santiago-Martinez, 2003; Kernaghan, 2005).

5.2. Clasificacion de las micorrizas

De acuerdo con el grado de penetracion del hongo en la raiz del hospedero, Harley y Smith
(1983) y Smith y Read (1997) dividieron a las micorrizas en tres grupos: endomicorriza
(arbuscular, ericoide y orquideoide), ectomicorriza y ectendomicorriza  (arbutoide,
monotropoide y ectendomicorriza) (Cuadro 1, Figuras 1 y 2). Las caracteristicas principales

de cada tipo de micorriza son descritas a continuacion (Cuadro 1):



Cuadro 1. Caracteristicas principales de los diferentes tipos de micorrizas (Smith y
Read, 1997).

Tipo de micorriza

Avrbuscular Ectomicorriza ~ Ectendomicorriza Arbutoide Monotropoide Ericoide Orquideoide
Hongo - + + + + + +
septado
Hongo + - - - - - -
aseptado
Colonizacién + - + + + + +
intracelular
Manto - + +0- +06- + - -
fangico
Red de - + + + + N _
Hartig
Vesiculas +0- - - - - - -
Aclorofilia - () - - - + - -
Taxa Zygomycota  Basidiomycota Basidiomycota Basidiomycota  Basidiomycota ~ Ascomycota  Basidiomycota
Tungico
Ascomycota Ascomycota
(Zygomycota)
Taxa en Briophyta Gimnosperma Gimnosperma Ericales Monotropaceae Ericales Orchidaceae
lantas . . . )
P Pteridophyta Angiosperma Angiosperma Briophyta

Gimnosperma

Angiosperma

*Todas las orquideas son aclorofilicas en las primeras etapas de plantulas. La mayoria de las especies de
orquideas son verdes como adultas. Los caracteres estructurales dados para el estado maduro, no se desarrollan en
estados senescentes. Los paréntesis indican que se puede dar en condiciones raras (Smith y Read, 1997).

Figura 1. Tipos de micorrizas: a) ectomicorrizas, b) arbusculares, c) ericoides, d)
orquideoides, e) arbutoides, f) monotropoides y g) ectendomicorrizas. Estucturas de las
micorrizas: arbusculo (ar), “arbutoides” (arb), célula cortical (cc), espora (e),
enrrollamientos (er), haustorios (ha), manto (m), micelio extraradicular (me), novelos
(nov) y red de Hartig (rH) (Fuente: University of Coimbra, 2009).
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La especie objeto de estudio es Pinus montezumae, que al igual que todas las Pinaceas,
es un micotrofo obligado que necesita de los hongos para sobrevivir (Godbold et al., 1998;
Garcia-Rodriguez et al., 2006). A pesar de que existen reportes de la presencia de micorrizas
arbusculares y hongos endofiticos septados en las raices de algunas especies de la familia
Pinaceae (Horton et al., 1998; Wagg et al., 2008), en esta tesis sélo nos enfocaremos en las

ectomicorrizas.

5.3. Ectomicorriza (ECM)

-Ectomicorrizas: son la asociacion simbidtica entre las raices de plantas gimnospermas y
angiospermas (de las familias Aceraceae, Caesalpinioideae, Cupressaceae, Papilionoideae,
Pinaceae, Platanaceae, Rosaceae, entre otras) con hongos basidiomicetos, ascomicetos y
zigomicetos (Figuras 1 y 2). Actualmente se estima que alrededor de 3,000 especies de plantas y
5,000 especies de hongos pueden establecer este tipo de simbiosis (Smith y Read, 1997;
Estrada-Torres y Santiago-Martinez, 2003).

La raiz ectomicorrizica se caracteriza por la presencia de tres componentes estructurales:
a) el manto de tejido fangico, el cual cubre a la raiz; b) un laberinto de hifas en el interior,
entre las células epidérmicas y corticales, nombrada red de Hartig y c) un sistema externo de
elementos hifales (micelio). La penetracion intracelular en forma de haustorios puede ser
observada en raices ectomicorrizicas.

En esta simbiosis los hongos pueden producir grandes cantidades de hifas extra e
intrarradicales que tienen la capacidad de liberar nutrimentos del suelo por la produccién de
enzimas involucradas en la mineralizacion de la materia organica (Smith y Read, 1997; Estrada-
Torres y Santiago-Martinez, 2003). Las hifas extrarradicales pueden extenderse por mas de 2
m de la superficie de la raiz para penetrar por microfracturas (Egerton-Warburton et al., 2003).
Ademas los nutrimentos pueden ser transferidos de una planta hospedera a otra (Simard et

al., 1997). Los nutrimentos que le proporciona el hongo a la planta son P, N (en forma de

NH," y NO3) y K.

Generalmente este tipo de micorriza se encuentra a altas latitudes y altitudes, en suelos
moderadamente acidos, ricos en materia organica, en regiones templadas, en bosques de
coniferas y de algunas angiospermas lefiosas, éstas Ultimas principalmente en zonas tropicales y
subtropicales (Allen, 1991; Read, 1991). En México se han registrado mas de 550 especies de
hongos potencialmente ectomicorrizicos, que pueden representar hasta el 44% de las especies de
hongos macroscépicos presentes en los bosques templados del pais (Estrada-Torres y

Santiago-Martinez, 2003).
-8-



Iante fomraads pox h.ifan dal oo
Figura 2. Estructura de la ectomicorriza (Fuente: Regés, 2002).

5.3.1. Formacion de las ectomicorrizas

La diversificacion de las especies de ectomicorrizas comenzd hace 25-60 millones de afios y
posiblemente se desarrollaron al mismo tiempo que la familia Pinaceae (Le Page et al., 1997;
Bruns et al., 1998; Agerer, 2006), a continuacion se explica como surge esta simbiosis.

Los hongos ectomicorrizicos no requieren de plantas hospederas especificas, sin embargo,
éstas si expresan preferencias por ciertas especies fungicas (Cavender-Bares et al., 2009; Karst
et al., 2009; Twieg et al., 2009; Leski et al., 2010). En la formacion de ectomicorrizas, los
flavonoides de las plantas y las axinas de los hongos tienen que tener un sefialamiento
especifico (Kernaghan, 2005). En primer lugar, las hifas tienen que establecer contacto con la
superficie de la raiz y desarrollar un mucilago que participara en un segundo evento, el cual
comprende la agregacion de las hifas para producir el manto. Una vez concluida esta etapa las
hifas realizaran su desarrollo hacia la region apoplastica, alrededor de las células epidérmicas al
asociarse con angiospermas, y células corticales en el caso de las gimnospermas, formando asi
la red de Hartig (Estrada-Torres y Santiago-Martinez, 2003).

En las plantulas y arboles juveniles de coniferas, las paredes de las células corticales
son mas susceptibles a la penetracion del hongo (Smith y Read, 1997). Las plantulas pueden
ser colonizadas por las redes miceliales de hongos micorrizicos de los arboles adultos,

encontrados a sus alrededores (Nara, 2006; Cavender-Bares et al., 2009; Obase et al., 2009).
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5.4. Influencia de nutrimentos y propiedades edéficas en las ectomicorrizas

Los hongos ectomicorrizicos obtienen nutrimentos de los minerales y de la materia organica
gue existen en los suelos. Los minerales pueden solubilizarse cuando las hifas de los hongos
reducen el pH de la rizosfera 6 exudan acidos organicos (oxalico, citrico y férmico) para
formar compuestos con los metales y disolverlos (Cromack et al., 1979; Lapeyrie, 1988;
Cumming y Weinstein, 1990; Ochs et al., 1993). Wallander (2000 a y b) menciona que los
hongos pueden establecer una relacién de simbiosis con algunas bacterias que se encuentran
en la rizosfera para adquirir nutrimentos de los minerales y, posteriormente, transferirlos a la

planta.

Los hongos ectomicorrizicos son capaces de utilizar los compuestos organicos de los
nutrimentos del suelo debido a que producen enzimas extracelulares. Es por ello que la cantidad,
calidad y heterogeneidad de la materia organica, asi como otras caracteristicas edaficas, influyen
en la estructura de las comunidades micorrizicas y su diversidad (Bending y Read, 1995; Baar,
1996; Taylor y Bruns, 1999; Munkrold et al., 2004; Kernaghan, 2005; Cavender-Bares et al.,
2009; Twieg et al., 2009).

Carbono

En los bosques el mantillo (hojarasca y fragmentos de plantas en diferentes niveles de
degradacion) optimizan la retencién de materia organica, que contiene C y N, lo cual favorece el
crecimiento de las plantas (Vitousek et al., 1995; Conn y Dighton, 2000). Sin embargo,
cuando la vegetacion es escasa el mantillo no se forma y las micorrizas desempefian un papel
importante al transportar C (encontrado de forma mineral) hacia las plantas (Twieg et al.,
2009). No obstante, las plantas también pueden obtener el C a través de la fotosintesis (Horton y
Bruns, 2001). Los calculos basados en datos colectados en experimentos de campo y de
laboratorio, indican que entre el 10% y 20% de C que asimilan las plantas puede ser destinado
para mantener el micelio vegetativo y cuerpos fructiferos del heterétrofo (Smith y Read, 1997;
Johnson et al., 2005). Los hongos requieren en mayor proporcién C, en comparacion con otros
nutrimentos, porque éste forma los carbohidratos, vitaminas, aminoécidos, nucleétidos,
aldehidos, fenoles, ésteres y terpenoides que necesitan para subsistir (Smith y Read, 1997;
Kim et al., 2003; Estrada-Torres y Santiago-Martinez, 2003; Kernaghan, 2005).

Nitrogeno
En suelos poco desarrollados el N constituye un factor limitante para el crecimiento de los

arboles, debido a que es un componente esencial de aminoacidos, enzimas, proteinas y acidos
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nucleicos (Trudell y Edmonds, 2004). Por esta razédn, las plantas se asocian a los hongos
micorrizicos y asi obtienen este nutrimento. No obstante, Paul et al. (2007) reportaron que el
N que fijan las bacterias Paenibacillus pabuli, P. amylolyticus y Methylobacterium mesophilicum
es tomado por el hongo ectomicorrizico Suillus tomentosus y, por ultimo, por Pinus contorta
var. latifolia.

Por otro lado, Lilleskov et al. (2001 y 2002 a y b) comprobaron que la depositacion de
altas tasas de N atmosférico (NH3) es un factor causal en el declive de los esporocarpos y en la
abundancia de los &pices ectomicorrizicos, ya que aumenta el N foliar y disminuye el P, Mg y
K foliar, acidificando el suelo e incrementando el crecimiento del arbol pero inhibiendo el de
los hongos ectomicorrizicos. De esta forma también la riqueza y la diversidad de micorrizas
pueden decrecer (Baar, 1996; Baar y Braak, 1996; Vitousek et al., 1997; Avis et al., 2008;
Kranabetter et al., 2009).

La distribucion de las especies ectomicorrizicas depende del papel que desempefian, es
decir, algunas especies se encuentran preferentemente en suelos poco desarrollados y con
bajas concentraciones de N (especies “mineralizadoras”: Russula spp., Hebeloma spp., Lactarius
spp.), 0 Unicamente se establecen en suelos desarrollados con horizontes organicos profundos y
concentraciones altas de N (especies “nitréfilas™: Lactarius theiogalus, Laccaria spp.).
Solamente algunas de ellas pueden establecerse en ambos tipos de suelos (Lilleskov et al.,
2002 a).

Faosforo

Los hongos ECM pueden incrementar la solubilidad de complejos inorganicos que contienen P
debido a que excretan &cidos oxalico y citrico (Cromack-Jr. et al., 1979; Fox et al., 1990;
Entry et al., 1992; Griffiths et al., 1994; Wallander et al., 2002) y tienen relacién con bacterias
gue se encuentran en la rizosfera (Wallander, 2000 a). A cambio, la planta le otorga a las
micorrizas una proporcion de P que tiene funciones en la sintesis de ATP, en la activacién de
intermediarios metabolicos y como un elemento estructural en acidos nucleicos y fosfolipidos
(Smith y Read, 1997; Estrada-Torres y Santiago-Martinez, 2003; Kernaghan, 2005; Bucher,
2007).

Wallander (2000 a) comprob6 que el acido oxalico fue detectado abundantemente en el
suelo cercano a las raices de las plantulas de Pinus sylvestris, las cuales se encontraban
colonizadas por Suillus variegatus. La concentracion de acido oxalico fue correlacionada a la
concentraciéon de fosfato en la solucion del suelo en donde estaban las raices, indicando que

dicho acido influye en la disolucion de apatita.
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Potasio
El potasio es un elemento importante para la planta porque interviene en la fotosintesis, en la
regulacién de los estomas, en la formacion de protidos, en el aprovechamiento del agua para
mantener la turgencia celular (disminuye la transpiracion cuando el agua escasea), incrementa la
resistencia al frio y a la salinidad. Una deficiencia en las plantas provoca una disminucion de
la sintesis de proteinas y apices muertos o plantas enanas (Marschner 1995; Ruano, 2003). Sin
embargo, la insuficiencia de K en las plantulas puede compensarse con el Mg (Wallander y
Wickman, 1999).

El hongo micorrizico puede obtener el K que se encuentra a una mayor distancia y de
forma mineral al producir acido citrico, para después transferirlo a la planta (Wallander y
Wickman, 1999; Wallander, 2000 b).

Calcio
El calcio es necesario en el metabolismo fisioldgico, es componente de la pared celular y
regula la actividad de la membrana y sus transportadores, esta correlacionado con la
diferenciacion de la endodermis (Zéttl et al., 1971; Kirkby y Pilbeam, 1984; Evans et al.,
1991; Kuhn et al., 2000). Meléndez y Molina (2002) enfatizan que la deficiencia de Ca
ocasiona la disminucion del crecimiento de la planta y del sistema radical, debilitando los
tejidos foliares (clorosis) y haciéndolos mas susceptibles al ataque de patdgenos.

Cuando la planta se asocia con los hongos ectomicorrizicos se beneficia en la obtencién
de Ca, ya que las hifas de éstos al producir acido oxalico y oxalato son capaces de liberar
dicho elemento (Cromack et al., 1979; Wallander et al., 2002; Arvieu et al., 2003).

Magnesio

El magnesio es importante en la regulacion de diversas funciones en la planta. Se ha comprobado
que del total de Mg que se deposita en la planta s6lo del 15 al 20% es utilizado en la clorofila,
el resto de este elemento se utiliza como cofactor de enzimas en procesos tales como la
fosforilacion de ADP para formar ATP, regula la actividad de la membrana, los estomas y
la osmoregulacion. La escasez de magnesio en la planta suele dar lugar a un
amarillamiento de las hojas, seguido de la aparicién de manchas pardas (Marschner 1995;
Kuhn et al., 2000). Los hongos incrementan con sus hifas el area de adsorcion de magnesio en
el suelo (Kuhn et al., 2000).
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5.5. Hongos ectomicorrizicos asociados a Pinus montezumae Lamb. en México

Los brinzales de Pinus montezumae se relacionan en México con los siguientes géneros de
hongos ectomicorrizicos: Cenococcum, Clavulina, Cortinarius, Inocybe, Laccaria,
Oidiodendron, Pisolithus, Rhizopogon, Russula, Scleroderma, Suillus y Tomentella (Santiago-
Martinez et al., 1993; Navarro, 2000; Xochitiotzin, 2000; Santiago-Martinez, 2002; Estrada-
Torres y Santiago-Martinez, 2003; Montoya et al., 2004; Reverchon, 2010 y Reverchon et al.,
2010). Sin embargo, la mayor parte de estos autores han enfocado sus investigaciones a la
inoculacién con hongos en plantulas de este pino, sin analizar su comportamiento fuera del
invernadero. Reverchon (2010) es la Gnica que menciona las especies de hongos ectomicorrizicos
asociadas a las plantulas en el campo (in situ), ademas de analizar cual es su comportamiento en
relacién a diferentes nutrimentos contenidos en los suelos. En esta tesis se pretende aportar
informacion relacionada con la caracterizacion y la distribucién de los morfotipos
ectomicorrizicos que se encuentran en los brinzales de P. montezumae, situados en tres suelos

volcanicos con diferente nivel de fertilidad.

5.6. Pinus montezumae Lambert

Sinonimia: Pinus ocampii Roezl, Pinus rinzii Roezl, Pinus lindleyana Loud. ex Lind et Gordon,
Pinus montezumae forma macrocarpa Martinez, Pinus montezumae var. mezambranus Carvajal
(Figura 3) (Perry, 1991; Garcia-Arévalo y Gonzalez-Elizondo, 1998).

Nombres comunes: chalmaite blanco (Veracruz), pino, pino blanco, pino montezuma, pino
real, ocote, ocote macho, yutnu-santu (Oaxaca) (Perry, 1991; Garcia-Arévalo y Gonzalez-
Elizondo, 1998).

Descripcion. Los arboles llegan a alcanzar entre 20 y 40 m de altura y de 50-100 cm de
diametro. La corteza en los arboles maduros es gruesa, color café grisaceo obscuro. Las ramas
son gruesas, rigidas, escamosas y corrugadas, de color café rojizo; las bases de las bracteas de
las hojas son prominentes y decurrentes. Las hojas se encuentran en fasciculos de 4-6, son
denticuladas y miden de 15-30 cm por 1-1.5 mm, color azul-verde; estomas presentes en la
parte dorsal y ventral; de 2-6 canales resiniferos; pared exterior del endodermo grueso; 2
haces vasculares. Los conos masculinos son ovoides-conicos, las escamas gruesas y llevan
una espina. Los conos femeninos se encuentran en formas alargada-ovoide u ovoide-conica,
con escamas muy gruesas y duras, color café claro y miden de 6-15 cm por 3-4 cm; nacen en

grupos de 2 y 3; la apofisis tiene forma subpiramidal, transversalmente aquillada, el umbo
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dorsal ligeramente elevado, de color café grisaceo, llevando una pequefia espina que
generalmente es decidua. Las semillas miden de 6-7 mm, de color café obscuro, ala articulada
de 20 mm por 7 mm, con 6-8 cotiledones. La madera de verano es de color amarillo-blanco, la

madera de invierno es ligeramente café, dura y resinosa (Perry, 1991).

Distribuciéon. Se encuentra en México y Guatemala entre los 2,000 y 3,200 msnm. La
precipitacion también suele variar de 800 a 1,000 mm o més anualmente, la mayor parte de la
lluvia cae de junio a septiembre. En México se presenta sobre la Sierra Madre Oriental, la
Sierra Madre del Sur, la Sierra Madre de Chiapas y en la Faja Volcénica Transmexicana. Se
ha reportado en los estados de Chiapas, Coahuila, Colima, Distrito Federal, Guerrero, Hidalgo,
Jalisco, México, Michoacan, Morelos, Nuevo Ledn, Oaxaca, Puebla, Querétaro, Tamaulipas,
Tlaxcala, Veracruz y Zacatecas (Rzedowsky, 1978; Perry, 1991; Garcia-Arévalo y Gonzélez-
Elizondo, 1998).

Asociacion vegetal. P. montezumae puede desarrollarse en bosques puros, aunque también se
puede mezclar con otras especies de pino como P. herrerae, P. leiophylla, P. oocarpa, P.
pseudostrobus y P. rudis, ademas de otras subcomunidades de Abies, Alnus, Arbutus, Juniperus,
Quercus y Salix. El estrato arbustivo se caracteriza por la presencia de Eupatorium, Senecio,
Archibacharis, Bacharis, Stevia y Buddleia principalmente. En el estrato herbaceo existe un
marcado dominio de Mullenbergia, Bromus y Stipa (Rzedowski, 1978; Perry, 1991; Garcia-

Arévalo y Gonzélez-Elizondo, 1998; Romero y Velazquez-Montes, 1999).

Usos. Su madera se utiliza para la fabricacion de muebles, estructuras, celulosa, cajas de
empague, puntales para minas, durmientes, postes, duelas, cercas, construcciones pesadas y
livianas, chapa, triplay y extraccion de resina. La resina (trementina) se emplea en la fabricacion
de aguarrés y brea (Rzedowski, 1978; Perry, 1991; Garcia-Arévalo y Gonzélez-Elizondo,
1998).

P. montezumae se encuentra sujeto a la tala y ocoteo clandestino, asi como incendios

provocados para acelerar el follaje nuevo. (Correa-Vela et al., 2007).
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Figuré 3. Pinus montezumae en estados de brinzal y arbol adulto.

VI. SITIO DE ESTUDIO

En la parte central de la Faja VVolcanica Transmexicana se seleccionaron tres sitios con suelos
desarrollados sobre los derrames lavicos de conos volcanicos con diferentes edades:
Popocatépetl en la Sierra Nevada (1,000 afios A. P.; Heine, 1975; Miehlich, 1984; Siebe et.
al., 1996; Panfil et. al., 1999), Pelado en la Sierra del Chichinautzin (10,000 afios A. P.; Siebe
et al., 2004; Pefia-Ramirez et al., 2009) y La Catedral en la Sierra de Monte Alto y Monte
Bajo (~100,000 afios A. P.; Garcia-Palomo et al., 2008) (Figura 4 y Cuadro 2). Los dos
primeros sitios fueron datados por medio de '*C, los valores corresponden al promedio

redondeado de las dataciones realizadas por los autores.

Los sitios son similares en cuanto a altitud, se localizan a 3,100 msnm; orientacion de
la ladera, los sitios Popocatépetl y La Catedral estan orientados hacia el oriente y el sitio
Pelado hacia el sur; pendiente, oscila entre 8 y 10 grados; clima, templado subhimedo, con
lluvias de verano (C(w2)(w)(b)), con temperatura media anual de 13.2° C y precipitacion
media anual de 1092 mm; y tipo de vegetacion, bosques templados con Pinus montezumae
como especie dominante. Ademas, se seleccionaron sitios lo menos perturbados posible, sin
embargo, los tres sitios tenian evidencias de haber sido afectados por lo menos alguna vez por
incendios forestales.

Existen diversos géneros de plantas que comparten los tres sitios de estudio. En el
estrato arboreo se encuentran géneros como Abies, Alnus, Arbutus, Pinus, Quercus y Salix. El
estrato arbustivo se caracteriza por la presencia de géneros como Archibaccharis,

Arctosthaphylos, Buddleia, Eupatorium, Festuca, Ribes y Senecio. Finalmente, el estrato
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herbaceo presenta géneros como Agrostis, Bacharis, Bromus, Castilleja, Lupinus,
Muhlenbergia, Penstemon, Poa, Stevia y Stipa (Velazquez, 1994; INIFED-GEM, 2005;
CONANP, 2009 a y b).

.......... [ =
) @ Popocatépetl &
® Pelado
@ La Catedral
México

Distrito
Federal

Puebla
®

Morelos

Figura 4. Localizacion de los sitios de estudio.

Cuadro 2. Ubicacion y caracteristicas abi6ticas de los sitios de estudio.

Sitio de Sistema Coordenadas Altitud Clima Tipo de Edad (afios
estudio montafioso UTM (msnm) suelo AP
Popocatépetl ~ Sierra Nevada X: 475922 3,100 C(w2) (w)b Andosol 855+ 155 a
Y: 2114796 Vitrico 1.265 = 550
Mélico (1,000)2
Pelado Sierra del X: 475544 3,100 C(w2) (w)b Andosol 9,620 £ 160 a
Chichinautzin Y: 2114369 Silandico 10,900 + 280p
Moélico (10,000)2
La Catedral Sierra de X: 450104 3,100 C(w2) (w)b Andosol ~100,000y
Monte Alto y Y: 2168173 Silandico
Monte Bajo

()= Heine, 1075; Mienlich, 1084, Siebe et. al., 1996, Pantil et. al., 1999.

(B)= Siebe et. al., 2004.

(o)= Garcia Romero, 1998.

=Afios antes del Presente.

2= Las fechas corresponden a las dataciones obtenidas con ¥c (datos no calibrados) entre paréntesis se muestra el
promedio redondeado de las dataciones.

Dinamica de las propiedades edéaficas en los sitios de estudio

Las descripciones y los analisis edaficos de los sitios Popocatépetl, Pelado y La Catedral
fueron realizados previamente por Pefia-Ramirez (2009). EI material parental que dio origen a
los suelos son cenizas volcanicas similares en cuanto a su composicion quimica, pero diferentes
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en cuanto a su edad (Siebe et al., 2004; Siebe y Macias, 2006 y Pefia-Ramirez et al., 2009). La
fertilidad del suelo se evalué a través de la cantidad (kg m™, unidades de masa sobre volumen)
de C, N, P Bray (fésforo disponible), K, Ca y Mg, asi como de la disponibilidad de agua a
capacidad de campo (L m?) (Anexo 1). Los nutrimentos fueron calculados a la profundidad
fisiologica, que es la profundidad a la que pueden penetrar potencialmente las raices de los
arboles (Anexo 1).

Los suelos fueron clasificados como Andosoles (WRB, 2006), sin embargo existen
claras diferencias entre ellos (Figura 5 y Anexo 1). El suelo del sitio Popocatépetl se origin6 a
partir de cenizas volcanicas de tipo andesitico-basalticas y tienen una edad de 1,000 afios A. P.
(promedio redondeado), fue clasificado como un Andosol Vitrico Mdlico. Este tipo de suelos
carecen de horizontes Bw debido a que el proceso de intemperizacion es incipiente y presentan
varias limitantes para el crecimiento de los arboles. Su textura gruesa ocasiona que la
porosidad y la capacidad de aireacion sean excesivas, mientras que el agua disponible a
capacidad de campo es baja, esto genera un aumento en el estrés hidrico de los arboles, por lo
que hay una reduccidn en la tasa fotosintética y division celular, lo cual repercute directamente
en el crecimiento de los arboles (Wagner y Dreyer, 1997). La reserva de nitrogeno también es
insuficiente debido a que la cubierta vegetal es escasa y aporta poca biomasa para la
formacion del mantillo del suelo. El nitrégeno es el nutrimento que mas requieren los
arboles para su crecimiento (Havlin et al., 1999), por lo que la baja concentracion de este
elemento limita el crecimiento de los arboles. El fésforo aprovechable para las plantas (P
Bray) fue evaluado alto en este suelo de cenizas volcanicas recientes (Pefia et al., 2009).
Asimismo, las bases intercambiables (Ca, Mg y K) son abundantes en un principio (Crews et al.,
1995), dado que las cenizas volcanicas poseen vidrio y otros minerales (piroxenos, hornblendas
y plagioclasas) que al hidratarse se intemperizan rapidamente, liberando estos elementos
esenciales para el crecimiento de las plantas.

El suelo del sitio Pelado se origind a partir de cenizas volcéanicas de tipo andesitico-
basélticas y tienen una edad de 10,000 afios A. P. (promedio redondeado), fue clasificado
como un Andosol Sildndico Molico. Este tipo de suelos presentan horizontes Bw, lo cual
indica un mayor desarrollo pedogenético que en los Andosoles Vitricos. El intemperismo
genera un aumento en la fraccion fina y la formacién de alofano (arcilla mineral de bajo orden
estructural), la profundidad fisioldgica y el agua disponible a capacidad de campo aumentan
también, permitiendo el desarrollo de una vegetacion mas densa y favoreciendo la produccién
de biomasa. La degradacion de hojas, tallos y raices aumenta la cantidad de materia organica y la

profundidad de los horizontes organicos, por lo que el abastecimiento de nitrogeno también
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mejora. La cantidad de agua disponible es alta, sin embargo una vez que deja de llover el
almacén es insuficiente para los cinco meses de sequia que prevalecen en la zona, por lo que
los arboles comienzan a estresarse por la escasez de agua y disminuyen su crecimiento.

El pH ligeramente &cido de los Andosoles ocasiona que el alofano tenga carga neta
positiva (Shoji et al., 1993), por lo que adsorbe iones de carga negativa como los fosfatos. La
disponibilidad de P es una limitante para los arboles (Sanchez, 1976; Theng, 1980; Uehara y
Gillman, 1981; Shoji et al., 1993). Las bases intercambiables en esta etapa son muy abundantes,
ya que se encuentran adsorbidas a los multiples sitios de intercambio i6nico de la materia
organica humificada, y a los sitios con carga negativa de las arcillas minerales.

El suelo del sitio La Catedral se origind a partir de cenizas volcanicas de tipo dacitico y
tienen una edad de ~100,000 afios A. P., fue clasificado como un Andosol Silandico. Este
suelo es similar al del sitio Pelado, la arcilla dominante continua siendo el alofano y la
retencion de P es alta, sin embargo en este suelo también se desarrollan arcillas laminares del
tipo de la haloisita, la cual tiene menos capacidad de intercambio cationico que el alofano. El
agua disponible a capacidad de campo es baja en comparacién con el sitio Pelado, sin embargo
es el Unico sitio en el que el agua no es un factor limitante para el crecimiento de los arboles.
Debajo del suelo existe un derrame lavico de dacitas que son menos permeables que la piedra
pomex del sitio Popocatépetl y la lava baséltica del sitio Pelado, lo que evita que el drenaje sea
excesivo y aunque el almacén de agua no sea tan profundo hay un aporte continuo de agua a
los arboles. Esto permite que se formen arroyos y flujos de agua subsuperficiales que se

mantienen incluso en la época de sequia.

Tipo de suelo Andosol Vitrico Molico Andosol Silandico Mdlico Andosol Silandico

Cono volcanico Popocatépetl Pelado La Catedral
Edad (afios A. P.) 1,000 10,000 100,000

| ——

Figura 5. Perfiles de los suelos en los sitios de estudio.
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VII. METODOS

7.1. Recolecta y procesamiento de los brinzales de Pinus montezumae
En cada sitio de estudio se seleccionaron 18 brinzales de P. montezumae, reclutados de manera
natural (54 en total para los tres sitios). En este caso se consider6 como brinzal a individuos
con una altura que fluctudé entre 35 y 50 cm, y un diametro menor a 5 cm. Con ayuda de
una pala se hizo un cepellon de 40 cm de ancho x 40 cm de largo x 50 cm de profundidad,
tratando de extraer la mayor parte del sistema radical y de afectar lo menos posible los
apices. Los brinzales ya habian pasado su estado cespitoso, tenian un tallo bien definido y
una abundante produccién de hojas. Tenian una edad aproximada de 4 a 6 afios, la cual fue
determinada por los anillos de crecimiento anuales que se observaron al cortar el tallo.
Seleccionamos plantas vigorosas, sin evidencias de plagas y con hojas que no mostraran
evidencias de deficiencias nutrimentales. Estas fueron trasladadas en una hielera al laboratorio
de Microcosmos Bioedéafico del Instituto de Geologia de la UNAM para su procesamiento.

En el laboratorio los brinzales se mantuvieron en refrigeracion hasta que se limpiaron
todas las raices con agua, y se removieron los agregados del suelo, teniendo cuidado de no
maltratar los meristemos radicales. Las raices frescas se colocaron en recipientes de plastico

con agua y fueron mantenidas en refrigeracion hasta que los apices fueron analizados.

7.2. Analisis de los apices ectomicorrizicos

Todas las raices finas de cada brinzal fueron revisadas con una lupa para determinar si estaban o
no micorrizadas. Las que se encontraban micorrizadas fueron seleccionadas y se desprendieron
del resto de la raiz, por medio de unas pinzas de diseccion. El porcentaje de micorrizacion
fue calculado como los éapices ectomicorrizicos activos de la raiz (turgentes) entre el total de
apices y multiplicados por 100 (Minzenberger et al., 2004).

En un microscopio estereoscopico LEICA, los &pices micorrizicos fueron limpiados
con un pincel y agua para eliminar los agregados del suelo y poder llevar a cabo la
caracterizacion de los morfotipos ectomicorrizicos. Estos se determinaron y describieron a
través de los métodos propuestos por Agerer (1987-2002 y 2006), los cuales se basan en
variables como color, tipo de ramificacion, forma, textura y dimensiones. Este método junto
con la clave propuesta por Ludwig-Maximilians (2011), fueron empleados para revisar los
apices micorrizicos en los microscopios estereoscopicos y oOptico, y realizar el registro de las

variables (Cuadro 3 y Anexo 2).
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A través del microscopio estereoscopico BX51 y del programa Photoshop, se tomaron
fotos a los diferentes morfotipos ectomicorrizicos. Con el programa de analisis de imagenes
digitales Image Pro-Plus 5.0 se calcularon la longitud y el diametro de los morfotipos, fue
necesario registrar el objetivo del microscopio estereoscopico con el que se tomo6 cada foto
para conocer la escala y asi calcular las medidas. ElI programa proporciona las medidas en
micras y fueron convertidas a milimetros (Cuadro 3).

En los cinco morfotipos ectomicorrizicos mas abundantes de los tres sitios de estudio
se realizaron cortes transversales, con ayuda de un microscopio estereoscopico Olympus S2 y
una hoja de afeitar ultrafina Gillete, mismos que fueron montados en alcohol polivinilico
(PVLG, medio semipermanente) y Azul de Tripan y fueron observados en el microscopio
Optico Olympus BX51 (a aumentos de 4.0x, 10.0x, 40.0x) para distinguir la red de Hartig, las
hifas, los haces vasculares, la epidermis y el manto. Al mismo tiempo, con el programa Image
Pro-Plus 5.0 se tomaron fotos y medidas de las estructuras para facilitar la caracterizacion de
los morfotipos (Cuadro 3).

Para caracterizar el manto se seleccionaron quince apices de cada uno de los cinco
morfotipos ectomicorrizicos mas abundantes. Estos fueron colocados en una caja de Petri con
poca agua, en donde se observaron bajo un microscopio estereoscopico Olympus S2. Con un
bisturi se extrajeron, de forma longitudinal, los tejidos del manto para montarlos en acido
lactico (medio que intensifica el contraste, aunque puede disolver el pigmento epimembranoso y
diferentes cristales (Agerer, 1987-2002). En un Fotomicroscopio Optico Olympus provis-
AX70, se aplicé la técnica contraste de fases para observar preparaciones a 100.0x con distinto
enfoque y se tomaron fotos con el programa Capture-Pro, para caracterizar las capas del
manto segun Agerer (1987-2002 y 2006) (Cuadro 3 y Anexo 2).
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Cuadro 3. Caracteristicas empleadas en la descripcion de morfotipos ECM, modificado a
partir de Agerer (1987-2002 y 2006) y de la clave propuesta por Ludwig-Maximilians

(2011).
Tipo de ramificacion Forma del apice Textura Dimensiones Tipo de manto
ECM (Agerer, 2006)
Dicotomica Longitud en la Plectenquimatoso
SL%\_? parte final de los AN
Recta _ &pices ECM no N RS
Lisa ramificados (mm) AR

EA
o) En forma de | Didmetro en la Plectenquimatoso /
s ‘ P parte final de los  Pseudoparenquimatoso
Tuberculada | Granosa = ;f"y apices ECM no Mgy
cuerda

ramificados (mm) / (‘%i

}P/(/M ) Diametro de los Pseudoﬁarenauimatoso
¢ L (_/ﬁ;%éiz ' haces vasculares A
?/"f' Fieltro ™% (mm) ,\f o
Irregular / Tortuosa ) 5‘“745’2
= N Diametro de las
. ) células del cortex
& Inclinada L:? elulas del cort
No ramificada Aterciopelada =57 (mm)
Diametro del
manto (mm)

Lanosa

Coraloide

Una vez que se caracterizaron los morfotipos ectomicorrizicos, se colocaron en frascos
(con una solucion de 30% formol, 30% alcohol y 30% agua) para su conservaciéon y se

mantuvieron en refrigeracion.

7.2.1. Andlisis de datos en los morfotipos ectomicorrizicos
Los apices ectomicorrizicos fueron agrupados conforme sus caracteristicas fisicas para saber el
namero de morfotipos (riqueza) existentes en los tres sitios de estudio. Posteriormente, se
registraron sus abundancias absoluta y relativa de cada brinzal en los sitios de muestreo. La
abundancia absoluta es la cantidad de &pices micorrizicos de un morfotipo, con respecto al
total de la poblacion censada en cada sitio de estudio. La abundancia relativa se refiere a la
cantidad proporcional y calculada de los &pices micorrizicos de un morfotipo, con respecto al
porcentaje observado de la poblacion por sitio.

Con la riqueza de morfotipos ectomicorrizicos y su abundancia relativa, se calculd la
diversidad en cada sitio. Existen varios indices que ayudan a calcular la diversidad, en este

caso se utilizo el indice de Shannon porque es el que se cita frecuentemente en los estudios de
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micorrizas (Teste et al., 2004; Durall et al., 2006). Se calcula con la siguiente formula H’= -
2. Pi * In Pi, en donde H’= indice de Shannon, Pi = abundancia relativa y In = logaritmo
natural (Shannon y Weaver, 1949).

A través del indice de similitud de Sgrensen (1948) se describié el grado de semejanza
entre nuestros sitios de estudio, de acuerdo con la composicién de los morfotipos ectomicorrizicos
(presencia/ausencia). Se calcula de la siguiente manera IS = 2C / A + B * 100, en donde IS =
indice de Sgrensen, A = numero de especies encontradas en la comunidad A, B = numero de
especies en la comunidad B, C = numero de especies comunes en ambas localidades
(Serensen, 1948). Este indice de similitud también es uno de los mas empleados en las

investigaciones de micorrizas (lzzo et al., 2005; Durall et al., 2006; lwanski y Rudawska, 2007).

7.3. Andlisis estadistico

El promedio y error estandar de las distintas caracteristicas de los morfotipos ectomicorrizicos
(longitud y didmetro del &pice, didmetro del manto, las células del cortex y de los haces
vasculares) fueron calculadas con ayuda del programa SYSTAT 13.

Con este mismo programa se realizaron los analisis de varianza (ANOVA) de una via
para comparar e interpretar el comportamiento de variables como el porcentaje de micorrizacion,
la riqueza y la abundancia ectomicorrizicas de los brinzales de P. montezumae, en los tres sitios
de estudio. En cada ANOVA se especifica la fuente de variacion, los grados de libertad, la
varianza correspondiente, el valor de F y la probabilidad de error tipo 1 o nivel de significancia
(P). Para conocer entre que sitios existen diferencias estadisticamente significativas, en cada
ANOVA se adicion6 una prueba de Tukey. Los resultados fueron graficados con el programa
SigmaPlot 11.

Para determinar si el nimero de morfotipos ECM encontrados en los brinzales de P.
montezumae fue representativo en cada sitio de estudio, se realizaron curvas de acumulacion

con el programa Excel 2010.

VIIl. RESULTADOS

8.1. Anadlisis de los &pices ectomicorrizicos

8.1.1. Porcentaje de micorrizacion

En los tres sitios de estudio el porcentaje de micorrizacion de los brinzales de Pinus montezumae
fluctud entre 14 y 23 por ciento. Al realizar los analisis de varianza (ANOVA) y la prueba de

Tukey se comprobé que no se encontraron diferencias significativas entre los sitios. Sin
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embargo, la micorrizacion méas alta se presentd en los brinzales del sitio La Catedral con un
promedio de 23%. Esta cantidad es 39 y 26 por ciento mas alta que la de los sitios

Popocatépetl y Pelado, respectivamente (Cuadro 4, Figura 6 y Anexo 3).

Cuadro 4. Resultados de los andlisis de varianza y de la prueba de Tukey, con respecto al
porcentaje de micorrizacién de los brinzales de P. montezumae en los tres sitios de estudio.

Fuente de Suma de Grados de Varianza F P
variacion cuadrados libertad
Sitio 31598 2 765.55 1.608 0.210
Error 53 12616.37
Fuente (Sitio) Promedio Error estandar N
Popocatépetl 173 3.0 19
Pelado 13.8 2.2 18
La Catedral 22.8 4.8 19
Prueba de Tukey Popocatépetl Pelado La Catedral
Popocatépetl 1.000
Pelado 0.766 1.000
La Catedral 0.522 0.188 1.000
100 T
90 T
80 T
S 70 T
5 60 T
S 50 T
(]
o 40 T
o\o 30 -
20 T T
L
10 +
0 }
Popocatépetl Pelado La Catedral
(1,000 afios A.P.) (10,000 afios A.P.) (100,000 afios A.P.)
Sitios

Figura 6. Promedio del porcentaje de micorrizacion de los brinzales de P. montezumae,
en los tres sitios de estudio.
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8.1.2. Caracterizacion de los morfotipos ectomicorrizicos

En total se caracterizaron 8 morfotipos ectomicorrizicos para las tres localidades (Cuadros 5, 6 y
7, Figuras 7, 8, 9, 10 y 11). El morfotipo 7 fue determinado taxondémicamente por sus
caracteristicas morfoldgicas y corresponde a la especie Cenococcum geophilum (Agerer y
Gronbach, 1988) (Cuadro 6). Es probable que el morfotipo ECM 2 sea afin al género Lactarius
(Agerer, 1987; Ludwig-Maximilians, 2011) y el morfotipo 6 afin a la familia Sebacinaceae
(Reverchon, 2010). Los morfotipos 1, 3, 4, 5 y 8 no pudieron determinarse taxonémicamente
por medio de sus caracteristicas morfologicas, para ello es necesario hacer pruebas
moleculares con el ADN de los &pices micorrizicos (Bonello et al., 1998; Horton y Bruns,
2001) (Cuadros 5y 6).

Los morfotipos presentaron ramificaciones tuberculada, dicotomica y coraloide, éstos
modelos son tipicos de las raices micorrizadas por Pinus spp. (Wurzburger et al., 2001; Paul
et al., 2007). Los cinco morfotipos ECM mas abundantes fueron el 1, 2, 3, 4 y 5, en éstos se
realizaron cortes para determinar el tipo de tejido del manto y las medidas de los haces
vasculares, las células del cortex y el manto. En los 5 morfotipos el tejido de las capas del
manto fue de tipo plectenquimatoso (Figuras 7, 8, 9, 10 y 11). ElI morfotipo 3 presentd las

estructuras mas grandes en los haces vasculares, las células del cortex y el manto (Cuadro 7).

Morfotipo ECM 1. Se caracteriza por su color amarillo, ramificacion dicotomica,
forma recta, textura lisa y las dimensiones del apice fueron 1.0+0.03 mm en su longitud y
0.4+0.008 mm en su diametro. Al realizar 10 cortes longitudinales sobre los apices se observd
que el tejido en las capas interna y externa del manto fue plectenquimatoso tipo B, el cual
presento hifas arregladas irregularmente, que crecen en direcciones longitudinales con respecto a
la raiz. Se realizaron 11 cortes transversales sobre los &pices para medir los haces vasculares,
las células del cortex y del manto, éstos fueron de 106+£7.2 um, 66.6£3.4 um y 67.4+4.6 um,
respectivamente. Este morfotipo se encontr6 en 1351 4apices de los brinzales de Pinus
montezumae en los tres sitios; en el sitio Popocatépetl se presentaron 925, en el sitio Pelado
209 y en el sitio La Catedral 217 (Cuadros 5, 7'y 8, Figuras 7 y 13 y Anexo 4).
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células del cortex (c), manto (m), red de Hartig (rh), hifas (h) y rizomorfo (r) (A, 10x), (B y C, 40x); (D-F) Cortes
transversales del morfotipo en azul de tripan, D: Haces vasculares, células del cortex y manto (10x), E: Haces
vasculares (40x), F: Células del cortex, manto y red de Hartig (40x), G y H: Manto con tejido plectenquimatoso tipo B
e hifas (100x) en las capas interna (G) y externa (H).

Morfotipo ECM 2. Se caracteriza por su color anaranjado con terminacion amarilla,
ramificacion dicotdmica, forma inclinada, textura granosa y las dimensiones del &pice fueron
0.8+0.04 mm en su longitud y 0.4+0.01 mm en su didmetro. En 10 cortes longitudinales de los
apices se observo que el tejido en las capas interna y externa del manto fue plectenquimatoso
tipo A, el cual presentd arreglos de bultos hifales en forma de anillo. Se realizaron 15 cortes
transversales sobre los apices para medir los haces vasculares, las células del cortex y del
manto, siendo éstos de 132.9+8.9 um, 61.8+2.9 um y 49.4+3.8 um, respectivamente. Este
morfotipo se encontrd en 884 &pices de los brinzales de P. montezumae en los tres sitios; en el
sitio Popocatépetl se presentaron 321, en el sitio Pelado 265 y en el sitio La Catedral 298. El
morfotipo ECM 2 es afin al morfotipo ECM 11 que encontré Reverchon (2010) relacionado a
las plantulas de P. montezumae en los sitios Chichinautzin, Guespalapa y Pelado de la Sierra
del Chichinautzin. Es probable que el morfotipo ECM 2 podria ser afin al género Lactarius

(Agerer, 1987; Ludwig-Maximilians, 2011) pero se tienen que realizar pruebas de ADN para
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confirmarlo (Cuadros 5, 7 y 8, Figuras 8 y 13 y Anexo 4).

células del cortex (c), manto (m) y red de Hartig (rh) (A, 4x), (B y C, 40x); (D-F) Cortes transversales del
morfotipo en azul de tripan, D: Haces vasculares, células del cortex y manto (10x), E: Células del cortex y manto
(40x), F: Células del cortex, manto y red de Hartig (40x), G y H: Manto con tejido plectenquimatoso tipo A e
hifas (h) (100x) en las capas interna (G) y externa (H).

Morfotipo ECM 3. Se caracteriza por su color anaranjado, ramificacion coraloide,
forma recta, textura granosa y las dimensiones del apice fueron 0.6+0.05 mm en su longitud y
0.3+0.01 mm en su diametro. Al realizar 10 cortes longitudinales sobre los apices se observé
que el tejido en las capas interna y externa del manto fue plectenquimatoso tipo A, el cual
presentd arreglos de bultos hifales en forma de anillo. Se realizaron 15 cortes transversales
sobre los &pices para medir los haces vasculares, las células del cortex y manto, siendo éstos de
139.1+5.3 um, 81+4.1 um y 73.3+6.4 um, respectivamente. Este morfotipo se encontré en 419
apices de los brinzales de P. montezumae en los tres sitios; en el sitio Popocatépetl se
presentaron 263, en el sitio Pelado 66 y en el sitio La Catedral 90 (Cuadros 5, 7 y 8, Figuras y
13 y Anexo 4).
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Figura 9. Morfotipo ECM 3. (A-C) Cortes transversales del morfotipo en alcohol polivinilico, Haces vasculares (ec),
células del cortex (c), manto (m) y red de Hartig (rh) (A, 10x), (B y C, 40x); (D -F) Cortes transversales del
morfotipo en azul de tripan, D: Haces vasculares, células del cortex y manto (10x), E: Haces vasculares y células
del cortex (40x), F: Células del cortex, manto y red de Hartig (40x), G y H: Manto con tejido plectenquimatoso
tipo A e hifas (h) (100x) en las capas interna (G) y externa (H).

Morfotipo ECM 4. Se caracteriza por su color café, ramificacion dicotomica, forma
recta, textura aterciopelada y las dimensiones del &pice fueron 0.9+0.2 mm en su longitud y
0.4+0.02 mm en su diametro. En 10 cortes longitudinales sobre los &pices se observéd que el
tejido en las capas interna y externa del manto fue plectenquimatoso tipo B, el cual presentd
hifas arregladas irregularmente, que crecen en direcciones longitudinales con respecto a la
raiz. Ademas se realizaron 26 cortes transversales sobre los apices para medir los haces
vasculares, las células del cortex y del manto, siendo éstos de 117.8+6.1 um, 66.5+4.1 um y
53.9+3.9 um, respectivamente. Este morfotipo se encontr6é en 214 apices de los brinzales de P
montezumae en los tres sitios; en el sitio Popocatépetl se presentaron 188, en el sitio Pelado 22 y

en el sitio La Catedral 4 (Cuadros 5, 7 y 8, Figuras 10 y 13 y Anexo 4).
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Figura 10. Morfotipo ECM 4. (A-C) Cortes transversales del morfotipo en alcohol polivinilico, Haces vasculares
(ec), células del cortex (c), manto (m) y red de Hartig (rh) (A, 4x), (B y C, 40x); (D-F) Cortes transversales del
morfotipo en azul de tripan, D: Haces vasculares, células del cortex y manto (10x), E: Haces vasculares (40x), F:
Células del cortex, manto y red de Hartig (40x), G y H: Manto con tejido plectenquimatoso tipo B e hifas (h)
(100x) en las capas interna (G) y externa (H).

Morfotipo ECM 5. Se caracteriza por su color beige, ramificacion tuberculada, forma
recta, textura lisa y las dimensiones del apice fueron 0.7+0.03 mm en su longitud y 0.5+0.02
mm en su didmetro. Al realizar 10 cortes longitudinales sobre los apices, se observd que el
tejido en las capas interna y externa del manto fue plectenquimatoso tipo B, el cual presentd
hifas arregladas irregularmente, que crecen en direcciones longitudinales con respecto a la
raiz. Se realizaron 20 cortes transversales sobre los &pices para medir los haces vasculares, las
células del cortex y manto, siendo éstos de 126.4+4.7 um, 80.5+2.8 um y 56.5+2.3 um,
respectivamente. Este morfotipo se encontr6 en 209 apices de los brinzales de P. montezumae

en el sitio Popocatépetl (Cuadros 6, 7y 8, Figuras 11y 13 y Anexo 4).
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Figura 11. Morfotipo ECM 5. (A-C) Cortes transversales del morfotipo en alcohol polivinilico, Haces vasculares
(ec), células del cortex (c), manto (m) y red de Hartig (rh) (A, 10x), (B y C, 40x); (D-F) Cortes transversales del
morfotipo en azul de tripan, D: Haces vasculares, células del cortex y manto (10x), E: Haces vasculares (40x), F:
Células del cortex, manto y red de Hartig (40x), G y H: Manto con tejido plectenquimatoso tipo B e hifas (h)
(100x) en las capas interna (G) y externa (H).

Morfotipo ECM 6. Se caracteriza por su color anaranjado claro, ramificacion
dicotomica, forma recta, textura aterciopelada y las dimensiones del &pice fueron 0.8+0.09
mm en su longitud y 0.5+0.05 mm en su diametro. Este morfotipo se encontr6 en 81 &pices de
los brinzales de P. montezumae en el sitio Popocatépetl (Cuadros 6 y 8, Figura 13 y Anexo 4).
El morfotipo ECM 6 podria ser afin al morfotipo ECM 36 que encontré Reverchon (2010)
asociado a las plantulas de P. montezumae en los sitios Chichinautzin y Pelado de la Sierra del
Chichinautzin. Este morfotipo fue identificado molecularmente por Reverchon (2010) y

pertenece a la familia Sebacinaceae.
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Morfotipo ECM 7. Se caracteriza por su color negro, ramificacion tuberculada, forma
recta, textura lanosa y las dimensiones del apice fueron 0.6+0.07 mm en su longitud y 0.4+0.03
mm en su diametro. Este morfotipo se encontrd en 31 &pices de los brinzales de P.
montezumae en el sitio Pelado. EI morfotipo ECM 7 es afin al morfotipo ECM 1 que encontro
Reverchon (2010) relacionado con plantulas de P. montezumae en los sitios Chichinautzin,
Guespalapa y Pelado de la Sierra del Chichinautzin. EI morfotipo 7 se determind
taxonémicamente por sus caracteristicas morfolégicas y pertenece a la especie Cenococcum
geophilum Fr. (Agerer y Gronbach, 1988; Ludwig-Maximilians, 2011) (Cuadros 6 y 8, Figura
13y Anexo 4).

Morfotipo ECM 8. Se caracteriza por su color anaranjado claro con terminacion
amarilla, ramificacién tuberculada, forma recta, textura lisa y las dimensiones del &pice fueron
1.9+1.1 mm en su longitud y 0.62+0.2 mm en su diametro. Este morfotipo se encontrd en 5
apices de los brinzales de P. montezumae en el sitio La Catedral (Cuadros 6 y 8, Figura 13 y
Anexo 4).

Los morfotipos ectomicorrizicos 1, 2, 3 y 4 se encontraron en los tres sitios de estudio,
éstos presentaron en su mayoria una ramificacion dicotémica y una forma recta. EI morfotipo 1

fue el que present6 las medidas mas altas de la longitud y el diametro de sus apices (Cuadro 5).

-30-



Cuadro 5. Caracteristicas morfoldgicas de los &pices ectomicorrizicos que se

encuentran en los tres sitios de estudio.

Morfotipo Color Ramificacion Forma Textura N Longitud  Didmetro
ectomicorrizico promedio  promedio
del apice del apice
(mm) (mm)
Morfotipo 1
P , \ Amarillo Dicotomica Recta Lisa 160  1.0+0.03 0.4+0.008
Morfotipo 2- afin al
género Lactarius
Anaranjado
con Dicotomica Inclinada  Granosa 94 0.8+0.04 0.4+0.01
terminacion
amarilla
Morfotipo 3
—
Anaranjado Coraloide Recta Granosa 52 0.6+0.05 0.3+0.01
Morfotipo 4
: N\
Café Dicotomica Recta Aterciope- 15 0.9+0.2 0.4+0.02

lada

Los morfotipos ectomicorrizicos 5, 6, 7 y 8 se localizaron solamente en un sitio de

estudio, los morfotipos 5 y 6 en el sitio Popocatépetl, el morfotipo 7 en el sitio Pelado y el

morfotipo 8 en el sitio La Catedral. Estos morfotipos presentaron en su mayoria una ramificacion

tuberculada y una forma recta. EI morfotipo 8 fue el que presentd las medidas mas altas de la

longitud y el diametro de sus apices (Cuadro 6).
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Cuadro 6. Caracteristicas morfoldgicas de los &pices ectomicorrizicos que son

exclusivos de un sitio de estudio.

Morfotipo Color Ramificacion  Forma  Textura N Longitud Diadmetro
ectomicorrizico promedio promedio
del apice del apice
(mm) (mm)
Morfotipo 5
(Popocatépetl)
Beige Tuberculada Recta Lisa 27 0.7£0.03 0.5+0.02
Morfotipo 6-afin a la
familia Sebacinaceae
(Popocatépetl) Anaranja-  Dicotémica Recta Aterciope- 11  0.8+0.09 0.5+0.05
‘ ' do claro lada
Morfotipo 7-
Cenococcum geophilum
(Pelado)
Negro Tuberculada Recta Lanosa 17 0.6+0.07 0.4+0.03
Morfotipo 8
(La Catedral) Anaranjado
claro con Tuberculada Recta Lisa 2 1.9+1.1 0.6240.2
terminacion
amarilla

De los cinco morfotipos mas abundantes (morfotipos 1, 2, 3, 4 y 5), el morfotipo 3 fue

el que presentd las estructuras mas grandes, los haces vasculares alcanzaron a medir 139 um,

las células del cortex 81 um y el manto 73 um. Las medidas de los haces vasculares del

morfotipo 3 son 24 por ciento mas altas que las del morfotipo 1. Las medidas de las células

del cortex y del manto en el morfotipo 3 son 23 y 33 por ciento més altas que las del

morfotipo 2, respectivamente (Cuadro 7).

-32-



Cuadro 7. Promedios y errores estandares de las estructuras que conforman los

morfotipos ECM 1, 2, 3, 4y 5, en los brinzales de P. montezumae.

Morfotipo ECM N Haces vasculares Células del cortex Manto
(pm) (um) (pm)
1 11 106+7.2 66.6+£3.4 67.4+4.6
2- afin al género Lactarius 15 132.9+8.9 61.8+2.9 49.4+3.8
3 15 139.145.3 81+4.1 73.3+6.4
4 26 117.846.1 66.5+4.1 53.9+£3.9
5 20 126.4+4.7 80.5+2.8 56.5+2.3
8.1.3. Riqueza

En total se registraron 8 morfotipos ECM asociados a los brinzales de Pinus montezumae, de
los cuales 6 se localizaron en el sitio Popocatépetl (morfotipos ECM 1, 2, 3, 4,5y 6), 5 en el
sitio Pelado (morfotipos ECM 1, 2, 3, 4y 7) y 5 en el sitio La Catedral (morfotipos ECM 1, 2,
3, 4 y 8) (Figura 12). Los morfotipos ECM 1, 2, 3 y 4 se distribuyeron en los tres sitios
(Cuadro 5, Figuras 7, 8, 9 y 10). En el sitio de menor edad, Popocatépetl, se distribuyen
Unicamente los morfotipos 5 y 6 (Cuadro 6, Figura 11). En el sitio Pelado se localiza solamente

el morfotipo 7 (Cuadro 6). EI morfotipo 8 se ubica exclusivamente en el sitio La Catedral,

cuyo suelo es el de mayor edad (Cuadro 6).

Al realizar los andlisis de varianza (ANOVA) y la prueba de Tukey se comprob6 que

no existen diferencias significativas entre los sitios Pelado y La Catedral, sin embargo, se

encontraron diferencias significativas entre estos dos sitios y el sitio Popocatépetl (Cuadro 8).

7 Popocatépet! (1,000 anos A.P.)

[=2]

Numero de morfotipos ECM

1 2 3 4

—¢—Pelado (10, 000 anos A.P.)
4= | 3 Catedral (100,000 anos A.P.)

5 6 7 8 9 10 11 12 13 14 15 16 17 18 19

Numerode brinzales

Figura 12. Riqueza del numero de morfotipos ectomicorrizicos asociados a los

brinzales de P. montezumae, en los tres sitios de estudio.
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Cuadro 8. Andlisis de varianza y prueba de Tukey de la riqueza ectomicorrizica
(namero de morfotipos) asociada a brinzales de P. montezumae, en los tres sitios de

estudio.
Fuente de Suma de Grados de Varianza F [
variacion cuadrados libertad
Sitio 424 2 20.52 6.686 0.003
Error 53 81.32
Fuente (Sitio) Promedio Error estandar N
Popocatépetl 3 0.3 19
Pelado 2 0.3 18
La Catedral 2 0.3 19
Prueba de Tukey Popocatépetl Pelado La Catedral
Popocatépetl 1.000
Pelado 0.036 1.000
La Catedral 0.002 0.622 1.000

8.1.4. Abundancia absoluta y relativa

La mayor abundancia de morfotipos ectomicorrizicos se registrd en los brinzales del sitio
Popocatépetl con un promedio de 105, esta cantidad es significativamente diferente a la
encontrada en las plantas de los sitios Pelado y La Catedral. En estos Ultimos dos sitios el
promedio de la abundancia de los morfotipos en los brinzales fue de 33, y no se encontraron

diferencias significativas entre éstos al realizar el analisis de varianza (ANOVA) (Cuadro 9 y

Figura 13).

Cuadro 9. Anélisis de varianza y prueba de Tukey de la Abundancia ectomicorrizica
(namero de apices) registrada en brinzales de Pinus montezumae de los tres sitios de

estudio.
Fuente de Suma de Grados de Varianza F P
variacién cuadrados libertad
Sitio 453200 2 64513.33 8.324 0.001
Error 53 205372.10
Fuente (Sitio) Promedio Error estdndar N
Popocatépetl 105 21 19
Pelado 33 5.6 18
La Catedral 33 11.6 19
Prueba de Tukey Popocatépetl Pelado La Catedral
Popocatépetl 1.000
Pelado 0.003 1.000
La Catedral 0.002 1.000 1.000
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Figura 13. Promedios y errores estandar de la Abundancia de morfotipos ECM en
brinzales de P. montezumae, en los tres sitios de estudio.

Los morfotipos ectomicorrizicos 1 y 2 son los mas abundantes y se localizan en los
tres sitios de muestreo con promedios de 450 y 295 apices, respectivamente. Los morfotipos 3 y
4 también se encuentran en los tres sitios, solamente que en menor proporcion, con promedios de
140 y 71 é&pices, respectivamente. Los morfotipos 5, 6, 7 y 8 son los menos abundantes y se
ubican Unicamente en un sitio de estudio con 209, 81, 31 y 4 apices, respectivamente (Cuadro
10, Figura 14).

El morfotipo ectomicorrizico que presenta la mayor abundancia es el 1 con 1351
apices, que representa el 42% del total de &pices encontrados en los tres sitios. EI morfotipo 8
es el menos abundante con 4 épices, que representa el 0.1% de la abundancia total (Cuadro 10,
Figura 14).
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Cuadro 10. Abundancia de morfotipos ECM asociados a brinzales de P. montezumae, en
los tres sitios de estudio.

Sitio Morfotipo ECM Abundancia absoluta Abundancia relativa

(nGmero de apices) (%)
Popocatépetl 1 925 46.5
2- afin al género Lactarius 321 16.1
3 263 13.2

4 188 9.5
5 209 10.5

6- afin a la familia 81 4.0

Sebacinaceae

Total 1987 62.2

Pelado 1 209 35.2
2- afin al género Lactarius 265 44.7
3 66 11.1

4 22 4.0

7- Cenococcum geophilum 31 5.2

Total 593 18.6

La Catedral 1 217 35.3
2- afin al género Lactarius 298 48.5

3 90 14.6

4 4 0.6

8 5 0.8

Total 614 19.2

Los tres sitios 1 1351 42.3
2- afin al género Lactarius 884 21.7

3 419 13.1

4 214 6.8

5 209 6.5

6- afin a la familia 81 25

Sebacinaceae

7- Cenococcum geophilum 31 1.0

8 4 0.1

Total 3193 100
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Figura 14. Abundancia relativa de los morfotipos ECM asociados a brinzales de P.
montezumae, en los tres sitios de estudio.

Al comparar la frecuencia de cada morfotipo ectomicorrizico entre los tres sitios de
estudio, se observa que el morfotipo 2 estd presente en un 75% de los brinzales. Le sigue el
morfotipo 1 que se localiza en el 70% de las plantas de los tres sitios. Los morfotipos 4, 6, 7 y 8
son los que se encuentran en menor proporcién en los brinzales con 12, 11, 9 y 3 por ciento,

respectivamente (Cuadro 11).
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Cuadro 11. Frecuencia de cada morfotipo ECM asociado a brinzales de P.
montezumae, en los tres sitios de estudio.

Sitio Brinzal Morfotipo  Morfotipo  Morfotipo  Morfotipo  Morfotipo ~ Morfotipo ~ Morfotipo  Morfotipo ~ Morfotipos
ECM 1 ECM 2 ECM 3 ECM 4 ECM 5 ECM 6 ECM 7 ECM 8 totales

Popocatépetl 1 + + + + + + - - 6

2 - + + - - + - - 3

3 + + - - - - - - 2

4 + - + - + - - - 3

5 + + + + + + - - 6

6 + + + - + - - 4

7 + - + - + - - - 3

8 + + - - - + - - 3

9 + + + + + - - - 5

10 + - + - + + - - 4

11 + - - - - - - - 1

12 - + - - + - - - 2

13 + + - + - + - - 4

14 - - - - + - - - 1

15 + - + - + - - - 3

16 + + - - - - - - 2

17 + + - - + - - - 3

18 + + - - + - - - 3

19 + + - - + - - - 3

% Total por 84 68 47 21 68 32 - - 6
sitio

Pelado 1 - + + - - R _ z 5

2 + + + - - - + - 4

3 + - + - - - - 2

4 + + - - - - - - 2

5 + - + - - - + - 3

6 + + + - - - + - 4

7 + + - - - + - 3

8 + + - - - - + - 3

9 - + - - - - - - 1

10 + + + - - - - - 8

1 + + - - - - - - 2

12 - - + - - - - - 1

13 + + - + - N - i 3

14 + + - - - - - 2

15 - + - - - - - - 1

16 + - + - - - - - 2

17 - - - - - - - - 0

18 + + - - - - - - 2

% Total por 72 72 44 5 - - 28 - 5
sitio

La Catedral 1 - - - - - E - B 0

2 + + + - - - - + 4

3 - + + - - - - - 2

4 + + + - - - - - 3

5 - + - - - - - - 1

6 + + + - - - - - 3

7 - + - - - - - - 1

8 + + + - - - - - 3

9 + + - - - - - 2

10 + + - - - - - - 2

11 + + - - - - - + 3

12 + - - - - - - - 1

13 - + - + - - - - 2

14 - + - - - - - 1

15 + + - - - - - - 2

16 - + - + - - - - 2

17 + + - - - - - - 2

18 - + - - - - - - 1

19 - - - - - - - - 0

% Total por 53 84 26 10 - - - 10 5
sitio

% Total en los 70 75 39 12 23 11 9 3 8
sitios

(+) Esta presente en el sitio.
(-) No esta presente en el sitio.
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8.1.5. Diversidad

La diversidad ectomicorrizica, calculada con el indice de Shannon, disminuye conforme el
suelo se vuelve mas antiguo. El sitio con mayor diversidad fue el Popocatépetl con un valor de
1.5, en este sitio la riqueza ectomicorrizica y su abundancia relativa son més altas que en los
sitios Pelado y La Catedral en un 68.6 por ciento. El sitio La Catedral fue el de menor
diversidad con un indice de 1.1y éste es 29 por ciento mas bajo que el que se encuentra en el

Popocatépetl (Cuadro 12).

Cuadro 12. indices de Shannon en los tres sitios de muestreo.

Localidad indice de Shannon
Popocatépetl 15
(1,000 afios A. P.)
Pelado 1.2
(10,000 afios A. P.)
La Catedral 11

(100,000 afios A. P.)

8.1.6. Similitud de los morfotipos ECM entre los sitios de estudio

Los valores de similitud calculados con el indice de Sgrensen fueron muy altos. El sitio
Popocatépetl es similar a los sitios Pelado y La Catedral en un 73% porque presentan cuatro
morfotipos ectomicorrizicos en comun pero difieren en cuatro. Los sitios mas similares entre si
son Pelado y La Catedral con un 80%, ambos presentan cuatro morfotipos en comin y dos
diferentes (Cuadro 13).

Cuadro 13. indices de Sgrensen en los tres sitios de muestreo.

Popocatépetl Pelado La Catedral
Popocatépetl 73 73
Pelado 73 - 80
La Catedral 73 80 e

-39 -



IX. DISCUSION

En suelos poco fértiles las raices tienen que explorar méas superficie para poder nutrirse y
obtener agua (Baar, 1996; Menkis et al., 2007; Twieg et al., 2009). La asociacion micorrizica
facilita ambas funciones al aumentar la superficie de absorcion y es sensible a variables
edaficas como la materia orgénica, los nutrimentos y diferentes niveles de pH (Taylor y
Bruns, 1999). Los suelos de los sitios Popocatépetl, Pelado y La Catedral, contienen cantidades
(unidades de masa sobre volumen, kg m?) contrastantes de N, C y P, asi como de agua
disponible a capacidad de campo (Figura 6, Anexo 1). EI N, el C y el agua son particularmente
escasos en el sitio Popocatépetl, por lo que en mi primera hip6tesis postulé que el mayor
porcentaje de micorrizacion se localizaria en este sitio. No obstante, en los brinzales de
Pinus montezumae los porcentajes de micorrizacion no fueron estadisticamente diferentes en
los tres sitios de estudio (Popocatépetl 17%, Pelado 14% y La Catedral 23%), y son bajos en
comparacién con otros trabajos en los que se han alcanzado porcentajes de micorrizacion de
44 (ex situ) y 78% (in situ) en la misma especie de pino (Reverchon, 2010). Los bajos
porcentajes de micorrizacién y la semejanza entre los porcentajes de micorrizacion de los
sitios, puede deberse a que los brinzales fueron recolectados y analizados al término de la
temporada de lluvias. Durall et al. (2006) mencionan que al haber mayor humedad en el
suelo se incrementa el porcentaje de micorrizacion. Probablemente, si los brinzales se hubieran
colectado a la mitad de la época de lluvias el porcentaje de micorrizacion seria mayor.
Resulta dificil comparar el presente estudio con otros trabajos porque el porcentaje de
micorrizacién es calculado con mayor frecuencia en plantulas inoculadas artificialmente y
bajo condiciones ambientales controladas (Wallander y Wickman, 1999; Wallander, 2000;
Xochitiotzin, 2000; Rincon et al., 2001; Santiago-Martinez, 2002; Liu et al., 2004; Teste et
al., 2004; Menkis et al., 2007; Karst et al., 2009).

En los tres sitios de estudio se caracterizaron ocho morfotipos ECM, de los cuales tres
corresponden a morfotipos anteriormente descritos y analizados molecularmente por Reverchon
(2010) en su estudio sobre hongos ECM asociados a P. montezumae en la Sierra del
Chichinautzin. El morfotipo ECM 2 es afin al morfotipo que Reverchon (2010) determind
molecularmente como perteneciente al género Lactarius por su coloraciéon anaranjada con
terminacion amarilla, ramificacion dicotémica y por su tejido plectenquimatoso del manto.
Este es un género se asocia generalmente con especies de la familia Pinaceae (Agerer, 1987;
Ludwig-Maximilians, 2011). EI morfotipo ECM 6 es afin al morfotipo que Reverchon (2010)

determind por medio del analisis del ADN como perteneciente a la familia Sebacinaceae. Son
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similares en cuanto a su coloracion anaranjada, ramificacion dicotémica, forma recta y medidas
del &pice. El morfotipo ECM 7 es afin al morfotipo que Reverchon (2010) caracteriz6 como
correspondiente a la especie Cenococcum geophilum. Ambos comparten su coloracién negra,
ramificacion tuberculada, forma recta, y medidas del &pice. Esta micorriza se asocia
frecuentemente con especies de la familia Pinaceae (Agerer y Gronbach, 1988; Ludwig-
Maximilians, 2011) y es de hongo importante porque proporciona a su hospedero tolerancia a
la sequia (Wurzburger et al., 2001; 1zzo et al., 2005; Wu et al., 2005; Cavender-Bares et al.,
2009; Obase et al., 2009; Rineau y Garbaye, 2009; Reverchon, 2010).

En lo que respecta a las especies ectomicorrizicas, se sabe que es dificil su determinacion
tomando en cuenta Unicamente las caracteristicas morfoldgicas de los apices (Horton y Bruns,
2001; Kennedy, 2010). Para tener una mejor aproximacion de las especies a las cuales
corresponden los 8 morfotipos ECM registrados, es necesario realizar analisis anatomicos y
moleculares que permitirian segregar algunos taxones que no fueron separados por la
caracterizacion morfolégica (Gardes y Bruns 1993; Bonello et al., 1998; Horton y Bruns,
2001).

Los morfotipos ECM asociados a brinzales de P. montezumae fueron distintos a lo
largo de la cronosecuencia edéafica, los morfotipos ECM 5, 6, 7 y 8 exclusivamente se
distribuyeron en un sitio. A pesar de que no se obtuvo una relacion estadistica entre las
variables de los morfotipos y las variables edaficas, es probable que estos 4 morfotipos sean
sensibles a las variaciones en las caracteristicas fisicas y quimicas de los suelos. Los morfotipos
5 y 6 Unicamente se registraron en el sitio Popocatépetl, en donde el suelo se caracteriza
por su baja disponibilidad de N y agua, Yy relativamente abundante P Bray. EI morfotipo 7
(C. geophilum) sélo se localiz6 en el sitio Pelado, al contrario que el sitio anterior el N y el
agua disponible para las plantas son abundantes y el P es un factor limitante. No obstante, a
pesar de que el suelo de este sitio puede almacenar una cantidad importante de agua, ésta es
insuficiente para las plantas durante la época de secas. La parte central del Faja Volcéanica
Transmexicana atraviesa por un periodo de sequia bien marcada (de noviembre a mayo) que
aumenta el estrés hidrico en las plantas, probablemente la asociacion que establece este hongo
ECM con las raices de los brinzales de P. montezumae en el sitio Pelado esté influyendo en
su supervivencia. Estos resultados refuerzan otros estudios que han indicado que esta especie
de hongo ECM tolera niveles altos de estrés hidrico. También, es probable que con un
muestreo mas intenso esta especie pueda localizarse en el sitio Popocatépetl, en donde las
condiciones de excesivo drenaje en el suelo incrementan el estrés ocasionado por la sequia. El

morfotipo 8 solamente se encontrd en el sitio La Catedral, en donde el N es relativamente
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abundante, el P es poco disponible y el drenaje deficiente favorece la presencia de flujos
superficiales de agua todo el afio (Cuadro 6, Anexo 1). Comportamientos similares se han
reportado en otros trabajos con micorrizas (Baar, 1996; Taylor y Bruns, 1999; Munkrold et al.,
2004; Kernaghan, 2005; Cavender-Bares et al., 2009; Twieg et al., 2009, Reverchon, 2010).

No obstante lo mencionado en el parrafo anterior, los morfotipos 1, 2, 3 y 4 se
encontraron en los tres sitios de la cronosecuencia edéafica. Los indices de similitud entre los
sitios fueron muy altos, siendo parecidos al menos en un 73% en cuanto a la riqueza de
morfotipos ECM asociados a brinzales de P. montezumae (Cuadro 13). Esto puede deberse a
gue los morfotipos se encuentran hospedados en brinzales de una misma especie de pino, con
una edad similar (4-6 afos), que crecieron bajo condiciones similares en cuanto a clima,
altitud, orientacion de la ladera, pendiente y tipo de vegetacion (Cuadro 2).

Como se esperaba, la riqueza, la abundancia y la diversidad ECM fueron mayores en el
sitio Popocatépetl, que es el mas joven y menos fértil de la cronosecuencia. En este sitio, la
cantidad (unidades de masa sobre volumen) de C y N en el suelo se encuentran en proporciones
bajas y el P Bray es relativamente abundante. Esta misma tendencia se ha registrado en
algunos estudios de sucesion ecoldgica con ectomicorrizas, en los cuales se menciona que
la riqueza, la abundancia y la diversidad de especies estan positivamente relacionadas con el P
disponible y con bajas concentraciones de N en el suelo (Baar, 1996; Twieg et al., 2009). Sin
embargo, las comparaciones con otros estudios se dificultan dado que la mayoria de estos
trabajos consideran los aumentos del N en el suelo provocados por la contaminacion del
hombre (Peter et al., 2001; Lilleskov et al., 2002 a; Avis et al., 2008), por lo cual las cantidades
de nitrogeno que se manejan en estos reportes son mayores a las encontradas a lo largo de esta

cronosecuencia.

Visser (1995) y Horton y Bruns (2001) mencionan que la riqueza ectomicorrizica es
baja en plantulas y pocas especies de hongos son las que dominan el espacio 0 recurso
disponible, lo que podria explicar la riqueza relativamente baja encontrada en este trabajo. Sin
embargo, es probable que la diversidad real de los morfotipos ectomicorrizicos se haya
subestimado por las siguientes razones: a) los brinzales fueron seleccionados a finales de la
época de lluvias, b) Unicamente se muestred en un cuadrante por sitio, ¢) el método de
extraccion de los sistemas radiculares probablemente provoco que se rompieran algunas raices y
no se lograron rescatar porque no usamos tamices y d) el método por el cual se caracterizaron
los morfotipos ECM fue basicamente morfoldgico, otras caracterizaciones como la anatdmica o
la molecular pueden discernir una mayor diversidad. A pesar de estas limitantes implicitas

este acercamiento inicial es enormemente valioso para conocer primariamente la diversidad
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micorrizica que se encuentra en los sitios de estudio.

Los morfotipos ECM 1 y 2 fueron los mas abundantes con 42 y 28% respectivamente
(Cuadro 10), y se localizaron en los tres sitios de la cronosecuencia edafica, por lo que al
parecer toleran diferentes niveles de fertilidad y estrés hidrico. Para conocer a qué especies
pertenecen los morfotipos ECM 1y 2 es necesario analizarlos por medio de técnicas moleculares
de ADN. Su desempefio debe probarse inoculando brinzales de P. montezumae en suelos
estériles. Si los resultados son favorables, estos morfotipos podrian emplearse en proyectos de
restauracion en los bosques de la parte central de la Faja VVolcanica Transmexicana.

En el Distrito Federal cada afio se reforesta parte de la Cuenca de México, sin embargo
existe una alta tasa de mortalidad de plantas en el campo que se podria atribuir entre otras
cosas a la baja calidad de las plantas propagadas en el vivero y la falta de inoculantes
micorrizicos nativos (Varela y Estrada-Torres, 1997). Las reforestaciones con brinzales de P.
montezumae podrian ser mas exitosas si en los viveros se emplearan los morfotipos
ectomicorrizicos 1 y 2, que son nativos de los bosques de la parte central de la Faja VVolcénica

Transmexicana.

X. CONCLUSIONES

El porcentaje de micorrizacion de los brinzales de Pinus montezumae fue bajo en los
tres sitios de estudio, y no se encontraron diferencias significativas entre ellos. La cantidad de
morfotipos ECM asociada a P. montezumae en los tres sitios de estudio fue de ocho, de los
cuales 6 morfotipos se encontraron en el sitio Popocatépetl, 5 en el Pelado y 5 en La Catedral.
Unicamente se logré determinar a nivel de especie el morfotipo 7, por sus caracteristicas
morfoldgicas éste corresponde a Cenococcum geophilum. Es probable que el morfotipo 2 sea
afin al género Lactarius y el morfotipo 6 a la familia Sebacinaceae. Para conocer a que

especie pertenece cada morfotipo es necesario analizarlos con técnicas moleculares de ADN.

Hubo morfotipos exclusivos para cada sitio, dos en el sitio Popocatépetl (morfotipos 5y
6), uno en el sitio Pelado (C. geophilum) y uno en el sitio La Catedral (morfotipo 8). Los
sitios de estudio son parecidos al menos en un 73% en cuanto a la riqueza de morfotipos

ECM. Las localidades que se parecen mas entre si son los sitios Pelado y La Catedral.
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No resulté estadisticamente significativa la relacién entre las variables de los morfotipos
ECM vy las cantidades de C, N, P y agua disponible a capacidad de campo. Sin embargo, la
riqueza, la abundancia y la diversidad ectomicorrizicas méas altas se presentaron en el sitio
Popocatépetl, en donde el suelo es poco fértil y la disponibilidad de C, N y agua es poca.

Los morfotipos ECM 1 y 2 fueron los mas abundantes y se localizaron en toda la
cronosecuencia edafica. Ambos morfotipos podrian tener potencial para emplearse como
indculos en brinzales de Pinus montezumae para reforestar los bosques de la parte central de la
Faja Volcéanica Transmexicana.

Este trabajo es relevante debido a que existen pocas investigaciones que se enfogquen en las
comunidades de hongos ECM asociadas a los brinzales de pino y a las propiedades edéficas.
Profundizar en estos estudios puede ser Gtil para conocer qué especies nativas de hongos ECM

se pueden implementar en programas de reforestacion con pinos y que éstos sean mas exitosos.
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