UNIVERSIDAD AUTONOMA DE
BAJA CALIFORNIA

INSTITUTO DE CIENCIAS AGRICOLAS

HONGOS ECTOMICORRICICOS, PRODUCCION DE INOCULO
Y MORFOTIPOS DE RAICES DE Pinus jeffreyi Balf.
EN EL PARQUE NACIONAL CONSTITUCION DE 1857,
BAJA CALIFORNIA.

TESIS
Para obtener el grado de
Doctora en Ciencias Agropecuarias

Presenta

SELENE AGUILAR AGUILAR

Director de tesis
Dr. Daniel Gonzdlez Mendoza
Co-director
Dr. Onésimo Grimaldo Juarez

Mexicali, Baja California Mayo, 2011.

Instituto de Clenclas Agricolas



Esta tesis fue realizada bajo la direccion del consejo particular indicado, ha sido

aprobada por el mismo y aceptada como requisito para obtener el grado de:

DOCTORADO EN CIENCIAS AGROPECUARIAS

Consejo particular

Dr. Daniel Gonzalez Mendoza
Director de tesis

Dr. Onésimo Grimaldo Juarez
Co-director

Dra. Lourdes Cervantes Diaz
Sinodal

Dr. Jesus Pérez Moreno
Sinodal

Dr. Roberto Soto Ortiz
Sinodal



AGRADECIMIENTOS

Al CONACYT Y A CONAFOR por el apoyo financiero con el cual fue posible llevar
a cabo esta investigacion.

De forma muy especial a mi Director Dr. Daniel Gonzalez Mendoza y a mi Co-
director Dr. Onésimo Grimaldo Juarez por el gran apoyo y sobre todo la
paciencia que tuvieron al dirigirme en la realizacion de este trabajo.

Al Dr. Jesus Pérez Moreno por su gran apoyo en la estancia realizada en el
Colegio de Posgraduados y por la colaboracion en el proyecto y la correccion
del presente manuscrito.

A la Dra. Lourdes Cervantes Diaz y al Dr. Roberto Soto Ortiz por su
colaboracion en el proyecto y su revision de este manuscrito.

A la Universidad Auténoma de Baja California y al Instituto de Ciencias
Agricolas por permitirme realizar mis estudios de Doctorado.

A todos mis profesores, los que impartieron cursos en el Doctorado en Ciencias
Agropecuarias y al Instituto por las facilidades prestadas. A mis compaineros

con quienes fue muy grato compartir cursos.

A la direccion del Parque Nacional Constitucion de 1857, a través del Ing.
Santos Soto quien apoyo con permisos de colecta y estancias en el parque.

A mi principal apoyo en las colectas realizadas y en las estancias, a mi
compafera y amiga M.C. Karina Leon.

iGRACIAS!



Detlioateria

L% mes /Mfm@'éa/ed Ao res, mt/mm’éd, a ll @W /éwfyzw/ me
@éo/yadle en lodo con /aﬁ/za////m/ e verme rea 97[///(1/ / /éa/}fy(w en
estod wllimaed anics has ed//u/a/mzm a e para brindarme @é&y@,
0047}&7@/2&'07/2/ y dobrelode  amaor. % miés feermasos K%M
@?«m@ L%”M /y @g}mm %m que fran //7@(/0 a mié
videa / lew hran émz?ﬁfmada mﬂ//%é'ﬁﬂ/im/@ e amor que era p@éﬂj

de sentir.

%46 /éca«ic St gran 6%@/0/ amar, /é@/cy(w a /éedwﬂ e la distancia

dy(/ﬂn diende lan /Z//@éa«wfwﬂled en i vida como d[ﬁ///}é?f&

L%WMA dedico este @/{w//?a



INDICE PAG.

CONTENIDO i
INDICE DE CUADROS. ..ot e e e e ii
INDICE DE FIGURAS ..ottt et e e s sn e s iii
INDICE DE GRAFICAS.......ccotereiririnseesneenesississseesess s sosesesseseseees iv
RESUMEN ...ttt et e s r e s r e e e e e \%
SUMMARY ...ttt ettt e e st e e s s sn e sae e nn e sre e nnne s sne e vi
i. CONTENIDO

L. INTRODUCCION.......oostit et serers s sessrss s et ssessasss s sessnns 1
1.1, ODJETIVO . uvverii st st et s e e s 4
1.2. Objetivos particulares........ccccvieiirinien s e 4
1.3. JUSTIFICACION ....oooeceeiereeneserers e serer s st 4

I1. REVISION DE LITERATURA......eeevvetrre et eeretsieeeeeesesee e 5

I1I. MATERIALES Y METODOS.......ciii et cetetsiseeeeese s snesrnns 11

Sitio de eStUAIO.....ceviieier e e 11

Metodologia de la elaboracion de mapas de localizacion y

proyeccion de la distribucién de hongos ectomicorricicos.............. 11
Clasificacion de Zonas.......ccceveeerieeeiseees e e 12
Ubicacidn de los sitios de colecta en los mapas..........c.ceeu.en. 12

Ubicacion de poligonos proyectados en el mapa
LOPOGTALICO et e e e s 13
(000] (1ot ¥ Wo (SI<T 010 ) o] 4o - P ORPRRI 13

(070) U=T01 - W =30 o= U /2T 14



Identificacién de morfotipos ectomicorricicos y porcentaje de
1000 (610) g g 172 10 10 ) o H PO PPR 15

Andlisis de diversidad para especies de hongos

1) 0 1610) 010 4726 [0 1 NPT 15
Caracterizacion de las raices ectomicorrizadas........c.ccevueeeeeeenne. 17
Produccion de indculo esporal........ccccccevveniiininen e 17

Adquisicion de eSpOromas..........cceveeveresseesiesse s 18

Separacion de eSPOTrOMAS.......ueicereeevirrreriseerssreesssreesssreesssseesseeens 19
Deshidratacion eSporomas ..........cceoerverseeriierseesssee e e e 19
Molido de 10S PIlens......ccveriiieiie e 20
IV. RESULTADOS Y DISCUSION........ooiierreceeeererieeiesceeeeises e eneenans 21

Mapas de ubicacion de puntos de muestreo y proyeccion de

001 1100 0 L0 3R 21
Esporomas encontrados..........ccuuerieerienieeensee e e e s 21
Morfotipos ectomicorricicos encontrados en raices de arboles

adultos de Pinus jeffreyi dentro del Parque Nacional Constitucion

AE 1857 ot 25
Porcentaje de micOrTiZacion.......ccccvvvceviisiirienes e e e e e 28
Inoculo esporal producido..........ceeceriiinn i 29

V. CONCLUSIONES Y RECOMENDACION........coovvevvrverreerrersieeereesansenn 32

VL BIBLIOGRAFTA....coo ittt ettt st s e sns s sns s s snssens 35

VIL ANEXOS.. et e e 39



ii. INDICE DE CUADROS

Cuadro 1. Géneros ectomicorricicos encontrados en el Parque

Constitucion de 1857, su zona y ubicacién geografica..........cccevevennes 24

Cuadro 2. indices de riqueza y diversidad de las especies fiingicas

encontradas en el Parque Nacional Constitucion de 1857....................

24
Cuadro 3. Longitud de la raiz colonizada, sin colonizar y porcentaje
de colonizacion de la raiz en las 30 muestras colectadas.................... 28
Cuadro 4. Obtencion de inoculo de especies del género Laccaria sp. a
partir de cuerpos fructiferos frescos comprados en el mercado de
(01400001 oY TN DX's o 0 D LIV (<) (oo T 31

iii. INDICE DE FIGURAS

Figura 1. Clasificacion de zonas con diferencias en el contenido de
materia organica dentro del Parque Nacional de 1857 ........cccccoeeenneen. 12

Figura 2. Ubicacidn de los cuadrantes de muestreo de raiz ubicados

en el punto de goteo del arbol y su orientacion..........c.cccccevvverivvven e 14



Figura 3. Hongos encontrados en el Parque Constitucion de 1857; a)
Geastrum floriforme, b) Lycoperdum perlatum, c) Astraeus

hygrometricus, d) Laccaria sp., €) Mycenastrum corium, f) Suillus..........

23
Figura 4. Morfotipos encontrados en las raices secundarias de Pinus
jeffreyi y su frecuencias en 1as tres Zonas .......ccccveeereveersneenisieessenssenens 27

iv. INDICE DE GRAFICAS

Grafica 1. Frecuencia de esporomas de cada especie encontrada en

22
el Parque Constitucion de 1857 .......ccccccvieeiniiiieien e
Grafica 2. Frecuencia de ejemplares de cada especie encontrada en
el Parque Constitucion de 1857 .......cccivvvererineineeieseseseeseseseeresee s 26

Grafica 3. Proporciones de especies de Laccaria sp. encontradas en el

mercado de OZUmDba €N 2008.......oouee oot eee e ee e e e e eee e e e eee s 30



v. RESUMEN

Con la finalidad de detectar la diversidad de hongos presentes en el area boscosa dentro
del Parque Nacional Constitucion de 1857 en Baja California, México, se realizaron
colectas en tres areas boscosas a diferentes profundidades del sustrato de materia
organica en el mes de Agosto de 2007, Febrero, Mayo y Agosto del 2008, en donde se
obtuvo un total de 25 ejemplares correspondientes a 3 Géneros, cuatro especies al
Genero Geastrum, una especie al Genero Suillus y otra del Genero Laccaria. La
abundancia de especies encontrada estuvo relacionada con la precipitacion y
condiciones climaticas adversas propias del sitio.

Se realizaron muestreos donde se recolectaron raices secundarias de arboles adultos de
Pinus jeffreyi Grev. & Balf en diferentes puntos de las principales areas boscosas dentro
del parque y se identificaron los morfotipos ectomicorricicos encontrados en dichas
raices, usando las claves DEMMY. Como resultado se encontraron seis morfotipos
diferentes asociados a P. jeffreyi, lo que puede ser un indicativo del tipo de asociacién
ectomicorricica en el lugar.

Se colectaron en un mercado del centro del pais un total de 20.324 kg de hongos, donde
se encontrd la especie Laccaria laccatta identificada como una especie generalista que
establece asociacion ectomicorricica con varias especies de pinos. Esta especie se
encontré6 mezclada con otras especies del mismo género, por lo que se realizd una
seleccién y separacion para producir inéculo esporal de la especie Laccaria laccatta,

para su posterior inoculacion en Pinus jeffreyi.



vi. ABSTRACT

To determine the diversity of fungi in the forest area of “Parque National Constitucion
de 1857” Park in Baja California, Mexico, specimens were collected in three forest
areas at different depths of substrate organic matter from the month of August 2007,
February, May and August 2008, in which were obtained a total of 25 samples of 3
genus, from Geastrum genus were found four species, one specie from Suillus genus
and one from Laccaria genus. The abundance of species found, was related to

precipitation and adverse climatic conditions of the site.

Samplings were conducted to collect secondary roots of mature trees of Pinus jeffreyi
Grev. & Balf in different parts of the main forest areas of the park and were identified
ectomycorrhizal morphotypes found in these roots using the keys Demmy. As a result
found six different morphotypes related to P. jeffreyi which may be indicative of the

type of ectomycorrhizal association in place.

Were collected in a downtown market in the country a total of 20.32 kg of mushrooms,
was found the specie Laccaria laccatta identified as a generalist specie which can set
ectomycorrhizal association with various species of pines. This specie was found
mixed whit other species of the genus, so there made a selection and separation.
Spore inoculum was made from the specie Laccaria laccatta for later inoculation Pinus

jeffreyi species.



El presente trabajo se llevo a cabo con apoyo financiero otorgado al Dr.
Onésimo Grimaldo Juarez, por parte de CONAFOR proyecto PE 07.01, a
través del Programa de Apoyos Directos y con el apoyo al Programa de
Mejoramiento del Profesorado (PROMEP), en la Convocatoria de
Incorporacion de Nuevos Profesores de Tiempo Completo otorgado al Dr.

Daniel Gonzalez Mendoza.



I. INTRODUCCION.

La micorriza es una simbiosis de las mas importantes que se establecen entre
microorganismos del suelo y las raices de las plantas (Pérez-Moreno y Read, 2004). La
palabra Micorriza se formo6 a partir del término griego Mycos (hongo) y del vocablo latin
Rhiza (raiz) y fue acuifiada como tal por primera vez por Frank (1885). Actualmente, el
concepto de “micorriza” se considera en un sentido mas amplio, para dar cabida a
aguellas asociaciones simbidticas hongo-planta que no se establecen en raices, sino en
otros 6rganos de contacto especializados para el intercambio de nutrientes, como ocurre
en orquideas y otras plantas aclorofilicas carentes de verdaderas raices (Honrubia,
2009). El proceso de micorrizacion se inicia cuando el hongo, coloniza la raicilla y llega a
ser parte integrante de ella, desarrollando un filamento micélico (micelio o conducto
extenso compuesto por varias hifas), que a modo de sistema radical y altamente efectivo,
ayuda a la planta a adquirir diversos nutrientes, entre los mas importantes el nitrogeno y
fésforo, ademas de proveerle una mayor capacidad de absorcion y retencion de
humedad del suelo por medio de las hifas asociadas (Castellano y Molina, 1989; Paez,
2006; Pérez-Moreno y Read, 2004). A cambio, el hongo recibe hidratos de carbono
(azucares, almidones, etc.) que necesita para su alimentacién, estos hidratos de carbono
provienen de la fotosintesis de la planta, asi mismo ésta asociacién (hongo - raiz),
favorece el crecimiento y el desarrollo tanto de la planta como del hongo (Paez, 2006).

Los hongos que forman ectomicorrizas son en su gran mayoria Basidiomicetos,
aproximadamente unas 5000 especies, en menor proporcion los Ascomicetos y los
Zigomicetos, los cuales se asocian con unas 3000 especies de plantas, tanto en regiones
tropicales como en templadas y boreales (Castellano, 1989; Pérez-Moreno y Read, 2004,

Garcia-Rodriguez, 2006).



Los hongos ectomicorricicos (HEM) se caracterizan por ser asociaciones mutualistas
obligadas entre hongos y raices de plantas superiores que han evolucionado a través del
tiempo (130-180 millones de afios), lo cual ha generado una amplia diversificacion de los
micobiontes, principalmente en los bosques templados y boreales, en donde alrededor
del 95 % de las especies forestales establecen la asociacion ectomicorricica (Pérez-
Moreno y Read, 2004; Garcia-Rodriguez 2006; Aguilar et al. 2009).

Los hongos ectomicorricicos tienen una distribucion limitada entre las especies
vegetales. S6lo entre el 3 y 5% de los vegetales establecen este tipo de micorriza; sin
embargo, su importancia forestal es enorme no soélo por la amplia distribucion de las
familias de plantas de uso maderable con las que forman simbiosis, sino también por los
diversos grupos fungicos que desarrolla ésta asociacion y que incluye muchas especies
comestibles. Ademas las especies forestales dependen de ésta simbiosis y diversas
especies de arboles, incluyendo a los pinos que no se desarrollarian sin esta simbiosis

(Smith y Read 1997; Garcia-Rodriguez, et al. 2006; Chavez, 2007).

En las ultimas décadas el uso de micorrizas en el ambito forestal ha tenido un importante
avance. Recientes estudios dirigen su atencién en la adaptacién de algunas especies de
hongos micorricicos a diferentes condiciones ambientales, para poder ser inoculados en
pinos y lograr incrementar la sobrevivencia y la produccion en las plantaciones forestales
(Gonzales-Ochoa, 2003). Por lo tanto la presencia de hongos ectomicorricicos es un
prerrequisito fundamental para un Optimo desarrollo de las especies de Pinaceas

(Barroetaveiia, 2003).

Para el area forestal resulta de gran interés la produccion de in6culo, pues esto facilitaria
el incremento en el crecimiento y supervivencia de las plantulas de coniferas que se

cultivan en viveros para plantaciones masivas en sitios con suelos pobres, erosionados o



que han sido abandonados después de practicas agricolas improductivas (Cruz-Ulloa,

1999).

En cuanto al estado de Baja California, los bosques de pinos se localizan principalmente
en las altas montafias orientadas de norte a sur a través de la peninsula y son los Unicos
en México que presentan clima Mediterraneo (Delgadillo, 1997). La Sierra de Juarez es
el macizo forestal mas extenso del estado con una superficie de 5,009.48 hectareas,
siendo un ecosistema complejo con gradientes climaticos y altitudinales que van de los
1500 a 1820 metros, con presencia de nevadas durante el invierno y prolongados

periodos de sequia (Delgadillo, 2004).

Las probleméticas ambientales que se presentan en esta area son la erosion debida al
efecto del viento, seguin estimaciones de la Comisién Nacional de Zonas Aridas, la Sierra
de Juarez tiene una velocidad promedio de erosion edlica que va de 50 a 200
Ton/ha/afio, la cual se clasifica como severa (GBC, 2008). Otra de las condiciones
adversas que se presentan, es una gran incidencia de incendios provocados en parte por
los prolongados periodos de sequia, tan solo el nimero de incendios reportados para
Baja California del 1 de enero al 31 de diciembre del 2008 fue de 242, afectando una
superficie total de 13, 215.04 has del cual la superficie afectada de arbolado adulto fue
de 177.96 has (SEMARNAT-CONAFOR, 2009), esto aunado a las caracteristicas del
suelo provocan una baja regeneracion natural y un debilitamiento de los arboles adultos,

lo que afecta al aspecto sanitario de las coniferas.

Por la problematica ambiental existente en la Sierra de Juarez es importante realizar
estudios acerca de la asociacion ectomicorricica en esta, especialmente en El Parque
Nacional Constitucion de 1857, debido a que es la Unica zona protegida de la Sierra de

Juarez.



1.1. OBJETIVO

Efectuar una identificacibn y caracterizacion de las especies de hongos y raices
ectomicorrizadas, asociadas a Pinus yeffreyi en tres sitios con vegetacion vy
profundidades de materia organica diferentes, ubicadas en el Parque Nacional

Constitucion de 1857, Baja California.

1.2. OBJETIVOS ESPECIFICOS

¢ Identificar las especies de hongos ectomicorricicos, mediante la caracterizacion

morfolégica de esporomas presentes en bosques de Pinus jeffreyi.

e Efectuar una caracterizacion morfologica de los morfotipos ectomicorricicos de
arboles adultos de Pinus jeffreyi en tres sitios de muestreo.
e Realizar una produccion de indéculo esporal de hongos ectomicorricicos

relacionados potencialmente con la especie forestal de interés.

1.3. Justificacion: Conocer la diversidad de simbiontes ectomicorricicos relacionados con
Pinus jeffreyi y el potencial que puedan tener en la elaboracion de inoculantes para ser
utilizados en la reforestacion con dicha especie forestal, ya que tiene una importancia
significativa para la zona de Sierra de Juarez por ser la especie preponderante en la
formacion de las areas boscosas y a las condiciones climaticas adversas que se
registran en el sitio, especialmente en El Parque Nacional Constitucion de 1857, siendo

ésta la Unica zona protegida de la Sierra de Juéarez.



II. REVISION DE LITERATURA

Importancia de los hongos ectomicorricicos

Varias especies de hongos ectomicorricicos pueden ser cultivados en laboratorio para su
posterior utilizacion en micorrizaciones controladas de plantas en vivero (Chavez, 2007).
La importancia ecologica de la asociacién ectomicorricica se fundamenta no solo en que
mejora la capacidad de la planta para la adquisicion de nutrimentos, minerales y agua del
suelo, otra caracteristica de gran importancia es que reduce la toxicidad de metales
pesados y otros contaminantes e incrementa la resistencia de las plantas a patdgenos
con lo que aumenta el desarrollo de la plantas que cuentan con esta asociacion (Carrera
Nieva, 2004). Se puede sefialar la gran importancia comercial del grupo de hongos
ectomicorricicos por su interés culinario, lo que tiene un valor afiadido en la repoblacién

de areas forestales con plantas inoculadas (Carrera Nieva, 2004).

Hongos ectomicorricicos y salinidad en plantas.

Se ha observado que en algunos casos de la asociacion ectomicorricica, las plantas
asociadas han presentado mayor adaptacion a las condiciones de salinidad. No
obstante, la tolerancia a la salinidad puede variar entre las especies de los HEM; por
ejemplo, se ha observado que géneros como Pisolithus, Laccaria sp. y Suillus son
aparentemente mas tolerantes a las sales de sodio que Thelephora o Cenococcum. Por
otra parte, Reddell et al. (1986) y Dixon (1993) observaron que especies de Frankia y
Suillus presentaban procesos de compartimentalizacion de las sales en vacuolas y en su
pared celular, excluyendo a los iones toxicos de los procesos metabdlicos. Por su parte
Chen et al. (2001) observaron en especies de Pisolithus (18 aislados) una alta resistencia
al NaCl en suelos salinos. Lo cual sugiere la presencia de un eficiente proceso de

osmorregulacion en el citoplasma, que mantiene una alta actividad metabdlica y
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mantiene los potenciales de agua para evitar el marchitamiento de la planta (Aguilar et al.

20009).
Produccion de in6culo.

La necesidad de la utilizacion de planta inoculada en reforestacion de zonas de escasa
regeneracion se justifica en el incremento del desarrollo y de la supervivencia de la
planta en campo, que supone la presencia de hongos ectomicorricicos en asociacion
simbidtica. En las reforestaciones con plantas micorrizadas se deben seguir varios
pasos antes de la introduccion de la planta en campo como son la seleccion de especies
de hongos relacionados con la planta de interés y el desarrollo de las técnicas de
inoculacién adecuadas. Por ello la adecuada selecciébn de las especies de hongos
micorricicos como simbiontes y su posterior manipulacion, tanto en laboratorio como en
vivero, pueden ser aspectos claves para lograr con éxito el establecimiento de especies
vegetales en campo. Hay varias técnicas de inoculacion existentes como suspensiones
miceliares, suspensiones esporales e inoculo esporal en polvo empleadas con éxito
hasta la fecha en vivero (Chavez, et al., 2009).

La micorrizacion controlada en vivero y su efecto en los procesos de reforestacion en

distintos paises y condiciones ecoldgicas, han sido ampliamente estudiados y revisados

(Castellano y Molina, 1989; Pérez-Moreno y Read, 2004). La utilizacién de planta
micorrizada no sélo ha facilitado la revegetacion en las ultimas décadas. Recientes
estudios dirigen su atencion en la adaptacion de algunas especies de hongos
ectomicorricicos a diferentes condiciones ambientales para poder ser inoculados en
pinos y lograr incrementar la sobrevivencia y la produccion en las plantaciones forestales
en condiciones particulares, como pueden ser la recuperacion de suelos degradados o

escombreras de minas y la introduccion de especies exdticas en distintas partes del



mundo, también ha mejorado la repoblacion de los suelos forestales (Pera et. al, 1998;

Gonzales-Ochoa, 2003).

Por lo tanto, la presencia de hongos ectomicorricicos es un prerrequisito fundamental
para un oOptimo desarrollo de las especies de Pinaceas (Barroetavefia, 2003). Para el
area forestal resulta de gran interés la produccion de inoculo, pues esto facilitaria el
incremento en el crecimiento y supervivencia de las plantas de coniferas que se cultivan
en viveros para plantaciones masivas en sitios con suelos pobres, erosionados o que han

sido abandonados después de practicas agricolas improductivas (Cruz-Ulloa, 1999).

Estudio de hongos en Baja California.

En Baja California han sido escasos los estudios realizados de los hongos a pesar de su
importancia tanto ecolégica como cultural.

Algunos trabajos como el de Ayala y Ochoa (1998), quienes realizaron un estudio de
hongos del estado de Baja California en el que se presentan los hongos conocidos de la
peninsula de Baja California donde se incluye un listado de las especies mas importantes
y una descripcion taxonémica y ecoldgica de cada especie.

Ochoa et al. (1990), citan 23 especies, estando entre éstas el primer registro para la
microflora mexicana de Astraeus hygrometricus var. giganteus. Moreno et al. (1992)
estudiaron el género Abstoma y proponen a Abstoma friabile como especie nueva para la
ciencia. Ochoa-Morales (1993) realiza un estudio taxonomico, ecologico y coroldgico
sobre el grupo Gasteromicetos de la Peninsula Baja California. Ochoa y Moreno (1996),
llevan a cabo un estudio sobre 13 especies de este grupo dentro de la Reserva de la
Biosfera del Alto Golfo de California y Delta del Rio Colorado. Ochoa et al. (1998),

registraron por primera vez para Norteamérica a Tulostoma subsquamosum, y por ultimo



Ochoa y colaboradores (1998) realizan un estudio sobre Calvatia pygmea, gasteromiceto

gue tenia 90 afos de no ser registrado nuevamente (CONABIO, 2009).

Efectividad de la inoculacion con hongos ectomicorricicos en pinos.

El incremento de altura, diametro, peso y sobrevivencia que dan algunas especies de
hongos ectomicorricicos al ser usados como inoculo, justifica hacer un gasto extra en la
produccion de pino en vivero. A nivel mundial se han reportado numerosas
investigaciones en las que se menciona el beneficio que proporciona realizar
inoculaciones en especies de Pino con inéculos de hongos ectomicorricicos.

Castellano y Molina (1989) presentan un listado de casos en los que diferentes arboles
han sido inoculados con hongos ectomicorricicos y menciona cuales especies dieron al
hospedero mejor desarrollo, como el hongo Cenococcum geophilum que fue exitoso al
ser inoculado en Quercus robur; el hongo Posolithus tinctorius en Quercus alba, Quercus
rubus, Alnus glutinosa, Betula lenta, Picea engelmanni, Pseugotsuga menziesii, Pinus
banksiana, Pinus echinata y Pinus ponderosa; el hongo Suillus granulatus en Quercus
kelloggii; y el hongo Suillus luteus en Quercus kelloggii y Quercus rubus (Castellano and

Molina, 1989).

Pera et al. en (2005) realizé una revision de investigaciones hechas en Espafia con
resultados publicados principalmente de coniferas inoculadas con hongos de los
géneros: Hebeloma, Laccaria sp., Pisolithus, Rhizopogon, Scleroderma o Suillus, donde
se demuestra que la micorrizacion controlada con hongos seleccionados mejora los
procesos de repoblacion y revegetacion en distintas situaciones ambientales, como: el
establecimiento de masas en suelos forestales productivos, tanto con especies

autoctonas como con especies exoticas de rapido crecimiento, la repoblacion de suelos



agrarios abandonados, o la revegetacion de suelos aridos de la zona mediterranea (Pera
et al. 2005).

Chévez et al. en (2009) realizaron un estudio en donde se midio el efecto de diferentes
indculos empleados en el crecimiento en altura de plantas de Pinus radiata, donde se
concluyé que la inoculacién de P. radiata tuvo un efecto positivo en el crecimiento en
altura de las plantas. Se observo que Suillus luteus y Suillus Bellini, generaron mayor
incidencia en el crecimiento en altura de plantas de P. radiata respecto a los tratamientos

control (Chavez et al. 2009).

Estudios de inoculacion con hongos ectomicorricico en México y Baja California.

En México, se han priorizado los estudios sobre la propagacion de hongos
endomicorricicos que estan relacionados principalmente con las plantas de interés
horticola. En el caso de los HEM, los estudios se iniciaron con el conocimiento de la
formacién de la micorriza en pinos semilleros por Macdonel en 1863 y Ferrera-Cerrato en

1976 (Cruz-Ulloa, 1999).

En cuanto a los hongos ectomicorricicos en la zona norte y noroeste del pais y su posible
utilizacidbn como inoculante para algunas especies forestales se conoce poca informacion
al respecto. Sin embargo, se tienen estudios como el caso de Garza (2002) que da a
conocer 51 especies de macromicetos de 19 familias y 42 géneros asociados al bosque
de Pinus culminicola en un sitio del Estado de Nuevo Ledn, determinando también el
habito de crecimiento de estas especies y la fenologia de la produccion de los
esporomas. Asi como los tipos morfologicos de las ectomicorrizas presentes, las
morfoespecies, abundancia y la obtencidén de cultivos puros a partir de los esporomas y

de las ectomicorrizas encontradas (Garza et al. 2002).



En cuanto a Baja California, no se tiene conocimiento de este tipo de estudios, a pesar
de su importancia para aplicar tecnologias que puedan ayudar en la recuperaciéon de los
bosques, sobre todo que cuenta con zonas de climas extremos como los que se

presentan en los bosques del Estado.

Pinus jeffreyi Grev. & Balf. Su clasificacién taxonémica segun Perry, (1991).
Reino — Plante
Division — Espermatofita
Subdivision — Gimnospermae
Orden — Coniferales
Familia — Pinaceae
Genero — Pinus
Subgenero — Diploxilon
Seccion — Ponderosae
Especie - Pinus jeffreyi Murr.

Este pino suele tener hibridacion con Pinus ponderosa y Pinus coulteri en lugares donde
se traslapan. Se encuentra en sitios a través de california al suroeste de Oregon, oeste
de Nevada y norte de Baja California (Corey, 2007). Es comunmente encontrado en
Sierra de Juérez y sierra San Pedro Martir. Ocupa lugares de clima seco y suelos
sinuosos (Perry, 1991; Corey, 2007).

Pinus jeffreyi es un pino de gran altura de 40 a 50 m, de lento crecimiento y muy longevo,
llegan a vivir 400 o 500 afios. Su tronco es normalmente recto y con un grosor promedio
de un metro de didmetro, con una corteza de grandes placas irregulares y separadas por
profundos surcos. Sus hojas (aciculas) son de entre 22 y 28 cm de longitud en fasciculos
de tres. Sus conos son de tipo ovoide y miden de 13 a 17 cm de longitud, (Perry, 1991;

Corey, 2007).
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. MATERIALES Y METODOS

Sitio de estudio.

El Parque Nacional Constitucion de 1857, se ubica en el Municipio de Ensenada, Baja
California, México, entre los 32°01'28" y 32°07'46" de latitud norte y entre los 115°51'18"
y 115°57'19" de longitud oeste (GBC, 2009). Su extension es de 5,009.48 hectareas.
Esta zona geografica se encuentra catalogada como semiarida y/o arida y presenta clima
tipo Cs con temporada lluviosa en la época fria del afio y temperaturas entre 10 y 15 °C;
su vegetacion corresponde al bosque de Pinus jeffreyi principalmente (Delgadillo, 1998).
El Parque Nacional Constitucion de 1857 (PNC), esta ubicado dentro de la Sierra de
Juérez, siendo la Unica zona protegida de la region, donde Pinus jeffreyi se encuentra
sujeta a proteccion especial por la CONABIO y es la especie forestal preponderante en la
formacion de las masas boscosas de esta zona (Delgadillo, 2004; Rzedowski, 2006).
Dentro del parque se observan zonas con diferente profundidad del sustrato de materia

organica y vegetacion debido principalmente a su fisiografia.

Metodologia de elaboracién de mapas de localizacion y proyeccion de la distribucion de

hongos ectomicorricicos.

En esta etapa se realizaron recorridos por las zonas boscosas aledafias a la Laguna
Hanson, dentro del area del Parque Nacional Constitucion de 1857, recopilandose
informacion sobre la vegetacidn y contenido materia organica. Los recorridos se
realizaron en el afio 2007 y parte de 2008. Los puntos donde se encontraron los hongos

ectomicorricicos fueron referenciados, utilizando geo-posicionador satelital (GPS).
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Clasificacion de zonas.
De acuerdo con las caracteristicas de vegetacion y contenido de materia organica se
clasificaron tres zonas. Esta clasificacion facilité la identificacion de posibles areas con

mayor probabilidad de fructificacion de hongos ectomicorricicos, que es el objetivo

principal de este trabajo.

ZONA 1 Capade MO 5cm ZONA 2 Capa de MO 10 cm ZONA 3 Capa de MO mas de 10 cm

Figura 1. Clasificacion de zonas con diferencias en el contenido de materia organica

dentro del Parque Nacional de 1857.

Ubicacion de los sitios de colecta en mapas.

Los ejemplares encontrados en las diferentes zonas fueron ubicadas con un GPS y
posteriormente se realizaron mapas proyectados segun las caracteristicas de vegetacion
y materia organica existentes en toda el area de estudio (Ver Anexo 7).

Los puntos donde fueron localizados los hongos ectomicorricicos, se ubicaron en un
mapa topografico con la siguiente metodologia. Se utiliz6 una carta topogréafica en
formato digital, la cual es copiada a un programa CAD, en este caso se utilizé el

AUTOCAD, 2006. Posteriormente se establecié una escala de una distancia conocida del
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terreno, ubicada en la carta para que el programa calculara las distancias reales. Con la
escala establecida, se procedié a ubicar las coordenadas de la imagen digital y se
sobrepuso la informacion de los datos referenciados de los diferentes sitios muestreados.
Una vez que se ubico el sistema de coordenadas y se ajusto la escala del programa, se
colocaron los puntos, este paso se realiz6 dando una coordenada (de las ubicadas en
campo) a cada punto y con el proceso anterior, los puntos que se colocan en el sistema
coordenado del AUTOCAD coinciden en las coordenadas de la carta. Por ultimo se
procedi6 a trasladar la carta con los puntos dibujados a una imagen JPG traslapandola

en el sistema como una imagen.

Ubicacion de poligonos proyectados en el mapa topogréfico.

Los poligonos fueron proyectados tomando como referencia los sitios donde se
localizaron los hongos para lo cual fueron consideradas las caracteristicas de vegetacion
y contenido de materia organica, registradas en cada sitio. Estas caracteristicas fueron
interpretadas en orthofotos e imagenes de satélite del area de la Sierra de Juarez. Una
vez identificados las zonas con caracteristicas propicias para la fructificacion de hongos
ectomicorricicos, se referenciaron los poligonos de estas zonas y se ubicaron en el mapa

topografico siguiendo la metodologia antes descrita.

Colecta de esporomas.

La recolecta de los esporomas se efectu6 en el mes de Agosto de 2007, Febrero, Mayo y
Agosto del 2008, recorriendo las areas del PNC al azar. La colecta se realizdé en el
sustrato mantillo de bosque. Los ejemplares fueron trasladados al laboratorio de

microbiologia del Instituto de Ciencias Agricolas de la UABC, para su determinacion.
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Los ejemplares se identificaron mediante un analisis de las caracteristicas macro y
microscopicas basadas en el concepto de morfoespecie. La identificacion se efectud
mediante las claves de Arora (1986) y Ayala y Ochoa (1998).

Colecta de raiz.

Las colectas de raiz se realizaron en el periodo (Agosto a Noviembre del 2008). Durante
las colectas de esporomas, se ubicaron 5 sitios al azar en cada una de las tres zonas
boscosas del PNC. En cada sitio se seleccioné al azar un arbol de P. jeffreyi, ubicando
en él, el punto de goteo en relacion a los limites de la copa del arbol (Figura 2). Una vez
ubicado este punto, se realizaron dos excavaciones en cada arbol, orientadas una al
norte y otra al sur. La excavacion se realizé en un cuadrante de 1m x 1m y 20 cm de
profundidad, del cual, se extrajeron las raices secundarias de P. jeffreyi encontradas en

dicho cuadrante.

NORTE

SUR

Figura 2. Ubicacion de los cuadrantes de muestreo de raiz ubicados en el punto de

goteo del arbol y su orientacion.

Se colectaron un total de 30 muestras de raiz (las cuales se etiquetaron indicando la

zona, el numero de arbol, nimero de muestra y la fecha de colecta). Las raices
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colectadas fueron lavadas con agua destilada estéril y conservadas en una solucion de
alcohol-formol-acido acético (en proporciéon 1:1:1) para su preservacion y posterior
observacion al microscopio estereoscopico con la finalidad de identificar las estructuras

ectomicorricicas 6 morfotipos (Garza et al., 2002).

Identificacion de morfotipos ectomicorricicos y porcentaje de micorrizacion.

Este paso se realizd seleccionando raicillas secundarias de las muestras de raiz
obtenidas, se separaron usando pinzas de diseccion de punta finay se colocaron en una
caja de Petri previamente dividida en cuadriculas de un cm? Posteriormente, las
estructuras ectomicorricicas fueron identificadas bajo el estereoscopio usando las lentes
de aumento de 20X y 40X. Las estructuras ectomicorricicas se apreciaron como un
cambio en el desarrollo radicular, “deformacion”.

Finalmente, se observé toda la longitud de la raiz y se cuantificé la presencia de
estructuras ectomicorricicas mediante el método de interseccidén de cuadrantes (Ferrera-
Cerrato et al., 2001; Carrillo., 2000; Garza et al., 2002). El porcentaje de raiz colonizada
se calculo contando las raices colonizadas y sin colonizar (Jha, 2008). Se aplico la

siguiente formula:

9% Micorrizacién= _Longitud colonizada
Longitud total

Andlisis de diversidad para especies de hongos encontrados.

Para conocer la riqgueza especifica de las especies fungicas de las zonas boscosas del
PNC, se calcul6 el indice de Margaleff y para conocer la diversidad el indice de Simpson

y de Shannon-Weaver (Cuadro 2).
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indice de Shannon-Weaver

H'=-> piln pi

Donde: Pi = Abundancia proporcional de la especie i, lo cual implica obtener el nUmero

de individuos de la especie i dividido entre el nUmero total de individuos de la muestra.

Asume que todas las especies estan representadas en las muestras y que todos los
individuos fueron muestreados al azar. Puede adquirir valores entre cero cuando hay una
sola especie y el logaritmo de S cuando todas las especies estan representadas por el
mismo numero de individuos. Puede verse fuertemente influenciado por las especies

mas abundantes (Moreno, 2001).

indice de Simpson

A = Spi®

Donde: Pi = Abundancia proporcional de la especie i, es decir, el nimero de individuos

de la especie i dividido entre el nimero total de individuos de la muestra.

Manifiesta la probabilidad de que dos individuos tomados al azar de una muestra sean de
la misma especie. Esta fuertemente influido por la importancia de las especies mas
dominantes. Como su valor es inverso a la equidad, la diversidad puede calcularse como

1- A (Moreno, 2001).

indice de diversidad de Margalef

Dmg=S—-1/InN
Donde:

S = nimero de especies
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N = numero total de individuos
Transforma el numero de especies por muestra a una proporcion a la cual las especies
son afadidas por expansion de la muestra. Supone que hay una relacion funcional entre

el nimero de especies y el numero total de individuos (Moreno, 2001).

Caracterizacion de las raices ectomicorrizadas.

La identificacion de la asociacion de las raices con los hongos ectomicorricicos se realizo
seleccionando raicillas secundarias, las cuales fueron recolectadas usando pinzas de
diseccion de punta finay se colocaron en una caja de Petri dividida en cuadriculas de un
cm?. Posteriormente, las estructuras ectomicorricicas fueron identificadas bajo el
estereoscopio usando las lentes de aumento de 20X y 40X. Las estructuras
ectomicorricicas se apreciaron como un cambio en el desarrollo radicular, “deformacion”,
del sistema radicular, en donde cada tipo de hongo ectomicorricico presenta una
“deformaciéon” caracteristica.

Una vez identificado las principales estructuras de la ectomicorriza, se compararon en las

claves DEEMY (Agerer y Rambold, 2009), para realizar una clasificacion de las

ectomicorrizas encontradas en el PNC.

Produccion de in6culo esporal.

La problemética existente para la produccion de indculo en el norte del pais, es la corta
temporada de lluvias y la sequia que predomina en la mayor parte del afio, lo cual reduce
de manera significativa la presencia de esporomas del hongo y por tanto son
insuficientes para la produccion de inéculo esporal. Ante esta situacién, se tomé la
opcion de obtener esporomas frescos de otros estados de la Republica, donde las

temporadas de lluvias son mas favorables y la fructificacion es mas abundante. Por lo
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anterior se realiz0 una colecta en el mercado de Ozumba, Edo., de México, en donde se
colecto la especie de hongo comestible Laccaria sp., debido a que se ha demostrado que
esta especie es pionera (que se asocia en estadios principales de los arboles forestales),
ademas en invernadero Laccaria sp. ha demostrado colonizar una amplia variedad de
especies de pinos, por esta razon se penso en producir indculo esporal en polvo debido a
su potencial para asociarse con Pinus jeffreyi.

Al realizar la adquisicion de los hongos se tomaron en cuenta las condiciones de los
hongos, los cuales debieron estar frescos para ser deshidratados y no debian presentar
caracteristicas de descomposicién o pudricion. Se programé la deshidratacion de los
esporomas en las siguientes 24 horas de la adquisicion de los hongos. Una vez
deshidratados los esporomas se molieron y conservaron en frascos obscuros y
totalmente herméticos para evitar que las esporas sufrieran algan dafio.

Este tipo de indculo se aplica en seco (2 gr de indculo por planta), esto le da la ventaja

de poder ser almacenado durante varias semanas, a diferencia del indculo liquido.

Adquisicién de esporomas.

La primera etapa para la produccién del inoculo fue la adquisicion o colecta de
esporomas de los hongos ectomicorricicos previamente identificados en posible
asociacion con la especie Pinus jeffreyi. Algunas especies ectomicorricicas son
comercializadas en grandes cantidades como es el caso del mercado de Ozumba,
Estado de México, en el que se concentra la venta de hongos silvestres de diferentes
estados como Puebla, Tlaxcala y Morelos, por lo que se encuentra una gran variedad de
especies en un solo lugar y facilita la adquisicion en la temporada de fructificacion (Julio,
Agosto, Septiembre y Octubre) de los hongos con los que se produce todo el inéculo que
se utilizara durante el afio. Para obtener indculo esporal es necesario una gran cantidad

de esporomas debido a que estos se deshidrataran y el contenido de agua en un
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esporomas es de alrededor del 96%, por lo que obtendremos una cantidad muy reducida

de los esporomas frescos.

Separacion de los esporomas.

Una vez obtenida una cantidad adecuada de hongos frescos, fue necesario separar los
pileos de los estipites en los esporomas, debido a que solo se utilizarian los pileos que
son las estructuras que contienen las esporas. Se utilizaron tijeras afiladas para cortar los
esporomas, realizando el corte en la unién entre el pileo y el estipite. En este paso se

tuvo cuidado de no maltratar el pileo para evitar la caida de esporas.

Deshidratacion de esporomas.

Posteriormente a la separacion de los pileos y los estipites, se deshidrataron los pileos
en un horno deshidratador de frutas tipo charolas, en el que se programdé una
temperatura maxima de 30° C para evitar que las esporas se dafiaran. Las temperaturas
Optimas para la deshidratacion deben oscilar entre 26 a 30 °C. Los pileos se dejaron en
el horno durante 24 horas, posteriormente se revisaron y extrajeron del horno ya
totalmente deshidratados y se revisd que tuvieran una consistencia crujiente.

Una vez deshidratados los pileos se colocaron en bolsas de plastico selladas para evitar
gue absorbieran nuevamente la humedad. Las bolsas fueron etiquetas debidamente con

el nombre de la especie y la fecha de deshidratacion.
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Molido de los pileos.

La etapa final de la produccion del indculo fue el molimiento de los pileos para lo cual se
requirio de un molino especial para procesar muestras secas.

Una vez que se obtuvo el inéculo, éste fue conservado en frascos totalmente herméticos
y secos para evitar la entrada o presencia de humedad, se mantuvieron en refrigeracion
a 4° C y en total oscuridad para evitar la activacion de las esporas. Los frascos fueron
etiquetados con los datos de la procedencia de los hongos, fecha de recoleccion y

almacenamiento, asi como informacién taxondémica de la especie del hongo.
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IV. RESULTADOS Y DISCUSION

Mapas de ubicacion de puntos de muestreo y proyecciéon de poligonos.

Se generaron dos mapas topograficos con la localizacion de los puntos de colecta y
poligonos de proyeccion de las areas en donde se puedan localizar esporomas. En el
primer mapa se muestran los puntos donde se realizd el muestreo para la busqueda de
esporomas en las inmediaciones del PNC. En este mapa basicamente se ubicaron
dichos puntos con la finalidad de obtener una mayor visualizacion del muestreo y para
ser utilizado como apoyo para generar el mapa de poligonos proyectados (Anexo 4). El
segundo mapa generado fue el de poligonos proyectados, aqui se muestran estos
poligonos donde en el terreno existe la posibilidad de encontrar esporomas. En estas
zonas se encontrd similitud en la acumulacién de materia organica en el sustrato y en la
conformacion de la vegetacién existente, en relaciébn con los puntos en los que se

encontraron los esporomas del muestreo (Anexo 4).

Esporomas encontrados.

Durante las colectas se encontraron 25 ejemplares de macromicetos en las zonas
boscosas del PNC. Se determinaron 5 especies de las cuales 4 pertenecen al género
Geastrum. Los porcentajes de esporomas encontrados en las colectas fueron Geastrum
(76%), Laccaria (4%) y género Suillus (20%), las proporciones de esporomas colectados
de cada especie se pueden observar en la Gréfica 1.

De las especies encontradas se pueden considerar como ectomicorricicas a Suillus sp.,

Laccaria sp., y Astreus hygrometricus.
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Grafica 1. Frecuencia de esporomas de cada especie encontrada en el Parque
Constitucion de 1857.

Se encontraron cuatro diferentes especies de esporomas del genero Geastrum:
Lycoperdon perlatum Pers; Geastrum floriforme Vittad.; Astraeus hygrometricus Pers. y
Mycenastrum corium Guers. Los esporomas del género Suillus sp. y Laccaria sp. no se
pudieron identificar hasta especie debido a que el estado de madurez que presentaban a
la hora de la colecta no permitio la identificacion de sus estructuras microscépicas en el

laboratorio (Figura 2).

En el mes de agosto del 2008 se encontré el mayor numero de ejemplares (44%), en el
mes de febrero de 2008 se obtuvo el (36 %), en Agosto del 2007 el (12 %) y en Mayo del

2008 el (8 %).
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Figura 3. Hongos encontrados en el Parque Constitucion de 1857; a) Geastrum
floriforme, b) Lycoperdum perlatum, c) Astraeus hygrometricus, d) Laccaria sp. e)

Mycenastrum corium, f) Suillus sp.

Los esporomas del género Suillus se encontraron en el mes de Agosto, los del género
Laccaria se encontraron en el mes de mayo y los esporomas del género Geastrum se
encontraron en todas las colectas realizadas en la zona de estudio (Cuadro 1). Durante
las colectas se registraron las coordenadas de los ejemplares recolectados con la
finalidad de realizar nuevos muestreos en estos sitios en futuras investigaciones para

observar la fructificacién en diferentes afios (Cuadro 1).
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Cuadro 1. Géneros encontrados en el Parque Constitucion de 1857, su zona y ubicacion

geografica.
Zona Género Coordenadas MSNM
Geograficas
1 Geastrum 32°03°14.7 115°54°36.5 1623
1 Geastrum 32°02°'59.7” 115°54°44.3” 1625
2 Geastrum 32°02° 05.8° 115°54'57.2” 1526
2 Geastrum 32°02° 26.8° 115°54°44.6” 1570
2 Geastrum 32002°22.8” 115°54°24.6” 1599
2 Geastrum 32°02°19.6” 115°54°10.0” 1614
2 Geastrum 32°02°23.9” 115°53748.2” 1622
2 Geastrum 32°02°49.1” 115°53°40.9” 1633
3 Geastrum 32°02°31.4” 115°55°36.8™ 1630
3 Geastrum 32°02°13.0” 115°55°34.3” 1629
3 Geastrum, 32°02°14.4~ 115°55711.5” 1631
3 Geastrum, Suillus 32°02°35.6” 115°55°37.5” 1615
sp.
3 Suillus sp., 32002 297 115°55" 36.6"° 1620
Laccaria

Cuadro 2. indices de riqueza y diversidad de las especies flingicas encontradas en el

Parque Nacional Constitucion de 1857.

indice Valor obtenido
Margaleff 1.553

Simpson 0.3798
Shannon-Weaver  1.852

Con valores obtenidos en cuanto a la riqgueza y diversidad de especies podemos
interpretar que para el indice de Shannon-Weaver el valor obtenido nos indica que hay
poca diversidad en nuestro sitio de estudio al igual que el indice de Simpson. El indice
de Margaleff nos muestra la riqueza especifica y para este caso también es bajo, esto
podemos atribuirlo a las condiciones adversas en el sitio que provocan la escasez de
especies con un bajo numero de ejemplares, a que el tamafo de la muestra fue pequefio
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e influye en el resultado. Los datos obtenidos pueden relacionarse con las condiciones

climaticas adversas que prevalecen en el sitio de estudio.

Morfotipos ectomicorricicos encontrados en raices de arboles adultos de Pinus jeffreyi

dentro del Parque Nacional Constitucion de 1857.

En las tres zonas de muestreo se identificaron los morfotipos encontrados en las raices
de P. jeffreyi. El morfotipo ectomicorricico Dicotdmico se encontr6 en todas las muestras
analizadas. El morfotipo Irregular Pinnado se encontr6 en las muestras de ocho sitios de
cada una de las zonas, lo que hace a este morfotipo el segundo mas frecuente asociado
con P. jeffreyi dentro del PNC, seguido por el morfotipo Monopodial Pinnado que se
encontré en una baja frecuencia en las tres zonas. Los morfotipos Ausente y Digitiforme
(Cenococcum geophilum) se encontraron en las muestras de dos zonas Unicamente;
zonas 1, 2 y 1, 3 respectivamente. El morfotipo Coraloide se encontré solamente en las

muestras de la zona 2 (Gréfica 2).
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Grafica 2. Frecuencias de los morfotipos por zona.

Las imagenes de los morfotipos encontrados en los muestreos realizados en la zona de

estudios se muestran en la Figura 4.
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Figura 4. Morfotipos encontrados en las raices secundarias de Pinus jeffreyi y su
frecuencias en las tres zonas: 1) Ausente, 2) Monopodial pinnada, 3) Dicotémica, 4)

Irregular pinnada, 5) Digitiforme, 6) Coraloide.

El criterio de la ramificacion de las micorrizas es importante para la clasificacion de las
mismas, sin embargo tiene la limitante que un mismo tipo de ramificacion puede incluir
varios morfotipos cuando se efectian analisis mas profundos, por ejemplo los analisis
relacionados con la anatomia, caracterizacibn micromorfoldégica del manto fungico 6
caracterizacion molecular.

Esta es una caracterizacion inicial que presenta limitantes por lo que seria muy

importante realizar en el futuro analisis moleculares dado que solamente el criterio de
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ramificacion de los morfotipos no es un factor definitivo para la clasificacion de los
mismos ni para establecer cuales son las especies ectomicorricicas relacionadas con la

especie forestal.

Porcentaje de micorrizacion.

El resultado del porcentaje de micorrizacion encontrado fue proporcional al contenido de
materia organica de las zonas ubicadas. En la evaluacion del porcentaje de micorrizacion
por zona, se observé que en la zona tres con un contenido de materia organica mayor a
10 cm, se encontraron las raices con mayor porcentaje de micorrizaciébn con un 36%

mientras que en la zona dos se encontré un 30% y en el sitio uno un 34%.

Cuadro 3. Longitud de la raiz colonizada, sin colonizar y porcentaje de colonizacién de la

raiz en las 30 muestras colectadas.

Nimero Zona Arbol Muestra Colonizada Sin Micorrizacion
De cm colonizer %
muestra cm
1 1 1 1 41 63 39
2 1 1 2 18 53 25
3 1 2 1 32 51 39
4 1 2 2 38 57 40
5 1 3 1 41 72 36
6 1 3 2 52 68 43
7 1 4 1 37 56 40
8 1 4 2 43 64 40
9 1 5 1 48 54 47
10 1 5 2 71 66 52
11 2 1 1 28 37 43
12 2 1 2 22 41 35
13 2 2 1 43 56 43
14 2 2 2 40 57 41
15 2 3 1 40 52 43
16 2 3 2 23 43 35
17 2 4 1 11 63 15
18 2 4 2 13 71 15
19 2 5 1 53 42 56
20 2 5 2 25 66 27
21 3 1 1 50 44 53
22 3 1 2 34 26 57
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23 3 2 1 48 32 60
24 3 2 2 57 36 61
25 3 3 1 23 54 30
26 3 3 2 22 77 22
27 3 4 1 27 51 35
28 3 4 2 52 41 56
29 3 5 1 24 76 24
30 3 5 2 29 76 28

El resultado del porcentaje de micorrizacidn concuerda con las caracteristicas propias de
los hongos, los cuales son especies que necesitan cierta humedad para que sus hifas se
dispersen por el suelo extendiendo una red a modo de sistema radical (Paez et al. 2006;
Pérez-Moreno et al. 2004), esta condicidén proporciona el acolchado de materia organica

acumulada en el suelo.

Inéculo esporal producido.

La colecta se realizé durante el mes de julio del 2008, en donde se colectaron un total de
20.324 kg de hongos del género Laccaria, entre los que se encontraron diferentes
especies de este mismo género. Después de la separacidon por especies de Laccaria sp.
se obtuvo la proporcién de cada una de las especies encontradas en la colecta. En la
grafica 1 se presentan las proporciones de cada especie los cuales fueron Laccaria
laccata 66%, Laccaria bicolor 10%, Laccaria proxima 11%, Laccaria proximela 2% y

Laccaria ametistina 2%, Grafica 3.
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B L. laccata B L. bicolor B L. ametystina

B L. proxima B L. proximela B Otras

Gréfica 3. Proporciones de especies de Laccaria encontradas en el mercado de Ozumba

en 2008.

Se realizé la separacion de los pileos y los estipites de las cinco especies de Laccaria
encontradas durante la colecta, una vez separados se pesaron, tanto los pileos como los
estipites en fresco y después en seco. Se registraron los pesos de los pileos molidos en
forma de inéculo para obtener el peso total del producto final. Se obtuvieron los datos de

las proporciones en gramos de las especies encontradas, Cuadro 3.
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Cuadro 4. Obtencion del inéculo de especies del género Laccaria sp. a partir de

esporomas frescos comprados en el mercado de Ozumba, Edo. De México.

Peso fresco  Peso seco Inoculo
{gr) {ar) (qr)
Laccaria laccata
Pilea 11,350.92 825.00 727.26
Estipite 3.596.49 275.96
Total 14,947 .41 1,100.96
Laccaria bicolor
Pileo 1,297.00 79.60 74.09
Estipite 745.40 57.51
Total 2,042.40 137.11
Laccaria
ametystina
Pilea 228.33 17.99 13.23
Estipite 220.11 9.67
Total 448.44 27.66
Laccaria proxima
Pilea 1,794.33 206.48 155.21
Estipite 709.32 91.00
Total 2.503.65 297.48
Laccaria
proximela
Pilea 205.65 26.91 23.84
Estipite 177.28 18.29
Total 382.93 45.2
Total 20,324.83
ota: 3,003.09 gr son de otras especies confundidas entre
Laccana

De los 20.324 kilogramos obtenidos en las colectas en el mercado de Ozumba, solo se
obtuvieron 994.78 grs. de in6culo por la gran cantidad de agua que contienen los
esporomas. La mayor proporcion de hongos encontrados fueron de la especie Laccaria

laccata.
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V. CONCLUSIONES Y RECOMENDACION.

Dadas las extremas condiciones de humedad y materia organica encontradas en la
Sierra de Juérez, la escasez de esporomas podria ser indicadora de que no todas las
especies ectomicorricicas asociadas a la raiz de Pinus jeffreyi son capaces de formarlos.
Se ha descubierto en otros ecosistemas forestales que existen géneros como Tylospora
o Tomentella que colonizan intensamente las raices pero no forman esporomas y
especies como Tommentella son formadoras de las ectomicorrizas dominantes en
bosques maduros (Lilleskov and Bruns, 2005); este tipo de asociacion podria ser la que
ocurre en el ecosistema estudiado, aun que se tiene que realizar una mayor cantidad de
estudios para verificar esta hipotesis.

Los valores de la riqueza especifica como la diversidad, son bajos de acuerdo con las
observaciones de las condiciones de las diferentes zonas, esto se puede deber a que
son zonas muy conservadas con pocas especies que conforman el bosque y a las
condiciones climaticas adversas propias de la zona de Sierra de Juarez, como son los
largos periodos de sequia y bajas temperaturas que se presentan, dicha condicion esta

directamente relacionado con el nimero de especies fingicas presentes.

La especie de hongo Astraeus hygrometricus es considerada ectomicorricica y se han
considerado a muchas especies de gran importancia de éstos géneros por mantener una
estrecha relacion con el bosque y su mantenimiento 6 productividad (Garza et al. 2002;

Chanona-Gbémez, 2007).

Las especies encontradas han sido descritas con anterioridad para Baja California por

Ayala (1998); sin embargo para el PNC es primera vez que se citan estas especies.
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En cuanto a los morfotipos, los resultados indican que pudieran existir al menos 6
especies ectomicorricicas diferentes asociadas a Pinus jeffreyi, ya que se ha mencionado
que cada morfotipo representa una especie de hongo ectomicorricico asociado
(Rodriguez et al. 2004). En este sentido se recomienda realizar andlisis mas profundos
relacionados con aspectos de la anatomia, caracterizacion micromorfoldica del manto o
caracterizacion molecular, para poder relacionar directamente los morfotipos existentes
con las especies de hongos encontrados en la zona de estudio. Este estudio representa

la caracterizacion inicial de los morfotipos ectomicorricicos encontrados en Pinus jeffreyi.

En los sitios en los que se encontr6 mayor contenido de materia organica hay mayor
humedad y en general estos sitios cuentan con un mayor acolchado compuesto por
hojarasca y humus. Por las caracteristicas de los sitios encontrados dentro de la zona
tres “mayor contenido de materia organica” es mayor el porcentaje de micorrizacion
encontrado, esto se puede dar por que las caracteristicas en el sitio propician un
ambiente idéneo para el desarrollo de las hifas de los hongos. Este tipo de resultados ya
han sido mencionados previamente como es el caso de Runion et al. (1997) el cual
encontré que hay mayor porcentaje de raices colonizadas por ectomicorrizas en arboles
de Pinus palustris cuando estos son plantados en lugares con una cantidad adecuada de
humedad a diferencia de cuando se encuentran en lugares con poca humedad (Valdez et
al., 2006).

Se recomienda realizar mas colectas de macromicetos en estudios espacio temporales
para conocer mas acerca de las especies fungicas que se encuentran en esta zona, ya
gue por el tipo de clima presente hay una gran variacion de temperatura y humedad afio

con afo.
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Se deben realizar trabajos de taxonomia molecular de los morfotipos asociados a Pinus
jeffreyi para comprobar cuales son las especies de hongos ectomicorricicos asociadas a
esta especie forestal en el Parque Constitucion de 1857.

Por la gran importancia de Pinus jeffreyi en los bosques de Baja California y por los
resultados positivos obtenidos en recientes estudios enfocados en la inoculacién de
plantas de pino con algunas especies de hongos micorricicos especificos, se debe dar
continuacion a este tipo de trabajos que presentan una descripcidon inicial en esta
importante relacién simbidtica ya que con la manipulacion correcta de ésta se podria

lograr el incremento y la sobrevivencia de las plantaciones forestales en el estado.
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Hongos ectomicorricicos y la tolerancia a la salinidad en plantas

Ectomycorrhizal fungi and tolerance to salinity in plants
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RESUMEN

El proceso de salinizacion de los suelos constituye un problema generalizado a nivel global.
En este sentido, los hongos ectomicorricicos tienen una importante participacion en la
recuperacion de suelos forestales ya que involucran una serie de mecanismos celulares que
pueden contribuir a la tolerancia a la salinidad en plantas que habitan los bosques templados
0 boreales. La participacién de los hongos ectomicorricicos en la tolerancia a la salinidad
involucra la regulacion homeostatica de los iones, la mejora de captacién de agua y la
induccién de genes especificos en las raices colonizadas. Los hongos ectomicorricicos pueden
estimular la presencia de osmolitos como la prolina, azlcares y polioles que contribuyen en
la proteccion de las células vegetales. Ademas, estos organismos inducen la sintesis de
enzimas antioxidantes y glutatiéon que participan en la disminucion de especies reactivas de
oxigeno. Esta revision ofrece una descripcion de la participacion de los hongos

ectomicorricicos en la tolerancia a la salinidad en plantas.

Palabras clave: salinidad, hongos ectomicorricicos, tolerancia.
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ABSTRACT

The process of salinization of the soil is a widespread problem at the global level. In this
sense, ectomycorrhizal fungi have an important role in the recovery of forest soil, as it
involves a number of cellular mechanisms that may contribute to the salinity tolerance in
plants that inhabit temperate and boreal forests. The participation of ectomycorrhizal fungi
on the salinity tolerance involves the ion-homeostasis regulation, improving uptake water
and inducing specific gene in roots colonized. Likewise ectomycorrhizal fungi can stimulate
the presence of osmolytes as proline, sugars and polyols that contribute to the protection of
plant cells. Additionally, these organisms stimulate the synthesis of glutathione and
antioxidant enzymes involved in the decrease of reactive oxygen species. This review
provides an overview of participation of ectomycorrhizal fungi in the salinity tolerance in

plants.

Key words: salinity, ectomycorrhizal fungi, tolerance.

INTRODUCCION

El proceso de salinizacion del suelo es uno de los principales factores abidticos que limitan la
generacion de alimentos, debido a que disminuye la capacidad de produccion de los campos
agricolas (Flowe 2004). Diversos estudios han demostrado que casi la mitad de zonas
agricolas bajo riego, principalmente de zonas aridas y semiaridas, son afectadas por la
salinizacion del suelo (Munns 2002, Flower 2004). En plantas, concentraciones excesivas de
iones como Na y Cl en las células pueden generar un estrés osmotico, lo cual puede
comprometer la homeostasis celular en las plantas, alterando la integridad de la membrana y
ocasionando la muerte celular (Zhu 2002. Langenfeld-Heyser 2007). Debido a esto, las
plantas han desarrollado a través de su proceso evolutivo una serie de mecanismos externos
e internos que involucran diversas adaptaciones anatémicas y morfoldgicas, asi como una
compleja red de mecanismos a nivel bioquimico. Entre las estrategias internas que la planta
tiene para regular el contenido de iones se puede mencionar: acumulacién o exclusion de
iones; control de la absorcidon de los iones por la raiz y su transporte a tejido foliar;
compartimentalizacion en células de la planta; sintesis de solutos compatibles; cambios en la
estructura de la membrana e induccion de enzimas antioxidantes y hormonas (Marcum 1999,
Bandou et al. 2006). Lo anterior ha permitido clasificar a las plantas en base a la capacidad
de crecer en ambientes salinos en glicéfitas y haldfitas, las primeras se caracterizan por ser
altamente sensibles a las variaciones de salinidad; mientras que, por el contrario, las
haléfitas se caracterizan por ser tolerantes y desarrollarse en ambientes con elevadas

concentraciones de sales (e.g., 500 mM de NaCl). En base a lo anteriormente descrito se
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puede definir el fendmeno de tolerancia a la salinidad en los organismos vegetales como el
proceso evolutivo que confiere a distintas especies de plantas la capacidad de crecer y
desarrollarse en ambientes con presencia excesiva de electrolitos (Parida & Das 2005). Las
estrategias que la célula vegetal ha desarrollado para mantener el equilibrio homeostatico
son en general conocidas; no obstante, son pocos los estudios sobre la participacion de los
hongos ectomicorricicos (HEM) en la tolerancia a la salinidad en especies de importancia

forestal.

Recientemente, los HEM han cobrado interés debido a los programas de reforestacién o
restauracion de suelos mediante el uso de especies forestales, en donde |la presencia de HEM
es de vital importancia para mantener y estimular la absorcidon y retencion de agua, la
fijacion de CO2 y contribuir a la recuperacion de ecosistemas forestales (Cha-uma et al.
2003).

La simbiosis HEM y plantas forestales

Los HEM se caracterizan por ser asociaciones mutualistas obligadas entre hongos y raices de
plantas superiores que han evolucionado a través del tiempo (130-180 millones de anos), lo
cual ha generado una amplia diversificacion de los micobiontes, principalmente en los
bosques templados y boreales, en donde alrededor del 95 % de las especies forestales
establecen la asociacion ectomicorricica. Los hongos que forman las ectomicorrizas son
principalmente Basidiomicetos, aproximadamente unas 5.000 especies, y algunos
Ascomicetos que se asocian con unas 3.000 especies diferentes de plantas (Garcia-Rodriguez
2006). El establecimiento de la interaccion entre los HEM y las plantas es el resultado de una
compleja red de mecanismos a nivel bioquimico que se inicia a través de la germinaciéon de
las esporas que producen hifas monocaridticas, las cuales se fusionan y forman el micelio
dicaridtico que interactia con el sistema radicular de las plantas. Posteriormente, las hifas se
adhieren a la superficie de las raices formando una estructura conocida como manto fungico
que tiene generalmente un espesor de 20-100 [im. En cuanto al intercambio de nutrientes
entre ambos organismos se realiza mediante la red de Hartig, que se forma por la
penetracion de las hifas entre los espacios intercelulares de células epidérmicas en
Angiospermas y entre las capas de células corticales en Gimnospermas (Pérez-Moreno &
Read 2004), en donde el micelio que esta vinculado con la hifa extramatricial tiene la funcion
de explorar el sustrato facilitando la absorcién, transporte de nutrientes y agua al tejido

radicular de la planta.

Los HEM y la tolerancia a salinidad en plantas

Estudios realizados in situ e in vitro han observado que la asociacién de los hongos

ectomicorricicos y plantas suele disminuir con el incremento de la salinidad en el suelo o en
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el medio de crecimiento. No obstante, la tolerancia a la salinidad puede variar entre las
especies de los HEM; por ejemplo, se ha observado que géneros como Pisolithus, Lacearia y
Suillus son aparentemente mas tolerantes a las sales de sodio que Thelephora o
Cenococcum. Por otra parte, Reddell et al. (1986) y Dixon (1993) observaron que especies
de Frankia y Suillus presentaban procesos de compartimentalizacion de las sales en vacuolas
y en su pared celular, excluyendo a los iones téxicos de los procesos metabdlicos. Por su
parte, Chen et al. (2001) observaron en especies de Pisolithius (18 aislados) una alta
resistencia al NaCl en suelos salinos. Lo cual sugiere la presencia de un eficiente proceso de
osmorregulacion en el citoplasma, que mantiene una alta actividad metabdlica y mantiene
los potenciales de agua para evitar el marchitamiento de la planta. Recientemente, en los
programas de reforestacion de sitios salinos ha cobrado interés el uso de los HEM, lo cual ha

motivado investigaciones enfocadas a identificar y aislar cepas de HEM tolerantes a salinidad.

Estudios recientes indican que los HEM pueden tener diferencias en el grado de tolerancia a
la salinidad. Por ejemplo, al exponer diferentes cepas de Paxillus involutus (Batsch ex Fr.) Fr
y Pisolithus tinctorius (Mich.: Pers.) Coker & Couch a NaCl (500 mM) se ha observado la
presencia de variaciones intraespecificas en la tolerancia (Matsuda et al. 2006, Langenfeld-
Heyser et al. 2007). Por otra parte, se ha observado que plantas de Picea glauca
(MoenchVoss) y Pinus banksiana Lamb, inoculadas con Hebeloma crustuliniforme (Bull) Quel.
UAMH 5247, Lacearia bicolor Maire (Orton) UAMH 8232 y Suillus tomentosus (Kauff.) Sing.,
mostraron un incremento del 100 % en su sobrevivencia al crecer en zonas impactadas por
NaCl (Bois et al. 2006). Lo cual ha incrementado el interés en conocer los mecanismos de
tolerancia a salinidad que son inducidos por los HEM en las plantas, mediante el empleo de
herramientas fisiolégicas, bioguimicas y moleculares. Esto con la finalidad de generar
estrategias que permitan hacer mas eficientes los programas de reforestacion de los suelos

con elevado contenido de sales.
Mecanismos de exclusion y acumulacion en los HEM

Entre los mecanismos que los HEM presentan para proteger a las plantas del efecto toxico de
los iones se pueden mencionar los de exclusiéon y compartimentalizacion. Estos procesos
actlian como una primera linea de defensa en donde las estructuras de los HEM funcionan
como extensiones de las raices que retienen los iones principalmente en vacuolas, sin afectar
sus funciones metabolicas. Este proceso tiene lugar principalmente en las hifas externas y
micelio de los HEM en donde la entrada de iones a la planta es regulada por estas
estructuras. El modo de accién de este mecanismo involucra de manera general mantener
altas concentraciones de K y baja concentraciones de Na en el citosol en las células del HEM.
Lo anterior es posible debido a la expresidon y actividad de transportadores de Na y K; asi

como de bombas de H* que regulan el transporte de los iones en las células del HEM
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(Corratgé et al. 2007). Esto ha sido recientemente descrito por Langenfeld-Heyser et al.
(2007), quienes registraron una disminucién en el flujo del Na y un incremento de K a través
del xilema en plantas de Populus canescens (Ait.) Sm. (pro sp.) inoculadas con Paxillus
involutus. Por otra parte, Bandou et al. (2006) observaron que al exponer plantas de
Coccoloba uvifera L., micorrizadas con Scleroderma bermudense Coker a diferentes dosis de
NaCl, estas presentaron menor presencia a iones en sus raices reflejandose en un mejor

estado fisioldgico con respecto a las plantas no micorrizadas.
Mejora en la economia de nutrientes

Los HEM también contribuyen a disminuir el efecto que tiene la salinidad en la movilidad vy
absorcion de nutrientes, en las raices de las plantas mediante una mejora en la captacion de
nutrientes y agua. Esto debido a que la red de hifas facilita la absorcién de nutrientes como P
y K ya que existe una mayor area de exploracién del sustrato (Munn & Mosse 1980, Giri &
Mukerji 2004, Tain et al. 2004).

Trabajos realizados por Plamboeck et al. (2007) muestran que la red de hifas participa
activamente en el transporte del agua hacia la planta. En este sentido, investigaciones
realizadas por Tagu et al. (1996) y Bucking et al. (2002) en plantas de Eucalyptus globulus
Labill micorrizadas con Pisolithus tinctorius muestran la expresion de genes que sintetizan
pequefias proteinas hidrofdbicas, Ilamadas hidrofébinas, que participan en la agregacién de
la hifa del HEM. La funcién principal de estas proteinas no se conoce con exactitud, pero se
sabe que evitan la deshidratacion del manto hifal y generan una barrera que limita la
difusion de elementos como Ca, Mg y K a la raiz micorrizada, contribuyendo a la disminucion

del estrés salino (Mankel et al. 2002).

No obstante, aun cuando se han demostrado los efectos protectores de los HEM en la
disminucién de la absorcién de sales por la raiz y la mejora en el suministro de nutrientes
hacia la planta bajo estrés salino, existe una serie de variables bioldgicas y ambientales que
deben ser consideradas en la seleccion de cepas de HEM. Entre estos factores se pueden
mencionar la especie de planta, la especificidad de la cepa de hongo ectomicorricico, las

condiciones edaficas y el manejo del cultivo.
Presencia de osmoprotectores en los HEM

Entre las sustancias osmoprotectoras que pueden ser estimuladas en los HEM, se puede
mencionar a los polioles, estos se caracterizan por ser formas reducidas de monosacaridos y
pueden clasificarse en aciclicos (e.g., manitol) y ciclicos (e.g., pinitol). Los HEM pueden
sintetizar y acumular solutos compatibles u osmoprotectores en el citoplasma, para

mantener el equilibrio homeostatico en el interior de las células del hongo y proteger al
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sistema radical colonizado de la planta (Noiraud et al. 2001). Entre las funciones fisiolégicas
gue tienen los polioles se puede mencionar su participacion en la osmoproteccion de plantas;
asi como en la disminucién de especies reactivas de oxigeno (Parida et al. 2007). Entre los
polioles, que han sido evaluados en los HEM, se puede citar al manitol, que ha sido
observado principalmente en hongos Basidiomicetos, expuestos a diferentes dosis de
salinidad. En donde su funcion es la de actuar como un soluto compatible contribuyendo a
disminuir el estrés salino en las células del HEM y evitar el dano de las raices colonizadas de
las plantas (Bois et al. 2006). Por otra parte, la presencia de otros osmoprotectores como la
prolina también ha sido evaluada en los HEM. La prolina es un aminoacido que en
condiciones de estrés salino aumenta para actuar como un agente osmético, protegiendo a
las células del estrés salino. Esto debido a que la prolina actlia como un mediador del ajuste
osmotico ya que estabiliza a las proteinas y membranas, ademas de inducir genes
relacionados con el estrés salino (Khedr et al. 2003). Lo anterior fue observado en HEM de
las especies Hymenoscyphus spp., que al ser expuestos a distintas dosis de NaCl se
incrementaba el contenido de prolina que contribuia a evitar un déficit de agua en la planta

expuesta al estrés salino (Bois et al. 2006).

Asimismo, se ha reportado en plantas micorrizadas de Nothofagus dombeyi (Mirb.) Oerst.,
un incremento de prolina que genera un mejor ajuste osmoético, que contribuye a la

funcionalidad del aparato fotosintético de la planta (Alberdi et al. 2007).

Por otra parte, Shi et al. (2002) mencionan que los HEM tienen una posible participacion
regulando el contenido de azlcares (e.g., trealosa), contribuyendo a la proteccion de la
integridad celular de plantas de Fagus sylvatica Linneo al estar expuesta a NaCl debido a que
la trealosa actlia como osmoprotector y secuestrador de especies reactivas de oxigeno en las

células de las raices de plantas micorrizadas (Ferreira et al. 2007).

Enzimas antioxidantes

El estrés ocasionado por los iones Na y Cl en las plantas puede generar un déficit en la
absorcion de agua que afecta las actividades metabdlicas de las células, y genera la
presencia de especies reactivas de oxigeno como superoxido, perdoxido de hidrogeno vy
radicales hidroxilo (ERO), los cuales pueden ocasionar severos dafios a la integridad de la
membrana celular a través de procesos de lipoperoxidacion; asi como afectar la integridad
de acidos nucleicos y proteinas (Gonzalez-Mendoza & Zapata-Pérez 2008). La presencia de
especies reactivas de oxigeno durante el inicio de la simbiosis de HEM vy plantas,
generalmente son producidas en concentraciones no toxicas al inicio del proceso de
reconocimiento, por lo que sus niveles suelen estar incrementados en las primeras fases de
colonizacién de la raiz por los HEM (Baptista et al. 2007). Lo anterior permite que la

simbiosis ectomicorricica pueda generar una respuesta mas rapida en la biosintesis de novo
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de enzimas antioxidantes para contrarrestar el efecto negativo generado por el incremento
de ERO en plantas cuando esta bajo estrés causado por la presencia de NaCl. Lo anterior ha
sido reportado por Langenfeld-Heyser et al. (2007), quienes encontraron que plantas de
Populus canescens, expuestas a NaCl (500 mM) y micorrizadas con Paxillus involutus (cepa
MAJ), estimularon un incremento mayor en la sintesis de enzimas antioxidantes,
principalmente de peroxidasa que esta relacionado con una disminucién del perdxido de
hidrégeno y una mayor lignificacion de las paredes celulares de la raiz. Por otra parte,
estudios realizados por Courbot et al. (2004) en Paxillus involutus, demostraron la presencia
de otros agentes antioxidantes, como el glutation (molécula rica en tioles) que puede actuar
como agente antioxidante, al reaccionar con las especies reactivas de oxigeno y formar

glutation oxidado.

Estudios moleculares en HEM y la tolerancia a salinidad en plantas

La aplicacion de herramientas moleculares y bioquimicas en el estudio de la tolerancia a la
salinidad en los HEM es reciente y se ha observado que esta constituida de una compleja red
de diferentes mecanismos que son regulados por grupos de genes que inducen la sintesis de
proteinas con funciones especificas. Lo anterior ha sido discutido por Liang et al. (2007),
quienes al evaluar la repuesta de Boletus en condiciones de estrés salino mediante el uso de
técnicas bioquimicas identificaron diversas proteinas que tienen una funcién de proteccién en
los HEM. Por otra parte, trabajos realizados por Marjanovic et al. (2005) identificaron la
expresion de genes relacionados con acuaporinas (proteinas de canales de agua) en la
asociacion ectomicorricica, en donde la expresion de estos genes contribuia a generar un
mayor incremento del transporte de agua en la planta y una reduccién del impacto negativo
de la salinidad. Finalmente, mediante el uso de herramientas biogquimicas y moleculares, es
posible evaluar con mas detalle los diferentes mecanismos de tolerancia que los hongos
ectomicorricicos han desarrollado para sobrevivir en ambientes con elevadas concentraciones

de sales.

CONCLUSIONES

Los hongos ectomicorricicos son organismos que proporcionan amplios beneficios a la planta,
debido a una compleja red de mecanismos que le confieren la capacidad de suministrar
nutrientes y crecer en ambientes salinos. El mejor entendimiento del establecimiento de la
simbiosis entre HEM y plantas permitira establecer procesos biotecnoldgicos enfocados a la
produccion y propagacion de cepas de HEM y su aplicacion en la recuperacion de sitios
salinos sédicos. La presencia de un mecanismo u otro en la planta colonizada por los HEM no
es del todo comprendido, por lo que es necesario realizar futuros estudios que involucren la

aplicacion de herramientas moleculares y bioquimicas, asi como de plantas modelo con el fin
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de entender con mayor claridad el modo de accién de los mecanismos de tolerancia que

ocurren en la simbiosis ectomicorricica.
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Introducciodn

La palabra “micorriza” se formo a partir del término griego mycos (hongo)
y del vocablo latin rhiza (raiz) y fue acufiada como tal, por primera vez,
por Frank en 1885. El hongo coloniza la raicilla y llega a ser parte
integrante de ella, desarrollando un filamento micélico (de micelio:
conducto extenso compuesto por varias hifas) que a modo de sistema
radical y altamente efectivo, ayuda a la planta a adquirir diversos
nutrientes, entre los mas importantes el nitrogeno y foésforo, ademas de
proveerle una mayor capacidad de absorcién y retenciéon de humedad
del suelo por medio de las hifas asociadas (Péez et al., 2006; Pérez-
Moreno y Read, 2004).

A cambio, el hongo recibe hidratos de carbono (azlcares, almidones,
entre otros) que necesita para su alimentacion, estos hidratos de
carbono provienen de la fotosintesis de la planta. Asi, esta asociacion
(hongo-raiz) favorece el crecimiento y el desarrollo, tanto de la planta
como del hongo (Péez et al., 2006).

Las ectomicorrizas se caracterizan por ser asociaciones mutualistas que
han evolucionado a través del tiempo (130-180 millones de afios) lo cual
ha generado una amplia diversificacion de los micobiontes,
principalmente en los bosques templados y boreales en donde alrededor
del 95 por ciento de las raices de las especies forestales establecen la
asociacion ectomicorricica.

Los hongos que forman las ectomicorrizas son en su gran mayoria

basidiomicetos, aproximadamente 5 mil especies. Los ascomicetos se
asocian con unas 3 mil especies de plantas y en menor proporcion los
zygomicetos (Castellano y Molina, 1989; Garcia-Rodriguez et al., 2006).

La asociacion de los hongos ectomicorrizicos (ECM) y las plantas es el

resultado de una compleja red de mecanismos a nivel bioquimico y se
inicia a través de la germinacion de la espora, la cual produce hifas
monocariéticas que se fusionan y forman el micelio dicariético, este
micelio interactla con el sistema radicular de las plantas. Posteriormente,
las hifas se adhieren a la superficie de las raices formando una
estructura conocida como manto flngico que tiene generalmente un

espesor de 20 a 100 um.

En las ultimas décadas, el uso de micorrizas en el ambito forestal ha
tenido un importante avance. Recientes estudios dirigen su atencion en
la adaptacion de algunas especies de hongos micorricicos a diferentes
condiciones ambientales, para poder ser inoculados en pinos y lograr
incrementar la sobrevivencia y la produccién en las plantaciones
forestales (Gonzales-Ochoa et al., 2003). Por lo tanto, la presencia de
hongos ectomicorricicos es un prerrequisito fundamental para un éptimo
desarrollo de las especies de “pinaceas” (Barroetavefia y Rajchenberg,
2003).

Debido a los beneficios que provee la ectomicorriza a las plantas
forestales, se desarroll6 el presente manual que plantea los siguientes

objetivos.
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Objetivo general

Evaluar la presencia de hongos ectomicorricicos (HEM) en
poblaciones de Pinus jeffreyi, de la reserva de Sierra de Juarez

(Parque Constitucion de 1857).

Objetivos especificos

1.- Evaluar la presencia de esporomas en las poblaciones de Pinus
jeffreyi, en la reserva del Parque Nacional Constitucion de 1857 en la
Sierra de Juarez.

2.- Identificar la presencia de los morfotipos de ectomicorrizas
asociadas al sistema radicular de Pinus jeffreyi.

3.- Colecta de esporomas de HEM para la produccion de un
inoculante esporal a partir de especies de HEM identificadas en la
reserva de Sierra de Juérez.

Alcances del proyecto

El presente documento pretende mostrar el proceso de elaboracion de
inoculantes a partir de esporomas de hongos ectomicorricicos para
emplearse en plantulas de Pinus jeffreyi como una alternativa para
mejorar su calidad y sobrevivencia en futuras reforestaciones en la Sierra
de Juérez, asi como un primer acercamiento al tipo de micorrizas que se
encuentran presentes en las inmediaciones de la reserva natural del
Parque Nacional Constitucion de 1857.

1 Colecta de esporomas

(Cuerpo fructifero)
La colecta de esporomas se realiza durante las mafanas (de 8:00 a

10:00 am) cuando la temperatura es la 6ptima para la fructificacion de los
hongos. Los meses méas recomendables para las colectas son julio y
agosto y dependiendo de las condiciones de humedad del afio, es
posible encontrar algunos esporomas en los meses de septiembre y
octubre y ocasionalmente en mayo.

Los factores que se consideraron para el muestreo fueron: tipo de
vegetacion, suelo, cubierta de materia organica, accesibilidad,
perturbacién y aspectos to-pogréaficos. Posteriormente, se delinearon
transectos de 100x10 metros para el conteo y colecta de los esporomas.
Se recomienda realizar la colecta con precaucion para no alterar el
sustrato donde se ubiquen las diferentes especies. Las especies
encontradas, asi como su descripcion taxonémica y su simbiosis se se

describe a continuacion.
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Clasificacion de los esporomas colectados y su identificacién taxonémica

Suillus sp. Gray

Himenio compuesto de tubos
sol-dados entre si, suelen ser
de colores claros y brillantes:
amarillos, vedes...

La cuticula es de colores
variados, sin restos, viscosa y
pegajosa, carac-teristica que
diferencia este género.
Abundantes en los bosques,
espe-cialmente de coniferas, en
el otofio. Los pies son variados,
en algunos casos fibrosos o
membranosos, con anillos
gelatinosos o sin ellos (Arora,
1986).

HEM: SlI

Lycoperdon perlatum Pers.

De forma mas o menos globosa
con la parte superior algo
puntiaguda provisto de pie,
coloracién  blanque-cina  de
joven, mas pardusco con la
edad; recubierto de espinas o
verru-gas piramidales
individuales de di-versos
tamanos. Al madurar se abre un
orificio apical por donde salen

mantillo, pero también en zonas herbosas. Es
una especie comdn que aparece formando
grupos, a veces cespitosos, de mediados de
verano a mediados de otofio (Ayala y Ochoa,

1998; Arora, 1986). HEM: NO

Laccaria laccata Peck.

Pileo convexo con una ligera depre-sion central,
margen ondulado. La-minas cerosas, gruesas,
adheridas. Estipite  fibroso, estriado. Esporas
subglobosas a globosas, ligeramente ornamentadas,
hialinas.

Habita en bosque de Quercus o mix-to (Ayala 'y
Ochoa, 1998).

HEM: SI
Geastrum floriforme Vittad.
Basidiocarpos pequefios, gregarios, de nueve a 17
milimetros de ancho cuando estan cerrados,

il subglobosos a globoso deprimidos, algunas veces con

el apice en punta. Exoperidio higroscépico con ocho a
diez (rara vez de siete a 11) rayos enrollados sobre el

' endoperidio cuando secos, con las puntas hacia arriba

cuando humedos, la capa externa del exo-peridio
blanco-grisacea, capa inter-na pardo-grisacea a
grisacea. Endo-peridio sésil, delgado, sub-globoso con
un pedistoma poco levantado, fibroso irregularmente,
concolor con el peridio. Columela pequefia, pardo a
blanco-grisaceo. Gleba café-ocre. En suelo arenoso, en
chaparral con chamizo y matorral costero (Ayala y
Ochoa, 1998).

HEM: NO

las esporas. Comestible de joven mien-tras la gleba es blanca.
De habitat variado, normalmente en el interior de los bosques, sobre el
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Nota:

Mycenastrum corium Guers

Carpdforo globoso sin base estéril.
Peridio grueso de dos capas. Gle-
ba polvorienta olivacea. Dehiscen-
cia esteliforme. Esporas globosas
a subglobosas, verrugosa de
apariencia reticulada. Capilicio
espinoso frag-mentado ramificado.
Habita en sue-los arenosos a los
bordes de caminos, margenes de
arroyos, en pastizales, matorral
costero y bosque de encino, a
fines de invierno y primavera
(Ayala 'y Ochoa, 1998).

HEM: NO

Astraeus hygrometricus
Pers.

Basidiocarpo sésil en forma de
estre-lla. Exoperidio grueso de
consistencia cartilaginosa. Gleba
polvorienta. Es-poras globosas,
grandes y ornamen-tadas.
Capilicio ramificado con pare-des
gruesas, septado con abundantes
fibulas. Habita en pastizales suba-
ridos, matorrales aridos, bosque de
Quercus, Platanus y Pinus, en
todo el afo; desde el nivel del
mar hasta los 2 400 metros
(Ayala y Ochoa, 1998; Arora,
1986).

HEM: NO

Los esporomas del género Suillus no se identificaron hasta el nivel de especie,
debido a que el estado de madurez que presentaban a la hora de la colecta no
permitié la identificacion de sus estruc-turas microscopicas en el laboratorio.

Analisis de los esporomas

Los esporomas recién recolectados se enjuagan con agua destilada y estéril.
Luego se desinfectan externamente con una solucion de hipoclorito de sodio
al 0.5 por ciento por un minuto. Posteriormente son lavados con agua
destilada y estéril para eliminar el desinfectante. Una muestra de las especies
colectada es caracterizada y herborizada siguiendo las técnicas de Cifuentes
et al. (1986). La identificacibn taxonémica se obtiene a través de la
caracterizacion de las estructuras microscopicas y macroscoépicas.

2 Colecta de raices micorrizadas de arboles

adultos
En los sitios donde se encuentran los esporomas de los HEM, se colectan

mues-tras de las raices de los arboles presentes. Para esto se seleccionan al
azar cuatro arboles de Pinus, ubicando en cada uno de ellos el punto de
goteo en relacién a los limites de la copa del arbol. Una vez ubicado este
punto, se realiza una ex-cavacién en un cuadrante de un metro cuadrado,
88Kkki con 20 centimetros de profundidad, en el cual se extraen las muestras
de raices de Pinus. Finalmente, todas las muestras son etiquetadas indicando
el nimero de arbol, nimero de muestra y la fecha de colecta. Las raices
colectadas se lavan con agua destilada y estéril y se conservan en una
solucion de alcohol-formol-acido acético (en proporcion 1:1:1) para su
preservacion y observacion posterior al microscopio estereoscopico con la
finalidad de identificar las estructuras ectomicorricicas 6 morfotipos presentes
(Garza et al., 2002). El promedio de la edad en los arbo-les de Pinus jeffreyi
muestreados es entre 80 y 100 afios, esto debido a que la zona muestreada
se encuentra dentro de una reserva y los arboles dentro de ella son en su

mayoria longevos.
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Identificacion de la ectomicorriza en raices

La identificacion de la asociacion de las raices con los HEM se realiz6 selec-cionando
raicillas secundarias, las cuales son recolectadas usando pinzas de diseccién de
punta fina y colocandolas en una caja de Petri previamente dividi-da en cuadriculas
de un centimetro cuadrado. Posteriormente, las estructuras ectomicorricicas fueron
identificadas bajo el estereoscopio usando las lentes de aumento de 20X y 40X. Las
estructuras se aprecian como un cambio en el de-sarrollo radicular, “deformacion”, del
sistema radicular, en donde cada tipo de HEM presenta una “deformacion”
caracteristica. En la figura 1, se muestran los morfotipos que se encuentran en Pinus

jeffreyi en la zona de la Sierra de Juarez.

Figura 1. Morfotipos de ectomicorrizas observadas en Pinus jeffreyi.

Identificacion de los morfotipos
Para la identificacion de morfotipos ectomicorricicos, se emplean claves
esta-blecidas para tal fin, en este caso se utilizaron las publicadas en el
sistema de Informacion para la caracterizacion y determinacion de
ectomicorrizas DEEMY (Agerer y Rambold, 2004—2009).

A continuacién se presentan las principales caracteristicas para describir los
morfotipos de HEM encontradas en asociacion con las especies forestales de la
Sierra de Juarez.

Morfologia de la asociacion-ectomicorriza

Longitud

La longitud de un sistema de micorrizas es considerada como la longitud
de la dltima rama (apice del eje principal) al punto donde se encuentran las
partes méas viejas donde el manto todavia es reconocible. Si los mantos
estan muy delgados, es dificil determinar esta medicién. El rango de
valores debe determi-narse, ej. 5-25 (50) milimetros; el valor en paréntesis

simboliza una dimension excepcional.

Ejemplo:

/
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Morfotipo de la micorriza segun su
ramificacion

1 Ausente

W%Hﬁ 2 Monopodial —
pinnada
Uﬂ): (U

S 3 Monopodial-

piramidal

4 Dicotémica

% 5 Irregular pinnada
% 6 Coraloide

,‘«c‘,_ -‘-QmwG* 7 Con tubérculos

&}‘i\f I 33:’_)»\;_/—’_7“’* 8 Trenzada

Orden del sistema de ramificacién
En algunos casos se pueden encontrar secciones sin ramificacion

(morfotipo 1) y posteriormente ramificarse una (morfotipo 2), dos

(morfotipo 3) y tres veces mas (morfotipo 4).

o P

Morfotipo 1 2 3 4

El registro de informacién de la ramificacion se realiza de la siguiente
manera: 0-1 (sin ramificacion, una ramificacion a cada lado), 0-2
(doble o mas ra-mificaciones a los lados). El ‘O’ siempre debe
agregarse, ya que representa el principio de un sistema en vias de

desarrollo.
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Abundancia de micorrizas en la raiz

Se determina al observar la abundancia y niveles de diferenciacion
como se muestra en las siguientes figuras.

1 Solitarias o en baja frecuencia

2 Enforma de nido, hifas esteras

3 Abundante , denso

a5 & 4

Diametro del eje principal

Para medir el diametro se obtiene el promedio de dos mediciones del
eje princi-pal, realizadas en la zona intermedia de la raiz colonizada,
como se muestra en la figura, sin embargo en sistemas coraloides no
es comun encontrar diferencia entre el didmetro de extremos sin

ramificacion.
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Presenciay abundancia de rizomorfos

Estas estructuras pueden formarse como estructuras robustas, cortas y
conicas que consisten en hifas densamente aglutinadas y se originan
principalmente en angulos muy inclinados y puntos restringidos del manto
formando una estruc-tura similar a la pierna de un insecto. Los términos *
frecuente’ y ‘poco frecuen-te’ estan determinados a criterio personal. Si hay

alguna dificultad para decidir si ‘frecuente o poco frecuente’ debe usarse, en

ambos.
1 Ausente
2 Presente
3 Poco frecuente
4 Abundante

Forma de la terminaciéon
en la raiz ectomicorrizada.

T $333%

Directa o recta

Inclinada

Sinuosa

Tortuosa

Estrechado entre las
partes mas viejas y mas
jévenes

Adornado con cuentas.
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Presencia o tipo de estructuras que se
generan en la asociacion
ectomicorricica.

Considerando que los rizomorfos son facilmente inapreciables o
confusos, hay dificultades para distinguirlos. Como regla general, los
cystidia son caracteri-zados por una longitud corta y se encuentran
particularmente cuando es muy densa una zona aterciopelada de vellos

extendidos alrededor del manto. Las hifas a menudo se encuentran

emanando y cystidia en el contorno.

Ausente Rizomorfos Hifa emanando Cystidia
Figura 2. Tipo de estructuras en las asociaciones ectomicorricicas.

Color de las terminaciones.

La coloracion se determina observado las ectomicorrizas en un

estereoscopio. Puede haber algunas combinaciones en descripciones de

color como castafio rojizo, verde azulado o verde amarillento. Los cAdigos

deben traducirse en colores basicos como los que se muestran a

continuacion.

Negro

Castafno oscuro

Castafio

Parduzco

Ocre, castafio amarillento,
Amarillo

Amarillento

Naranja

Rojizo

Rojo

O© 0O ~NO Ol b WDN B

[ER
o

11
12
13
14
15
16
17
18
19
20

Lila, rojizo azul
Violeta, rojizo azul oscuro
Azulado

Azul

Verdoso

Verde

Grisaceo

Gris

Blanco

Blanquecino
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Caracteristicas del sitio de muestreo

Tipo de sustrato

Se describen las caracteristicas 0 tipo de sustrato donde fueron
colectadas las raices que se analizaron. Los principales sustratos donde
son encontrados los hongos ectomicorricicos son los que se mencionan

a continuacion.

Capa orgéanica

Horizonte mineral organicamente enriquecido
Tierra mineral

En rocas
En turba

Debajo de musgos
Sustrato artificial
Madera dereriorandose
Alrededores de excremento de mamifero

CENOIN N NwnPR

Caracteristicas fisicas del sustrato

Se determina el pH, textura, porosidad, estructura, contenido de
materia orga-nica y contenido de algunos minerales como el
nitrégeno, fésforo y potasio del suelo o capa de sustrato en la que
se encuentren las raices muestreadas para tener referencia de
las condiciones en las que se desarrollan los hongos ectomi-
corricicos asociados a la especie de pino que se esté estudiando.
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Clasificacion taxondémica de
la especie de pino asociado
al HEM

Otra caracteristica que se debe observar es el grupo taxonémico al que
pertene-ce el pino asociado a la ectomicorriza que se quiere identificar.
La caracteristica mas importante es el niumero de hojas aciculares. En
el caso de la Sierra de Juéa-rez, las especies de pinos que se
encuentran ahi pertenecen al grupo 2, al menos las dos especies méas

importantes en estos bosques: Pinus jeffreyi y P. coulteri.

Grupo Numero de hojas aciculares

1 Pino de dos hojas aciculares
2 Pino de tres hojas aciculares
&8 Pino de cinco hojas aciculares

Evaluacion del porcentaje de
colonizacion en las raices

Para realizar el conteo de las raices colonizadas y obtener el
porcentaje de mico-rrizacién mediante el método de interseccion
de cuadrantes, se corta la raiz en segmentos y se colocan en una
caja de Petri, con cuadricula de un centimetro cuadrado.
Posteriormente, se realiza la observacion al microscopio
estereosco-pico, se examinan las raices, evaluando las
intersecciones en un sentido vertical y horizontal. Finalmente, se
observa toda la longitud de la raiz y se cuantifica la presencia de
estructuras ectomicorricicas (Figura 3) (Ferrera-Cerrato, 2001;
Carrillo., 2000; Garza et al., 2002).

Figura 3. Cuantificacion de la longitud radical.
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Para calcular el porcentaje de raiz colonizada, se cuentan las raices
observadas, separando las colonizadas y sin colonizar. El conteo se
realiza en cada centi-metro cuadrado, siguiendo la metodologia antes
descrita. Posteriormente con los datos obtenidos se realiza el célculo de
la longitud radical colonizada para obtener el porcentaje de

micorrizacién, de acuerdo a la siguiente formula:

Ejemplo:
% Micorrizacion =
(15/35) X 100

- Longitud colonizada Micorrizacion = 42

% Microrrizacions ———————— %
Longitud total Longitud

radical total
= 35 Raiz
colonizada =
15

Los resultados obtenidos se pueden presentar en un cuadro
para su mejor inter-pretacion, ver ejemplo (Tabla 1).

Tabla 1. Cuantificacion del porcentaje de micorrizacion de acuerdo al método de
interseccion De cuadrantes (datos obtenidos de las raices muestreadas
en la Sierra de Juérez).

Sitio

00 ~NOo Oorlh NP

Raices
Colonizadas
(centimetro)

10
38
16
6
43
39
24
47
25

Raices
sin colonizar
(centimetro)

30
29
21
11
37
32
19
30
17

Longitud
radical total
(centimetro)

40
67
37
17
80
71
43
77
42

Micorrizacion
%
25.0
56.7
43.2
35.2
47.7
54.9
72.7
61.0
59.5
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Ndamero de morfotipos por raiz

Otro pardmetro de interés en la identificacion de las estructuras es la
de evaluar los morfotipos para visualizar la diversidad de los hongos
ectomicorricicos en la raiz. Para realizar la identificacion de los
morfotipos se realiza de acuerdo a la metodologia previamente
descrita. Finalmente, siguiendo este método, se reportan los diferentes
morfotipos (estructuras ectomicorricicas) presentes en cada sitio de
estudio (Tabla 2).

Sitio Morfotipo Numero
1 Dicotémica 2
Irregular pinnada 5
5 Dicotdmica 18
Irregular pinnada 1
Dicotémica 7
3 Irregular pinnada 2
Digitiforme 2
4 Dicotdmica 9
Irregular pinnada 3
5 Dicotémica 31
6 Dicotdmica 52
Coraloide 3
7 Dicotémica 2
Irregular pinnada 2
8 Dicotomica 41
Coraloide 3

Tabla 2. Numero de morfotipos encontrados en Pinus jeffreyi por sitio
muestreado.

3 Produccidn de indculo esporal

Para la elaboracion del inéculo esporal es necesario tener plenamente
identifi-cada la especie de HEM asociada a la especie de pino que se quiere
inocular. La problematica existente para la produccion de inéculo en el norte
del pais, es la corta temporada de lluvias y la sequia que predomina en la
mayor parte del afio, lo cual reduce de manera significativa la presencia de
esporomas del hongo y por tanto son insuficientes para la produccién de
indculo esporal. Ante esta situacion, se tiene la opcién de obtener esporomas
frescos de otros estados de la Republica, donde las temporadas de lluvias
son mas favorables y la fructificacion es mas abundante.

Se debe tomar la precaucién de adquirir o colectar los hongos asociados a
las especies de pinos que se requiera inocular, ya que de lo contrario al no
estar asociados el proceso de inoculacion sera inutil. Otros de los aspectos
que se deben tener en cuenta es el estado de los hongos al ser
deshidratados, estos deben estar frescos y sin presentar caracteristicas de
descomposicion o pudri-cion. La conservacion de los esporomas depende de
cada especie ya que existen algunas especies que soélo se pueden conservar
en buen estado 24 horas después de colectadas o algunos otros como los
Boletus que se pueden conservar en buen estado un promedio de 48 horas,
por lo anterior se debe programar la deshidratacion de los esporomas a mas
tardar 24 horas después de la adquisicion de éstos. Una vez deshidratados
los cuerpos fructife-ros se pueden moler y conservar en frascos obscuros y
totalmente herméticos durante uno o dos afios sin que las esporas sufran
algun dafio.

Este tipo de inéculo se aplica en seco (dos gramos de inéculo por planta),
esto le da la ventaja de poder ser almacenado durante varios meses, a
diferencia del indculo liquido el cual se puede almacenar en refrigeracion en

buen estado sdlo por tres semanas.
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La preparacion del inéculo esporal en polvo consta de las siguientes
etapas:

Colecta de esporomas

La primera etapa para la produccion de inéculo es la adquisicion o
colecta de esporomas de los hongos ectomicorricicos identificados en
asociacion con la especie de pino que se requiere inocular. Para el caso
de Baja California, especificamente en la Sierra de Juarez, lugar donde
se desarrollé parte del pre-sente manual, la produccion de esporomas de
los hongos en los afios de 2007 y 2008 fue muy escasa, debido en parte
a la escasez de lluvias de afios anteriores y a las condiciones
especificas del bosque en esta zona. Resultado de lo anterior: no fue
posible producir el inéculo suficiente para realizar la inocula-cion de
plantas de Pinus Jeffreyi, principal especie de interés forestal en la
Sierra de Juarez. No obstante, con la identificacion de la especie
Laccaria laccata en el area mencionada, se realiz6 la colecta de
esporomas de este hongo, en otras zonas del pais donde se tiene
registro de la presencia de esta especie (Fi-gura 4). Lo cual permitid

obtener la cantidad requerida de esporomas para la produccion del

inéculo.

Figura 4. Colecta de esporomas en un mercado regional de Ozumba, estado de México.

Separacion de los esporomas.

Una vez obtenida la cantidad adecuada de esporomas, es nhecesario
separar los pileos de los estipites de los esporomas, debido a que sélo se
utilizaran los pileos que son los que contienen las esporas. El material
nece-sario para la separacion depende de la especie, si se trata de hongos
con estipite delgado y fibroso se pueden utilizar unas tijeras afiladas, en
caso de que se tra-baje con especies de hongos con estipite grueso y
carnoso se recomienda usar navaja. En este paso se debe tener cuidado

de no maltratar el pileo para evitar la caida de esporas.

Pileo Estipite
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Deshidratacion

Posteriormente a la separacion de los pileos y los estipites, se procede a
la des-hidratacion del material fangico en un deshidratador de tipo
charolas, en el que se debe programar una maxima temperatura de 30
grados centigrados para evi-tar que las esporas se dafien, las
temperaturas Optimas para la deshidratacion deben oscilar entre 26 y 28
grados centigrados. El tiempo que se deben dejar los esporomas en el
deshidratador depende de cada especie debido a la diferencia en la
cantidad de agua. Los esporomas deben ser revisados y extraidos del
horno cuando estén totalmente deshidratados y tengan una con-

sistencia crujiente.

Figura 5. Deshidratacion de hongos en un deshidratador de frutas tipo
charolas.

Ya deshidratados los pileos se colocan en bolsas de plastico selladas
para evitar que absorban nuevamente humedad. Las bolsas deben ser
etiquetas debida-mente con el nombre de la especie y la fecha de

deshidratacion.

Molido de los pileos.

La etapa final de la produccion del inéculo es el molido de los pileos para lo
cual se requiere de un molino de granos para procesar muestras secas
(existen varios modelos en el mercado), otra opcién para moler los pileos es
utilizar una licuadora aunque esta opcién es menos recomendable ya que
algunas esporas son dafiadas al realizar la molienda. Durante este proceso
es necesario prote-gerse totalmente de la respiracion de esporas, ya que
estas estructuras son mi-croscopicas y pueden entrar facilmente a los

pulmones y causar dafios.

Figura 6. Molienda de pileos secos en molino.
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Envasado

Una vez que se obtiene el inéculo, éste debe ser conservado en
frascos total-mente herméticos y secos para impedir la entrada o
presencia de humedad y en refrigeracion a cuatro grados
centigrados en completa oscuridad para evitar la activaciéon de las
esporas.

Los frascos deben ser etiquetados con los datos de la
procedencia de los hon-gos, fecha de recoleccion vy
almacenamiento, asi como informacion taxonémica de la
especie del hongo.

Figura 7. Inéculo esporal conservado en frascos de plastico con etiqueta de
identificacion.

4 Inoculacion de plantulas
de Pinus jeffreyi con inéculo esporal
en polvo en condiciones asépticas
El in6culo producido se puede emplear en plantulas de las
especies de pinos relacionadas con los hongos ectomicorricicos
identificados. El proceso de la inoculacion es el siguiente:

1) Verificar que la planta a inocular esté libre de patégenos,
para lo cual se recomienda, primero desinfectar la semilla en una
solucién de hipoclori-to al dos por ciento sumergiéndolas en la
solucién durante 10 minutos, después enjuagar tres veces con
agua corriente. Posteriormente, la semilla se escarifica

sumergiendo en agua estéril tibia por 24 horas.

Figura 8. Germinacion de semillas (Pinus jeffreyi) después de siete
dias.
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2) Una vez terminada la escarificacion, la semilla humeda se pone en
refrigeracion a temperaturas de cuatro grados centigrados durante cinco dias.
Esto Ultimo tiene el propésito de activar el proceso de germinacion de la semi-lla.
Después de este periodo la semilla es colocada en charolas o cajas de Petri a luz
indirecta o en una camara de germinacion a una temperatura promedio de

25 grados centigrados. Las charolas o cajas de Petri deben contener en
su base un sustrato (papel filtro o toallas de papel) humedo con agua
estéril, de esta manera se suministrara la humedad requerida durante la

germinacion, la cual requiere un periodo de entre siete y 15 dias.

3) Posteriormente, y antes del transplante de las plantas a los
conte-nedores forestales tipo tubetes con sustrato esterilizado, se
deposita el in6culo (aproximadamente 10 mil esporas) a una profundidad
de cinco centimetros del sustrato (Figura 9a). En este caso la cantidad de
esporas requeridas se obtuvo con dos gramos del in6culo. Dos meses
después del trasplante de las plantas, se realizard una segunda
inoculacion con igual cantidad de indculo que en la primera ocasion, para
compensar la pérdida por lixiviacion de las esporas por el riego (Figura
9b).

En caso de que las plantulas presenten alguna infeccion por hongos
fitopatége-nos, es recomendable aplicar fungicidas como: Benomil
(Promil)® y Carbenda-zim®, los cuales estan reportados como no
dafinos en el desarrollo del hongo ectomicorricico, en especial el
Benomil® que es el mas adecuado cuando se esta trabajando con planta

inoculada.

Para mas informacion técnica de estos productos
consulte de la pagina38 a4

Figura 9. Proceso de inoculacién de HEM en vivero.
(A) Inoculacion antes del transplante y

(B) inoculacion a los dos meses de establecimiento de las plantulas.

Finalmente se recomienda que la planta micorrizada se lleve a
campo cuando cumpla un afio de permanecer en los
contenedores y al inicio de la época de Illuvias.
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5 Tipos de indculos

Las tres principales fuentes para la ectomicorrizaciéon e inoculacién con
micorri-zas del tipo vesiculo arbuscular (en los viveros que producen planta
forestal en contenedor) son el propio suelo del bosque, las esporas y los
micelios vegeta-tivos. Cada uno tiene sus ventajas y desventajas,
dependiendo de los objetivos y del costo del programa de inoculacion
(Castellano y Molina 1989). En el Cuadro 3 se presentan las ventajas y
desventajas de los principales in6culos.

Tipo de inéculo

In6culo de suelo

Inéculo esporal

Inéculo esporal
en polvo

Inéculo esporal
en solucién

In6éculo miceliar

Ventajas

Bajo costo y facil de
obtener

Facil tratamiento de
secado al sol

Medio muy eficiente
para inocular gran
cantidad de plantas en
vivero

No requiere
equipamientos y
procedimientos
especializados
Largo periodo de
almacenamiento en
total ausencia de
humedad y luz

Rapidez de
elaboracion

No requiere equipos
especializados

Desventajas

Se requiere gran cantidad de suelo.
Alto riesgo de introduccion de
patégenos y malezas

La concentracion de esporas podria
ser baja

Alto impacto ecoldgico para la zona
de recoleccion

La colecta de esporomas puede ser
muy complicada

Puede ser poco efectiva si se dafan
las esporas en el proceso de
elaboracion

Riesgo de contaminacion por
patégenos

Suministros y equipos costosos

para deshidratacién y molido de los
esporomas

Poca duracion en almacenamiento

Produccioén de indculos Suministros y equipos costosos

puros de hongos
seleccionados

Personal altamente entrenado

Conclusiones

La presencia o fructificacion de hongos ectomicorricicos asociados a los
pinos, representa una oportunidad para su identificacion y produccion de
indculo para emplearse en el establecimiento de nuevas plantaciones. Hay
especies de hon-gos ectomicorricicos identificados en las regiones del pais
donde la fructifica-cién de hongos no es la suficiente para la produccion de
in6culo. Para el caso de Baja California, especificamente en la Sierra de
Juarez, lugar donde se desarroll6 parte del presente manual, la produccion
de esporomas de los hongos en los afios de 2007 y 2008 fue muy escasa,
debido en parte a la escasez de lluvias de afios anteriores y a las
condiciones especificas del bosque en esta zona. Resultado de lo anterior:
no fue posible producir el inéculo suficiente para realizar la inoculacion de
plantas de Pinus jeffreyi, principal especie de interés forestal en la Sierra de
Juarez. No obstante, con la identificacion de la especie Laccaria laccata en
el area mencionada, se procedi6 a la colecta de la biomasa de este hongo
en otras zonas en donde se tiene registro de la presencia de esta especie.
Lo cual permiti6 obtener la cantidad requerida de esporomas para la
produccion del inéculo.

Por otra parte, para la obtencion del ino6culo, es necesario disponer de
equipos como deshidratador (horno deshidratador de frutas tipo charolas o
deshidrata-dor solar de alimentos de CONAFOR), molino para procesar
muestras secas y re-frigerador, con el propésito de obtener y mantener las
esporas viables por varios meses. En el proceso de inoculacion, es
importante manejar recipientes, sustra-to y semilla desinfectada, para no
afectar el establecimiento inicial del HEM.

Se recomienda realizar al menos dos aplicaciones del inoculante a las
plantas durante la fase de vivero. La primera se debe realizar una
semana antes de la plantacion en los contenedores y la segunda dos
meses después para garantizar el establecimiento de colonizacién del
HEM a la planta de pino.
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Notas

Se agradece a la Comision Nacional de
Areas Naturales Protegidas (CONANP),
la cual a través de la direccion del Parque
Nacional Constitucion de 1857, Ing.
Santos Soto Jai-me, gestiono la
autorizacion de los permisos para las
colectas dentro del Area Natural Pro-
tegida, ademas brindo facilidades para
utilizar sus instalaciones durante las
estancias en las que se realizaron las
colectas. Al Colegio de Posgraduados a
través del asesoramiento del Dr. Jesus
Pérez Moreno para el desarrollo de la

metodologia para produccién del indculo.
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RESUMEN

Se estudio la diversidad de hongos presentes en las tres &reas boscosas del Parque Nacional
Constitucion de 1857 en Baja California, México. Las colectas se realizaron en el mes de Agosto
de 2007, Febrero, Mayo y Agosto del 2008, obteniendo un total de 25 ejemplares correspondientes
a 3 Geéneros, cuatro especies al Genero Geastrum, una especie al Genero Suillus y otra del Genero
Laccaria. La abundancia de especies estuvo relacionada con la precipitacion y condiciones
ecoldgicas propias del sitio. Se realizaron muestreos para colectar raices secundarias de arboles
adultos en Pinus jeffreyi Grev. & Balf y se identificaron los morfotipos ectomicorricicos usando
las claves DEMMY. Se encontraron seis morfotipos diferentes, lo que sugiere que existe
asociacion ectomicorricica de P. jeffreyi con al menos seis diferentes especies de hongos presentes
en esta area.

PALABRAS CLAVE: Hongos Ectomicorricicos, Morfotipos, Parque Nacional Constitucion de

1857.



ECTOMYCORRHIZAL ASSOCIATED WITH Pinus jeffreyi IN “CONSTITUCION DE

1857” NATIONAL PARK IN BAJA CALIFORNIA, MEXICO.

SUMMARY

The diversity of fungal species present in the three forest areas of the Constitution of 1857
National Park in Baja California, Mexico. The samples were collected in August 2007, February,
May and August 2008. 25 specimens collected for 3 Genus, four species of Genus Geatrum, one
specie to the genus Suillus and another to Genus Laccaria. The abundance of species was
correlated with pluvial precipitation and ecological conditions of the site themselves. Samples
were taken to collect secondary roots of mature trees in Pinus jeffreyi and ectomycorrhizal
morphotypes were identified using the Demmy’s keys. We found six different morphotypes, this
situation suggest that there are ectomycorrhizal associations with at least six different species of
fungi with P. jeffreyi in this area.

KEYWORDS: ectomycorrhizal fungi, morphotypes, Parque Nacional Constitucion de 1857.



INTRODUCCION

En Baja California, los bosques de pinos se localizan principalmente en las altas montafias
ubicadas de norte a sur de la peninsula y son los Unicos en México que presentan un clima
Mediterraneo. La Sierra de Juarez es el macizo forestal mas extenso del estado, con una superficie
de 5,009.48 hectéareas, siendo un ecosistema complejo con gradientes climaticos y altitudinales que
van de los 1500 a 1820 metros, con prolongados periodos de sequia y presencia de nevadas en
invierno (Delgadillo, 2004). EI Parque Nacional Constitucion de 1857 (PNC), esta ubicado dentro
de la Sierra de Juarez, siendo la unica zona protegida de la regidon, donde Pinus jeffreyi se
encuentra sujeta a proteccion especial por la CONABIO vy es la especie forestal preponderante en
la formacién de las masas boscosas de esta zona (Rzedowski, 2006). Sin embargo, debido a la
presencia de periodos largos de sequia, erosion edlicay la presencia de bajos nutrientes en el suelo
provocan una baja regeneracion natural y un debilitamiento de los arboles adultos (Reyes y Rojo,
1985). Recientemente, los hongos ectomicorrizicos (HEM) han cobrado interés debido a los
programas de reforestacion o restauracion de suelos mediante el uso de especies forestales, en
donde la presencia de HEM es de vital importancia para mantener y estimular la absorcion y
retencion de agua, la fijacion de CO2 y contribuir a la recuperacion de ecosistemas forestales
(Aguilar-Aguilar et al. 2009). Por otra parte, a pesar de su importancia de los HEM, existen pocos
estudios disponibles sobre el conocimiento de las especies de hongos ectomicorricicos
relacionados con la especie Pinus Jeffreyi, presentes en el Parque Nacional Constitucion de 1857.
De tal forma en el presente trabajo se planteo el objetivo de identificar la presencia de hongos
ectomicorricicos existentes en las diferentes zonas del PNC, y la presencia de la asociacion
ectomicorrizica con las raices de Pinus jeffreyi. Como un estudio preliminar para el aislamiento de

HEM con potencial de ser empleados como inoculantes en las plantaciones forestales.



MATERIALES Y METODOS.

El Parque Nacional Constitucion de 1857 se ubica en el Municipio de Ensenada, Baja
California, México, entre los 32°01'28" y 32°07'46" de latitud norte y entre los 115°51'18"y
115°57'19" de longitud oeste (GBC, 2009). Su extension es de 5,009.48 hectareas. Esta zona
geogréfica se encuentra catalogada como semiarida y/o &rida y presenta clima tipo Cs con
temporada lluviosa en la época fria del afio y temperaturas entre 10 y 15 °C; su vegetacion
corresponde al bosque de Pinus jeffreyi principalmente.

Colecta de raices de P. Jeffreyi y cuerpos fructiferos de HEM.

El muestreo de los cuerpos fructiferos y colecta de raiz de P. jeffreyi, se efectud en verano e
invierno del aflo 2007 y 2008. Para tal fin se ubicaron 14 sitios al azar en tres zonas diferentes
del PNC 1857 considerando las caracteristicas de vegetacion y contenido de materia organica
(Figura 1 a, b). En cada sitio se seleccionaron 5 arboles al azar de P. jeffreyi, ubicando en él punto
de goteo en relacion a los limites de la copa del arbol. Una vez ubicado este punto, se realizaron
dos excavaciones en cada arbol orientadas, una al norte y otra al sur. La excavacion se realiz6 en
un cuadrante de 1m x 1my 20 cm de profundidad, en el cual se extrajeron raices secundarias de P.
jeffreyi. Se colectaron un total de 30 muestras de raiz (las cuales se etiquetaron indicando la zona,

el nimero de arbol, nimero de muestra y la fecha de colecta.

Las raices colectadas fueron lavadas con agua destilada estéril y conservadas en una solucion de
alcohol-formol-acido acético (en proporcion 1:1:1) para su preservacién y observacion posterior al
microscopio estereoscopico con la finalidad de identificar las estructuras ectomicorricicas 6
morfotipos (Garza et al., 2002). Los ejemplares fueron trasladados al laboratorio de microbiologia
del Instituto de Ciencias Agricolas de la UABC, para su posterior estudio. En el caso de cuerpos
fructiferos de HE, los ejemplares colectados se identificaron mediante un analisis de las

caracteristicas macro y microscopicas basadas en el concepto de morfoespecie.



Identificacion de morfotipos ectomicorricicos.

Para la identificacion de la asociacion ectomicorrizica se colectaron raices de 5 muestras de
arboles de cada zona de estudios. Posteriormente se seleccionaron raices secundarias usando
pinzas de diseccion de punta fina y colocandolas en una caja de Petri previamente dividida en
cuadriculas de un cm®. Posteriormente, las estructuras ectomicorricicas fueron identificadas bajo el
estereoscopio usando las lentes de aumento de 20X y 40X. Las estructuras ectomicorricicas se
apreciaron como un cambio en el desarrollo radicular, “deformacion”. Para la identificacion de los
morfotipos se emplearon claves establecidas, en este caso se utilizaron las publicadas en el sistema
de Informacion para la caracterizacion y determinacion de ectomicorrizas (Agerer y Rambold,
2009). La presencia de estructuras ectomicorricicas se determino mediante el método de
interseccion de cuadrantes y el porcentaje de raiz colonizada se calculo contando las raices

colonizadas y sin colonizar mediante la formula propuesta por Jha et al. (2008).

% Micorrizacion= _Londitud colonizada
Longitud total

RESULTADOS Y DISCUSION

El conocimiento de los hongos ectomicorrizicos en México y principalmente en Baja California es
limitado. Muchas zonas del estado no han sido suficientemente exploradas micoldégicamente, una
de ellas es el parque nacional constitucion 1857 a pesar de la importancia que estos organismos
tienen para los ecosistemas forestales (Aguilar-Aguilar et al., 2009). En el presente trabajo se
realizaron cuatro colectas lograndose colectar 25 ejemplares de macromicetos en las diferentes
zonas evaluadas del PNC1857 (Cuadro 1).

Donde los porcentajes de cuerpos fructiferos encontrados en las colectas fueron Geastrum (76%),
Laccaria (4%) y género Suillus (20%), respectivamente. Ademas, de las especies de Suillus y
Laccaria, se identificaron cuatro diferentes especies de cuerpos fructiferos del genero Geastrum:
Lycoperdon perlatum Pers; Geastrum floriforme Vittad.; Astraeus hygrometricus Pers. y

Mycenastrum corium Guers (Figura 2). De los cuales las especies de Suillus, Laccaria, son



ectomicorricicos y con propiedades medicinales en el caso de Mycenastrum corium Guers (Werner
y Zadworny, 2003; Martinez 2010). Esto contrasta con lo reportado por Chavez-Ledn et al. (2009)
quienes identificaron 52 hongos ectomicorrizogenos en el Parque Nacional Barranca del
Cupatitzio, Michoacan, México, cifra muy por arriba a lo registrado en este estudio. En este
sentido, es importante considerar que la zonas abordadas en el presente estudio del PNC 1857,
tienen caracteristicas ambientales propias que influyen de manera importante en la distribucion y
riqueza fangica (estrés salino, heladas, prolongadas sequias, etc..). Lo cual resulta evidente al
comparar nuestros resultados con los obtenidos en otras zonas del Pais.

Morfotipos de ectomicorrizas y porcentaje de micorrizacion en raices de Pinus jeffreyi

El estudio de frecuencia morfotipos de HEM en raices de Pinus jeffreyi en las tres zonas de
muestreo (Figura 3) mostraron las siguientes distribucion de morfotipos de acuerdo a las claves
DEEMY: a) el morfotipo dicotomico se encontrd en todas las muestras analizadas; b) el morfotipo
irregular pinnado se encontrd en las muestras de ocho sitios de cada una de las zonas evaluadas, lo
gue hace a este morfotipo el segundo mas frecuente asociado con P. jeffreyi dentro del PNC 1857,
¢) seguido por el morfotipo monopodial pinnado que se encontrd en una baja frecuencia en las tres
zonas; d) los morfotipos de tipo ausente y digitiforme (Cenococcum geophilum) se encontraron en
las muestras de dos zonas Unicamente, zonas 1, 2 y 1, 3 respectivamente; y e) el morfotipo
coraloide se encontro solamente en las muestras de la zona 2.

Debido a que la mayoria de las especies encontradas en la zona de estudio pertenecen al género
Geastrum podemos suponer que a una de estas especies pertenece el morfotipo Dicotdmico en este
caso podemos sefialar a Astraeus hygrometricus que es considerado ectomicorricico (Fangfuk et
al., 2010). Por otra parte, el porcentaje de micorrizacién encontrado fue proporcional al contenido
de materia organica de las zonas ubicadas (Cuadro 2 y Figura 4). En el porcentaje de micorrizacién
por zona se observa que en la zona tres se encontraron las raices con mayor porcentaje de
micorrizacion con un 37% mientras que en la zona dos se encontré un 29% y en la zona uno un

34%, respectivamente.



Esto concuerda con las caracteristicas propias de los hongos, los cuales son especies que necesitan
cierta humedad para que sus hifas se dispersen por el suelo condicion que proporciona el
acolchado de materia organica acumulada en el suelo. (Pérez-Moreno y Read., 2004). Similares,
resultados han sido mencionados con anterioridad en plantas de Pinus palustris cuando son
plantados en lugares con una cantidad adecuada de humedad a diferencia de cuando se encuentran
en estrés por falta de humedad (Valdez et al., 2006). Finalmente, la conservacion de los
macromicetos presente en este sistema forestal debe ser una de las principales metas de manejo en
el Parque Constitucion de 1857, por tres razones: la importancia ecoldgica de la simbiosis
ectomicorrizogena, el incremento de la explotacion de los hongos silvestres comestibles y el usos
potencial biotecnologico que podrian tener las especies de hongos ectomicorrizicos en los
programas de reforestacion en los bosques de Baja California. Adicionalmente, se deben realizar
trabajos de taxonomia molecular de los morfotipos asociados a Pinus jeffreyi para comprobar las
especies de hongos ectomicorricicos asociadas a esta especie forestal en el Parque Constitucion de
1857, por la gran importancia de ésta en los bosques de Baja California y debido a la escasez de

informacion en este sentido.
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Cuadro 1. Ejemplares de los géneros ectomicorricicos encontrados en el Parque Constitucion de

1857, su zona y ubicacion geografica.

Zona Género Coordenadas MSNM
Geograficas
1 Geastrum 32°03°14.7 115°54°36.5" 1623
1 Geastrum 32°002°59.7 115054°44.3” 1625
2 Geastrum 32°02° 05.8 115°54°'57.2” 1526
2 Geastrum 32002 26.8” 115°54°44.6” 1570
2 Geastrum 32002°22.8” 115°54°24.6” 1599
2 Geastrum 32°02°19.6” 115°54°10.0”" 1614
2 Geastrum 32°02°23.9” 115°53748.2"”" 1622
2 Geastrum 32°02°49.1” 115°53740.9” 1633
3 Geastrum 32°02°31.4” 115°55°36.8"" 1630
3 Geastrum 32°02°13.0” 115°55°34.3” 1629
3 Geastrum, 32002144 115°55711.5 1631
3 Geastrum, Suillus 32°02°35.6” 115°55°37.5 1615
3 Suillus, Laccaria 32002 29 115°55 36.6”° 1620

Cuadro 2. Cuantificacién del porcentaje de micorrizacion de acuerdo al método de interseccion de

cuadrantes.
Sitio  Raices Raices Longitud radical Micorrizacion
Colonizadas sin colonizar total
(cm) (cm) (cm) %
1 10 30 40 25.0
2 38 29 67 56.7
3 16 21 37 43.2
4 6 11 17 35.2
5 43 37 80 47.7
6 39 32 71 54.9
7 24 19 43 72.7
8 47 30 77 61.0
9 25 17 42 59.5




Leyendas de figuras

Figura 1. Mapa con la Ubicacion de los sitios de muestreo (a) y (b) Clasificacion de zonas con
diferencias en el contenido de materia orgénica dentro del Parque Nacional de 1857: Zona 1 capa
de materia organica de 5 cm; Zona 2: capa de materia organica de 10 cm; Zona 3: capa de materia

orgénica mayor a 10 cm.

Figura 2. Especies localizadas en Parque Constitucion de 1857, Baja California, México.

Figura 3. Frecuencia de morfotipos de HEM en raices de Pinus jeffreyi en las tres zonas de

estudio.

Figura 4. Porcentaje de micorrizacion con respecto al contenido de materia organica en las tres

zonas de estudio.

Figura 1
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Figura 2

Geastrum floriforme Vittad Laccaria laccata Peck.



Figura 3
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ANEXO 4.

MAPAS DE UBICACION Y TRASPOLACION DE ZONAS CON HONGOS

ECTOMICORRICICOS.
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1. Mapa con la ubicacién de los sitios de muestreo.
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2. Mapa con poligonos proyectados de las posibles zonas donde se pueden

encontrar hongos ectomicorricicos.



