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RESUMEN

El estado de San Luis Potosi (SLP) es uno de los mas diversos en especies de encino
y se ha documentado que la familia Fagaceae ocupa el segundo lugar de diversidad en la
Sierra de Alvarez. Lamentablemente, en este ecosistema la deforestacion es muy alta y
existe poco éxito en los proyectos de reforestacion. Uno de los principales problemas es
la alta mortalidad de plantulas durante el transplante. Es importante producir plantulas
con caracteristicas fisiologicas y anatdmicas que les permitan sobrevivir en esta faceta,
entre ellas estd la inoculacion con microorganismos benéficos que les ayuden a
acomodar su fisiologia a condiciones adversas de nutricion, y otros factores como déficit
hidrico, altas o bajas temperaturas, entre otras. Esto requiere desarrollar técnicas con las
que se obtengan dichas caracteristicas; por ello, el objetivo general de este trabajo es
evaluar el efecto de una cepa de la bacteria Rhizobium spp y el hongo ectomicorriza
Boletus frostti en el crecimiento de plantulas de Quercus resinosa. Los objetivos
especificos son: Identificar y obtener las esporas de Boletus frostti, asi como propagar la
cepa de Rhizobium; y elaborar el in6culo respectivo. Se prepararon los inoculos con una
cepa de Rhizobium spp obtenida de Soconusco, Chiapas y el hongo ectomicorrizico
Boletus frostii de la Sierra de Alvarez, SLP. Se establecieron tres tratamientos
(aplicacion de hongo, aplicacion de bacteria y aplicacion de bacteria mas hongo) vy el
testigo correspondiente, cada uno con 20 repeticiones. Se efectuaron 19 evaluaciones
con intervalos de 15 dias, midiendo altura, diametro de tallo, nimero de hojas, peso seco
de hojas, tallo y raiz; asi como sobrevivencia. Los datos se sometieron al analisis de
varianza de un solo factor y comparacién de medias con la prueba de Tukey p< 0.05.
No hubo diferencia significativa entre los tratamientos, sin embargo, las mejores
caracteristicas morfoldgicas se obtuvieron con la inoculacién conjunta de ambos
microorganismos. La interaccion de los dos microorganismos indujo en las plantulas

mayor altura, mayor peso seco total y sobrevivencia del 100%.



ABTRACT

The state of San Luis Potosi (SLP) is one of the most diverse species of oak and has
established that the family Fagaceae ranked second for diversity in the Sierra of Alvarez.
Unfortunately in this ecosystem, deforestation is very high and there is little success in
reforestation projects. One of the main problems is the high mortality of seedlings
during transplanting. It is important to produce seedlings with physiological and
anatomical characteristics that allow them to survive in this facet, including inoculation
is beneficial microorganisms that help them to adjust their physiology to adverse
nutritional conditions, and other factors such as water, high or low temperatures deficit,
among others. This requires developing techniques that these characteristics are derived,
so the overall objective of this work is to evaluate the effect of a strain of the bacterium
Rhizobium spp and ectomycorrhiza fungus Boletus frostii on seedling growth of Quercus
resinosa. The specific objectives are: Identify and obtain Boletus frostii spores and
spread the strain of Rhizobium, and develop the respective inoculum. The inoculum was
prepared with a strain of Rhizobium spp obtained from Soconusco, Chiapas and
ectomycorrhizal fungus Boletu frostii of Sierra Alvarez, SLP. Four treatments
(application of fungus, bacteria application and implementation of bacteria more fungus
and control) were established with 20 repetitions. 19 evaluations were performed at
intervals of 15 days, measuring height, stem diameter, number of leaves, dry weight of
leaves, stem and root, as well as survival. Data analysis of variance single factor and
comparison using the Tukey test p< 0.05 underwent. There was no significant difference
between treatments; however, the best morphological characteristics were obtained with
both micro joint inoculation. The interaction of the two microorganisms induced in

greater seedling height, increased total dry weight and 100% survival.
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INTRODUCCION

En la familia Fagaceae, el género Quercus representa la mayor distribucion en todo
el mundo. Se encuentra en casi todos los bosques templados del hemisferio norte, asi
como en algunas regiones tropicales y subtropicales. Incluso, existen algunas especies en
habitats mas secos, tales como el sureste de Asia y el nororiente de Africa. En América
se localiza desde Canadé hasta Colombia, incluyendo el pais de Cuba (Valencia, 2004).

El género Quercus se distribuye ampliamente en México (Rzedowsky, 1978; Zavala,
1998, citado por Mendoza et al., 2006) y nuestro pais es considerado centro de
diversidad en América por el numero de especies que posee (Nixon, 1993a). De acuerdo
a la clasificacion infragenérica de Nixon (1993b), las especies de encinos en México son
representantes de tres secciones del género Quercus y corresponden a Quercus (encinos
blancos), Lobatae (encinos rojos) y Protobalanus (encinos intermedios). Los encinos
blancos y los rojos son los que tienen mayor diversidad (Valencia, 2004; Soto, 2007).

En México, los encinos se han utilizado industrialmente, obteniéndose diversos
productos maderables, entre los que destacan los muebles de alta calidad en ebanisteria,
manufactura de chapa, celulosa para papel, artesanias, barricas de encino blanco para
afiejamiento de vinos; duela, parquet y lambrin para interiores de casas habitacion (Bello
y Labat, 1987). Sus raices y fibras se usan en medicina, mientras que sus frutos tienen
potencial como alimentacion; de la corteza se extraen curtientes naturales para diversas
pieles; ademas, sus bosques constituyen un recurso escénico o de recreacion (Bello y
Labat, (Op. Cit.). Aun y todas las cualidades anteriores, los encinos se emplean en la
recuperacion de suelos erosionados, asi como en los programas de reforestacion. No
obstante, su uso para la construccién de muebles y casas, la elaboracién de carbon,
mangos de herramientas, postes para cerca o lefia para combustible, son otras de las
alternativas para su consideracion (Valencia, 2004).

El estado de San Luis Potosi es uno de los mas diversos en especies de encino y se ha
establecido que la familia Fagaceae ocupa el segundo lugar de diversidad en la Sierra de
Alvarez (Valencia, 2004; Soto, 2007; Garcia et al., 2000; Sabas, 2011). Sin embargo,
actualmente la superficie ocupada por esta familia, especificamente del género Quercus,

ha sido reducida significativamente, ya que durante mucho tiempo se usG como
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combustible en la industria minera. La regeneracion natural de los encinos a partir de
bellotas es limitada, debido a que implica un proceso largo y complicado (Zavala, 2001;
Mendoza et al., 2006), y a que varias especies de fauna silvestre se alimentan de
bellotas, por tanto los programas de reforestacion son utiles para la recuperacion de los
mismos.

La especie Q. resinosa pertenece a los encinos blancos que se distribuyen entre 0 y
3,500 msnm, y los intervalos por especie oscilan entre 150 y 2,000 msnm, por lo que es
apta para SLP. Se reporta que esta especie tiene potencial para usarse en la reforestacion
de la Sierra de Alvarez, porque los arboles sobreviven en espacios abiertos y en
condiciones de poca humedad (Flores, comunicacién personal) pero esto no sucede con
las plantulas que tienen poca sobrevivencia en campo durante las reforestaciones, por lo
que surge la necesidad de implementar nuevas técnicas en la produccién de plantula en
vivero con mayor capacidad de sobrevivencia.

Se conoce que la asociacion de hongos benéficos con la raiz de las plantas
(micorrizas) puede favorecer un mejor crecimiento de las plantas ain en condiciones
desfavorables, por lo cual una alternativa de generar las plantulas con mayor capacidad
de acomodamiento y sobrevivencia al trasplante, es producir plantulas micorrizadas en
vivero (Pulido, 1994). Para las especies arboreas de interés forestal el tipo de micorriza
mas importante es el conocido como ectomicorriza (Smith y Read, 1997). Pera y Parladé
(2005), demostraron que la utilizacion de planta como Pseudotsuga menziessi, Pinus
pinaster, P. halepensis, P. pinea, P. radiata micorrizada en vivero con hongos
seleccionados mejoran la supervivencia y el crecimiento de las plantas después del
trasplante en campo; asi como la inoculacion directa en campo de Quercus pirenaica,
Fagus sylvatica, Sorbus aucuparia y Betula celtibérica, mejoraron significativamente el
crecimiento de las plantas y su estado fisiologico. También se sabe que algunas bacterias
son capaces de estimular el crecimiento de las plantas, a estas bacterias se les denomina
rizobacterias promotoras del crecimiento en plantas (PGPR por sus siglas en inglés Plant
Growth Promoting Rhizobacteria) (Bent, 2006). Las PGPR estimulan el crecimiento
mejorando la nutricion, suprimiendo enfermedades o produciendo hormonas como las
auxinas, citocininas (CK), giberelinas (Gas) y compuestos organicos volatiles como el
etileno (Silva, 2011). Rhizobium es una bacteria promotora del crecimiento en plantas y



se le reconoce como la principal fijadora simbidtica de nitrégeno en especies de la
familia de las Leguminosas; sin embargo las asociaciones entre rizobios y plantas no
leguminosas pueden mejorar el crecimiento de las plantas, aunque no se ha demostrado
que sea mediante la fijacion de nitrogeno, sino mas bien debido a la produccion de
siderdforos, fitohormonas o solubilizacién de fosfatos (Rosenblueth y Martinez, 2006).
La produccion de especies forestales en contenedor tiene como objetivo obtener
plantas grandes y vigorosas en una sola estacion, tomando criterios de tamafio de tallo y
follaje, pero es de mayor importancia el sistema radical que proporciona soporte y es
fundamental en la obtencidn de los nutrientes y el agua (Rodriguez et al., 2008). Existen
informes que la combinacién de ectomicorriza con PGPR inoculadas en plantulas
mejoran parametros como altura, didmetro del tallo, area foliar y peso seco, entre otros.
El resultado es mucho mejor que con los inoculos aplicados por separado (SEMARNAT,
s/f). Es importante que los hongos micorrizicos y las PGPR sean de preferencia nativos
porque ya se encuentran adaptados a las condiciones de la region en que seran utilizados.
Esto justifica investigar acerca de hongos microrrizicos y PGPR que deban o puedan
seleccionarse para la inoculacion de plantulas de especies forestales, en especial de Q.

resinosa.



Objetivos
Objetivo general: Evaluar el efecto de una cepa Rhizobium spp y Boletus frostti en el

crecimiento de plantulas de Quercus resinosa.

Obijetivos especificos: Identificar y obtener las esporas de Boletus frostti, asi como

propagar la cepa de Rhizobium y elaborar el indculo respectivo

Hipotesis
Rhizobium, Boletus frostii y la combinacion de ambos microorganismos inoculados

en plantulas de Quercus resinosa favorecen el crecimiento y desarrollo de éstas.



REVISION DE LITERATURA

Quercus spp.

Valencia (2004), menciona que en México se distribuyen 161 especies del genero
Quercus. De acuerdo con los datos mas recientes sobre el nimero estimado de especies
de encinos para todo el mundo, calculado entre 400 y 500, en nuestro pais estarian
representadas entre 32.2 y 40.2% de las especies del género (Manos et al., 1999). Esto
implica que la diversidad especifica para Quercus en México equivale a casi una tercera
parte respecto a la mundial.

De los dos subgéneros de Quercus (Cyclobalanopsis y Quercus), en México sélo esta
representado Quercus, con tres secciones: Quercus (encinos blancos) con 81 especies,
Lobatae (encinos rojos) con 76 especies, y Protobalanus (encinos intermedios o de copa
dorada) con cuatro de las cinco especies que en total lo conforman. Existen 109 especies
endémicas de encinos mexicanos que equivalen a 67.7% del total de especies del género
en México. Este endemismo contribuye con 2.2% del total aportado por los elementos
lefiosos que estan representados por 4,900 especies de distribucion restringida a México
(Valencia, 2004).

Axelrod (1983) considera que la mayoria de los linajes de encinos evolucionaron
localmente en latitudes medias durante el Terciario, explicando asi el endemismo de las
secciones del género. De manera general los encinos se encuentran en México desde el
nivel del mar hasta 3,500 msnm. Las especies de encinos blancos se distribuyen entre 0
y 3,500 msnm, y los intervalos por especie oscilan entre 150 y 2,000 msnm. ES necesario
recordar que la seccion Quercus tiene amplia tolerancia ecoldgica y es relativamente
mas diversa en areas xéricas que la seccion Lobatae (Nixon, 1993b), lo cual es
congruente con lo mencionado por Valencia (2004), que la seccion Quercus es la que
tiene mayor distribucion latitudinal y altitudinal.

El género Quercus ha sido objeto de mdltiples estudios, en los que se han tratado
diversos aspectos por diferentes autores, sin embargo, dada la gran variacion y amplia
distribucion de las especies que lo constituyen, se considera que los trabajos sobre este

género son insuficientes (Zavala, 2001).



Los encinos o también Ilamados robles son ejemplo de un grupo de especies de
origen de clima templado, pero actualmente dominan las latitudes tropicales. México
tiene mas de 150 especies de roble del género Quercus, incluyendo muchas especies

endémicas (Valencia, 2004; Hernandez et al., 2013).

Quercus resinosa Liebm

El establecimiento de Q. resinosa en San Luis Potosi se ubica en las partes altas de
las cuencas, se distribuye en la region central y en la parte Sur de la region Oeste, en la
Sierra de Alvarez y en la Sierra de Camaron, siendo una especie endémica de México
(Sabas, 2011). Los bosques de encino en la Sierra de Alvarez apoyan funciones clave en
el ecosistema, como proporcionar habitat de vida silvestre, el mantenimiento de la

calidad del agua y facilitar el ciclo de nutrientes.

Caracteristicas botanicas

Arboles de 2.5-8 (-14) m de alto con ramillas de 4-7 mm de diametro, surcadas, denso
tomentosas: los tricomas persisten densos hasta la estacion anterior o mas, son de color
café oscuro u oscuro rojizas, visibles solo al removerlos, lenticelas palidas, a veces
visibles o sélo visibles en las ramillas de estaciones anteriores. Yemas ovoides,
redondeadas a obtusas en el apice, café a café rojizas, de (2.5-) 4-6 mm de longitud.
Escamas ovadas, denso corto o largo pubescentes a glabrescentes, de margen corto a
largo ciliado o pubescente. Estipulas subuladas o linear oblanceoladas, revolutas, de 10-
14 mm de longitud, denso pubescentes en ambas superficies o en el envés solo en la
parte basal, persistentes en el &pice de las ramillas, algunas persisten hasta en las
ramillas de la estacion anterior (Sabas, 2011).

Las hojas maduras con peciolos café oscuro a oscuro rojizos, visible sélo al remover
los tricomas, de 3.5-5 (-8) mm de longitud, denso fasciculado pubescentes; laminas
subcoriaceas, obovadas o eliptico obovadas, de (12-) 15-25 (-32) x (7.5-) 10-16.5 (-23.5)
cmy (1.3-) 1.6-2 (-2.2), a veces mas largas que anchas; base redondeada o cordado
auriculada; margen plano o moderadamente revoluto, casi entero, variablemente sinuado

a obtuso dentado con (8-) 10-13 (-16) lobos o dientes mucronados a cada lado de la hoja,



distribuidos desde cerca de la base; apice obtuso, agudo o abruptamente redondeado a
agudo mucronado; venas secundarias de (12-) 15-20 (-24) a cada lado de la vena media,
que se ramifican antes del margen o terminan hasta los mucrones; haz verde olivo,
ligeramente palido o grisaceo, plano o ligeramente reticulado, lustroso y rugoso (venas
terciarias impresas), con tricomas estrellados, de 4-9 radios cortos a largos, casi rectos o
ligeramente ondulados, y tricomas glandulares, granulares y vermiformes color &mbar a
rojizos, escasos, los estrellados persisten esparcidos y uniformemente distribuidos en
toda la superficie, como algunas veces los tricomas glandulares, los cuales son mas
densos sobre nervaduras principales; envés mas claro que el haz, reticulado (todas las
venas elevadas), con tricomas estrellados, de (4-) 7-13 (-16) radios cortos a largos, casi
rectos, curvos o ligeramente ondulados, y tricomas glandulares, granulares y
vermiformes amarillos a rojizos, los dos tipos persisten uniformemente densos, cubren
totalmente la superficie (Sabés, 2011).

Presenta amentos masculinos de (35-) 60 (-80) mm de longitud. Frutos de
maduracion anual, 1-3 0 mas cuando inmaduros, en un pedunculo de (15) 30-60 (-90)
mm de longitud; ctpulas hemisféricas a algo cilindricas de borde recto, de 14-20 (-23)
mm de longitud por (18-) 23-29 (-32) mm de didmetro, escamas agudo redondeadas en
el pice, muy engrosadas, el grosor disminuye de las proximales a las distales, denso
corto a largo pubescentes, a veces la densidad disminuye en el apice y en el area
proximal al margen, éste es denso corto a largo pubescente; nuez ovoide, de (18-) 21-25
(-28) mm de longitud x (15-) 17-20 (-24) mm de didmetro, incluida de un tercio a un
medio de su longitud total en la clpula (Sabés, 2011). Florece en mayo, y fructifica de
junio a octubre.

Las semillas de las angiospermas se forman dentro de ovarios que maduran para
convertirse en frutos con semillas incluidas. En las semillas existe una gran variabilidad
a nivel de individuo, poblacion y entre poblaciones, lo cual se observa como
polimorfismo; caracteristica de los encinos (Lopez, 2009).

El fruto de los encinos es un fruto seco, unilocular y contiene una sola semilla;
botanicamente se le denomina nuez y esta asociada a un involucro en forma de copa
conocido como cupula. En el fruto maduro la cupula se encuentra alrededor de su base

cubriéndolo total o parcialmente. La semilla carece de endospermo, posee dos



cotiledones y un embrion recto (Rubio, 2011). Las plantulas alcanzan un incremento
inicial en altura sin tener que fotosintetizar debido a que sus cotiledones proveen una
fuente de alimento (Rubio, 2011).

Es dificil distinguir los ejemplares de Q. resinosa con algunos de los de Q.
magnolifolia. Sin embargo, al comparar las descripciones y los ejemplares herborizados
se distinguen las caracteristicas que se indican en el cuadro 1.

Cuadro 1. Diferencias entre encinos blancos Q. resinosa y Q. magnoliifolia.

Q. resinosa Q. magnoliifolia

Estipulas: 8-15mm de largo Estipulas:5-8 mm de largo
Haz: Siempre pubescente, con pelos Haz: glabro o con escasos pelos
estrellados y aspecto aterciopelado. estrellados principalmente en la base de
Epidermis: Del envés ampollosa y lahoja.
papilosa, densamente cubierta con  Epidermis: del envés ampollosa, densa o
pelos estrellados, pelos glandulares  laxamente cubierta por pelos glandulares
vermiformis, granular puberulenta. vermiformis, pelos estrellados,
ocasionalmente granular puberulenta.
Peciolos glabros o glabrescentes.
Clpulas con escamas cortamente

ceriaceas, canescentes o hialinas.

Distribucion y habitat

Se encuentra principalmente en los estados de Aguascalientes, Estado de México,
Durango, Guanajuato, Jalisco, Michoacan, Nayarit, San Luis Potosi y Zacatecas
(Valencia, 2004). En San Luis Potosi, en Ciudad Fernandez, Guadalcazar, Mexquitic de
Carmona, Rioverde, San Luis Potosi, Tierra Nueva, Villa de Arriaga, Villa de Reyes y
Zaragoza (Sabés, 2011). Crecen en el pastizal inducido, matorral submontano con
vegetacion secundaria, matorral submontano, bosque de encino con vegetacion
secundaria, bosque de encino, bosque de encino-pino, bosque de pino-encino; en
altitudes de 1300 - 2500 msnm.



Debido a la fertilidad de sus suelos y su clima, los bosques han sido objeto de
procesos de transformacion con fines agricolas y energéticos (lefia) o por asentamientos
humanos a lo largo de milenios. A partir de la conquista espafiola dichos procesos se
acentuaron y perduran hasta hoy. El uso forestal no sostenible, los incendios forestales,
el reparto agrario, asi como la ganaderia y el crecimiento urbano, han sido los factores
mas importantes en la destruccion de los bosques y de su biodiversidad (Garibay et al.,
2013).

Rizosfera

La rizosfera es la region del suelo que se encuentra inmediatamente cerca de la
superficie de la raiz y que se ve afectada por los exudados de ésta (Cuadrado et al.,
2009). Se describi6 por primera vez en 1904 por Lorenz Hiltner. Hay diferentes tipos de
sustancias que se difunden desde las raices y que estimulan la actividad microbiana,
como los hidratos de carbono (azlcares y oligosacéridos), &cidos organicos, vitaminas,
nucleotidos, flavonoides, enzimas, hormonas y compuestos volatiles (Osorio, 2007).
Esta se extiende hasta unos pocos milimetros de la superficie de la raiz y en ella se
producen interacciones entre la planta y los microorganismos (Cuadrado et al., 2009).
Dos tipos de microorganismos pueden interactuar, los benéficos y los patdgenos. Dentro
de los benéficos se reconocen a las rizobacterias. Kloepper acufié en 1978 el término
Rizobacterias Promotora del Crecimiento de Plantas (PGPR) para las bacterias de vida
libre de la rizésfera que son altamente eficientes para aumentar el crecimiento de las
plantas, y muchas de ellas ademas incrementan sus defensas frente a los
microorganismos patdgenos causantes de enfermedades (Cuadrado et al., 2009). Estas
bacterias tienen la capacidad para colonizar preferentemente las interfaces suelo-raiz,
donde mantienen poblaciones de individuos a un nivel que permite su efectividad
(Franco, 2008).

También la mayoria de las plantas forman una asociacion simbiotica con los hongos
del suelo llamada micorrizas (mico = hongo, rhiza = raiz) (Sylvia, 1999). La hifa fangica
es practicamente una extension del sistema de raices que aumenta el volumen de suelo
explorado (Brady y Weil, 1999). Las hifas de micorrizas también liberan compuestos

carbonosos en el suelo circundante formando un nicho llamado micorrizosfera (Osorio,



2007). Es importante considerar que los microorganismos rizosféricos pueden ser clave

para el desarrollo e incremento en la simbiosis micorricica.

Micorrizas

Una de las relaciones mas importantes entre plantas y microorganismos es la
micorriza. Este término, acufiado por Frank (1885), es utilizado para describir diversos
tipos de simbiosis que se establecen entre las raices de las plantas y ciertos grupos de
hongos, la cual denomin6 mykorhiza, que en griego significa “hongo-raiz”.

El principal beneficio para ambos simbiontes micorrizicos es el intercambio de
nutrientes (Pérez y Read, 2004). Los hongos que establecen esta simbiosis reciben
carbono de las plantas hospederas y las plantas reciben principalmente fosforo y
nitrégeno a través de las hifas asociadas (Garcia et al., 2000). Las plantas asociadas con
hongos micorricicos exploran de 10 a 200 veces mas volumen de suelo y absorben y
transportan hacia la raiz mas intensivamente aquellos elementos nutritivos que son poco
disponibles para la planta (Hernandez y Salas, 2009).

Las plantas micorrizicas en algunas ocasiones pueden adquirir también proteccion en
contra de organismos patdgenos por factores distintos al de una nutricion mineral
incrementada (Smith y Read, 1997). A pesar de que la relacion micorrizica incluye
parasitismo en un extremo y mutualismo en el otro, debido a que frecuentemente ambos
simbiontes resultan beneficiados, usualmente esta simbiosis ha sido considerada
mutualista (Johnson et al., 1997).

Se ha postulado que la micorriza jugd un papel crucial en la invasion, asi como en la
subsecuente colonizacion de las primeras plantas en los habitats terrestres (Read, 1991;
Brundett, 2002). La ocurrencia fosil de hongos micorrizicos arbusculares reportada
incluye arbdsculos, hifas y esporas fungicas provenientes del Devénico temprano, hace
400 millones de afios (Ma), cuando las plantas iniciaron la invasion terrestre.
Actualmente las asociaciones micorrizicas se encuentran distribuidas en todos los
ecosistemas terrestres (Honrubia, 2009).

Existe asimismo un reconocimiento de la importancia de la micorriza tanto en el
funcionamiento como en el mantenimiento de dichos ecosistemas, principalmente en las

regiones boreales y templadas, y tropicales (Honrubia, 2009).
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Numerosos estudios paleobotanicos, morfoanatémicos y filogenéticos basados en
técnicas moleculares evidencian que la coevolucion mantenida entre hongos
micorricicos y raices de plantas se remonta al Paleozoico, hace mas de 400 Ma, con el
origen de las primeras plantas terrestres (Honrubia, 2009).

Se reconocen siete tipos de micorriza, siguiendo criterios estructurales, funcionales y

taxondmicos (Smith y Read, 1997).

Ectomicorrizas (ECM)

Se presenta en especies de plantas con interés forestal como Fagaceas, Betulaceas,
Pinaceas, entre otras familias, lo que supone el 3% de especies vegetales micorrizables.
Se caracterizan principalmente porque las hifas del hongo limitan su desarrollo a los
espacios intercelulares del cortex, sin penetrar las células vegetales de la raiz, dando
lugar a una estructura denominada como red de Hartig (Smith y Read, 1997; Franco,
2008). Los hongos que forman este tipo de micorrizas pertenecen al phylum
Basidiomycota, aunque algunos también estan clasificados en el Ascomycota.

Endomicorrizas

Estos hongos inferiores que forman endomicorrizas arbusculares pertenecen a un solo
grupo, los Glomeromycetes, con 25 géneros y mas de 250 especies distribuidas en todos
los continentes; son estrictamente simbioticos y no pueden ser cultivados in vitro, o sea
en ausencia de su hospedero, contrariamente a los hongos ectomicorricicos. (Noda,
2009). Su nombre estéa asociado con estructuras especializadas denominadas arbusculos,
que se forman en las células corticales de la raiz como resultado de la interaccion planta-
hongo. Estas estructuras constituyen el punto de intercambio de metabolitos entre los
dos participantes de la simbiosis (Noda, 2009).

Ectendomicorrizas

Presentan caracteristicas comunes con los dos tipos de micorrizas expuestos

anteriormente y son las menos extendidas. Con las ectomicorrizas tiene en comin que
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pueden formar un “manto” mas o menos desarrollado y red de Hartig, y con las
endomicorrizas, que existe penetracion de las hifas en las células de la corteza formando
enrrollamientos u ovillos (Franco, 2008). Los hongos pertenecen al phylum
Basidiomycota y las plantas son fundamentalmente arbutoides o monotropales. Fueron
descritas en pinos y formadas por Ascomycota, como Peziza, Geopyxis, Ascobolus, entre
otros géneros proximos. Las ectendomicorrizas adquieren especial significado ecoldgico
en situaciones de estrés abidtico, como incendios, prolongados periodos de sequia o
inundacion, contaminacion atmosférica o edéafica, entre otras. Representan una
alternativa trofica oportunista para estos grupos fungicos, frente al debilitamiento de las
poblaciones de los hongos ectomicorricicos, fundamentalmente Basidiomycotina, que
habitualmente ocupan el espacio de estas raices secundarias de crecimiento limitado
(Honrubia, 2009).

Otros tipos de micorrizas son los casos de las micorrizas ericoides de ericas (Erica
spp), gayubas (Arbutus uva-ursi L.) y ardndanos (Vaccinium myrtillus L.) con
Ascomycota; las micorrizas arbutoides de madrofios (Arbutus unedo L.) con
Basidiomycota; las ectomicorrizas de jaras (Cistus ladanifer L.) y las micorrizas
heliantemoides de jarillas (Larrea cuneifolia C.) con Asco y Basidiomycota
indistintamente; y por supuesto, las micorrizas, en un sentido amplio, de las plantas
aclorofilicas como Monotropa (micorriza monotropoide), incluso las orquideas
(micorriza orquidioide) establecidas respectivamente también con Ascomycota y

Basidiomycota que, a su vez, estan asociados tréficamente a otros hospederos.

Asociacion Ectomicorrizica

La microflora de la rizosfera, compuesta principalmente por hongos y bacterias,
desarrolla una intensa actividad, cuyo efecto es la estimulacién del crecimiento vegetal,
gracias a las interacciones que se establecen entre los microorganismos y las raices. La
inoculacion con hongos formadores de micorrizas y/o bacterias promotoras del
crecimiento constituye una herramienta biotecnologica para fortalecer, en condiciones
de invernadero, las plantas objeto de repoblaciones forestales, como estrategia previa a

su trasplante a campo. De este modo, los plantones ya preparados tendrian mas
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posibilidades de arraigar en el suelo en condiciones naturales; y en consecuencia, las
repoblaciones podrian ser finalmente més exitosas (Garcia et al., 2000).

La ECM es uno de los mas importantes tipos de asociaciones micorrizicas desde el
punto de vista ecoldgico y biogeografico. En zonas de bosques donde el disturbio es
severo, o donde se ha perdido la vocacion forestal del suelo o lejos del borde del bosque,
las plantulas se micorrizan gracias a las esporas de hogos ECM. Los bancos de esporas
y otros propagulos resistentes de ECM son determinantes en la regeneracion después de
una perturbacion (Garibay et al., 2013).

La importancia ecoldgica de la asociacion ECM se fundamenta en que mejora el
crecimiento de las plantas (Carrera y Lopez, 2004) porque incrementa la capacidad para
la adquisicion de nutrimentos minerales (aumenta de forma marcada la absorcion de
nutrientes como el nitrégeno, el potasio, el calcio, el zinc, el magnesio y especialmente
el fosforo), mejora la absorcién del agua del suelo y el transporte en el vegetal, asi como
la resistencia de la planta a la sequia. Reduce la toxicidad de metales pesados y otros
contaminantes. Ademas contrarresta el ataque de patdgenos, ya sea por la ocupacién
previa del espacio de las raicillas o por la estimulacion de los mecanismos de defensa
bioguimica (Noda, 2009).

A su vez, la planta hospedera le proporciona al hongo fuentes de carbono precedentes
de la fotosintesis y la raiz constituye en realidad un nicho ecoldgico protegido donde
éste se desarrolla y aprovecha (Brundrett, 2002; Smith y Read, 2008; Franco, 2008;
Honrubia, 2009). La germinacion de esporas requiere en muchos casos del estimulo de
exudados radicales (Roman, 2003). El tubo de germinacion se proyecta desde la espora
hasta encontrar la superficie de la raiz. La hifa micelial tiene, en cambio, un origen
menos definido y puede ser el producto de maultiples ramificaciones dicotomicas
(Roman, 2003). Estudios de campo han estimado que 10 a 15% de la produccion total de
los fotosintatos de los arboles en los bosques es transferido a los simbiontes fungicos
(Smith y Read, 2008).

Los componentes estructurales de la simbiosis ectomicorrizica (ECM) incluyen i) las
raices modificadas, que contienen tejidos vegetales y flangicos, ii) las estructuras
fangicas reproductivas, y iii) el micelio externo que incluye hifas absorbentes, cordones

miceliales y rizomorfos (Pérez y Read, 2004).
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En la simbiosis ECM, el hongo asociado cubre las raices cortas, formando un manto o
vaina. Las hifas crecen de este manto hacia afuera en el substrato y hacia dentro entre los
espacios intersticiales de las células corticales de la raiz, formando la “red de Hartig” sin
que exista generalmente penetracion intracelular en las plantas asociadas. Las estructuras
diagndsticas de la ECM son 1) el manto fungico, 2) la red de Hartig, y 3) el micelio
externo vegetativo que emerge a partir de las raices, micelio externo que incluye hifas
absorbentes, cordones miceliales y rizomorfos (Rodriguez, et al., 2008). Las puntas de
raices micorrizadas y la red de micelio extraradicular son esenciales en la mineralizacion
de nutrimentos, su conversion a formas disponibles para la absorcion por la planta
(Smith y Read, 1997; Garibay et al., 2013).

El micelio externo es uno de los mas importantes componentes en el funcionamiento
de la simbiosis ECM debido a que ademas de absorber y transportar nutrientes minerales
y organicos del suelo, inician asociaciones ECM al contactar hospederos jovenes (Pérez
y Read, 2004). También funciona como propagulo fungico, al ser separado (por
modificaciones fisicas en los suelos) de los arboles asociados (Pérez y Read, 2004) e
inician la formacion de cuerpos fructiferos como primordios; y una de las propiedades
mas importantes es que conectan &rboles de la misma o diferente especie en la
naturaleza (Pérez y Read, 2004; Honrubia, 2009).

La transferencia de agua, a través de rizomorfos, en plantas interconectadas fue
reportada por Duddrige et al. (1980). Las velocidades de transporte de agua fueron
similares a aquellas reportadas para xilema, sugiriendo fuertemente una alta
conductividad hidradlica en los rizomorfos. Estudios microscopicos en estas estructuras
demostraron la presencia de dos tipos de células, unas de menor diametro con contenido
protoplasmico y otras de mayor diametro carentes del mismo (Perez y Read, 2004).

La simbiosis ECM es una asociacion mutualista entre las raices de arboles cuyo
diametro es menor de 2 mm y especies de hongos Ascomicetos y Basidiomicetos; y es
un componente esencial de la mayoria de las comunidades forestales, ya que las especies
arbdéreas dominantes en bosques templados, en regiones alpinas y boreales, en muchos
bosques mediterraneos y en grandes areas tropicales y subtropicales son especies
ectomicorrizadas (Garibay et al., 2013). Numerosos arboles de algunas familias son

dependientes de esta asociacion para su supervivencia y crecimiento normal (Smith y
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Read, 1997), como los de Pinaceas (pinos), Fagaceas (haya, encino, roble), Betulaceas
(abedul, aile o aliso), y los de la familia tropical asidtica Dipterocarpacea
(Mangachapuy) (Rodriguez et al., 2004).

Las ECM son especialmente importantes para los arboles forestales, pues son las que
se establecen con familias y géneros de especial importancia forestal: Abies, Picea,
Pinus, Larix, Tsuga, Salix, Populus, Betula, Carpinus, Corylus, Quercus, Castanea,
Fagus, Nothofagus y otros. En particular los géneros completos de arboles como Abies,
Betula, Pinus, Picea, Fagus y Quercus, que cubren extensas areas del planeta, no
sobrevivirian en condiciones naturales en ausencia de la simbiosis ECM (Smith y Read,
1997; Smith y Read, 2008).

Se estima que el origen de las ectomicorrizas fue hace unos 200 Ma, a mediados del
Mesozoico, coincidiendo con la aparicion de sus plantas hospederas (Cairney, 2000).
Paralelamente, las familias mas importantes de angiospermas ectomicorrizadas
(Fagaceas, Saliciceas, Betulaceas) tuvieron también su origen durante el Cretacico
(Honrubia, 2009). En definitiva, la aparicion de las ectomicorrizas parece obedecer a la
necesidad de adaptacion a ambientes inhdspitos por parte de diferentes grupos vegetales
arbéreos con gran desarrollo aéreo y, por tanto, con elevados requerimientos
nutricionales, cuyos sistemas radicales habrian ido evolucionando hacia formas
jerarquicamente bien ramificadas (Honrubia, 2009). De esta forma, seran algunos
hongos septados, principalmente Basidiomycota, ya presentes en el Cretacico hace mas
de 130 Ma, cuyo habito alimenticio era fundamentalmente saprofitico, los que
mayoritariamente se adaptaron a la forma de vida simbidtica y consolidaron el
mutualismo ectomicorricico. En menor medida, algunos grupos de Ascomycota,
probablemente de los mas recientes (ciertos Pezizales, sobre todo hipogeos), también se
incorporan a este tipo de simbiosis. La ECM juega un papel fundamental en la biologia y
ecologia de los arboles al incrementar la toma de agua y nutrimentos, asi como al
proteger a los mismos contra patdgenos radicales (Smith y Read, 1997; Pérez y Read,
2004). Estas funciones se entenderan mejor si se toma en cuenta que la proporcién
longitudinal entre la raiz y el micelio absorbente de la ECM en la etapa de plantula de
los pinos es 1:105 (Read, 1991).
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Las ectomicorrizas de las especies forestales latifoliadas como en Q. resinosa, no son
facilmente visibles como lo son en las coniferas. Pueden ser distinguidas de los hongos
patogenos por la presencia de micelios visibles que rodean la raiz y la ausencia de
descomposicion. Las siguientes caracteristicas pueden guiar a su reconocimiento
(Rodriguez et al., 2008):

1. Las ectomicorrizas son tipicamente estructuras gruesas (hinchadas) y carecen de

pelos absorbentes.

2. El manto del hongo o cubierta es usualmente de un color diferente al de los pelos
absorbentes, algunos mantos son de colores vivos o blanco puro.

3. El micelio del hongo o la ramificacion de las hifas cominmente se desarrollan
fuera del tejido que compone el manto, dando una apariencia algodonosa.

4. Las ectomicorrizas maduras comunmente ramifican varias veces en patrones
regulares e irregulares.

5. Las raices alimentadoras no micorrizadas son gruesas, usualmente estan
cubiertas de pelos absorbentes y para muchas de las especies de coniferas se
presentan sin ramificaciones.

La apariencia estructural de las ectomicorrizas estd en funcion tanto de los mismos

hongos como de la planta hospedera.

Los parametros que se pueden evaluar del sistema radical micorrizado o no
micorrizado son: peso seco, longitud, frecuencia de ramificacion, velocidad de
crecimiento, etc. Mientras que en la parte aérea las variables que son modificadas por la
asociacion del hongo con la planta es la altura, diametro del tallo, expansion foliar, area
foliar especifica y relacion raiz/parte aérea (Rodriguez et al., 2008).

Recientemente, en algunos viveros se ha empezado a utilizar hongos ectomicorricicos
con el objetivo de incrementar la supervivencia y tasas de crecimiento de los arboles en
el vivero y en el campo (Carrera y LOpez, 2004). Las micorrizas mejoran el
enraizamiento de las plantas, gracias a la produccion de hormonas, vitaminas y otras
sustancias fitoactivas; mejoran la estructura del suelo al participar en la formacion de
agregados estables; protegen a la planta de estreses bidticos y abi6ticos ambientales, por
lo cual estos hongos pueden generar la reduccion sustancial de agroquimicos

(principalmente compuestos xenobioticos); y favorecen la diversidad de las
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comunidades vegetales (Franco, 2008). Es muy importante la especificidad cuando se
trata de la introduccidn de especies exdticas. Si una especie es especifica en este sentido,
el éxito de la reforestacion dependera de la introduccion del hongo micorrizico

apropiado (Donoso, 2008).

Taxonomia de Hongos Ectomicorricicos

Se han descrito unas 6 000 especies de hongos ectomicorrizicos de los Phyla
Ascomycota y Basidiomycota. Entre los Zygomycota lo esta Unicamente el género
Endogone (Rodriguez et al., 2008), la mayoria de éstos presentan un ciclo de vida con
fases asexuales y sexuales. La fase asexual esta representada por el micelio y las
micorrizas; la fase sexual por esporocarpos y esporas (Rodriguez et al., 2008).

Los hongos formadores de ectomicorrizas pertenecen a los géneros de Amanita
(amarillo), Boletus (pante), Cenococcum, Elaphomyces, Endogone, Hebeloma (xolete).
Laccaria (xocoyul), Lacterius (azules, enchilados), Paxillus, Pisolithus, Rhizopogon,
Russula (pastelito), Scleroderma, Suillus (Pancita), Telephora, Tuber, entre otros
(Rodriguez et al., 2008).

El orden Boletales incluye géneros que han sido muy estudiados y utilizados en la
produccion de planta forestal micorrizada, tales como Rhizopogon, Suillus, Pisolithus o
Scleroderma (Diaz et al., 2009).

Los resultados positivos de micorrizacion controlada en condiciones experimentales
son muy escasos, en ocasiones confusos o con poca difusion, y siempre utilizando cepas

europeas (Diaz et al., 2009).

Rizobacterias Promotoras del Crecimiento de las Plantas (PGPR)

Las PGPR estimulan el crecimiento vegetal a través de diversos mecanismos y se
reconocen dos tipos de estimulacion: directa e indirecta (Coldn et al., 1999; Silva, 2011).
Estimulacion directa es la fijacion de nitrégeno y produccion de sustancias
reguladoras del crecimiento: Estas sustancias son fitohormonas que estimulan el
crecimiento de las plantas entre las que destacan las auxinas, las giberelinas y las

citoquininas.
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Estimulacion indirecta es cuando la bacteria es capaz de liberar una o varias
sustancias 0 metabolitos que intervienen en procesos que mejoran el crecimiento
vegetal. Los mecanismos fundamentales de estimulacion indirecta se pueden resumir en

los siguientes (Silva, 2011):

Produccidn de sustancias que movilizan nutrientes

Acidos organicos, enzimas, aminoacidos, entre otras son sustancias liberadas al
medio y son capaces de movilizar elementos nutricionales como hierro, fosforo y
aluminio. Produccion de sideroforos que son sustancias de bajo peso molecular que tiene
alta afinidad por el hierro. Produccién de antibidticos que pueden tener efectos
antagonicos sobre los patégenos y gracias a ello aumentan el crecimiento. Produccion de
sustancias que inducen la resistencia sistémica en algunas plantas similar a la resistencia
sistémica adquirida (SAR) cuando son atacadas por patogenos. La mediacion de
diferentes cepas bacterianas en la resistencia sistémica inducida (SIR) ha sido
demostrada contra hongos, bacterias y virus en diversos cultivos como cucurbitaceas,
frijoles, tabaco, tomate, etc., (Col6n et al., 1999)

Basan y Holguin (1998) propusieron la division de PGPR en dos clasificaciones:
bacterias promotoras del crecimiento de plantas (PGPB) y bacterias promotoras del
crecimiento por biocontrol de fitopatégenos (PGBB). Estos autores afirman que esta
separacion es importante con el fin de diferenciar los mecanismos empleados por estas
bacterias para promover el crecimiento de las plantas. PGBB son estrictamente aquellas
bacterias que participan en el biocontrol de patégenos de las plantas, mientras que PGPB
es una bacteria que tiene otras funciones diferentes a biocontrol (por ejemplo,
nutricionales, hormonales). También se sugiri6 reemplazar las rizobacterias para
simplemente bacterias, debido a que algunas bacterias pueden promover el crecimiento
de las plantas, pero no ser habitantes de la rizdsfera.

Las bacterias promotoras del crecimiento en plantas son conocidas como
microorganismos benéficos utilizados en lugar de productos quimicos sintéticos porque
son capaces de mejorar el crecimiento de las plantas a través del suministro de nutrientes
y puede ayudar a mantener la salud ambiental y la productividad del suelo (Esitken et
al., 2009).
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Estudios recientes confirman que un gran nimero de especies bacterianas en su
mayoria asociados a la rizésfera de las plantas son benéficas para el crecimiento, el
rendimiento y la calidad del cultivo, como son las cepas de Acinetobacter, Alcaligenes,
Arthrobacter, Azospirillium, Azotobacter, Bacillus, Beijerinckia, Burkholdria,
Enterobacter, Erwinia, Flavobacterium, Rhizobium y Serrotia (Esitken et al., 2009).

El efecto promotor de las PGPB se explica principalmente por la liberacion de
metabolitos que estimulan directamente el crecimiento. Los mecanismos por los que las
PGPB promueven el crecimiento vegetal incluyen: (a) la capacidad para producir
fitohormonas, tales como auxinas, citoquininas, giberelinas, e inhiben la produccién de
etileno; (b) fijacion asimbidtica de N»; (c) solubilizacion de fosfato inorgéanico y la
mineralizacion de fosfato organico y/o otros nutrientes (Esitken et al., 2009).

Las PGBB ejercen diferentes tipos de antagonismo hacia los microorganismos
fitopatdgenos como son: produccion de siderdforos, antibidticos, enzimas y/o
compuestos antiflngicos; asi como competencia e induccion de resistencia (Esitken et
al., 2009).

En los casos de no leguminosas, los resultados de la inoculacién con bacterias de vida
libre fijadoras de N, tales como Azospirillium y Azotobacter, son inciertos. Se han
obtenido resultados exitosos cuando estas bacterias de la rizosfera se combinan con las
plantas que tienen alta eficiencia en la fotosintesis (plantas C,), por lo tanto el suministro
de C para estas bacterias heterétrofas podria ser satisfactoria (Osorio, 2007).

Las bacterias rizosféricas mas conocidas son las especies del género Rhizobium
(Santillana et al., 2005). Las investigaciones se han centrado principalmente en la
asociacion simbidtica mutualista que establece con las leguminosas para efectuar la
fijacién de N, Es marcado el interés que estas bacterias representan para la agricultura,
gue se emplean como inoculantes (biofertilizantes). Rhizobium fue la primera bacteria
producida a gran escala y se ha afiadido como inoculante durante 105 afios a diversos
cultivos agricolas, con éxito en muchos casos (Cuadrado et al., 2009). Su aplicacion
como biofertilizantes con el fin de incrementar la produccién primaria, cobra cada vez
mas importancia debido a los problemas ambientales por el uso excesivo de fertilizantes.
Sin embargo, también se han realizado investigaciones orientadas al estudio de rizobios

como promotores del crecimiento de plantas leguminosas y no leguminosas. Por ejemplo
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R. leguminosarum bv trifolii y cepas de Bradyrhizobium se han encontrado en raices de
arroz y R. etli en raices de maiz. Los rizobios pueden también introducirse y colonizar
otras plantas, tal como sucede con Azorhizobium caulinodans detectado en las raices de
la oleaginosa Brassica napus. Estas asociaciones entre rizobios y plantas no leguminosas
pueden mejorar el crecimiento de las plantas aunque no se ha demostrado que sea
mediante la fijacion de nitrogeno (Santillana et al., 2005).

Antoun et al. (1998) reportaron algunas evidencias directas de la colonizacion de
raices y la actividad PGPB de rizobios con no leguminosas. En plantas de tomate
inoculadas con Rhizobium se observd mayor incremento de la materia seca de la raiz con
relacion a la materia seca de la parte aérea, incrementos que superaron a la fertilizacion
quimica. Dichos resultados concuerdan con los de Mayak et al. (2004) y Esquivel et al.
(2013), quienes refieren sobre la habilidad de las cepas de rizobio para producir ACC
(&cido 1-aminociclopropano-1-carboxilico) diaminasa, compuesto que reduce el nivel de
etileno en las raices de las plantas, incrementandose de esta manera la longitud vy el
crecimiento de las raices (Santillana et al., 2005). Por otro lado, Perrine et al. (2004);
entre otros, sostienen que las moléculas promotoras del crecimiento como el &cido indol
acético, las giberelinas y las citoquininas producidas por los rizobios, presentes ya sea en
la riz6sfera o en los tejidos de las plantas, estimulan el mayor desarrollo de la raiz y
realizan la capacidad de absorcion de nutrientes de la raiz en beneficio de la planta no
leguminosa (Santillana et al., 2005).

Otras bacterias rizosféricas de gran importancia son las solubilizadoras de fosfato
(PSRB). En los ultimos afios se ha investigado el papel que juegan los microorganismos
del suelo en la dinamica del fosfato (P), en particular los que pueden solubilizar formas
insolubles de P (Azcén y Barea, 1996). Se han propuesto varios mecanismos para
explicar la solubilizacion de P, que estan asociados con la liberacidn de acidos organicos
e inorganicos, y la excrecion de protones que acompafa la asimilacion del NH,* (Osorio,
2007). Muchos acidos organicos son eficaces en la solubilizacion de los fosfatos del
suelo, estos acidos son producidos por microorganismos rizosféricos (Marschner,
1997).También se ha considerado la liberacion de enzimas fosfatasa que mineralizan los

compuestos organicos de P (Stevenson, 1986).
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Al parecer los microorganismos rizosféricos poseen varios funciones fisiolégicas con
las que establecen una compleja relacion con las plantas, de esta forma, las PSRB,
ademas de solubilizar P, pueden liberar sustancias que promueven el crecimiento de las
raices tales como hormonas, enzimas, antibidticos; mejorar la disponibilidad de otros
nutrientes (por ejemplo, Mn y Fe), y ejercen el control biolégico de patégenos de plantas
(Toro.et al., 1996; Basan y Holguin, 1998; Azcdn y Barea, 1996). La eficiencia de
PSRB ha sido cuestionada debido a que: (i) las sustancias organicas necesarias para
estos microorganismos son escasos en micrositios no rizoféricos, (ii) el antagonismo y la
competencia con otros microorganismos en la rizosfera y (iii) la translocacion baja de
fosfatos solubilizados a través del suelo, ya que se pueden volver a fijar otra vez por los

componentes del suelo (Azcon y Barea, 1996).

Micorrizésferay PSRB.

En primer lugar, las plantas micorrizadas pueden liberar una mayor cantidad de
sustancias carbonosas en su rizosfera que las plantas no micorrizadas (Osorio, 2007). En
segundo lugar, la extensa red formada alrededor de las raices por las hifas de micorrizas
puede facilitar de manera eficiente la absorcion de fosfato liberado por PSRB, evitando
asi su refijacion. Mientras las PSRB permanecen en la micorrizésfera, tienen
oportunidades de satisfacer su requisito de carbono y liberar los fosfatos en la solucion
del suelo (Fig. 1). Se estudio el efecto de la inoculacion individual y dual de
Enterobacter agglomerans (PSRB) y Glomus etunicatum (AMF) sobre el crecimiento
del tomate y la absorcion de P. Se encontrd que habia un efecto sinérgico cuando se
inocularon ambos microorganismos (Osorio, 2007).

Toro et al. (1996) estudiaron el efecto de la combinacion de la AMF (Glomus spp.) y
ocho PSRB en el crecimiento y la nutricion de P de una leguminosa tropical, el kudzu
(Pueraria phaseoloides). Las PSRB fueron aisladas de un Oxisol y se caracterizan por
su capacidad para solubilizar fosfato de roca, fosfato de hierro y fosfato de aluminio. En
general, cuando el kudzu se coinoculé con Rhizobium-AMF —PSRB, hubo un aumento

en el crecimiento de las plantas, rendimiento y en el estado nutricional.
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Germida y Walley (1996), sefialaron que también es posible que no exista ningun
efecto o incluso efectos desfavorables con la inoculacion de PSRB. Esto parece ser
causado por la alteracion en los patrones de enraizamiento (distribucién de raices y
longitud de la raiz), reduccion en la colonizacién de las raices de la AMF. Baas (1990)
afirma que la inoculacién multiple de microorganismos puede provocar la competencia
entre ellos por los exudados de la rizosfera y con la planta hospedera para la absorcion
de P disponible.

Las bacterias de la rizésfera solubilizadoras de fosfato tienen un alto potencial para
ser utilizadas en la gestion de suelos deficientes de P. Las PSRB pueden ser
coinoculadas con AMF generando efectos sinérgicos sobre el crecimiento de la planta 'y
la absorcién de P. La compatibilidad entre PSRB y AMF parece tener cierto grado de
especificidad, por lo que se recomienda investigar cuales son las combinaciones mas
eficaces. La inoculacién con PSRB y hongos formadores de micorrizas podria aumentar
aun mas los beneficios de la solubilizacion de P (Osorio, 2007).
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Figura 1. Diagrama de solubilizacién de los fosfatos en la micorrizésfera y la absorcion
de P por la micorriza (Osorio, 2007).
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Interaccion Rhizobium y Ectomicorriza en Especies Forestales

Los hongos micorrizogenos Yy las bacterias fijadoras de N, son los componentes mas
destacados entre los simbiontes mutualistas, en la rizésfera. Las bacterias simbiéticas
fijadoras de N, (Rhizobium, Frankia y cianobacterias) efectdan su relevante funcion en
la rizésfera de plantas de interés tanto en agrosistemas como en ecosistemas naturales
(Franco, 2008). No son abundantes los estudios orientados a PGPRs y plantas forestales.
Sin embargo, Chanway (1997) sefiala que su uso es un sistema emergente para la
obtencion de plantas robustas destinadas a la repoblacion forestal en suelos pobres.

Ademaés existen implicaciones practicas relacionadas con la viabilidad a largo plazo
del almacenamiento del inoculo y la posible potenciacién de la persistencia de las
bacterias en condiciones de campo, durante periodos de situaciones adversas usando
PGPRs gram positivas esporuladas (por ejemplo Bacillus o Streptomyces) (Colon et al.,
1999).

No se encontrd bibliografia en relacion con plantas del género Quercus inoculadas
con Rhizobium y ectomicorrizas. Existen investigaciones en acacia blanca (Robinia
pseudoacacia L.), especie fijadora de Nitrégeno y fresno (arbol no fijador de nitrégeno),
sobre la sobrevivencia y crecimiento temprano de plantas trasplantadas a un terreno
deforestado en Argentina. Las plantulas fueron inoculadas con una cepa efectiva de
Rhizobium y el hongo endomicorricico arbuscular (Glomus deserticola) y se demostro
que la doble inoculacién previa con Rhizobium y Glomus en acacia blanca mejor6 la
sobrevivencia inicial, aumento la tolerancia al estrés hidrico y el crecimiento en dos afios
y medio desde la plantacién. La sobrevivencia inicial fue muy buena (mayor al 77%),
especialmente para los fresnos y las acacias inoculadas, las cuales mostraron
significativamente mayor sobrevivencia al estrés por sequia que las acacias control. En
este trabajo se observO claramente una mayor sobrevivencia inicial de las acacias
inoculadas, que podria atribuirse a la inoculacion con Rhizobium y micorrizas, tal como
fue reportado para Leucaena leucocephala y Centrolobium tormentosum (Ferrari, 2009).

En general, los plantones de arboles caducifolios suelen permanecer en etapa de
vivero entre seis meses y uno o dos afios antes de ser llevados a campo. La apropiada
inoculacion con rizobios y micorrizas, disminuye considerablemente el tiempo de

permanencia de las plantas en vivero, mejorando su sobrevivencia y vigor al ser luego
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trasplantados al campo. Esto se ha comprobado para Acacia auriculiformis, Acacia
nilotica, Albizia lebbeck y Hardwickia binata, donde el periodo de vivero pudo reducirse
en un 33% con respecto a los plantines sin inocular, observandose una significativa
mejora en la sobrevivencia (Ferrari, 2009).

Una gran aplicabilidad de los microorganismos rizosféricos benéficos es su uso como
biofertilizantes. Estos estan constituidos por microorganismos vivos; los cuales, cuando
se aplican a semillas, superficies de plantas o suelos, colonizan la rizésfera o el interior
de la planta, y promueven el crecimiento al incrementar el suministro o la disponibilidad
de nutrientes primarios a la planta huésped, no contaminan los productos vegetales, ni el
suelo; por el contrario, son regeneradores de éste, ademas algunos inducen el desarrollo
de mecanismos de defensa de las plantas y generan ambientes adversos a patdgenos
(Adriano et al., 2011).

Entre los microorganismos de mayor importancia usados como biofertilizantes,
destacan bacterias como los rizobios, Azotobacter y Azospirillum, hongos formadores de
micorrizas arbusculares (HMA) vy rizobacterias como Pseudomonas y Bacillus. Varios
autores han obtenido resultados favorables con la aplicacion individual o con la

combinacién de microorganismos benéficos (Adriano et al., 2011).
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MATERIALES Y METODOS

Localizacién del Sitio Experimental

El trabajo se realiz6 en un invernadero y en el Laboratorio de Microbiologia de la
Facultad de Agronomia y Veterinaria de la UASLP, ubicados en el ejido Palma de la

Cruz, municipio de Soledad de Graciano Sanchez de San Luis Potosi.

Material Bioldgico
Obtencion de plantulas de Quercus resinosa

Las plantulas se obtuvieron a partir de semillas recolectadas en la Sierra de Alvarez,
S.L.P. Las semillas fueron primero estratificadas con baja temperatura (4 °C).
Posteriormente se embebieron en agua fria préxima a la congelacion, durante un dia. En
seguida se desinfectaron con el fungicida captan, a una dosis de 10 g por litro de agua.
Se disolvieron 60g en 6 litros de agua para cubrir todas las semillas. Posteriormente se
secaron a la sombra con el fin de que el fungicida se adhiera mejor a la semilla.

Las semillas se germinaron en el mismo sustrato utilizado por CONAFOR
(Comision Nacional Forestal), para las reforestaciones. Se mezclaron los sustratos
comerciales Vermiculita, Agrolita y Peat most con porcentajes de 20%, 20% y 60%
respectivamente. Posteriormente se humedecié a capacidad de campo y se paso a bolsas,
donde en seguida se colocaron las semillas a germinar a 2 cm de profundidad, de
acuerdo al doble de su diametro. Las plantulas se trasplantaron a bolsas mas grandes,
después de 3 meses de edad; seleccionandose 80 plantulas para establecer los

tratamientos.

Inoculo de Boletus frostii

El hongo Boletus frostii se recolectdo en un rodal de Q. resinosa en la Sierra de
Alvarez, San Luis Potosi. La identificacion se realiz6 por la morfologia macroscopica de

la especie.

25



El inoculo se elaboré a partir de la extraccion de esporas de B. frostii. Primero se lavaron
los esporocarpos y después se embebieron en agua durante una hora. Posteriormente se
licuaron hasta obtener una mezcla fina que se paso6 por un tamiz de 100u para obtener las
esporas con la menor cantidad de basura. Se determind el nimero de esporas con la

camara de New Bauer y se ajusto a una concentracion de 1x10° esporas por mililitro.

Inoculo de Rhizobium spp.

El in6culo de la bacteria Rhizobium spp fue proporcionado por la Dra. Adriano del
Centro de biociencias de la Universidad Autonoma de Chiapas, esta cepa se obtuvo de la
region del Soconusco y se aislo de la rizosfera del café (Coffea spp).

La cepa se reconstituyd en el medio de cultivo Extracto de levadura-Peptona-
Glucosa-Agar (YPGA), posteriormente se aislo y en el medio de cultivo selectivo para
Rhizobium, llamado medio 79 (Cuadrado et al.,, 2009). Se reconocieron las
caracteristicas morfolégicas macroscopicas y las microscépicas a través de la tincion de

Gram.

Inoculacion

Las plantulas seleccionadas fueron inoculadas directamente a la raiz con 10 ml de la
solucion de 1x10° esporas por mililitro de B. frostii. Se efectuaron tres aplicaciones, la
primera se hizo al momento del trasplante y las otras dos, cada ocho dias después de la
primera. De manera similar se inocularon plantulas con Rhizobium, a una densidad de
1x10° UFC (unidades formadoras de colonias) por mililitro, también se aplicaron 10 ml

a cada plantula.

Estado Nutricional de las Plantulas

Para que las plantulas tuvieran un adecuado crecimiento, se utilizd una solucién
nutritiva ensayada en Cedrela odorata L (Méndez, 2012), debido a que no existe una
disefiada para Q. resinosa. Esta solucion corresponde a la de Long Ashton modificada
baja en fésforo (Hewitt, 1966), que consiste en 80.8 g/l de KNO3, 73.6g/l de MgSQOy,,
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188.6 g/l de Ca (NO3) 4 H,0, 36.8 g/l de NaM,PO, H,0, de los elementos traza se tomd
1.69 g/l de MnSO4 H,0, 0.25 ml/l de CuSO,4 H,0, 0.29 g/l ZnSO, 7H,0, 3.10 g/l de
H.Bo3, 5.9 ml/l NaCl, 0.088 g/l de NH; 6M07024 4H,0, de la solucién de citratos se
tomo 4.98 g/l FeCg H,07, 4.98 g/l H3CsMs07 H,0. A cada plantula se le aplicé 100 ml
de solucidn nutritiva.

Se hicieron tres aplicaciones de la solucion nutritiva cada 15 dias, posteriores a la
inoculacion de los microorganismos benéficos. Se aplicd nuevamente la solucién al

cuarto mes del haber establecido el experimento, pero solo los macronutrientes.

Tratamientos y Disefio Experimental

Se establecieron tres tratamientos que consistieron en: plantulas inoculadas con B.
frostii, plantulas inoculadas con Rhizobium y plantuals inoculadas con ambos
microorganismos, ademas de las plantulas testigo sin inocular. La unidad experimental
fue una plantula y cada tratamiento estuvo constituido por 20 repeticiones, con un disefio
de bloques al azar. Cabe mencionar que las mejores plantulas constituyeron el grupo
testigo. En el caso del grupo inoculado con bacteria, las plantulas de este tratamiento

fueron las menos desarrolladas a las del resto, debido a la disponibilidad de plantulas

Variables Evaluadas

Se midieron los siguientes parametros: altura total de la planta (cm), diametro del
tallo (mm) y nimero de hojas, Estos parametros se evaluaron a cada planta de todos los
tratamientos cada 15 dias después del trasplante a bolsas mas grandes. Se hicieron 19
evaluaciones en total después de la inoculacion. La sobrevivencia se evalto con el

namero de plantulas sobrevivientes al final del experimento y mediante la formula

n!
k! n—k !

Px = xp*x1 — p™=%) donde P=Probabilidad de una combinacion particular;

n=Numero de eventos o pruebas; k=Numero indicado de un resultado en particular
(sobrevivencia) y p=Probabilidad de un resultado en particular (sobrevivencia). Después
de concluir el experimento se determind el peso seco de tallo, raiz y hojas (secado hasta

peso constante).
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Andlisis Estadistico

Los resultados se sometieron a un andlisis de varianza (ANOVA) de un solo factor y
la comparacién de medias por la prueba de Tukey con p=0.05, efectuado con el
programa Minitab (2007) 15 Espariol.
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RESULTADOS

Identificacion de Boletus frostii

El hongo ectomicorricico Boletus frostii se identific6 tomando en cuenta las
caracteristicas morfoldgicas descritas por Smith (1904): Pileo: color rojo brillante,
desarrollando zonas amarillentas con la edad; borde amarillo palido, semiesférico
cuando joven y convexo aplanado en el estado maduro. Pegajoso 0 viscoso cuando esta
fresco, de muy marcadas picaduras superficialmente. Su tamafio varia de 3.5 hasta 15
cm (Figura 2). El pileo al cortarse cambia al color azulado y su carne es blanca
amarillenta. Superficie de poro: palido rojo cuando son jovenes, luego se torna rojo
parduzco; hematomas azul oscuro; a menudo exudan gotas de color amarillento cuando
es joven; 2-3 poros por mm; tubos de color amarillento a oliva a 15 mm de profundidad.
Tallo: 4-8 cm de largo hasta 2 cm de espesor; grueso y prominente reticular en toda la

longitud; rojo o en ocasiones con zonas amarillas o azules.

Figura 2. Esporocarpos de Boletus frostii recolectados en un rodal de Quercus resinosa
en la Sierra de Alvarez, S. L. P.
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La clasificacion taxonémica de B. frostii se expone en el cuadro No. 2.

Cuadro 2. Clasificacién taxondmica de Boletus frostii

Categoria Taxonomica

Reino Fungi

Division Basidiomycota
Clase Agaricomycetes
Orden Boletales
Familia Boletaceae
Género Boletus

Especie frostii

J.L. RUSSELL APUD FROSTI

Efecto de los Tratamientos en la Sobrevivencia

A los 35 dias posteriores al inicio del experimento, se obtuvo una sobrevivencia del
100% en las plantulas inoculadas con ambos microorganismos. Esto se observa en la
distribucion binomial (Fig. 3C) con una p=1 que es la mayor probabilidad para obtener
todas las plantas, ya que de veinte plantas que se inocularon al inicio del experimento,
sobrevivieron las veinte bajo estas condiciones. EI menor porcentaje de sobrevivencia
(35%) se presentd en las inoculadas con bacteria, con una probabilidad méxima de 0.18
y una acumulada de 0.34 (Fig. 3B); es decir, de 20 plantulas que se establecieron
Unicamente sobrevivieron 7. Las plantulas testigo sobrevivieron en un 95%, con una
probabilidad méxima de 0.37 y una acumulada de 0.98 (Fig. 3D) es decir, sobrevivieron
19 pléntulas y las inoculadas con hongo sobrevivieron 16 plantulas, un 80%, con una p
méaxima de 0.21 y una acumulada de 0.84 (Fig. 3A). De acuerdo a la distribucion
binomial, la probabilidad méxima disminuye si queremos un mayor o menor namero de
plantas sanas bajo estas condiciones.

Cabe sefialar que todas las plantulas de encino expresaron fitotoxicidad en respuesta a
la solucion nutritiva aplicada, motivo por la que se dejo de utilizar. Después de tres
meses las plantulas se recuperaron con excepcion del grupo inoculado con bacterias.

Ademas de la sobrevivencia, se observé que en algunas plantulas presentaron
rebrotes. Dos plantulas inoculadas con la ectomicorriza B. frostii mostraron rebrotes, una

de ellas a los nueve meses y en la otra planta el rebrote se produjo a los 11 meses, esto
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ocurrid a los 3 meses después aparentemente haber muerto la parte aérea de la segunda
planta mencionada. En las plantulas testigo también se registraron 3 rebrotes a los 9

meses, pero estas sin haber muerto la parte aérea.
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Figura 3. Efecto de la inoculacién de Rhizobium y/o B. frostii en la sobrevivencia de las
plantulas, determinada a los 35 dias. (A) Plantulas inoculadas con hongo, (B)
Plantulas inoculadas con bacteria, (C) Plantulas coinoculadas con hongo y
bacteria, (D) Plantulas testigo.
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Efecto de los Tratamientos en el Diametro de las Plantulas

En la figura 4 se presentan los datos del didmetro evaluado en este experimento, en la
cual se indica que no existio una diferencia estadistica entre las plantulas inoculadas y el
testigo. Las plantulas inoculadas con Rhizobium fueron las que presentaron menor
incremento en didmetro durante los primeros siete meses de evaluaciones, pero a partir
de julio se observo un incremento en su crecimiento y resultaron al final aparentemente

(no hay diferencia estadistica) ser mejores respecto a los demas tratamientos.

—#—-T1-HONGO —#—T2-BACTERIA T3-B+H ——T4-TESTIGO

Didmetro (mm)

9
Evaluaciones s

Figura 4. Efecto de B. frostii y Rhizobium sobre el didmetro de las plantulas de Q.

resinosa durante 335 dias de evaluacion. Los datos representan el didmetro
medio * el error estandar.

Efecto de los Tratamientos en la Altura de Plantulas

La mayor altura de las plantulas se obtuvo con la coinoculacion de Rhizobium y B.
frostii, sin embargo, el analisis estadistico indic6 al final del experimento que este
tratamiento no presento diferencia significativa (Figura 5). Los mayores incrementos se

presentaron a partir de los 150 dias para los tres tratamientos y los testigos.
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Figura 5. Efecto de B. frostii y Rhizobium sobre el incremento en altura de las plantulas
de Q. resinosa durante 335 dias de evaluacion. Los datos representan la altura
promedio * el error estandar.

Efecto de los Tratamientos en el Desarrollo del Nimero de Hojas

En la figura 6 se puede observar que entre los meses de diciembre a abril, el nimero

de hojas tiende a ser constante, a excepcion del tratamiento con Rhizobium en el cual

hubo defoliacién. Al igual que lo que acontecio para la altura de plantula, a partir de

abril, se favorece para todos los tratamientos y el testigo el desarrollo foliar, presentando

el testigo el mayor nimero de hojas
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Figura 6. Efecto de B. frostii y Rhizobium sobre el nimero de hojas de las plantulas de
Q. resinosa durante 335 dias de evaluacion.

Efecto de los Tratamientos en el Peso Seco

Cualitativamente se observd que el mejor desarrollo de la raiz se obtuvo con la
coinoculacion del hongo y la bacteria en comparacién con el resto de los tratamientos
(Figura 7). Al determinar la biomasa de cada 6rgano vegetal a través del peso seco, las
plantulas inoculadas con ambos microorganismos tuvieron mayor peso seco en tallo, raiz
y hojas; en comparacion con los demas tratamientos, siendo este tratamiento y el de la
aplicacion de bacteria, los que estuvieron por arriba de los testigos; y los valores mas
bajos se obtuvieron en las plantulas inoculadas con hongo, sin embargo, no existio
diferencia significativa entre los tratamientos y el testigo (Figura 8).
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Testigo

Bacteria Hongo+Bacteria

Figura 7. Efecto de la inoculacion de Rhizobium y/o B. frostii en el crecimiento de
plantulas de Q. resinosa.

Peso seco de Q. resinosa
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Figura 8. Peso seco total de plantas de Q. resinosa inoculadas o no con ectomicorriza y
bacteria. Los valores representan el peso seco promedio = el error estandar,
n=3. Los tratamientos no presentaron diferencias significativas de acuerdo con
la prueba de Tukey (p<0.05).
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DISCUSION

En términos generales, los resultados obtenidos nos confirman que para cualquier
planta, la fase de plantula es una de las etapas mas susceptibles de su ciclo de vida a
factores bidticos como hongos y bacterias patdgenas, asi como a los abioticos, en
particular a la temperatura, luminosidad, humedad y pH del suelo. Esta situacion se
acentla para aquellas lefiosas que basan su regeneracion en la produccion de semillas
(Zavala, 2001).

Los microorganismos rizosféricos establecen una compleja relacion con la planta y
tienen efectos multifactoriales. En este trabajo se encontrd que en general, las plantas
testigo exhibieron el mejor desarrollo, lo que se observd desde el inicio de las
evaluaciones, debido a que estas plantulas eran las mas grandes al momento de
establecer el experimento con respecto al resto. De todos los tratamientos probados, en
ninguno de los parametros evaluados se establecié una diferencia significativa pero en el
que se aprecia mejor altura, es en el tratamiento que correspondi6 a la inoculacion de
plantulas con la combinacion de Rhizobium y B. frostii. Este tratamiento también fue el
que propicid el 100% de sobrevivencia. Es probable que los factores que pudieron haber
influido en no haber obtenido diferencias significativas son: Que las plantulas testigo
desde un inicio llevaban ventaja al exhibir un mejor crecimiento con relacion a las
demés pléantulas utilizadas. Se incurrié en el error de no haber separado lo suficiente a
las testigos de las plantas inoculadas, lo que propicié que a través del agua de riego se
liberaran esporas y estas fueran absorbidas por las raices de las plantulas testigo y las de
otros tratamientos, debido a que al evaluar la colonizacion de la ectomicorriza en las
plantulas, se corrobor6 que todas estaban micorrizadas, incluyendo a las del tratamiento
solo con bacteria y las testigos; esto podria explicar que las plantas testigo aunado al
buen crecimiento inicial, mostraran mejor follaje (Fig. 5), una sobreviviencia del 95% y
el mejor diametro. La época en que se inicio el experimento y se inocularon las plantulas
(otofio de 2013), asi como en la que se desarrollaron las primeras etapas de las mismas,
no fueron las mas adecuadas, por las bajas temperaturas que se presentaron y que

pudieron influir en la eficiencia de colonizacién por B. frostii y Rhizobium.
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En este experimento la luz no era regular para todas las plantulas, las testigos tenian
mas sol que el resto. Ademas la solucion nutritiva gener6 dafio por fitoxicidad dos dias
después de haberla aplicado lo cual afecto la fisiologia de las plantulas, misma que pudo
ser desfavorable para los microorganismos inoculados.

Existen pocos trabajos en materia de nutricion vegetal aplicada a especies forestales
en etapa de vivero (Calderon et al., 2006). De manera particular no se dispuso de
informacidn en la literatura sobre una solucién nutritiva para la fertilizacion adecuada de
liberacion lenta para las plantulas de Q. resinosa, y se utilizé una disefiada para Cedrela
odorata, obteniendo con ella un mal desarrollo en la fase de establecimiento. Flores
(2010) refiere que no existe una solucion nutritiva ideal Unica aplicable a todos los
cultivos, y en general varian segun la especie forestal, estadio fenologico, fotoperiodo y
factores ambientales. La nutricion mineral es después del riego la practica que mayor
influye en el crecimiento y calidad de las plantas. Los programas de reforestacion
demandan plantas de calidad que garantice su supervivencia. Bello y Cibrian (2000)
indican que en la mayoria de las especies forestales, las plantulas para reforestacion
suelen presentar una mortalidad tan alta (43% de supervivencia), motivo por el que se
requieren técnicas para incrementar la sobrevivencia. La informacion acerca de los
encinos sobre estos temas es incipiente e incompleta (Zavala, 2001).

Puesto que todos los tratamientos presentaron los mayores incrementos en altura a
partir de los 150 dias, esto se puede explicar por el efecto de la temperatura y
luminosidad de los meses de abril a julio, en donde se favorece la tasa de crecimiento de
acuerdo a la fenologia de la especie. La luz y su intensidad son factores que tienen gran
influencia en el crecimiento de las plantas. Los encinos pueden presentar crecimiento
regular o irregular dependiendo de la especies. En algunas especies el crecimiento
irregular se debe al prolongado reposo de las plantulas por insuficiente luz, situacion que
se presenta en el sotobosque (Zavala, 2001). Con excepcion de la sobrevivencia, las
plantulas inoculadas solo con B. frostii, tuvieron lo valores de los parametros evaluados
mas bajos, como ya se mencion0, probablemente por una micorrizacion ineficiente por
bajas temperaturas o porque los exudados de las plantulas y las condiciones de la
rizosfera de Q. resinosa no fueron suficientes para promover un adecuado desarrollo de

B. frostii. Resultados similares fueron obtenidos por Carrera y Lopez (2004), quiénes
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reportan que en plantulas de Pinus greggii inoculadas con los ECM Laccaria laccata,
Suillus pseudobrevipes, Boletus pinophilus y Pisolithus tinctorius; al evaluar altura y
peso seco total, no existieron diferencias estadisticas entre las plantas inoculadas con
cualquiera de las especies de hongos ECM vy los testigo a los 345 dias después de la
inoculacion. Sudhakara y Natarajan (1997), estudiaron el efecto de la inoculacién de
Telephora terrestris en plantulas de Pinus patula y a los 10 meses no encontraron
diferencias estadisticas en términos de altura y peso seco de la parte aérea y raiz. En
contraste, en Honduras se realiz6 un ensayo con plantulas de Quercus costarricensis,
utilizando diversos procesos de inoculacion ectomicorricica; dicho ensayo mostré que a
los siete meses las plantulas inoculadas con los hongos Lactarius sp. y Andropogon sp.
registraron el mejor crecimiento en altura, diametro al cuello de la raiz y biomasa foliar
(Hernandez y Salas, 2009).

La interaccién planta hospedera-ECM define grados de especificidad, como lo
demostraron Klironomos y Hart (2001), en una investigacion en la que encontraron que
una proporcion importante de nitrogeno fue transferido al follaje de pinos creciendo en
asociacion con Laccaria bicolor, mientras que solo una pequefia parte del nitrogeno fue
transferida a estas plantas cuando estuvieron asociadas con Cenococcum geophilum.
Situacién similar pudo acontecer en este trabajo. Estos datos enfatizan nuevamente la
necesidad de reconocer que pueden ocurrir considerables diferencias en la capacidad de
los hongos micorrizicos para asegurar la movilizacion y transferencia de nutrientes
desde substratos organicos a las plantas (Pérez y Read, 2004), y por ello es importante
continuar investigando la relacion de diversos géneros de hongos ECM con diversas
especies de plantas forestales, en diferentes tipos de substratos

Barea et al. (1991) citado por Adriano et al. (2011) refieren que la eficiencia
micorrizica se explica por el incremento del area de exploracién radical de las plantas y
sus consiguientes incrementos en la absorcion de nutrimentos, lo que implica que en una
misma condicién de disponibilidad de éstos, se presenten mayores coeficientes de
aprovechamiento y crecimiento de las plantas en el caso de una micorrizacién eficiente.

Es importante considerar que en el caso de Rhizobium, ésta es una cepa nativa de
zonas tropicales cuyo habitat es la rizésfera del cafeto, por lo cual pudo ser mayormente
afectada por la temperatura y los exudados diferentes de Q. resinosa. También es
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factible que el establecimiento eficiente de esta bacteria en la rizosfera de Q. resinosa no
se haya favorecido por el dafio foliar que la toxicidad de los microelementos causo a las
plantulas (Figura 9) y las hizo més susceptibles a los factores climaticos, motivo por el
cual el porcentaje de sobrevivencia fue muy bajo (35%). Se ha determinado que uno de
los factores que afecta a los microorganismos rizosféricos es el estadio fisioldgico de las
hojas. En las hojas se sintetizan aminoacidos, azlcares y flavonoides que se movilizan
hacia la raiz y son excretados por ésta, mismos que promueven el desarrollo de los
microorganismos rizosféricos (Cleveland et al., 2004). Cortes et al. (2009) en el estudio
de los microorganismos de la rizosfera de ilama (Annona diversifolia Saff.), encontraron
que las UFC de bacterias totales, bacterias solubilizadoras de fosfatos y las bacterias
fijadoras de N de vida libre fueron mas abundantes en la rizosfera de plantas con hojas
comparadas con plantas parcialmente o totalmente defoliadas. Estos datos indican que la
colonizacion por los microorganismos rizosféricos y sus poblaciones son influenciadas
por diversos factores dentro de los cuales se incluyen: condiciones ambientales
(humedad y temperatura del suelo), fenologia y estadio fisiologico de las plantas
hospederas, y tasa de crecimiento radical (Brundrett, 2002; Cleveland et al., 2003 y
2004). También Cortes et al. (2009) determinaron que las poblaciones microbianas
rizosféricas varian con la estacionalidad y la edad de las plantas.

Figura 9. Dafio foliar por toxicidad de la solucién nutritiva en plantulas inoculadas con
Rhizobium.

En cuanto al tratamiento de la coinoculacion de plantulas con Rhizobium y B. frostii,

a pesar de que no se obtuvo diferencia significativa en el parametro altura de planta con
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la inoculacion de éstos, se puede decir que éste se perfil6 como el mejor tratamiento que
influyé en este pardmetro; lo cual es probable que se debiera a que la micorrizosfera
resultd ser un mejor habitat que la rizosfera para Rhizobium, conforme a lo que Artusson
et al. (2006) sugieren, que las bacterias de la rizosfera son activadas por los hongos
micorricicos. A su vez las bacterias produjeron metabolitos que influyeron
positivamente en el desarrollo del ECM y una micorrizacion mas eficiente, lo que ha
sido demostrado en diversos estudios (Artusso et al., 2006); por lo que se puede inferir
que estas poblaciones microbianas interactuaron favorablemente entre si. EI aumento en
altura se pudo deber a una mayor produccién de auxinas, lo cual coincide con lo que
refieren Perrine et al. (2004); quiénes sostienen que los rizobios tienen un metabolismo
favorable a la sintesis de moléculas promotoras del crecimiento como el acido indol
acetico, las giberelinas y las citoquininas, las cuales secretan ya sea en la rizésfera o en
los tejidos de las plantas. Estas estimulan el mayor desarrollo de la raiz y realizan la
capacidad de absorcion de nutrientes en beneficio de la planta. Adriano et al. (2011),
consideran que la coinoculacion de los microorganismos necesita de condiciones
adecuadas para su establecimiento e interaccién positiva que conduzca a la efectividad
de la simbiosis micorrizica; y a su vez que ésta garantice una absorcion de nutrientes
suficientes para satisfacer las exigencias de la estimulacién. Estas condiciones pueden
derivarse del microhabitat que implica tipo de suelo, influido por la especie y variedad
del cultivo. Cabe sefialar que las interacciones microbianas en la rizésfera no siempre
son mutualistas y por ende no se obtiene un efecto sinérgico que favorezca el
crecimiento y desarrollo de las plantas (Adriano et al., 2011).

La sinergia entre microorganismos se ha sefialado en algunos trabajos con bacterias
promotoras del crecimiento en encinos (SEMARNAT, s/f). En un trabajo hecho con
Pinus pifionero se explica que el sinergismo de dos microorganismos se da en tiempos
largos, minimo a 5 afios. En este trabajo se establecid el sinergismo entre los hongos del
propio suelo que forman micorrizas y las bacterias inoculadas B. pumillus y B.
liqgueniformis que ejerce un efecto benéfico en el crecimiento y desarrollo de los pinos
pifioneros. Es notable el efecto del B. liqueniformis y de la coinoculacién con ambos
bacilos (B. pumillus y B. liqueniformis), manifestandose sobre todo en tiempos largos.

Seguramente los bacilos han favorecido que los hongos puedan micorrizar las raices de
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los pinos (Chanway, 1997), ademés del hecho de que la micorrizacién sea inducida por
el bajo contenido en fosforo de los suelos (Garcia et al., 2000). Es factible que el efecto
de Rhizobium y B. frostti en el desarrollo de las plantulas de Q. resinosa se pueda
evidenciar en un mayor periodo de tiempo.

Colon et al. (1999) sefialan que la utilizacion de las PGPRs y ectomicorriza producen
un doble beneficio: incremento de la biomasa aérea y radical; y mejora la fertilidad del
suelo. Ademas Chanway (1997), indica que la “técnica de inocular PGPRs puede llegar
a ser una forma barata y respetuosa con el medio ambiente para la regeneracion de
plantulas lefiosas, puesto que suelen soportar condiciones extremas después del
trasplante”. En la medida que el interés por esa técnica crece, aumenta la investigacion,
y se conocen mejor los factores que contribuyen a la variabilidad en la respuesta de
crecimiento vegetal al inoculo, de tal manera que podrd optimizarse la inoculacién
bacteriana y flngica como herramienta para la reforestacion.

Esta sinergia favorable se ha aprovechado en la elaboracion de biofertilizantes
mediante consorcios microbianos (combinaciones de diversas especies de hongos vy
bacterias) y su aplicacion en diferentes plantas, y tienen generalmente efecto sinérgico
en la nutricion de la planta y su concomitante beneficio en el desarrollo vegetativo y
reproductivo.

Como ya se mencion0, las condiciones ambientales son cruciales tanto para el
desarrollo de las plantas como de los microorganismos, y a su vez éstas influyen en la
interaccion de la poblaciones vegetales y microbianas; por ello, en los meses frios, el
namero de hojas se mantuvo constante en todos los tratamientos, pero a partir de abril se
observa un incremento en todos ellos (Figura 4). Hernandez et al. (2013), sefialan que a
mayor altitud, los encinos tienen mayor retraso en la brotacion de hojas, en promedio 3.3
dias por cada 100 metros; y que las temperaturas bajas retrasan la aparicion de brotes en
Q. resinosa, siendo la temperatura del aire el principal factor ambiental que regula el
momento de la apertura de las yemas de los arboles de clima templado (Cannell, 1997).
Esto concuerda con el desarrollo de nuevas hojas en el mes de abril, puesto que no se
suspendio6 ningln riego y la temperatura del aire es mayor en esas fechas, sin embargo al
llegar a julio las plantas empiezan a tirar sus hojas. A este respecto, Borchert (1994)
citado por Hernandez et al. (2013), explica que Quercus magnoliifolia y Q. resinosa son
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dos especies de robles caducifolios que se establecen en los bosques templados en las
latitudes tropicales, que en la temporada seca de estas zonas, las plantas responden a las
variaciones en temperatura y disponibilidad de agua a través de la hoja deciduas,
mecanismo que evoluciond para combatir la falta de agua o para aumentar la resistencia
a la sequia.

El conocimiento de las caracteristicas y condiciones de la produccién de plantulas de
especies forestales es fundamental en las practicas de recuperacion y restauracion de los
ecosistemas forestales.

La micorrizacion y la incorporacion de microorganismos benéficos de manera
controlada en las pléantulas en el vivero, puede facilitar los procesos de revegetacion y
reforestacion (Pera et al., 1998). Como ya se menciond se usé la mezcla de sustratos:
Peat most, agrolita y vermiculita, probablemente los resultados serian mejores si se
hubiera utilizado suelo nativo. A pesar de que la comprension de la movilizacion de
nutrientes a partir de substratos orgéanicos naturales recién se inicia, los estudios
efectuados a la fecha sugieren que la naturaleza distintiva de los tipos de substratos
determina importantes diferencias en estos procesos (Pérez y Read, 2004). Los
materiales vegetales en descomposicién muestran considerable variabilidad en su grado
de movilizacion. En algunas ocasiones una combinacion planta-hongo puede
proporcionar acceso preferencial a un nutriente especifico contenido en los substratos
organicos naturales (Pérez y Read, 2004).

La capacidad de formar rebrotes estad influida por las condiciones ambientales. En
este trabajo se desarrollaron rebrotes en las plantulas inoculadas con B. frostii y el
testigo. De acuerdo con Zavala (2001), los rebrotes pueden surgir de la raiz, lo cual
podria contrarrestar el efecto de mortalidad durante la regeneracion. Plantulas de Q.
douglasii han mostrado rebrotes al perder completamente el vastago, lo cual ha sido
reiterativo después de muertes sucesivas de la parte aérea. Esto también fue observado
en la Sierra de Pachuca, en el estado de Hidalgo, en donde fueron registrados rebrotes de
raiz de plantulas de Q. rugosa. Se ha sugerido que dicha respuesta es una adaptacion que
permite a plantulas de encino persistir por afios bajo los arboles maduros y asi

constituirse en una fuente importante de regeneracion (Zavala, 2001). En general, todas
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las especies de encino son capaces de producir rebrotes, solo que en algunas esta
produccion es mas frecuente.

B. frostii es un hongo ectomicorricico asociado con maderas duras (especialmente
robles) en el este de Ameérica del Norte, Suroeste de México y Ameérica Central. Crece
solo, disperso o gregario en el verano y otofio. Se ha identificado en diversas regiones de
Mexico, en bosques de encino (Villasefior, 1999), sin embargo, existe poca informacion
sobre la interaccion B. frostii-Q. resinosa, y este trabajo es una primera contribucion en
San Luis Potosi.

Las plantulas inoculadas se estableceran en campo y se continuard evaluando el
efecto de los microorganismos benéficos. Es importante volver a efectuar este trabajo,
haciendo las correcciones pertinentes y ademas se podrian obtener mejores resultados si

la inoculacion se realiza durante la fase de germinacion.
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CONCLUSIONES

Se identifico al hongo micorricico Boletus frostii en la Sierra de Alvarez, San Luis
Potosi, en un bosque de Quercus resinosa.

Rhizobium y Boletus frostii reflejaron una interaccién positiva entre ellos, por su
efecto sobre el desarrollo de las plantulas de Quercus resinosa.

Ninguno de los tratamientos aplicados mostraron diferencias significativas en los
parametros evaluados, sin embargo, el tratamiento que promovié el desarrollo de las
mejores caracteristicas anatdmicas y con los que se obtuvieron los valores mas altos en
los diversos parametros que se midieron en las plantulas de Quercus resinosa, fueron las

inoculadas simultaneamente con Rhizobium y Boletus frostii.
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