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La inoculacion de Pinus greggii con el hongo ectomicorricico Laccaria
laccata favorece a las comunidades nativas de rizobacterias promotoras
del crecimiento vegetal

Pinus greggii inoculation with the ectomycorrhizal fungi Laccaria laccata enhances native population of
plant-growth-promoting rhizobaceria
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RESUMEN

La simbiosis pino-hongo ectomicorricico es de gran
importancia ecolégica debido a la interacciéon microbiana
establecida en la micorrizosfera y a las condiciones edaficas
favorables creadas por la descomposicion de la materia or-
ganica. El objetivo de este trabajo fue estimar el efecto de
la colonizaciéon del hongo ectomicorricico Laccaria laccata
sobre el crecimiento de Pinus greggii, asi como la abundancia
de microorganismos en sus raices, en condiciones de inver-
nadero. Para lo cual se realiz6 con un disefo experimental
completamente al azar, compuesto por dos tratamientos: P,
greggii inoculado con L. laccata y testigo. Se evalué la acti-
vidad metabdlica microbiana (AMM), diversidad metabdlica
microbiana, altura, peso seco, abundancia de bacterias fija-
doras de nitrégeno y solubilizadoras de fosfatos. Por medio
de ANOVA se observé que, un afo después de la siembra 'y
6 meses después de la inoculacion, L. laccata mejoré el cre-
cimiento de P. greggii; ademas, aumentd la AMM, mas no se
presentaron diferencias en la diversidad respecto al testigo.
También, se encontré mayor abundancia de bacterias solubi-
lizadoras de fosfatos y fijadoras de nitrdgeno en la rizosfera
de las plantas inoculadas. Lo cual sugiere que estos organis-
mos se ven favorecidos en las condiciones que propicia la
presencia de L. laccatta.
Palabras clave: Pinos, Biolog EcoPlates, diversidad microbia-
na, solubilizacién de fosfatos, fijacién de nitrégeno.

ABSTRACT

The pine-ectomycorrhizal symbiosis is of great ecolo-
gical importance due to the microbial interaction established
in mycorrhizosphere and the favorable edaphic conditions
created by the decomposition of organic matter. The objec-
tive of this work was to estimate the effect of the ectomyco-
rrhizal fungus Laccaria laccata colonization on the growth of
Pinus greggii, as well as the abundance of microorganisms in
its roots under greenhouse conditions. For which we used a
completely randomized experimental design, composed of
two treatments: P, greggii inoculated with L. laccata and con-
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trol. Microbial metabolic activity (AMM), microbial metabolic
diversity, height, dry weight, abundance of nitrogen-fixing
and phosphate-solubilizing bacteria were evaluated. By
means of ANOVA we observed that, one year after sowing
and 6 months after inoculation, L. laccata improved the
growth of P. greggii; Furthermore, the AMM increased, but
there were no differences in diversity with respect to the
control. Also, a greater abundance of phosphate solubilizing
and nitrogen fixing bacteria was found in the rhizosphere of
the inoculated plants. This suggests that these organisms are
favored under the conditions propitiated by the presence of
L. laccatta.

Keywords: Pines, Biolog EcoPlates, microbial diversity,
phosphate solubilization, nitrogen fixation.

INTRODUCCION

Los hongos ectomicorricicos son un componente
fundamental en el funcionamiento de los bosques (Baldrian,
2017), ya que favorecen la absorcién de nutrientes; primor-
dialmente N y P en suelos con baja fertilidad y contribuyen
de forma significativa en el ciclo del carbono por medio de la
descomposicion de la materia orgénica en el suelo (Phillips
et al., 2013; Shah et al., 2015). Ademas, ayudan a los arboles
a desarrollarse en condiciones de estrés abidtico, como la
sequia, y a protegerse de fitopatdégenos. Debido a estos be-
neficios, las tecnologias de produccién de arboles en vivero
contemplan el establecimiento de la simbiosis arbol-hongo
ectomicorricico desde las primeras etapas fenoldgicas de las
plantas; para que, de esta manera, se acrecienten las posibi-
lidades de éxito de las plantas llevadas a su sitio definitivo
de crecimiento. En el siglo pasado, la practica habitual para
poner en contacto a los hongos ectomicorricicos con las
plantulas era con el uso de “tierra de monte” en los sustratos
(Aucina etal., 2007). De esta manera, las plantulas también se
exponian a sus fitopatdgenos; favoreciendo la presencia de
enfermedades vegetales (Menkis et al., 2016).

Las técnicas modernas de produccién de plantas en
vivero incluyen el uso de sustratos solarizados o esterilizados
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junto con la inoculacién (Casique et al., 2018); la cual implica
la introduccién de grandes cantidades de microorganismos
en el suelo o sustrato y generalmente, en la proximidad de las
radiculas de las plantulas. Esta biotecnologia permite la pro-
duccion de plantas con crecimiento acelerado y resistentes
ante factores bidticos y abidticos adversos habituales en los
sitios a reforestar (Berruti et al., 2016). La inoculacion micorri-
cica provoca efectos diversos de acuerdo a la especie vegetal;
reportandose que las mayores posibilidades de éxito se pre-
sentan en coniferas, no-leguminosas arbustivas y pastos C4
(Hoeksema et al., 2010). Para acrecentar las posibilidades de
éxito de la inoculacién micorricica, se recomienda conocer
y manejar las principales interacciones entre los compo-
nentes de la microbiota que coloniza la rizosfera, endosfera
y filosfera y, de esta manera, mejorar la sanidad vegetal y la
productividad en los viveros (Vandenkoornhuyse et al., 2015;
Hassani et al., 2018).

La esterilizacién de los sustratos, ademas de incre-
mentar el crecimiento de las plantas por la eliminacién de
fitopatdgenos, favorece el establecimiento de un microbio-
ma diverso, representado por microorganismos benéficos
(Marschner y Rumberger, 2004; Li et al., 2019). Estos microor-
ganismos pueden ser bacterias fijadoras de nitrégeno y/o
solubilizadoras de fosfatos, controladoras de enfermedades
radicales y, en general, promotoras del crecimiento vegetal
(Troelstra et al., 2001). Con base en lo anterior, el presente
trabajo tuvo como finalidad determinar el papel de la es-
terilizacidon del sustrato y de la inoculaciéon de Pinus greggii
Engelm. con esporomas del hongo ectomicorricico L. laccata
en el establecimiento de diversos organismos, representados
por rizobacterias benéficas para el crecimiento vegetal.

MATERIALES Y METODOS

El germoplasma de P. greggii se colecté en el corredor
de los volcanes Iztaccihuatl y Popocatépetl, Puebla, México
(limite extremo norte 98° 40" 18"y 19° 28’ 2”; limite extremo
oeste 98° 46'40"y 19° 20’ 29”; limite extremo este 98° 37' 28"
y 19° 16’ 16”; limite extremo sur 98° 40’ 27"y 19° 14’ 36"). Las
semillas se esterilizaron con 30% H,0, durante 20 min. El in6-
culo se preparé con esporomas de L. laccata provenientes de
un bosque de pinos en San Pedro Nexapa, Ozumba, Estado
de México (19°8’12"N y 98°39'12"0). Se separaron los estipi-
tes de los pileos, estos ultimos se deshidrataron a 35 °Cen un
horno deshidratador de tipo bandeja (Jersa“) durante 4 dias.
Posteriormente, se molieron en un molino eléctrico (Tho-
mas Scientific’, Modelo 4 Wiley Mill, EE.UU.) y pasé a través
de un tamiz de abertura de T mm para obtener un tamafno
de particula homogéneo. El in6culo se almacené a 5 °C. El
experimento se establecié en condiciones de invernadero
en las instalaciones del Colegio de Postgraduados, Campus
Montecillo, Estado de México.

Diserio de tratamientos

Se establecieron 2 tratamientos: 1) testigo, P. greggii
sin inocular y 2) P. greggii inoculado con L. laccata; en un
disefio completamente al azar con 10 repeticiones.
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Preparacion del sustrato e inoculacion

El sustrato consistié en una mezcla de arena, corteza
de pino y suelo forestal en una proporcion 2:2:1, se esterilizé
tres veces (con un dia de descanso entre cada esterilizacion),
con vapor a una presiéon de 1.3 kg- cm? a 125 °C durante 5
h. Las semillas se sembraron en tubos de plastico negro de
125 cm? con el sustrato descrito. A las plantas del tratamiento
inoculado se les adicionaron 108 esporas de L. laccata por
planta, determinada esta concentracién por observacién al
microscopio (60X) y con hematocitémetro. Se hicieron dos
inoculaciones de esporas del hongo: la primera simultanea-
mente con la siembra y la segunda 60 dias después. Las plan-
tas fueron regadas diariamente con agua destilada estéril,
durante seis meses.

Variables evaluadas
Altura y peso seco de las plantas

A los 180 dias después de la siembra, se cortaron las
plantas y se determiné su longitud desde la base hasta la
ultima acicula. Se colocaron en bolsas de papel y se secaron
en un horno (Jersa ® deshidratador de tipo bandeja, México)
a 70 °C, durante 3 dias, para posteriormente ser pesadas en
una balanza analitica (Sartorius, Entris Il T mg).

Perfil metabélico de comunidades microbianas

Los perfiles metabdlicos de las comunidades microbia-
nas cultivables de ambos tratamientos (testigo e inoculado
con L. laccata), se determinaron con las microplacas Biolog ™
EcoPlates (BIOLOG Inc., Hayward, CA) que contienen diferen-
tes fuentes de carbono. Se utilizé el procedimiento adaptado
de Garland y Mills (1991), posteriormente se realizaron dilu-
ciones seriadas desde 10" a 10*. Se utilizo la dilucidon 103, de
esta se tomd una alicuota de 150 pL y se depositd en cada
uno de los pocillos, en el pozo A1 Unicamente se le agregd
150 pL de agua destilada. Las placas se incubaron a28°Cy la
absorbancia fue leida a 590 nm., usando un lector de micro-
placas (Synergy2 MCA Bio-Tek). Las mediciones se realizaron
alas 24,48,72y 96 h de la incubacién.

Abundancia de bacterias fijadoras de nitrégeno y solubi-
lizadoras de fosfatos

Se utilizé el procedimiento adaptado de Garland y
Mills (1991) para obtener la solucién madre, de la cual, rea-
lizaron diluciones seriadas de 107" a 10°%. Para el conteo de
bacterias fijadoras de nitrégeno se utilizaron las diluciones
103, 10*y 10°, mientras que para las solubilizadoras de fos-
fatos se usaron 102 103y 10“ En ambos casos se tomaron
100 pL de cada dilucién y se sembraron en placas de Petri
con un total de cinco repeticiones por dilucion. Los medios
de cultivo utilizados fueron fuente combinada de carbono y
Pikovskaya para fijadoras de nitrégeno y solubilizadoras de
fosfatos, respectivamente. Se incubaron por 3y 10 dias a 27
°C, respectivamente.

Para el conteo de bacterias, en ambos medios de
cultivo se selecciond la dilucién 10, por contener entre 30 y
300 colonias por caja de Petri. En medio Rennie se contaron
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las colonias totales, mientras que para las bacterias solubi-
lizadoras de fosfatos se tomaron en cuenta aquellas que
presentaron un halo de solubilizacién.

Analisis estadistico

Para el perfil metabdlico de comunidades microbianas
el promedio del desarrollo del color y el indice de Shannon-
Weaver fueron analizados por ANOVA. Todos los andlisis
estadisticos sobre los microorganismos se realizaron con SAS
version 9.0 para Windows (SAS Institute Inc, Cary, NC, USA).

RESULTADOS Y DISCUSION
Altura y peso seco de las plantas

A los 180 dias después de la siembra, las plantas del
tratamiento inoculado con hongos ectomicorricicos supe-
raron en altura a las del testigo; con 5.4y 3.7 cm (p<0.05),
respectivamente. Mientras que en el peso seco se generaron
valores de 0.19 g para el testigo y 0.37 g para el inoculado,
como se muestra en la Figura 1. La inoculacién con L. laccata
aumenta el crecimiento de P. greggii; esto se ve reflejado en
la altura y peso seco de las plantas. Un fendmeno similar en
la altura de P. greggii fue observado por Renteria-Chavez et
al. (2017), usando la misma técnica (inéculo a partir de espo-
romas deshidratados) y carga microbiana en la inoculacién
(concentracién de 107 a 108 esporas por g de inéculo) donde,
después de 12y 24 meses de la inoculacion hubo diferencias
estadisticas entre el tratamiento L. laccata y el testigo, en un
sustrato con las mismas proporciones usadas en este trabajo.
Lo cual indica que la influencia de la inoculacién sobre el
crecimiento de las plantas es constante en diversos estudios.
Ademas, las plantas inoculadas son mas resistentes al cambio
de las condiciones ambientales que ocurren al trasplantarlas
en campo, aumentando su indice de supervivencia (Valdés,
1986; Gdbmez-Romero et al., 2013).

Perfil metabodlico de comunidades microbianas
La diversidad metabdlica microbiana, evaluada con el
indice de Shannon-Weaver (H’) a las 48 h de incubacién, no
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Figura 1. Altura y el peso seco de Pinus greggii en los tratamientos
inoculado con Laccaria laccata y testigo sin inocular (Tukey p < 0.05).
Figure 1. Pinus greggii height and dry weight in Laccaria laccata - and
uninoculated control groups (Tukey p <0.05).

mostré diferencias significativas entre tratamientos: 2.97 en
el inoculado con L. laccata 'y 2.87 en el testigo (Figura 2a). Sin
embargo, la inoculacién con L. laccata afect6 claramente la
actividad metabdlica microbiana (AMM). En general, la AMM
fue mayor en el tratamiento inoculado, con una lectura de 0.3
comparada con 0.22 en el testigo, ambas a 590 nm (Figura
2b).

Se presentaron diferencias estadisticamente signi-
ficativas entre tratamientos, para la mayoria de los grupos
funcionales, a excepcion de los polimeros. Para ambos
tratamientos, las fuentes de carbono mas utilizadas fueron
las que se encuentran dentro del grupo funcional de los ami-
nodcidos, seguidas de los carbohidratos, acidos carboxilicos
y ceténicos; mientras que las menos usadas en ambos casos,
fueron los polimeros y las amidas y aminas (Figura 3).
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Figura 2. Diversidad (H") y actividad metabdlica microbiana en la rizdsfera
de Pinus greggii inoculado con Laccaria laccata y en el testigo sin inocular.
Letras diferentes representan diferencia estadisticamente significativa
(Tukey, a= 0.05).
Figure 2. Diversity (H) and microbial metabolic activity (AMM) in the
rhizosphere of Pinus greggii inoculated with Laccaria laccata and in the
uninoculated control. Different letters represent statistically significant
difference (Tukey, a = 0. 05).
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Figura 3. Actividad metabdlica microbiana expresada en el uso de fuentes
de carbono correspondientes a cinco grupos funcionales en la rizésfera

de Pinus greggii inoculado con Laccaria laccata y en el testigo sin inocular.
Letras diferentes representan diferencia estadisticamente significativa
(Tukey, o= 0.05).

Figure 3. Microbial metabolic activity expressed in the use of carbon
sources corresponding to five functional groups in the rhizosphere of Pinus
greggii inoculated with Laccaria laccata and in the uninoculated control. Di-
fferent letters represent statistically significant differences (Tukey, a = 0. 05).

De acuerdo con Setala (2000), las plantas ectomicorri-
zadas transfieren mayores cantidades de fotosintatos al suelo
comparado con las no micorrizadas; lo cual se encuentra
relacionado con el crecimiento de la mayoria de los microor-
ganismos en la rizésfera. Esto coincide con los resultados del
presente trabajo, donde hubo mayor abundancia de micror-
ganismos en los pinos inoculados con L. laccata en compa-
racion con los testigos. Ademas, la ectomicorriza, entre sus
multiples funciones, ayuda a la formacién y descomposicion
de materia organica que puede ser aprovechada por los
microorganismos rizosféricos. Esto confirma que la materia
organica en el suelo y/o sustrato, podria mejorar el acceso a
nutrientes y energia para la proliferacién de biomasa micro-
biana, lo que conduce a que los microorganismos degraden
con mayor facilidad las fuentes de carbono (Wang et al.,
2019). Tian et al. (2016) mencionan que los microorganismos
con la capacidad de utilizar aminoacidos como fuente de car-
bono, inducen cambios en la actividad peptidasa del suelo,
lo que acelera la descomposicién de las proteinas de la ma-
teria organica, agilizando la rotacion de nitrégeno organico.
Efecto que se puede observar tanto en la altura como en la
producciéon de biomasa del pino en este experimento.

Varios estudios han demostrado que los hongos
ectomicorricicos aumentan la formacién de agregados del
suelo, a través de exudados fungicos y la hidrofobicidad del
micelio (Zheng et al.,, 2014). Esta capacidad se encuentra
relacionada con la atraccion de microorganismos al micelio
extrarradical (Zheng et al., 2014; Viollet et al,, 2017). Wang et
al. (2019), observaron que la actividad metabdlica microbia-
na de los acidos carboxilicos, carbohidratos y amoniacidos
es mas elevada en los suelos que tienen mayor cantidad de
agregados. Lo anterior sugiere que los hongos ectomico-
rricicos no aportan dichos beneficios edéficos de manera
aislada, sino en conjunto con el microbioma que se forma
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a partir de su inoculacién. En resumen, tanto la diversidad
como la actividad metabdlica microbiana son indicadoras
de la calidad del suelo (Wang et al., 2019). Por medio de esta
informacion se pueden plantear estrategias de rehabilitacion
mediante incorporacion de plantas vivas inoculadas con
microorganismos adaptables al ambiente y; a su vez, realizar
el seguimiento para evaluar la efectividad de la intervencion
(Ge etal., 2018).

Abundancia de bacterias fijadoras de nitrégeno y solubi-
lizadoras de fosfatos

Dentro de los microorganismos que habitaban en
ambos tratamientos, los de mayor importancia por su
funcién, fueron las bacterias fijadoras de nitrogeno y las
solubilizadoras de fosfatos. Los resultados sefalaron dife-
rencia significativa entre tratamientos, el tratamiento con
inoculacion tuvo mayor abundancia de bacterias fijadoras de
nitrégeno que el testigo, con 90.4y 63.2x10°UFC g™ de suelo,
respectivamente. Comportamiento similar en el caso de las
bacterias solubilizadoras de fosfatos, con 7 x10° UFC g de
suelo en el inoculado y 1.4x10° UFC g en el testigo (Figura
4). Se sabe que hay un efecto positivo sobre la abundancia
de bacterias cuando las plantas son ectomicorrizadas. No
obstante, hay poco conocimiento acerca de los mecanismos
de atraccion que se llevan a cabo las raices. Cumming et al.
(2015) mencionan que se forma una comunicacién tripar-
tita (planta-hongo-bacteria), con el objetivo de mejorar el
acceso a los nutrientes del suelo. Por ejemplo, la exudacion
de algunas sustancias organicas como &cido citrico y acido
oxalico del micelio, promueve la colonizacién bacteriana en
la micorrizésfera (Olsson y Wallander, 1998), mientras que
las bacterias generan exudados como el auxofurano que
estimulan el crecimiento del hongo y por ende de la planta
(Cumming et al., 2015). Por ello, se dice que las raices ectomi-
corrizadas influyen sobre la seleccién y abundancia de estas
bacterias, debido a que el micelio recibe altas cantidades de
carbohidratos provenientes de la fotosintesis que realizan
las plantas, lo cual genera una gran area de superficie para la
colonizacién bacteriana (Marupakula et al., 2017).

A pesar de que las bacterias no fueron inoculadas di-
rectamente, se infiere que se encontraban en los esporomas
de los hongos ectomicorricicos al momento de su inocula-
cion, puesto que no se realiza un proceso de desinfeccion a
los cuerpos fructiferos, ya que esto impediria el desarrollo de
ectomicorriza en las plantas. Kuppardt et al. (2018) mencio-
nan que las raices de las plantas seleccionan comunidades
fungicas y bacterianas que tienen efectos sobre su desarrollo
y productividad. Ademas, algunas bacterias endéfitas fija-
doras de nitrégeno, como Gluconacetobacter diazotrophicus
pueden encontrarse en varias especies de pinos, ayudan-
dolos a desarrollarse en suelos pobres en este compuesto
(Carrell y Frank, 2014).

Tomando en cuenta que el nitrégeno y el fésforo son
los nutrientes que ocasionan mayores limitaciones en el
crecimiento de las platas, parece predecible que los hongos
ectomicorricicos atraigan bacterias con la capacidad de asi-
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Figura 4. Tamafio de la poblacién de bacterias solubilizadoras de fosfatos
(a) y fijadoras de N atmosférico de vida libre (b) en la rizosfera de Pinus greg-
gii inoculado con Lacaria laccata y en el testigo sin inocular (Tukey, a= 0.05).
Figure 4. Population size of phosphate solubilizing bacteria (a) and free-
living atmospheric N-fixing (b) in the rhizosphere of Pinus greggii inoculated
with Lacaria laccata and in the uninoculated control (Tukey, a = 0. 05).

milar dichos nutrientes. Marupakula et al. (2017) mencionan
que al estudiar el microbioma asociado a las raices de P.
sylvestris colonizadas por diversos hongos ectomicorricicos,
algunos de los géneros representativos encontrados fueron
Burkholderia y Bradyrhizobium; que tienen la capacidad de
fijacion de nitrégeno y/o solubilizacidon de fosfatos (Bolivar-
Anillo et al., 2016; Napoles et al., 2018). Asimismo, Ekblad y
Huss-Danell (1995), observaron que la influencia de la ecto-
micorriza aumenta la trasferencia de nitrégeno a los pinos.
Esto puede indicar que, en términos generales, los hongos
ectomicorricicos atraen especies bacterianas con la facultad
de promocion del crecimiento vegetal.

CONCLUSIONES

El hongo ectomicorricico L. laccata tiene efectos po-
sitivos sobre el desarrollo de P. greggii (altura y peso seco).
Ademas, esta simbiosis aumenta la AMM de la rizésfera pero
no influye en la diversidad de la misma. Las fuentes de carbo-
no mas utilizadas por los microorganismos rizosféricos de P.

greggii, sin importar la inoculacion, fueron los pertenecientes
a los grupos funcionales aminoacidos, carbohidratos, y 4ci-
dos carboxilicos y ceténicos; mientras que los menos usados
fueron los polimeros y las aminas y amidas. La simbiosis ecto-
micorricica proporciona el ambiente idéneo para la prolifera-
cién de bacterias fijadoras de nitrégeno y solubilizadoras de
fosfatos, las cuales promueven el crecimiento del pino.
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