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Resumen: En suelos muy degradados, la retencién de humedad es deficiente, causando condiciones de sequia y consecuentemente
la limitacion del crecimiento vegetal. Asociaciones simbidticas como las micorrizas pueden tener efectos positivos en la planta
hospedera en términos de adquisicidn de nutrientes y posiblemente de tolerancia a la sequia. Para probar el efecto del hongo en
condiciones de sequia, se realizé un ensayo con el hongo ectomicorrizégeno Pisolithus tinctorius en Pinus pseudostrobus con seis
tratamientos, tres niveles de riego (cada 3, 7 y 14 dias) en presencia/ausencia de inoculacién. Se evalud la supervivencia de las
plantas mediante un modelo linear generalizado con distribucién binomial y una prueba proporcional de riesgo de Cox y el creci-
miento se analizé mediante andlisis de varianza. Se presentaron diferencias significativas en la supervivencia entre tratamientos
(% s =197.93 y P <0.0001). La prueba de Cox indica que existen diferencias significativas (P> 0.0001), a partir del quinto mes
de sequia se presenta la mayor mortalidad de plantas no inoculadas. Al finalizar el experimento, en las plantas regadas cada tres
dfas, la supervivencia fue del 100 %, cada siete dias, 90 % las inoculadas y 35 % las no inoculadas; cada 14 dfas, murieron todas las
plantas sin inocular, mientras que las micorrizadas mantuvieron un 30 % de supervivencia. En las variables de crecimiento hubo
diferencias significativas (P < 0.0001) por efecto del tiempo de sequia, las plantas en simbiosis con P. tinctorius amortiguaron este
efecto en sequia extrema. Estos resultados muestran la importancia de la asociacion micorrizica para tolerar condiciones de sequia.
Palabras clave: supervivencia, crecimiento vegetal, ectomicorriza, estrés hidrico, acrisoles.

Abstract: In heavily degraded soils moisture retention is deficient, causing drought conditions and consequently limiting plant
growth. Symbiotic associations such as mycorrhiza might have a positive effect in the host plant in terms of nutrient uptake and
possibly for drought resistance. To test the effect of the fungi under drought conditions, an assay was established with the ecto-
mycorrhizal fungus Pisolithus tinctorius with Pinus pseudostrobus, with six treatments, three watering levels (every 3,7, and 14
days) and presence/absence of inoculation. Plant survival was evaluated through generalized linear models and Cox proportional
hazard test and shoot and root growth through analysis of variance. We found significant differences in survival among treatments
(% s = 197.93 y P <0.0001). The Cox test indicates that significant differences occur from the fifth month, when the highest
mortality occurs in non-inoculated plants. At the end of the experiment, when plant where watered every three days survival was
100 %, when watered every 7 days, 90 % for inoculated plants and 35 % for non-inoculated plants; when watered every 14 days
all non-inoculated plants died and 30 % of the inoculated plants survived. In terms of growth variables, statistical differences
(P < 0.0001) where detected among drought treatments, plants in symbiosis with P. tinctorius were able to ameliorate extreme
drought effects. These results show the relevance of the micorrhizal interaction for drought tolerance in plants.

Key words: survival, plant growth, ectomycorrhiza, hydirc stress, acrisol.

suelo. Los suelos degradados son mds propensos a presentar
condiciones de sequia por la pérdida de materia orgdnica y
estructura, lo que reduce la capacidad de retencion de agua

I- as situaciones de déficit hidrico son muy frecuentes en la
vida de las plantas y de hecho, la disponibilidad de agua
resulta ser el primer factor limitante del crecimiento vegetal.

El estrés hidrico depende de la disponibilidad de agua, de la
temperatura y de otros factores fisicos de la atmdsfera y del

de este suelo. En todo el mundo, donde dominan los suelos
volcdnicos fragiles, las malas prdcticas agricolas como el
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uso excesivo de fertilizantes, el cultivo sin rotacion ni des-
canso, pueden provocar que el suelo se degrade rapidamen-
te. En México este proceso de degradacién es comun y como
consecuencia, existen sitios severamente erosionados, como
en la cuenca del Lago de Cuitzeo, dominados por acrisoles,
suelos dcidos, arcillosos y pobres en nutrientes. Trabajos
previamente desarrollados en esta zona han logrado el es-
tablecimiento de especies vegetales incluyendo fijadoras de
nitrégeno como Crotalaria pumila, Crotalaria rotundifo-
lia 'y Senna hirsuta, ademds de especies forestales arboreas
(Gomez-Romero et al., 2013b). Durante los tltimos afios se
han realizado diversos experimentos en sitios con un suelo
derivado de acrisoles degradados, que se caracteriza por ser
muy pobre en nutrientes y donde los fosfatos se encuentran
secuestrados por minerales de hierro (Fe), por lo cual, se
encuentran en formas quimicas insolubles y no disponibles
para las plantas. Se ha logrado establecer especies de pino
resistentes a la sequia como Pinus cembroides (Farjon et al.,
1997; Constante-Garcia ef al., 2009) y Pinus greggii, que se
distribuyen en regiones de baja precipitacion (Lopez-Upton,
1999), sin embargo, no son especies nativas a la zona de es-
tudio. Pinus devoniana es nativa y se distribuye localmente
(Gémez-Romero et al., 2012) pero es menos resistente al
estrés por sequia. Por otro lado, Pinus pseudostrobus Lindl.,
es poco resistente pero en sitios apropiados presenta altas
tasas de crecimiento. Las poblaciones de esta especie han
sido fuertemente afectadas por la deforestacidn a lo largo de
su rango de distribucién en México (Rzedowski, 1978; L6-
pez-Upton, 2002) por lo que requiere especial atencion para
encontrar mecanismos que incrementen su establecimiento
y supervivencia en sitios degradados. Ademds, es la especie
mds deseada por las comunidades locales y es un buen mo-
delo experimental por sus caracteristicas de susceptibilidad,
tanto a la deficiencia de nutrientes (Gémez-Romero et al.,
2012) y el estrés por la de sequia. Pinus pseudostrobus pue-
de establecer asociacion con hongos ectomicorrizégenos de
los géneros Laccaria y Hebeloma (Carrasco, 2010) y las es-
pecies Scleroderma texense y Pisolithus tinctorius (Pers.)
Coker et Couch (Valdés et al., 2010) entre otros.

Otra caracteristica de los acrisoles degradados es que la
retencion de humedad es deficiente, a ciertas profundidades
tienen una baja saturacidn de bases y arcillas de baja activi-
dad. Por lo general, son suelos arcillosos que se compactan
cuando carecen de cobertura vegetal, impidiendo la infiltra-
cion del agua (Pajares-Moreno y Gallardo-Lancho, 2010).
Estos suelos se han desarrollado principalmente sobre rocas
muy dcidas o arcillas muy meteorizadas, que sufren poste-
rior degradacién. Se caracterizan por presentar un conteni-
do mayor de arcillas en los horizontes mds profundos como
resultado de procesos pedogenéticos, considerdndose como
suelos evolucionados (IUSS Working Group WRB, 2006).

Esto causa condiciones de sequia, aun en época de llu-
vias si éstas se interrumpen por periodos de pocas semanas.
Este fendmeno es de particular importancia para especies
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como Pinus pseudostrobus que es poco resistente al estrés
por sequia (L6pez-Upton, 2002). Con especies con estas ca-
racteristicas, una de las estrategias para su establecimiento
en sitios bajo restauracidn ecoldgica, se podrian aprovechar
asociaciones simbidticas entre plantas y hongos micorrizo-
genos (Gomez-Romero et al., 2013a). Se ha propuesto que
las micorrizas incrementan la resistencia a la sequia porque
incrementan el volumen de exploracion del suelo, mds alld
del que la planta puede explorar por si sola para obtener
agua (Alvarez-Sdnchez, 2009).

Asimismo, la formacion de micorrizas, conlleva amplios
cambios fisioldgicos en el hospedero que hacen que éste de-
sarrolle y responda al estrés ambiental de manera diferente
a las plantas no micorrizadas (Linderman, 1993).

Se ha reportado que al aumentar el estrés en las plantas
se presenta una disminucién en su crecimiento en altura y
produccidn de hojas, ésta es una respuesta caracteristica al
estrés hidrico (Levitt, 1980; Martinez-Vilalta et al., 2002;
Thied y Manninen, 2003). Este efecto se ha documentado
con el crecimiento en altura de Pinus leiophylla (Martinez-
Trinidad et al., 2002) ademads en plantas cultivadas como el
algodoén, donde la cantidad de hojas y crecimiento en altura
se ve afectado considerablemente por la carencia de agua
(Méndez-Nateras et al., 2007). Por otro lado, hay evidencias
de que la resistencia fisioldgica a la sequia ocasiona la acu-
mulacién de solutos en las hojas que las hace mds resistentes
(Medeiros y Pockman 2011; Charra-Vaskou et al., 2011) y
esto es lo que podria ocurrir con algunas interacciones bi6-
ticas que incrementan la tolerancia a la sequia en las plan-
tas, como la asociacién micorrizica (Haselwandter, 1997,
AlvareZ-SéncheZ, 2009; Gémez-Romero et al., 2013b). Los
hongos micorrizégenos pueden contribuir a una mayor ab-
sorcion de agua, ademds de nutrientes del suelo, (Smith y
Read, 2010) las hifas se suman a las raices de las plantas
haciendo una mayor exploracion del suelo. Regularmente
en sitios de plantacion que se encuentran en zonas expuestas
a severo estrés hidrico, la simbiosis micorrizica puede ser de
vital importancia (Barroetavefia et al., 2012) para la super-
vivencia, crecimiento y establecimiento de las plantas.

Es por ello que se ha realizado inoculacion con hongos
micorrizogenoss en vivero a especies de plantas que han sido
destinadas a la repoblacion; en la mayoria de las ocasiones
se han utilizado especies de hongos cosmopolitas, como por
ejemplo Scleroderma sp. y Pisolithus tinctorius (Valdés-
Ramirez et al. 2010). El interés en utilizar P. tinctorius, se
deriva de su €xito en la inoculacién de plantas forestales
en paises de los cinco continentes. Las plantas con las que
P. tinctorius establece simbiosis ectomicorrizica incluyen
mds de veinte géneros de gimnospermas y angiospermas
con distribucién mundial; incluyendo especies forestales de
las familias Casuarinaceae, Dipterocarpaceae, Myrtaceae,
Oleaceae y Pinaceae (Pérez-Moreno y Read, 2004).

El cuerpo fructifero de Pisolithus tinctorius mide entre
5y 20 cm de altura y hasta 10 cm de didmetro, fibroso de
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color pardo amarillento, esporas de color marrén canela,
globosas de 7 a 12 ym y espinas de hasta 2 ym de largo.
Fructifica al comienzo del otofio. Un aspecto muy impor-
tante es que puede sobrevivir en suelos empobrecidos o te-
rrenos perturbados, asi como en suelos de alta acidez, o con
altas concentraciones de metales pesados y resiste periodos
de estrés por sequia (Garcia-Rodriguez et al., 2006).

Aunado a esta problemadtica descrita, se ha documentado
que en las préximas décadas se espera un incremento pro-
medio anual de temperatura de 3.8 °C para el afio 2090 (Fla-
toy Boer, 2001), y se conoce que las altas temperaturas pue-
den, por sf solas e independientemente de la precipitacion,
aumentar el estrés hidrico sobre todo de las especies silves-
tres de bosque templado (Barber ef al., 2000; Angert ef al.,
2005). Este efecto, puede tener la consecuencia de reducir
los rangos actuales de distribucién de casi todas las especies
del bosque de pino-encino en México (Gémez-Mendoza y
Arriaga, 2007) incluyendo a Pinus pseudostrobus.

Con base en esta informacion, se propuso que la mico-
rrizacion de la conifera Pinus pseudostrobus con Pisolithus
tinctorius, podria proveer resistencia al estrés hidrico amor-
tiguando los cambios bruscos de disponibilidad de agua, por
lo que plantas inoculadas tendrian la capacidad de sobrevivir
ante condiciones de estrés hidrico en acrisoles degradados.
Por ello, el objetivo planteado fue determinar el efecto de
la micorrizacién de P. pseudostrobus con el hongo ectomi-
corrizégeno P. tinctorius en condiciones de estrés hidrico,
evaludndose supervivencia y crecimiento de las plantas en
condiciones controladas.

Materiales y métodos

Las semillas de Pinus pseudostrobus de poblaciones locales
se esterilizaron con hipoclorito de sodio al 20 % (NaClO 1:5
H,0) durante un minuto y se colocaron en cajas Petri con
papel filtro (Wathman No. 1) como sustrato humedecido
con agua destilada y se estratificaron durante 15 dfas a una
temperatura de 4 °C. Posteriormente, se trasladaron a una
cdmara de crecimiento a una temperatura constante de 25 °C
con 12 horas luz, manteniendo la humedad durante el proce-
so de germinacion. A las dos semanas una vez que la radicu-
la habia emergido, se realiz6 el trasplante a charolas de ger-
minacién con 50 cm? de sustrato por planta. Como sustrato
se utilizé turba comercial (de musgo de Sphagnum) mez-
clada con agrolita en combinacion 1:1 esterilizado durante
dos periodos de 20 minutos en autoclave a una temperatura
de 100 °C. Las pldntulas fueron propagadas en condiciones
de vivero con maya sombra del 30 % de cobertura. En el
drea del experimento, se hizo un recubrimiento con pldstico
transparente para proteger a las plantas de la lluvia o algin
inéculo que pudiera ser propagado al estar mds expuestas.
Posteriormente, se realizo el trasplante a contenedores rigi-
dos de pldstico de 375 cm? con suelo acrisol derico. A las
cuatro semanas de edad, siendo pldntulas fueron asignadas
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al azar para el tratamiento de micorrizacion y fueron inocu-
ladas de manera individual con 500,000 esporas del hongo
ectomicorrizégeno Pisolithus tinctorius por cada planta en
0.5 g de turba micronizada como vehiculo (Biosyneterra So-
lutions Inc. L’ Assomption, Quebec, Canadd), haciendo un
espacio en el sustrato cerca del tallo para descubrir la raiz y
se aplicd la dosis de esporas directamente.

Se utilizé un diseflo completamente al azar y se plantea-
ron como factores experimentales la inoculacion del hongo
ectomicorrizégeno Pisolithus tinctorius 'y tres niveles de se-
quia con un total de seis tratamientos (Tabla 1) con 40 répli-
cas por tratamiento. La unidad experimental fue un pino en
contenedor individual. Como sustrato se utilizaron muestras
homogeneizadas de acrisol 6crico de un sitio severamen-
te degrado. Los andlisis indicaron que es un suelo arcilloso
(71.8 % de arcilla, limo 16 % y arena 12.2 %), dcido (pH
4.9), pobre en materia orgdnica (0.083 %), pobre en nitrége-
no (total 20.88 k/ha, 8.4 aprovechable) y potasio (92 k/ha,
36.88 asimilable), extremadamente pobre en fosforo (detec-
tado solo en trazas), calcio muy pobre y magnesio medio.
Los tratamientos de sequia se determinaron mediante la
humedad del suelo que fue detectada por sensores (E C-5
Soil Moisture Sensor-M005 HOBO Data logger H21-002).
Durante los primeros cuatro meses, las plantas permane-
cieron con humedad constante para asegurar que partieran
de las mismas condiciones sin estrés hidrico. El de riego
se realiz6 cada 3, 7 y 14 dfas con una solucion hidropénica
con macro y micronutrientes para evitar confundir el efecto
de mortalidad o falta de crecimiento por falta de nutrientes.
Los macronutrientes utilizados para la disolucién hidropo-
nica fueron: 136 mg/l de fosfato de potasio (KH,PO,), 202
mg/l de nitrato de potasio (KNO,), 236 mg/l de nitrato de
calcio Ca(NO,),, 493 mg/I de sulfato de magnesio (MgSO,)
y 80 mg/l de nitrato de amonio (NH,NO,). Los micronu-
trientes: 2.86 mg/l de dcido bérico (H,BO,), 2.07 mg/l de
sulfato manganoso (MnSO,), 0.22 mg/l de sulfato de zinc
(ZnS0,), 0.051 mg/l de sulfato cuprico (CuSO,) y 0.09 mg/l
de molibdato de amonio (NH,))MO.0,,.

El riego se realizé con 60 ml de la solucién nutritiva por
planta para restablecer la humedad del sustrato, y permitir
que no se acumularan sales.

Tabla 1. Tratamientos para probar el efecto de sequia en Pinus pseu-
dostrobus. La presencia del hongo ectomicorrizégeno se marca “+”
y “-” ausencia. Los tratamientos 1 y 2 son los testigos en presencia /
ausencia de Pisolithus tinctorius.

Tratamiento Pisolithus tinctorius Sequia (dias)

1 - 3
2 + 3
3 - 7
4 + 7
5 - 14
6 + 14
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El experimento tuvo una duracion de 12 meses desde
su inicio, se evalud la supervivencia de forma mensual (se
registré como planta viva a plantas turgentes con aciculas
verdes o amarillas y como planta muerta hasta que cambiara
por completo su coloracién de verde a café por efecto de
pérdida de humedad o ausencia de actividad fotosintética),
durante el experimento se evaluaron las siguientes variables
de crecimiento: altura, didmetro a la altura de la base (DAB),
cobertura (evaluado mediante la férmula de la elipse [r,r,]
con dos radios de la copa para inferir el dosel), longitud de
las ramas con hojas (medida indirecta del drea foliar) que
podria aproximar para conocer el drea fotosintética. Se eva-
lué la suma de la longitud de cada rama en presencia de
aciculas y nimero de fasciculos. La mitad de las plantas de
cada tratamiento seleccionadas al azar fueron cosechadas
para evaluar biomasa tanto aérea como radical, se midio la
longitud y se calculd el volumen de la raiz. Para las variables
de biomasa, las plantas fueron secadas en horno de secado
durante 72 horas a 60 °C, hasta llegar a peso constante. Las
variables de longitud se midieron con una regla graduada y
el didmetro con un vernier. La presencia de la micorriza se
evalué con la verificacion del cambio morfolégico en las
raices de los pinos como engrosamientos, bifurcaciones y
presencia de micelio, los cuales fueron fotografiados con
una cdmara Leica DFC 295 versién 7.0.1.0 (Figura 1).

Adicionalmente se monitored la humedad del sustrato y
la pérdida gradual a través de los dfas mediante sensores
colocados directamente en el sustrato de los contenedores
de los distintos tratamientos (E C-5 Soil Moisture Sensor-
MO005 HOBO Data logger H21-002), asi como la intensidad
de la luz.

La supervivencia se analizo a través de un modelo linear
generalizado (GLM) para datos con distribucién binomial y
también por medio de una prueba proporcional de Cox para
conocer el comportamiento de las curvas de supervivencia

ALY

entre los tratamientos a lo largo del tiempo. El andlisis esta-
distico para las variables de crecimiento consistio en andlisis
de varianza (ANOVA) con nivel de significancia del 95 %.
Se realizaron pruebas de comparacién multiple de medias
por medio de Tukey. Para todos los andlisis estadisticos se
utilizé R (R Development Core Team, 2011).

Resultados

Por medio del andlisis lineal generalizado con distribucidn bi-
nomial, se detectaron diferencias significativas para la super-
vivencia entre los tratamientos de estrés hidrico en presencia/
ausencia del hongo ectomicorrizogeno Pisolithus tinctorius (
e s = 197.93 y P <0.0001). La prueba de riesgo proporcio-
nal de Cox indicé que no solamente la supervivencia al final
del ensayo sino que la forma en que se dio la mortalidad difie-
ren (P < 0.0001) a partir del quinto mes de sequia cuando se
presenta la mayor mortalidad de las plantas no inoculadas, lo
que muestra que la presencia del hongo ectomicorrizégeno P.
tinctotius proporciona mayor resistencia al estrés hidrico atin
en las plantas que se mantuvieron con riego solo cada quince
dfas. Las curvas muestran que cuando las plantas de Pinus
pseudostrobus reciben un riego constante (cada tres dias), la
supervivencia se mantiene en un 100 % para los tratamientos
tanto de presencia como de ausencia de P. tinctorius, pero a
partir de que las plantas se someten a estrés hidrico (riego
cada siete dias), la supervivencia de las plantas en ausencia
del hongo disminuye hasta un 35 %, mientras que las plantas
inoculadas mantienen un 90 % de supervivencia, sélo 10 %
menos que las plantas con el periodo entre riegos mds cor-
to. Para el tratamiento de riego cada 14 dias, las plantas en
ausencia del hongo no resisten, muriendo en su totalidad,
mientras que las plantas inoculadas mantienen un 30 % de
supervivencia (Figura 2A).

En cuanto a las variables de crecimiento, se presentan

Figura 1. Raiz de Pinus pseudostrobus A) Ausencia de inoculacion. B) Inoculada con el hongo ectomicorrizégeno Pisolithus tinctorius.
Se muestra cambio morfoldgico como engrosamientos, bifurcaciones y manto fiingico.
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Figura 2. Variables evaluadas de Pinus pseudostrobus en presencia / ausencia de Pisolithus tinctorius A) Supervivencia, B) Altura, C)
Didmetro a la altura de la base (DAB), D) Cobertura, E) Longitud con hojas, F) Fasciculos Las barras muestran el error estandar y las letras
grupos de acuerdo a la prueba de Tukey.

diferencias estadisticamente significativas en todas ellas,
siendo mds notorio en algunas de ellas el efecto de los
hongos ectomicorrizégenos. En la altura se muestran di-
ferencias significativas (F,,, = 21.35, P < 0.0001), para
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esta variable se muestran diferencias por efecto del estrés
hidrico, ya que las plantas con mayor crecimiento son las
plantas con riego constante (Figura 2B). Para el didmetro
a la altura de la base, se obtienen diferencias significativas
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(F(5,234> =54.61, P <0.0001) mostrando valores mayores las
plantas micorrizadas con riego cada tres dfas, siendo éstas
diferentes a las plantas en ausencia del hongo, éstas son
diferentes con las plantas que se encuentran sometidas a
estrés hidrico con riego cada siete dias y éstas a su vez son
diferentes de las plantas con riego solo cada 14 dias (Figura
2C), lo que indica que el estrés hidrico afecta el crecimien-
to de esta variable.

Para la cobertura también se muestran diferencias signi-
ficativas (F 5,,, = 25.06, P <0.0001). Las plantas de mayor
cobertura son las de mayor riego en presencia de P. tinctorius,
siendo diferente a las plantas en ausencia y ambas diferentes
a los tratamientos de estrés hidrico (Figura 2D). En la varia-
ble longitud de planta con hojas se presentan diferencias por
efecto del estrés hidrico (F 5230 = 18.46, P <0.0001), (Figura
2E). Se evalu¢ fue la cantidad de fasciculos formados en las
plantas, probablemente es donde se puede dar un gasto ener-
gético alto sobre todo en las primeras etapas. El tratamiento
que present6é mayor cantidad de fasciculos ya formados fue
el de riego cada tres dias con presencia del hongo (F; ,, =
14.24, P <0.0001), (Figura 2F).

En cuanto a las variables de biomasa, se obtuvieron dife-
rencias significativas entre tratamientos para el peso fresco
de la biomasa aérea (F 5234 = 24.07, P < 0.0001), con valo-
res mayores en las plantas con riego constante; un aspec-
to interesante es que el tratamiento sometido a un mayor
estés hidrico (riego cada 14 dias) mostré valores similares
al tratamiento de estrés intermedio (riego cada 7 dias) pero
solo si el pino estaba inoculado (Figura 3A). En cuanto a la
biomasa aérea (peso seco) también se presentaron diferen-
cias significativas (F sais) = 10.96, P < 0.0001) mostrando
un patrén muy similar al peso fresco (Figura 3B). El peso
fresco de la parte radical presentd diferencias significativas
entre tratamientos (F(S,HS) =12.41, P <0.0001) el patrén se
muestra muy similar a lo que ocurre con la parte aérea, la
diferencia es que para esta variable se observa mds claro el
efecto de la presencia de los hongos micorrizégenos, ya que
en los tratamientos con inoculacion, muestran valores ma-
yores y los que fueron sometidos a mayor estrés son capa-
ces de compensar cuando estdn inoculados (Figura 3C). La
biomasa radical (peso seco) muestra un patrén muy similar
(F<5.115> =7.97, P <0.0001), (Figura 3D). Para la longitud de
raiz también se presentan diferencias estadisticamente signi-
ficativas entre los tratamientos (F<5.115> =12.87, P <0.0001),
aun cuando en esta variable los valores parecen ser mds ho-
mogéneos, se presenta un efecto muy importante sobre una
mayor elongacion de las raices en las plantas que fueron
inoculadas, incluso, las de mayor estrés, presenta valores
muy similares a las plantas con mayor riego (Figura 3E).
Finalmente para el volumen de raiz se observan las ven-
tajas que Pisolithus tinctorius estd proporcionando a Pinus
pseudostrobus mostrando diferencias significativas (F g, o
= 2.89, P = 0.016), al igual que en todas las variables de
biomasa, los valores menores corresponden a las plantas de
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mayor estrés y en ausencia de los hongos micorrizégenos
(Figura 3F).

La humedad del sustrato fue monitoreada por los sensores
y un aspecto muy importante es que cuando las plantas estdn
micorrizadas, la pérdida de humedad es menor tanto en el
tratamiento de riego constante (Figura 4A) como en el tra-
tamiento de riego cada siete dias (Figura 4B) y se mantiene
el mismo efecto en el tratamiento de mayor estrés hidrico,
con riego cada 14 dias (Figura 4C), incluso la diferencia se
mantiene a lo largo del tiempo del experimento. Esto sugie-
re que la presencia del hongo ectomicorrizégeno Pisolithus
tinctorius, puede incrementar la retencion de humedad en la
rizésfera de Pinus pseudostrobus en condiciones de sequia.
También se monitore6 la luz en el experimento una vez que
se inici6 el régimen de riego (Figura 4D), la mayor inciden-
cia se presenta cuando las horas luz permanecen mds tiempo
a lo largo del dia.

Discusion

Los resultados del presente estudio muestran que la inocula-
cion con el hongo ectomicorrizégenos Pisolithus tinctorius
tiene un efecto positivo en el crecimiento, pero sobre todo
en la supervivencia de Pinus pseudostrobus en condicio-
nes de estrés hidrico. El efecto es evidente tanto en plantas
en condiciones normales de riego en presencia del hongo,
como en plantas que se encuentran en sequia extrema, que
es en este punto cuando se presenta la mortalidad del total
de las plantas en ausencia del hongo. La presencia del hongo
ectomicorrizégenos P. tinctorius incrementa la retencion de
agua en la rizésfera de P. pseudostrobus. Al regar las plantas
s6lo una vez cada dos semanas, las plantas sin micorrizar no
logran sobrevivir mds de cuatro meses, mientras que las que
las plantas inoculadas mantienen un 30 % de supervivencia
al finalizar ese lapso de tiempo. Con riego semanal mantie-
nen un 90 % de supervivencia, en tanto que las plantas que no
fueron inoculadas presentan un 35 % de supervivencia. Lo
que muestra que la relacion simbidtica amortigua los efec-
tos negativos de la sequia en la planta hospedera. El creci-
miento se ve favorecido también, sobre todo en las variables
de biomasa como en la biomasa aérea en condiciones de se-
quia extrema donde las plantas inoculadas presentan valores
significativamente mayores, lo que representaria una mayor
productividad. El efecto benéfico se nota especialmente en
las variables evaluadas de la raiz como longitud y volumen
radical, aspectos que son muy importantes para el estable-
cimiento de las plantas en condiciones naturales. El uso de
hongos ectomicorrizégeno en especies de pino propagadas
en vivero y destinadas a establecimiento en repoblaciones
se ha reportado en Pinus halepensis, Pinus pinaster, Pinus
pinea 'y Pinus radiata (Pera y Parladé, 2005).

Otro de los aspectos importantes es que este déficit hi-
drico se ve reflejado como una limitacién del crecimiento,
como ocurrid en este estudio por ejemplo con la variable de
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longitud de planta con hojas, que es una medida indirecta
para evaluar el drea fotosintéticamente activa, mostrando
una disminucion significativa en las plantas de Pinus pseu-
dostrobus con déficit hidrico. También se ha documentado
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con otras especies de pino, como el estudio realizado por
Prieto-Ruiz er al. (2004) donde evaluaron el efecto del es-
trés hidrico en el crecimiento de plantas de Pinus engelman-
nii encontrando que la reduccion del potencial hidrico no

737



MARIELA GOMEZ-ROMERO ET AL.

A)

0.05 -
—— Pisolithus tinctorius M+

—<-—_Pisolithus tinctorius M-

0.00

-0.05

-0.10

Contenido de humedad m3/m?

-0.15

Dias

Q)

—&— Pisolithus tinctorius M+
o —O = _Pisolithus tinctorius M-

0.05

o
£
&
£ 0.00
o
©
o
13
£ -0.05
3
<
[}
=
o -0.10
=1
g N\
5 -0.15 N
o O‘-CL-—Q
\O\O
-0.20
1.2 3 4 5 6 7 8 9 10 11 12 13 14

Dias

0.05
—e&— Pisolithus tinctorius M+
—O — _Pisolithus tinctorius M -
0.00
«
£
ES
£
B -0.05
e
(5
£
3
£
S 010
o
S
c
2
c
8 015
-0.20 T T T T T T T
1 2 3 4 5 6 7
Dias
40
35
30
w
=]
N 25
3
-
20
15
10
T T T T
1 2 3 4
Meses

Figura 4. Contenido de humedad registrado en el sustrato de los contenedores con los distintos tratamientos. A) Contenido de humedad
en sustrato con tratamiento de riego cada tres dfas, B) Cada siete dfas, C) Catorce dias y D) Incidencia de luz sobre las plantas de Pinus
pseudostrobus en presencia/ausencia de Pisolithus tinctorius. Las barras muestran el error estdndar.

provocé dafios fisicos a las plantas, sin embargo, si limit6
su crecimiento en altura, didmetro a la altura de la base y
biomasa, en contraste con el tratamiento control de riego
constante. Mientras que para Pinus pinceana, el efecto del
estrés hidrico y térmico, se da en el crecimiento y variables
de biomasa, ocasionando una reduccion en el crecimiento de
la yema apical. El efecto negativo del estrés hidrico en las
plantas, regularmente es de dos a tres veces mayor que el de
la temperatura. El aumento en temperatura, por el contrario
puede ocasionar mayor engrosamiento del tallo (Martifién-
Martinez et al., 2010). Las plantas de los tratamientos que
son sometidos a riego constante, presentan mayores alturas,
didmetros, biomasa aérea y radical, mientras que las pldntu-
las con menor frecuencia de regado presentan menor brote
de raiz (Royo et al., 2001).

Se ha documentado que las situaciones de sequia o de es-
trés hidrico influyen de manera directa, no solo sobre la plan-
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ta, sino también sobre las micorrizas (Lansac et al., 1995).
Adicionalmente, la asociacion simbidtica puede representar
un gasto energético para los pinos debido a que tienen que
intercambiar hidratos de carbono (Choi et al., 2005), la rela-
cion es positiva, ya que los hongos micorrizogenos proveen
de nutrientes y agua a la planta, ademds de que les ayudan a
amortiguar cambios bruscos de temperatura (Smith y Read,
2000). La disponibilidad de agua tiene el efecto directo en
la disminucién de la turgencia, e indirectamente limita el
incremento de biomasa, por lo que una cantidad adecuada
de agua disponible es esencial para mantener la produc-
tividad de las plantas (Montoya-Stuardo, 2000), de modo
que la presencia de micorrizas puede influir de manera im-
portante para tener disponibilidad de agua e incrementar la
biomasa, sobre todo en la parte radicular (Gémez-Romero
et al., 2013a).

Por otro lado, el efecto del hongo en la planta hospedera,
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también puede ser muy variable de acuerdo a las especies y
el reconocimiento que se presente entre ellas. Existen reporte
en los que no se den efectos positivos en la simbiosis, como
en el caso de plantas de Pinus halepensis micorrizadas con
el hongo Suillus mediterranensis y no micorrizadas, en un
periodo de estrés hidrico de cuatro meses. La sequia inducida
afect6 negativamente a las plantas y el hongo no pudo com-
pensar el efecto. Solo hasta restablecer el riego se mostrd
crecimiento en las plantas micorrizadas (Morte et al., 2001).
En este sentido, la inoculacién con Pisolithus tinctorius pue-
de incrementar significativamente el volumen y biomasa de
Pinus pseudostrobus con respecto al control (Valdés-Ra-
mirez et al., 2010). Por otro lado, se han reportado experi-
mentos con el hongo ectomicorrizégenos P. tinctorius ino-
culando plantas de Cistus albidus en condiciones de campo
y mencionan que la inoculacién presentd un efecto positivo
sobre el crecimiento de las plantas hasta en un 130 % mayor
que el de las plantas control (Alguacil et al., 2003).

Otro aspecto importante de destacar es que la presencia
de los hongos micorrizégenos pueden tener un efecto posi-
tivo en la retencion de agua de la rizésfera, como se evalué
con los sensores, que muestran que la pérdida de humedad
se presenta de manera mds gradual en presencia de los hon-
gos micorrizégenos a diferencia de las plantas donde no se
realizé inoculacion. En todos los tratamientos se presenta
este efecto. Lo cual explicaria el incremento de la supervi-
vencia y el crecimiento de Pinus pseudostrobus.

El presente estudio sugiere que con la asociacién de tipo
simbidtico entre Pisolithus tinctorius y Pinus pseudostrobus
puede haber un buen desempefio desde etapas tempranas.
Pera y Parladé (2005) sugieren que la utilizacién de plan-
tas micorrizadas pueden jugar un papel importante en la re-
forestacién de zonas fuertemente alteradas con problemas
de sequia como es el caso de sitios con presencia se suelos
acrisoles dcricos con falta de estructura y que pierden hu-
medad rdpidamente por ausencia de una cobertura vegetal.
La inoculacién con hongos micorrizégenos puede incre-
mentar significativamente la supervivencia y crecimiento
de P. pseudostrobus como se muestra en este experimento.
Lo que podria reflejar una estrategia en la restauracién de
sitios con altos niveles de degradacion (Gémez-Romero et
al., 2015).

La inoculacion con el hongo ectomicorrizégenos Pisoli-
thus tinctorius incrementd el crecimiento de las plantas, pero
sobre todo la supervivencia de Pinus pseudostrobus amor-
tiguando los efectos de estrés hidrico causados por sequia.
El efecto positivo se da debido a los cambios fisioldgicos en
la planta hospedera por la presencia del hongo ectomicorri-
zogenos y a que en la rizésfera de las mismas se presenta
una mayor retencion de humedad que en los tratamientos
en ausencia del hongo, como lo detectaron los sensores de
humedad.

Esos aspectos pueden representar una estrategia para la
restauracion de sitios con niveles altos de degradacion, des-
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provistos de vegetacion ya que podria incrementar la toleran-
cia a la sequia de las plantas hospederas, aun cuando a esto
representa un gasto energético para mantener la simbiosis,
sobre todo en etapas iniciales. En este sentido, se podrian im-
plementar estas interacciones bidticas para el establecimiento
inicial de especies que puedan realizar la asociacién simbi6-
tica asf, poder crear condiciones microambientales que favo-
rezcan el establecimiento futuro de otras especies y de esta
manera sea posible la recuperacién de la estructura y funcio-
nalidad de un ecosistema degradado.
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