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RESUMEN

La calidad de la planta en el vivero es un factor determinante
para el éxito de los programas de reforestacion. El empleo
de hongos ectomicorrizicos y bacterias auxiliadoras de la
micorrizacidon representa una alternativa biotecnolégica
para fortalecer la calidad de la planta en vivero. El presente
estudio evalué el efecto de la inoculacion de dos hongos
ectomicorrizicos (Laccaria sp. y Hebeloma crustuli-
niforme) y tres bacterias auxiliaroras de la micorrizacion
(Chromobacterium violaceum, Acinetobacter calco-
aceticus y Azospirillum brasilense) en plantulas de Pi-
nus greggii. Las variables evaluadas fueron altura de planta,
biomasa aérea y radical, indice de esbeltez y de Dickson,
contenido nutrimental (N, P, K) y porcentaje de colonizacion
micorrizica. La coinoculacién de hongos y bacterias generé
incrementos significativos en altura de planta, biomasa total
y absorcién nutrimental, alcanzando valores de colonizacién
micorrizica superiores al 60%. Aunque el indice de Dickson
fue bajo (<0.2), los tratamientos con consorcios microbianos
presentaron valores mas altos con respecto al testigo y a
las inoculaciones simples. La inoculacién con Laccaria sp.
resulté mas eficiente que H. crustuliniforme, destacando
por mayor colonizacién y mejor desempefio morfolégico.
Los resultados confirman un efecto sinérgico positivo entre
hongos ectomicorrizicos y bacterias auxiliadoras de la mico-
rrizacion.

Palabras claves: Laccaria sp.; Hebeloma crustuliniforme;
Chromobacterium violaceum; Acinetobacter calcoaceticus y
Azospirillum brasilense.

ABSTRACT

Plant quality in forest nurseries is a key factor determining
the success of reforestation programs. The use of ectomyco-
rrhizal fungi and mycorrhiza helper bacteria represents a bio-
technological alternative to enhance seedling quality under
nursery conditions. In this study, we evaluated the effect of

inoculating Pinus greggii seedlings with two ectomycorrhizal
fungi (Laccaria sp. and Hebeloma crustuliniforme) and three
mycorrhiza helper bacteria (Chromobacterium violaceum,
Acinetobacter calcoaceticus, and Azospirillum brasilense) in
Pinus greggii seedlings. The variables evaluated were plant
height, aerial and radical biomass, sturdiness quotient and
Dickson quality index, nutrient content (N, P, K) and percen-
tage of mycorrhizal colonization. Co-inoculation of fungi and
bacteria significantly increased plant height, total biomass,
and nutrient uptake, achieving mycorrhizal colonization
values exceeding 60%. Although the Dickson index was low
(<0.2), treatments with microbial consortia presented higher
values with respect to the control and simple inoculations.
Inoculation with Laccaria sp. proved more effective than
H. crustuliniforme, showing higher colonization rates and
improved morphological performance. Overall, the results
confirm a positive synergistic effect between ectomycorrhi-
zal fungi and mycorrhiza helper bacteria.

Keywords: Laccaria sp.; Hebeloma crustuliniforme; Chromo-
bacterium violaceum; Acinetobacter calcoaceticus and Azospi-
rillum brasilense.

INTRODUCCION
El indice de calidad de Dickson es utilizado principalmente
por los forestales para conocer la calidad de la planta en
los viveros a través de mediciones morfoldgicas, donde un
indice mayor, indica una mejor calidad de la planta (Aldrete
etal., 2023). Por lo tanto, una planta con un indice de calidad
alto y micorrizada tendrd mayores probabilidades de su-
pervivencia al trasplante a campo, en especial en zonas con
suelos altamente degradados donde no existe la presencia
de propagulos fungicos que puedan micorrizar la planta de
forma natural.

Sin embargo, el indice de calidad de Dickson no conside-
ra el grado de micorrizacion de la planta, a pesar de que este
constituye un factor determinante para su supervivencia.
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Debido a que los hongos ectomicorrizicos (ECM) conforman
una simbiosis mutualista junto con raices de plantas prin-
cipalmente lefiosas, cuya interaccién es reconocida desde
hace mas de un siglo por su relevancia ecolégica y fisioldgica
en ambientes forestales (Brundrett, 2009) ya que juegan un
papel crucial en el crecimiento, resistencia a fitopatdgenos,
asi como a la absorcion de agua y nutrientes (Smith y Read,
2008; Policelli et al., 2020).

En las ultimas décadas se ha demostrado que esta
interaccién no solo es bipartita, si no que coexisten e inte-
raccionan con las bacterias del suelo, las cuales participan en
la relacién hongo-planta al estimular el crecimiento micelial,
la colonizacion de raices e incrementar el establecimiento
y eficiencia de la micorrizacién, configurando un sistema
simbidtico complejo (Frey-Klett y Garbaye, 2005; Frey-Klett et
al., 2007). Asi mismo, estas interacciones permiten alcanzar
una mejor estabilidad y resiliencia en los sistemas naturales,
ya que se promueven la conservacién de la biodiversidad, el
flujo de energia y el ciclaje de nutrientes (Van Der Heijden et
al., 2008).

Por otra parte, se ha confirmado que ciertas bacterias
rizosféricas desempefan un papel funcional en la simbiosis
ectomicorrizica al facilitar la iniciacién y progresién del
proceso de micorrizacion (Deveau et al., 2007). A lo cual se
deriva el concepto de bacterias auxiliadoras de la micorri-
zacién (BAM), conocido en inglés como mycorrhiza helper
bacteria (BAM), donde se incluye a un grupo diverso de bac-
terias, tanto Gram-positivas como Gram-negativas, las cuales
son capaces de facilitar y potenciar la simbiosis micorrizica
(Garbaye, 1994). Se ha reportado que las BAM favorecen la
micorrizacién a través de los siguientes aspectos: i) mejoran
la recepcién de la raiz al hongo simbionte, ii) facilitan el reco-
nocimiento hongo-raiz, iii) estimulan el crecimiento micelial,
iv) modifican las condiciones fisicoquimicas de la rizosfera, y
v) promueven la germinacién de propagulos fungicos (De-
veau et al., 2007; Frey-Klett et al., 2007).

El efecto de las bacterias sobre el desarrollo de la planta
es de especial interés cuando se realizan coinoculaciones con
hongos micorrizicos. Tales efectos de las BAM, individual-
mente o en la coinoculacién con ectomicorrizas, han sido
evaluadas en algunas especies de pinos (Poole et al., 2001;
Wu et al., 2012; Wang et al., 2022). Sin embargo, los estudios
sobre la interaccidn tripartita entre BAM, ectomicorrizas y
pinos son escasos comparados con la gran diversidad de
especies que existen de pinos, hongos y bacterias.

El presente estudio tiene como objetivo determinar
el efecto de la inoculacion de dos hongos ectomicorrizicos
(Laccaria sp. y Hebeloma crustuliniforme) y tres bacterias
auxiliadoras la micorrizacion (Chromobacterium violaceum,
Acinetobacter calcoaceticus y Azospirillum brasilense) en la
calidad de planta de vivero, su contenido nutrimental y tasa
de colonizacién micorrizica en Pinus greggii.

MATERIALES Y METODOS

Semillas y sustrato

La semilla de P. greggii que se utilizé en la presente investiga-
cién procede de la localidad Ciénega Larga, Chignahuapan,
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Puebla, México. Previo a la siembra, la semilla se remoj6 en
agua durante 24 h con un cambio de agua a las 12 h. Pos-
teriormente se desinfecté con peréxido de hidrégeno al 30
% durante 10 min y se sembré en un sustrato previamente
esterilizado durante 30 min a 120 °C/15 Ib. El sustrato con-
sistié en una mezcla de arena, corteza y suelo de monte en
una proporcion 2:2:1. Se utilizaron contenedores forestales
con capacidad de 140 mL. Durante la germinacion y hasta
la etapa de plantula se realizaron riegos cada tercer dia a
una dosis de 1 g/L. Los pinos permanecieron en invernadero
durante 288 dias.

Preparacion de indculo flingico y bacterioldgico.

El inoculo ectomicorrizico en polvo se realizé de acuerdo a la
metodologia seguida por Carrasco et al., 2018 y se utilizaron
los hongos ectomicorrizicos de Laccaria sp. y H. crustulini-
forme con numeros de genbank de PV637204 y PV637205.
El aislamiento de las bacterias fijadoras de nitrogeno de A.
brasilense (UAP-151 y UAP 154) fueron realizadas de acuer-
do con la metodologia descrita por Paredes-Cardona et al.,
1988. En el caso de las bacterias solubilizadoras de fosfatos C.
violaceum (BUAP-35), A. calcoaceticus (BUAP 40) se realizd de
acuerdo con lo descrito por Carcaio et al. (2003). Las cepas
bacterianas pertenecen al Laboratorio de Microbiologia de
Suelos de la Benemérita Universidad Auténoma de Puebla.

Inoculacién

Una vez que las plantas germinaron, se realizé la primera
inoculacién de los hongos ectomicorrizicos (Laccaria sp. y
H. crustuliniforme) y la segunda a los dos meses posteriores
a la germinacién. En cada inoculacién se aplicé 1.5 g del
hongo/planta a una concentracién de esporas de 10° a 10°
esporas/g. Al mismo tiempo que se realizaron las inoculacio-
nes de los hongos ectomicorrizicos, se aplicaron las bacterias
A. brasilense, C. violaceum y A. calcoaceticus, cada una con
una poblacién equivalente a 108 UFC mL". En el caso de las
bacterias se aplicaron 3 mL por planta en cada inoculacién.

Disefio experimental y analisis de datos
El diseno experimental empleado fue completamente al
azar con 16 tratamientos y 20 repeticiones. Los tratamientos
consistieron en la aplicacién de dos hongos ectomicorrizicos
y tres bacterias auxiliadoras de la micorrizacion en diferentes
combinaciones, como se observan en el Tabla 1.

Con los datos obtenidos se realizé un andlisis de varian-
za y pruebas de comparacién de medias de Tukey con un a =
0.05y con el software estadistico (R Core Team, 2023)

Variables evaluadas
Los indicadores morfoldgicos evaluados fueron: altura de
planta (cm), didmetro del cuello del tallo (mm) y peso anhi-
dro total de la planta (g). Asi mismo se evaluaron los indices
morfolégicos de esbeltez (IE) y Dickson (ICD).
Indice de Dickson

Pezo seco total

(ICD) = Afuradela planta (parte aérea ) (cm) , Deso seco parte aerea (g)
Diametro del cuello dela raiz (mm) Peso zeco raiz(g)

(Dickson et al., 1960)
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Tabla 1. Tratamientos.
Table 1. Treatments.

No. Tratamiento Clave

1 Pino sin inocular (testigo) T

2 C. violaceum+ A. calcoaceticus B1

3 A. brasilense B2

4 C. violaceum+ A. calcoaceticus + A. brasilense B1+B2

5 H. crustuliniforme H

6 H. crustuliniforme+ C. violaceum+ A. calcoaceticus H+B1

7 H. crustuliniforme+ A. brasilense H+B2

8 H. crustuliniforme+ C. violaceum+ A. calcoaceticus+ A. brasilense H+B1+B2
9 Laccaria sp. L

10  Laccaria sp. + C. violaceum+ A. calcoaceticus L+B1

1 Laccaria sp.+ A. brasilense L+B2

12 Laccaria sp.+ C. violaceum+ A. calcoaceticus+ A. brasilense L+B1+B2
13 Laccaria sp. + H. crustuliniforme L+H

14 Laccaria sp. + H. crustuliniforme+ C. violaceum+ A. calcoaceticus L+H+B1
15 Laccaria sp. + H. crustuliniforme+ A. brasilense L+H+B2

16  Laccaria sp. + H. crustuliniforme + C. violaceum+ A. calcoaceticus + A. brasilense  L+H+B1+B2

n=20

_ Altura de la planta (parte aérea) (cm)

Diametro del cuello de la raiz (mm)
(Duryea, 1985)

El porcentaje de colonizacién micorrizica se evalud
de acuerdo con la metodologia reportada por (Carrasco-
Hernandez et al., 2011). Se evalud el contenido nutrimental
total de nitrégeno, fésforo y potasio. La concentracion de
nitrégeno se determiné por el método semimicro-kjeldahl
(Bremner y Mulvaney, 1982). En el caso del fésforo y potasio
se realizé por colorimetria Olsen y K por fotometria de flama
de acuerdo con (Chapman y Parker, 1986).

Extraccion de ADN genémico de los hongos ectomicorri-
zicos
El ADN gendémico se extrajo por el método de CTAB (Marti-
nez-Gonzadlez et al., 2017) con algunas modificaciones que
permitieron eliminar de las muestras una mayor cantidad de
pigmentos y compuestos fendlicos.

El ADN se cuantificé en un Nanodrop (Thermo, USA). De
cada una de las muestras se prepararon diluciones a 20 ng
para la amplificacién de los genes.

Amplificacion de los genes de los hongos ectomicorrizi-
cos

Se amplificé el Espacio Transcripto Interno (ITS). La mezcla de
reaccion para PCR se preparé en un volumen final de 25 uL
conteniendo: buffer de la enzima 1 x Taq DNA polimerasa, 0.8
mM de oxinucleésido trifosfatos (0.2 mM cada uno), 100 ng
de DNA, 20 pmol de cada iniciador y 2 unidades de GoTaq
DNA (Promega, USA). Todas las reacciones de PCR se llevaron
a cabo en un Peltier Thermal Cycler PTC-200 (BIORAD, Méxi-
co), las amplificaciones se verificaron por electroforesis en
un gel de agarosa al 1.2% preparado con 1x TAE buffer (Tris-
Acetate-EDTA) y corrido a 87V cm™ durante 1 h. El gel se tii6
con Gel red (Biotium, USA) y las bandas se visualizaron en un

transiluminador (Infinity 3000 Vilber Lourmat, Germany). Los
productos amplificados se limpiaron mediante una reaccién
enzimdtica con ExoSAP-IT (Affymetrix, USA), siguiendo las
instrucciones del fabricante, se cuantificaron y se prepararon
para la reaccién de secuenciacién usando el Bigdyetermina-
tor v. 3.1 (Applied Biosystems). Estos productos se secuen-
ciaron en el Applied Biosystems modelo 3130XL (Applied
BioSystems, USA).

Ensamble de las secuencias de los hongos ectomicorrizi-
cos

Las secuencias de ambas hebras de cada uno de los genes
se ensamblaron y editaron usando BioEdit versiéon 7.0.5
(Hall, 1999) para crear una secuencia consenso. Lo anterior,
se compard con las depositadas en GenBank del National
Center for Biotechnology Information (NCBI), empleando la
herramienta BLASTN 2.2.19 (Zhang et al., 2000).

RESULTADOS Y DISCUSION

Crecimiento en planta

Las plantas con mayor crecimiento se observaron en el trata-
miento donde se inocularon los dos hongos ECM y tres BAM
(L+H+B1+B2) (Figura 1) siendo tres veces mayor en prome-
dio con respecto a las plantas donde no se aplicé ningun tipo
de ino6culo (T). Dichos resultados concuerdan con previos
estudios con la misma especie de pino e inoculados con el
hongo ectomicorrizico de Laccaria laccata (Renteria-Chavez
etal, 2017; Aguirre-Zamora et al., 2021). Sin embargo, difiere
con respecto a especies como P. montezumae inoculados con
Laccaria var. laccata y P. fluorescens) ya que reportaron una
diferencia minima con respecto al control, lo anterior se debe
a que dicho pino es de lento crecimiento comparado con P,
greggii (Rodriguez-Gutiérrez et al., 2019). En la misma Figura
1, observamos que para L+H+B1+B2, no existio diferencia es-
tadisticamente significativa con respecto a las plantas en las
que solo se inocularon con L+H, L+H+B2, L+B1+B2 y L+B1,
respectivamente.
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Figura 1. Medias de altura de planta (parte aérea), para P. greggii en los diferentes tratamientos. Valores con
diferentes letras en la parte superior de las barras tuvieron diferencias significativas entre si de acuerdo con la
prueba de Tukey (a < 0.05). Las abreviaturas de los tratamientos se encuentran en el Tabla 1.

Figure 1. Mean plant heights (aerial part) for P. greggii in the different treatments. Values with different letters
at the top of the bars were significantly different from each other according to Tukey’s test (a < 0.05). Treatment

abbreviations are shown in Table 1.

Biomasa total

La biomasa total de los P. greggii se vio favorecida en los trata-
mientos donde se inoculé con el hongo Laccaria sp. soloy en
combinacién con alguna bacteria (L, L+B1, L+B2, L+B1+B2).
Del mismo modo se observé en los tratamientos con am-
bos hongos ectomicorrizicos (L+H) y bacterias (L+H+B1,
L+H+B1+B2 y L+H+B2) asi como en el tratamiento H+B1,
todos sin diferencia significativa. Lo anterior nos indica que
no hay un efecto sinérgico si solo se inoculan las bacterias o
combinadas (B1, B2, B1+B2), solo el hongo de Hebeloma (H)
y esta a su vez en los tratamientos en los que se le aplicé la

bacteria A. brasilense (H+B1+B2, H+B2). Debido a lo anterior
es probable que el hongo Laccaria sp. tenga mayor cantidad
de BAM que el hongo H. crustuliniforme por lo que seria ne-
cesario aplicar bacterias en pinos inoculados solo con este
ultimo hongo.

Al respecto, cabe sefalar que se han registrado mayores
valores en peso seco total para P. greggii inoculados con los
hongos ECM (H. crustuliniforme y Laccaria sp.) y las BAM (C.
violaceum, A. calcoaceticus y A. brasilense) asi como en pinos
inoculadas por separado con las especies ECM de L. laccata,
L. bicolor, H. leucosarx (Renteria-Chavez et al., 2017; Aguirre-
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Figura 2. Medias de peso seco total (g) de P. greggii en los diferentes tratamientos. Valores con diferentes letras
en la misma columna tuvieron diferencias significativas entre si de acuerdo con la prueba de Tukey (a < 0.05). Las
abreviaturas de los tratamientos se encuentran en la Tabla1.

Figure 2. Mean total dry weight (g) of P. greggii across treatments. Values with different letters at the top of the
bars were significantly different from each other according to Tukey’s test (a < 0.05). Treatment abbreviations are

shown in Table 1.
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Zamora et al., 2021). De igual forma se observo en P. patula y
P. pseudostrobus a los 397 dias e inoculados con los hongos
ectomicorrizicos (L. laccata, L. bicolor, L. proxima, H. leucosarx,
H. mesophaeumy H. alpinum) por separado y en combinacion
con respecto a los no inoculados (Carrasco-Hernandez et al.,
2011). En el caso P. montezumae han registrado pesos secos
de hasta 7.8 veces mayor en los coinoculados con L. laccata y
las bacterias Cohnella sp. y A. brasilense en comparacién con
los no inoculados, asi como en los inoculados con L. bicolor
con y sin Pseudomonas fluorescens (Rodriguez-Gutiérrez et
al., 2019; Barragan-Soriano et al., 2022).

indice de esbeltez o robustez

Los valores con respecto a este indice variaron en los dife-
rentes tratamientos y se presentaron valores mas bajos en
las plantas no inoculadas comparadas con el resto de los
tratamientos (Figura 3). El indice de esbeltez en coniferas
se recomienda que tenga valores menores a seis (Aldrete et
al., 2023). En el caso de los tratamientos analizados ninguno
presentd valores menores a ese valor, aunque si alrededor
de seis como fue el caso de las plantas que no fueron inocu-
ladas con algin hongo ECM o BAM. Dichos valores altos en
este indice concuerdan con un estudio en los que también
se evalud P. greggii inoculados con y sin un hongo ECM en
diferentes sustratos (Vicente-Arbona et al., 2019).

Calidad de planta

La calidad de planta expresada por medio del indice de
Dickson en todos los tratamientos fue mayor en las plantas
en las que se aplicé al menos un hongo ectomicorrizico
(Figura 4); siendo estadisticamente diferente con respecto
a los tratamientos en los que solo se aplicé al menos una
bacteria y en las plantas en las que no se inocularon hongos.

Cabe senalar que todos los tratamientos presentaron valores
menores que 0.20, al respecto, de acuerdo con el trabajo
realizado por Dickson (1960), estos se clasificarian dentro
de una calidad baja. Aunque la calidad de planta expresada
en este no alcanzo valores optimos (>0.20), las diferencias
significativas con respecto al control evidencian un efecto
positivo de las ectomicorrizas y las bacterias auxiliadoras de
la micorrizacién. Cabe destacar que la calidad de la planta se
ve afectada por diversos factores que van desde el germo-
plasma de la semilla hasta el uso de insumos adecuados y
buenas practicas culturales en el vivero, dentro de los que
se encuentra la fertilizacion adecuada para la nutricion de la
planta (Aldrete et al., 2023). En el estudio realizado por Vicen-
te-Arbona et al. (2019), con P. greggii observaron que el mejor
tratamiento con respecto al indice de Dickson se presento en
las plantas que crecieron en el sustrato 5 (aserrin 60 %, cor-
teza 10 %, composta 10 %, agrolita 10 % y vermiculita 10 %),
fertilizacién de 6 gL, e inoculadas con L. laccata, en donde
se obtienen indices de 0.2 a 0.8 que corresponden a plantas
de calidad media a alta. Lo anterior sugiere que, ademas de
la utilizacién de hongos ectomicorrizicos, es necesario cierto
nivel de fertilizacion para la obtencién de valores més altos
en el indice de Dickson. Cabe sefalar que la colonizacion
ectomicorrizica no se ha visto afectada o ha sido moderada
en algunas coniferas a ciertos niveles de fertilizacion (Khasa
etal.,, 2001; Agathokleous et al., 2023).

Colonizacion micorrizica

En cuanto a la colonizacién micorrizica se observaron valores
superiores al 50 % en tratamientos inoculados con hongos
ECM y al menos una bacteria (Figura 5), lo que coincide con
lo reportado por Barragan-Soriano et al. (2022), quienes ino-
cularon P. montezumae con Laccaria spp. y tres cepas auxilia-
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Figura 3. indice de Esbeltez en los tratamientos analizados. Valores con diferentes letras en la parte superior
de las barras tuvieron diferencias significativas entre si de acuerdo con la prueba de Tukey (a < 0.05). Las
abreviaturas de los tratamientos se encuentran en la Tabla 1.

Figure 3. Slenderness Index for the treatments analyzed. Values with different letters at the top of the bars were
significantly different from each other according to Tukey’s test (a < 0.05). Treatment abbreviations are shown

inTable 1.
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Figura 4. indice de Dickson en los diferentes tratamientos. Valores con diferentes letras en la parte superior de
las barras tuvieron diferencias significativas entre si de acuerdo con la prueba de Tukey (a < 0.05).

Figure 4. Dickson index across treatments. Values with different letters at the top of the bars were significantly
different from each other according to Tukey’s test (a < 0.05).
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Figura 5. Medias del porcentaje de colonizacién micorrizica en P. greggii en los diferentes tratamientos. Valores
con diferentes letras en la parte superior de las barras tuvieron diferencias significativas entre si de acuerdo con la
prueba de Tukey (a < 0.05). Las abreviaturas de los tratamientos se encuentran en la Tabla 1.

Figure 5. Mean percentage of mycorrhizal colonization in P. greggii across treatments. Values with different letters
at the top of the bars were significantly different from each other according to Tukey'’s test (a < 0.05). Treatment

abbreviations are shown in Table 1.

doras de la micorrizacién (una Cohnellay dos de A. brasilense)
y observaron un efecto sinérgico entre hongos y bacterias, asi
como una alta adaptabilidad y excelente eficacia de la sim-
biosis en condiciones de vivero. Ademas, la accion de Azospi-
rillum ha sido vinculada con el rol de “bacterias auxiliadoras
de micorrizas” (BAM), lo que favorece tanto la colonizacién
como la funcionalidad de las hifas y mecanismos fisioldgicos
involucrados en el crecimiento vegetal (Frey-Klett et al., 2007;
Cassan etal., 2020).
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En los tratamientos que hubo baja o nula micorrizacion
fueron los inoculados solo con el hongo H. crustuliniforme
0 en combinacién con alguna bacteria (H, H+B1, H+B1+B2,
H+B2) y en los que solo se inoculd con bacterias auxiliadoras
de la micorrizacién (B1, B2, B1+B2) asi como en el testigo.
Por otro lado, el tratamiento en el que no se aplico hongo
se esperaba una nula micorrizacion, sin embargo, existio
una micorrizacién muy baja, esto debido a una posible
contaminacion de tratamientos donde si se aplicé inoculo
ectomicorrizico.
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Contenido nutrimental de N-P-K, en plantas

En términos generales, el contenido nutrimental fue muy
similar en el contenido de nitrégeno, no obstante, solo se
observaron diferencias con respecto a plantas sin inocular (T)
e inoculadas con C. violaceum y A. calcoaceticus (B1) (Figura

6). En cuanto al contenido nutricional de P, los tratamientos
con los menores valores correspondieron a las plantas donde
no se aplicaron inoculantes (T), ademds bacterias por se-
parado (B1, B2). En cuanto a potasio todos los tratamientos
donde se utilizaron los dos hongos y las tres bacterias fueron
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Figura 6. Contenido nutrimental (N, P y K) de P. greggii en los diferentes tratamientos. Valores con
diferentes letras en la misma columna tuvieron diferencias significativas entre si de acuerdo con la

prueba de Tukey (a < 0.05).

Figure 6. Nutrient content (N, P, and K) of P. greggii in the different treatments. Values with different
letters at the top of the bars were significantly different from each other according to Tukey'’s test (a <

0.05).
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superior en comparacién al testigo (T). Por lo tanto, se con-
sider6é que la mejora en contenidos de nitrégeno, fésforo y
potasio observada en los tratamientos combinados puede
explicarse por mecanismos complementarios, donde las
ECM aumentan la superficie de absorcion y movilizacion de P
y K, mientras que las BAM como Azospirillum y Acinetobacter
solubilizan nutrientes y producen fitohormonas que estimu-
lan el crecimiento de la planta (Zeffa et al., 2019; He y Wan,
2021; Mujumdar et al., 2023). Esto fortalece la necesidad de
considerar consorcios microbianos como bioinoculantes
multifuncionales en programas de reforestacion. Al respecto,
Mei et al. (2024), encontraron que bacterias endéfitas com-
binadas con Suillus grevillei aumentaron la fosforilacion en
raices de P. massoniana, mejorando su captacién nutricional.

El conocimiento generado en este estudio confirmé
que la coinoculacién de hongos ectomicorrizicos (ECM) y
bacterias auxiliadoras de la micorrizacién (BAM) en P. greggii
genera efectos sinérgicos en algunas variables morfoldgicas.
Ademas, los tratamientos con los hongos (Laccaria sp., H.
crustuliniforme) y bacterias (A. brasilense, C. violaceum y A.
calcoaceticus) mostraron un incremento en biomasa total,
altura, contenido nutrimental y colonizacién micorrizica.

El hecho de que no se encontrara diferencia significativa
entre tratamientos inoculados con hongos y bacterias con
respecto a los solo inoculados con hongos ectomicorrizicos
en las variables altura, peso seco, puede deberse a la forma
en la que se preparé el inoculo ectomicorrizico; ya que el
hongo ademds de contener esporas en toda su estructura
tiene bacterias, al respecto, en previos estudios han reporta-
do una gran diversidad de bacterias dentro y en la superficie
de hongos ectomicorrizicos (Liu et al., 2018; Mei et al., 2024).

CONCLUSIONES

Los resultados obtenidos en este estudio demuestran que
la coinoculacién de hongos ectomicorrizicos (Laccaria sp.
y H. crustuliniforme) junto con bacterias auxiliadoras de la
micorrizacion (C. violaceum, A. calcoaceticus y A. brasilense)
mejora significativamente diversos indicadores de la calidad
en plantulas de P. greggii, en comparaciéon con plantas no
inoculadas o inoculadas de forma individual. Las plantas
tratadas con ambos grupos microbianos presentaron los
valores mas altos en crecimiento y altura, biomasa total,
contenido nutrimental (N, P, K) y porcentaje de colonizacién
micorrizica, confirmando un efecto sinérgico positivo. Por
otra parte, el indice de Dickson y de esbeltez no alcanzaron
los niveles éptimos reportados en literatura, sin embargo,
mostraron mejoras relativas en los tratamientos con coinocu-
lacion. La inoculacién con Laccaria sp. mostré ser mas eficaz
en términos de colonizacién y respuesta morfoldgica que H.
crustuliniforme, mientras que la combinacion de bacterias ac-
tué como agente facilitador de la simbiosis y de la absorcién
nutrimental. En conjunto, estos resultados respaldan el uso
de consorcios microbianos como estrategia biotecnolégica
para mejorar la calidad de la planta en vivero, promoviendo
un manejo forestal mas eficiente, sostenible y adaptado a
condiciones locales.
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