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5. RESUMEN

Plantas de Pinus devoniana inoculadas con bacterias promotoras del
crecimiento vegetal (PGPRs) y dos hongos ectomicorrizicos, las cuales
fueron crecidas en dos sistemas diferentes.

En el capitulo | se realizé un experimento in vitro, en el cual se analizo el
comportamiento de las variables de crecimiento de plantas de Pinus
devoniana en tres suelos de diferente procedencia y su interaccion con las
bacterias Bacillus megaterium (UMCV1) y Bacillus cereus (L254). Los
suelos utilizados fueron procedentes de Ciudad Hidalgo, Cheran vy
Patzcuaro, a estos se les realizd un analisis fisicoquimico. El ensayo tuvo
una duracion de cuarenta y cinco dias y al término de este se realizé una
cosecha destructiva donde se tomaron datos de variables de crecimiento
vegetal como longitud de la parte aérea y de raiz, peso fresco de la parte
aérea y de raiz y numero de raices laterales. Los resultados obtenidos
muestran que los tres suelos se encuentran en un rango de pH de 5 a 6,
para el contenido de materia organica 4.3 a 6.83 %, la capacidad de
intercambio cationico es de entre 21.57 y 33.33 Cmol(+)Kg™' v la porosidad
se localiza entre los porcentajes de 51.69 a 59.53 %. Los suelos
presentaron una deficiencia de fésforo, pero todos los demas nutrientes
analizados son los suficientes para el crecimiento de las plantas. El factor
suelo influyé en el crecimiento de P. devoniana en las variables de longitud
de raiz y peso fresco de raiz. El factor bacteria tuvo influencia en la longitud
de raiz, peso fresco de la parte aérea y peso fresco de raiz. En los suelos
con baja presencia de fésforo incrementan la longitud de raiz de las plantas
de P. devoniana. La presencia de las bacterias incrementan el crecimiento
de las plantas de P. devoniana, pero la eficiencia de las bacterias se ve
influenciada dependiendo del tipo de suelo en el cual es inoculada.

En el capitulo Il se llevd a cabo un experimento en invernadero con la
finalidad de analizar el crecimiento de plantas de Pinus devoniana y la
inoculacion de dos ectomicorrizas Laccaria spp, lactarius deliciosus y la

bacteria Bacillus cereus (L254). El sustrato utilizado fue Peat-most con

Maestria en Ciencias y Tecnologia de la Madera 10



Pinus devoniana

arena (2:1 v:v). El experimento tuvo una duracion de siete meses y durante
el transcurso de éste se evaluaron las variables de crecimiento de altura,
cobertura y diametro. Al finalizar el experimento se realizé una cosecha
destructiva donde se evaluaron las variables de longitud de tallo y de raiz,
peso fresco de la parte aérea y de raiz, peso seco de la parte aérea y de
raiz, volumen de raiz, clorofila y finalmente se determiné el porcentaje de
micorrizacion. Los resultados obtenidos muestran que las plantas de P.
devoniana inoculadas con la combinacién de Laccaria spp y Lactarius
deliciosus tuvieron los mayores valores en la mayoria de las variables
analizadas, siendo diferentes significativamente con las plantas de todos los
demas tratamientos. El porcentaje de colonizaciéon fue de 31% para la
combinacion de Laccaria spp Yy Lactarius deliciosus y este fue
significativamente diferente con los demas tratamientos. Se concluye que
los dos hongos ectomicorrizicos utilizados tienen un mayor efecto en las
variables de crecimiento de P. devoniana al inocularse de manera

simultanea.

PALABRAS CLAVE. Pinus devoniana, suelo, bacterias, ectomicorrizas y

crecimiento.
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6. ABSTRACT

Pinus devoniana plants inoculated with plant growth promoting bacteria
(PGPRs) and two ectomycorrhizal fungi, which were grown in two
different systems.

Chapter | an in vitro experiment, in which the behavior of the variables of
plant growth in three Pinus devoniana soils of different origin and their
interaction with the bacteria Bacillus megaterium (UMCV1) and Bacillus
cereus (L254 ) was analyzed was performed. The soils used were from
Ciudad Hidalgo, Cheran and Patzcuaro, these underwent a
physicochemical analysis. The experiment lasted forty-five days and at
the end of this destructive harvest data where plant growth variables as
length of the shoot and root fresh weight of shoot and root were taken
and number was made lateral roots. The results show that the three soils
found in a pH range of 5 to 6, for the organic matter content 4.3 to
6.83%, the cation exchange capacity is between 21.57 and 33.33 Cmol
(+) kg-1 and the porosity is located between the percentages of 51.69 to
59.53%. The soils presented a deficiency of phosphorus, but all other
nutrients analyzed are sufficient for plant growth. The soil factor
influenced the growth of P. devoniana in the variables of root length and
root fresh weight. The bacterium factor influenced the root length, fresh
weight of shoot and root fresh weight. In soils with low phosphorus
increased presence of root length of P. devoniana plants. The presence
of the bacterium increases the plant growth of P. devoniana, but the
efficiency of bacterium is influenced depending on the type of soil on
which it is inoculated.

Chapter Il conducted a greenhouse experiment in order to analyze the
growth of Pinus devoniana plants and inoculation of two ectomicorrizas
Laccaria spp, Lactarius deliciosus and Bacillus cereus (L254). The
substrate used was sand Peat-most (2: 1 v: v) and during the experiment
variables were evaluated growth height and diameter coverage. At the

end of the experiment where destructive harvesting variables length of
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stem and root were evaluated, fresh weight of shoot and root dry weight
of shoot and root, root volume, chlorophyll was performed and finally He
determined the percentage of mycorrhizal colonization. The results show
that P. devoniana plants inoculated with the combination of Laccaria sp
and Lactarius deliciosus had the highest values in most of the variables
analyzed, being significantly different plants all other treatments. The
colonization percentage was 31% for the combination of Laccaria spp
and Lactarius deliciosus and this was significantly different to other
treatments. We conclude that the two ectomycorrhizal fungi used have a
major effect on the growth of P. devoniana variables when inoculated

simultaneously.

KEYWORDS. Pinus devoniana, soil, bacterium, ectomycorrhizal and growth.
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7. INTRODUCCION GENERAL

El género Pinus esta representado por aproximadamente 111 especies a nivel
mundial (Perry et al., 1998). En México el numero de especies registradas son 47
del total del género Pinus del mundo (Farjon y Styles, 1997; Ledig, 1997).

Del género Pinus se obtienen una gran variedad de productos como madera,
trementina, carbdn, entre otros, asi mismo es considerado un recurso forestal muy
importante (Martinez, 1992).

Entre las especies nativas de Pinus encontradas en nuestro pais tenemos a Pinus
devoniana (Perry, 1991). Esta especie caracteristica del bosque de coniferas es
considerada como prioritaria por su alto valor econémico, social y ecoldgico en
México, al igual que es una especie forestal considerada para conservacion ex situ
(FAO, 2011).

Los recursos forestales en México han tenido un deterioro que va en crecimiento,
por lo que realizar de forma eficiente reforestaciones es de suma importancia y
con ello tener recuperacion de suelos y aéreas boscosas (Cetina-Alcala et al.,
1999).

La asociacion micorricica confiere ventajas a las plantas para el establecimiento
en condiciones de estrés (Haselwandter, 1997; Alvarez, 2009). Asi mismo se sabe
de las bacterias promotoras de crecimiento vegetal (PGPRs) son capaces de
estimular el crecimiento de la planta directa o indirectamente (Vessey, 2003). Por
lo que las interacciones entre PGPRs, hongos micorrizicos y plantas tienen
funciones favorables (Artursson et al., 2006).

En este trabajo se evalud el crecimiento de plantas de Pinus devoniana y se
dividié en dos capitulos. El primer capitulo fue un experimento in vitro. Las plantas
de P. devoniana fueron crecidas en tres suelos de diferente procedencia y en
éstas se realiz6 la inoculacion de las bacterias Bacillus megaterium (UMCV1) y
Bacillus cereus (L254), se tomaron datos de variables de crecimiento de las
plantas como longitud de raiz, peso fresco, entre otros. El crecimiento de P.

devoniana varioé en cada procedencia de suelo.
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En segundo capitulo se realizé un experimento en invernadero. Las plantas de P.
devoniana fueron inoculadas con dos hongos ectomicorrizicos Laccaria spp,
Lactarius deliciosus y la bacteria Bacillus cereus (L254), se evaluaron variables del
crecimiento de la parte aérea y de raiz. Los resultados muestran que la
combinacion de hongos ectomicorrizicos incrementé las variables de crecimiento
de las plantas de P. devoniana.

Los resultados en ambos capitulos se discuten en relacion a microorganismos y

Pinus devoniana.
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8. ANTECEDENTES GENERALES
Los ecosistemas forestales poseen gran diversidad biolégica al igual que
desempenfian funciones para el ambiente y abastecen a la poblacién humana de
alimentos y produccién de madera para diferentes usos (SEMARNAT, 2009).
Los ecosistemas que ocupan mayor superficie en México son los matorrales
xerofilos (41 %), bosques templados (24 %) y las selvas (22 %) (INEGI, 2007). En
esta riqueza forestal los pinos tienen gran importancia econémica (Rzedowski,
2006).
La especie forestal Pinus devoniana Lindley (1839) es conocida con los nombres
comunes pino lacio, tsihiréen, pino escobeton, ocote gretado, pino blanco
(CONABIO, 2009); Pino Michoacan.
Clasificacion taxonémica.
Reino: Plantae
Subreino: Tracheobionta
Division: Pinophyta
Clase: Pinopsida
Orden: Pinales
Familia: Pinaceae
Género: Pinus
Subgénero: Pinus

Especie: Pinus devoniana

Los arboles de P. devoniana por lo regular son de tronco recto de 20-30 m de
altura y 80 a 100 cm de DAP (diametro a la altura del pecho). La corteza de estos
arboles es de color rojo-marrén a marrén oscuro, asperay con la edad ésta forma
placas alargadas divididas por profundas fisuras longitudinales negras. Las
unidades foliares de dichos arboles forman manojos densos hacia los extremos de
las ramas. Las vainas de este pino presentan 5 fasciculos de hasta 30-40 mm de
largo, los cuales son persistentes y en cada fasciculo se presenta una aguja. Las
agujas persisten 2-3 afnos y tienen una consistencia que va desde rigida y recta a
lo flexible y caida (Farjon y Styles, 1997).
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P. devoniana crece en una amplia variedad de suelos y su habitat principal es el
bosque de pino-encino con baja densidad de arboles. Esta especie se encuentra
en altitudes de 1500 a 2500 msnm (Perry, 1991). Las especies con las cuales se
asocia este pino son con P. oocarpa, P. montezumae, P. pseudostrobus y P.
maximinoi y en altitudes muy bajas la podemos encontrar con P. cembroides y en
altitudes mayores con P. hartwegii (Farjon y Styles, 1997).

La especie Pinus devoniana se encuentra en una extension amplia de México, en
los estados de Durango, Nayarit, Jalisco, Michoacan, Guerrero, Nuevo Leodn,
Tamaulipas, San Luis Potosi, Querétaro, Hidalgo, Veracruz, Puebla, Zacatecas,
Aguascalientes, Guanajuato, estado de Meéxico, Distrito Federal, Tlaxcala,
Morelos, Oaxaca y Chiapas (Téllez et al., 2005; Perry, 1991, Farjon y Styles,
1997).

La especie de P. devoniana fue utilizada para un estudio con objetivo de restaurar
sitios fuertemente erosionados con presencia de carcavas (Atécuaro, Municipio de
Morelia, Michoacan, México). Este trabajo se realiz6 con las especies de Pinus
cembroides, P. greggii, P. devoniana y P. pseudostrobus. Los datos que se
tomaron de todas las especies fueron supervivencia, altura y diametro durante los
afos del 2005 al 2011 y la clorofila se evalué al final del experimento. La especie
P. devoniana tuvo una supervivencia del 80 % vy los resultados indican que una
plantacion mixta de P. devoniana y P. greggii lograria la mejor opcion para
restaurar estos sitios (Gémez-Romero et al., 2012).

En otra investigacion también se utilizé P. devoniana y tuvo como objetivo evaluar
los patrones de variacion morfologica en diferentes gradientes altitudinales. Los
resultados mostraron que esta especie de pino tiene un patron altitudinal
significativo, esto es, los arboles de P. devoniana presentan hojas, semillas y
conos mas largos en las partes bajas en comparacion con los que se desarrollan
en las partes medias y altas (Saenz-Romero, 2012).

La interaccion de P. devoniana con especies micorrizicas o bacterias promotoras
del crecimiento ha sido poco estudiada, es por ello del planteamiento de este
estudio donde observamos el comportamiento de algunas variables de crecimiento

de P. devoniana al estar en contacto con organismo promotores del crecimiento.

Maestria en Ciencias y Tecnologia de la Madera 17



Pinus devoniana

9. CAPITULO |

Crecimiento de plantas de Pinus devoniana inoculadas con PGPRs en tres

suelos de diferente procedencia bajo condiciones in vitro.

9.1. INTRODUCCION

La reforestacion en el estado de Michoacan y el pais tiene diferentes problemas
como falta de agua, heladas, inadecuada seleccién de especies, entre otras.
Debido a estos problemas la supervivencia es solo del 37.8 % en promedio de las
diferentes especies utilizadas (Saenz et al., 2004). Otro elemento que limita una
mayor supervivencia de las reforestaciones es la calidad de la planta
(SEMARNAT, 2010).

Las principales especies forestales propagadas en los viveros de Michoacan son:
Pinus pseudostrobus, P. devoniana (P. michoacana), P. greggii, P. montezumae,
P. douglasiana, P. ayacahuite, P. oocarpa, Cupressus lindleyi y Abies religiosa
(Saenz et al., 2010).

La especie Pinus devoniana se distribuye localmente en Michoacan (SEMARNAT,
2010). Este pino tiene importancia econdmica y se ha colocado como fuente
permanente para usos como el aserrio, elaboracion de productos artesanales y
resinacion. Este pino presenta altos indices de sobrevivencia y rendimientos altos
en zonas ecologicamente apropiadas para la especie (Musalem et al., 2008). Los
tipos de suelo donde se desarrolla P. devoniana son entisoles e inceptisoles, los
cuales se caracterizan de profundos a muy profundos, su textura es franco-limo-
arcillosa y areno-migajosa. Estos suelos tienen buena capacidad de drenaje y
presentan pH ligeramente acido (CONAFOR, 2014).

El suelo es importante en el crecimiento de las plantas y una de sus principales
funciones es de sustento. Ademas el suelo proporciona elementos como el agua y
componentes minerales importantes para el desarrollo de las plantas (Gonzalez y
Chueca, 2010). El suelo posee una gran multiplicidad de organismos vivos y estos
interactuan con diferentes plantas (FAO, 2015). Dentro de los microorganismos de
la rizosfera podemos encontrar bacterias, hongos, nematodos entre otros
(Johansson et al, 2004). Esta microbiota en el suelo es primordial para
transformacién de componentes minerales, disponibilidad de nutrientes y
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agregacion de particulas del suelo (Gémez y Corlay, 2007; Silva et al., 2009).
Dentro de estos microorganismos se ubican a las bacterias promotoras del
crecimiento vegetal (PGPRs), las cuales se localizan libres en el suelo y pueden
colonizar algunas plantas. Estas bacterias pueden provocar un efecto en el
crecimiento de las plantas ya sea positivo o negativo (Glick et al., 1999). Estos
microorganismos también intervienen dentro de los ciclos de nutrientes del
carbono, nitrégeno y el fésforo (Paul, 2007).

La interaccion de especies forestales con bacterias promotoras del crecimiento ha
sido estudiada para incrementar la calidad de la planta. Dichas bacterias
aumentan la supervivencia de la plantaciones debido a que mejoran las
caracteristicas en la parte de raiz de las plantas (Ramos et al., 2006).

Este estudio se realizé con el objetivo de analizar el comportamiento de variables
del crecimiento en plantas de Pinus devoniana en tres suelos de diferente
procedencia y en combinacion con la inoculacion de cepas bacterianas
promotoras del crecimiento Bacillus megaterium (UMCV1) y Bacillus cereus
(L254). El experimento se llevé a cabo en forma in vitro y al término de éste se
realizd6 una cosecha destructiva donde se tomaron datos de las variables de
crecimiento como longitud de la parte aérea y de raiz, peso fresco de la parte
aérea y de raiz y numero de raices laterales. Los resultados muestran que las
plantas de P. devoniana crecidas en el suelo procedente de Ciudad Hidalgo y que
fueron inoculadas con bacteria tuvieron incremento en el peso fresco de raiz y el
numero de raices laterales en comparacion con las plantas que no fueron

inoculadas.
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9.2. ANTECEDENTES

El suelo es un elemento natural de los sistemas terrestres y éste influye en la
regulacion y purificacion del agua y gases. Asi mismo el suelo tiene la capacidad
de sobrellevar vida vegetal y animal (Angers y Caron, 1998). México cuenta con
aproximadamente 90 % de los tipos de suelos que existen a nivel mundial. Este
pais se caracteristica gran diversidad de vegetacion, determinada por su variedad
de relieves y clima (Rabindranath, 2008). En Michoacan existen recursos naturales
ricos e importantes, cuya riqueza es determinada por su privilegiada geografia y
diversidad orografica, por lo que el estado se ubica en quinto lugar nacional en
biodiversidad (COFOM, 2014). Los suelos que predominan en Michoacan son los
derivados de cenizas volcanicas (Andosoles), aunque también podemos encontrar
vertisoles, gleysoles, rendzinas, fluvisoles, litosoles, regosoles, salinos, &dicos
entre otros (COFOM, 2001). El suelo es un subsistema esencial del ecosistema
forestal, el cual tiene caracteristicas fisicas, quimicas y biologicas, que en su
conjunto determinaran las propiedades y fertilidad del suelo (Hernandez et al.,
2004). El suelo cumple funciones de gran importancia para el soporte de vida en el
planeta, tales como habitat de muchos organismos, en él suceden los ciclos
biogeoquimicos y como medio amortiguador. La mayoria de las actividades
humanas se desarrollan en el suelo, debido a que este proporciona soporte fisico
y de infraestructura para la agricultura, actividad forestal, entre otras (Volke et al.,
2005). Una forma de clasificacion de los tipos de suelos es de acuerdo a su
tamano de particula inorganica, los cuales son cuatro componentes principales:
arcilla (tamafo de particula menor a 0.002 mm), limo (0.002-0.05 mm), arena
(0.05-2 mm) y grava (particulas mayores a 2 mm). La cantidad de cada tipo de
particula (arcilla, limo, arena y grava) contenida en el suelo define la textura de la
misma y sus propiedades fisicas, quimicas y bioldgicas (Miller, 1994; Van Deuren
et al., 2002).
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9.2.1. Propiedades fisicas del suelo

Las propiedades fisicas del suelo determinan en gran parte el potencial de uso y
estas caracteristicas precisan la rigidez y la facilidad para la penetracion de las
raices, ademas de que establecen la acumulacion de agua y retencidn de
nutrientes (Rucks et al., 2004).

9.2.2. Textura

La textura esta determinada por el conjunto de particulas minerales inorganicas de
diferentes tamafos contenidas en el suelo. La textura decreta la proporcién y
magnitud a la que ocurren las reacciones fisicas, quimicas y biolégicas. Asi mismo
dicha propiedad influye en la plasticidad, permeabilidad y la facilidad de trabajar la

tierra (Buckman y Brady, 1966).

9.2.3. Porosidad

La porosidad es el principal espacio en el que se desarrollan las raices de las
plantas. En este espacio poroso del suelo se pueden diferenciar macroporos y los
microporos. Los macroporos son los responsables del drenaje y la aireacion del
suelo, los microporos son los que retienen el agua, parte de la cual es disponible
para las plantas. La textura y estructura del suelo determinan las caracteristicas
del espacio poroso (Rucks et al., 2004). Un suelo ideal debe tener una porosidad
del 50 %, en suelos ligeros la minima debe ser del 35 % y 45 % en suelos

pesados, esto para que permita un buen desarrollo de plantas.

9.2.4. Estructura

La estructura del suelo es la manera de agrupacion de las particulas como arena,
limo y arcillas formando espacios porosos (Bronick y Lal, 2005). La estructura del
suelo regula el flujo del agua, nutrientes, almacenamiento y flujo de gases (Angers
y Caron, 1998).
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9.2.5. Propiedades quimicas del suelo

9.2.5.1. Potencial de hidrégeno (pH)

El pH del suelo es el que establece el nivel de absorcién de los iones (H+) por
particulas de suelo. Este también es un indicador de la fertilidad, ya que influye en

la solubilidad y disponibilidad de los nutrientes presentes en el suelo.

9.2.5.2. Capacidad de intercambio catiénico (CIC)

La capacidad de intercambio cationico es la capacidad que tiene el suelo para
retener o intercambiar cationes (Ca, Mg, Na, K, NH4 entre otros). El CIC nos
podria mostrar la cantidad y disponibilidad de nutrientes, esto para uso de las
plantas (FAO, 2015).

9.2.5.3. Nutrientes

El suelo posee macronutrientes y micronutrientes esenciales para un buen
desarrollo de las plantas. Los macronutrientes son aquellos que se necesitan en
mayores cantidades (Nitrégeno (N), Fosforo (P), Potasio (K), Azufre (S), Calcio
(C), Magnesio (Mg) y Silicio (Si)) y los micronutrientes los de menor cantidad
requerida (Hierro (Fe), Zinc (Zn), Manganeso (Mn), Molibdeno (Mo), Boro (B),
Sodio (Na), Cobre (Cu) y Cloro (Cl) (FAO, 2015).

9.2.6. Caracteristicas biolégicas del suelo

La biologia del suelo es un aspecto de importancia, ya que esta caracteristica
desempefia un papel fundamental en la composicion del suelo y sus
caracteristicas. Los organismos del suelo participan en procesos esenciales para
la sostenibilidad de todos los ecosistemas (FAO, 2015). Entre los elementos
formadores del suelo, los microorganismos tienen un papel muy importante ya que
estos son los encargados de la fertilidad del suelo y degradacién de la materia
organica, lo que permite la liberacion de algunos elementos basicos para la
nutricion de las plantas. Estos organismos también participan en los ciclos
biogeoquimicos del carbono, nitrégeno, entre otros (Porta et al., 2003). Para el
mantenimiento de una apropiada biota del suelo, beben cumplirse ciertas
condiciones y ajustarse diferentes factores. La biota del suelo se ve afectada

cuando ciertos elementos de importancia como la temperatura, pH extremo o
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contaminacion quimica se dan en un ambiente natural (Oliveira y Pampulha,
2006). En la actualidad se reconoce que la actividad de los microorganismos es un
factor importante en la fertilidad y estabilidad del suelo, al igual que intervienen en
la funcionalidad de los ecosistemas (Trasar et al., 2000).

En 1978 Kloepper definié a las bacterias de vida libre localizadas en la rizésfera de
las plantas como Rizobacteria Promotora del Crecimiento Vegetal (PGPRs) por
sus siglas en inglés (Plant Growth Promoting Rhizobacteria), las cuales mostraron
ser organismos de alta eficiencia para aumentar el crecimiento de las plantas y
acrecentar sus defensas frente a otros microorganismos causantes de
enfermedades. Dos mecanismo de accion de PGPRs e conocen a nivel mundial,
los cuales fueron clasificados como directo e indirecto (Ahmad et al., 2006). El
mecanismo directo de estas bacterias consiste en la produccion de fitohormonas.
El acido indol-acético (AlA), giberelinas o citoquininas son producidos por los
geéneros Pseudomonas, Azotobacter y Bacillus. Estas sustancias tienen accion
directa en las plantas, estas actuan como un estimulante en el crecimiento de las
plantas principalmente en etapa de plantula (Lugtenberg y Kamilova, 2009). El
mecanismo indirecto de las bacterias radica en la liberacion de cierto tipo de
metabolito, estos no actuan directamente en la planta si no que afectan factores
rizosféricos que intervienen en un incremento o estimuldé de crecimiento de la
planta (Kloepper, 1993).

Entre las PGPRs encontramos el género Bacillus, el cual pertenece a familia
Bacilliaceae y esta formado por microorganismos Gram positivas. Estas bacterias
son anaerobias o aerobias facultativas, se localizan en suelos y plantas, las cuales
juegan un papel importante en el ciclo del carbono y nitrogeno (Koneman, 2001).
En general Bacillus posee gran variedad y numero de bacterias, tales como B.
thuringiensis, B. lincheniformis, B. pumilis, B. subtilis, B. cereus y B. anthracis
(Berge'ys, 1984-2000). Varios estudios se han realizado para mejorar el
rendimiento vegetal por medio de la utilizacion de este tipo de microorganismos,
pero la mayoria de tales investigaciones se realizan en especies de interés
agricola. Un estudio se realizé para conocer la influencia de dos tipos de suelo en

el efecto estimulador de rizobacterias en el crecimiento de maiz. Las bacterias
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utilizadas en dicho estudio fueron Pseudomonas alcaligenes (PsA15), Bacillus
polymyxa (BcP26) y Mycobacterium phlei (MbP18), las cuales mostraron un efecto
mucho mayor sobre el crecimiento de maiz en el suelo deficiente de nutrientes
(Difuza, 2007).

En otro estudio se realizd un aislado de bacterias en tejidos de la raiz de
Eucalyptus nitens y este aislamiento fue con el objetivo de evaluar la capacidad de
las bacterias para promover el crecimiento en plantulas de esta misma especie.
Las rizobacterias encontradas corresponden a los géneros Arthrobacter,
Lysinibacillus, Rahnella y Bacillus. Dentro de las bacterias aisladas 15 especies
promovieron significativamente el crecimiento de Eucalyptus nitens, mostrando
diferencias en las variables de altura y largo de raices (Angulo et al., 2014). Un
estudio evalué el efecto de la inoculacion de PGPRs en plantulas de dos meses de
edad de cuatro especies forestales (Acacia macracantha, Acacia farnesiana,
Luehea candida y Guazuma ulmifolia) con el propésito de mejorar el desarrollo de
plantulas. Las especies de rizobacterias utilizadas fueron Pseudomonas
flourescens y P. putida, cepas FCA 8, FCA 56 y FCA 60. Los resultados de este
estudio mostraron que solo Acacia macracantha y A. farnesiana expresaron
evidencia del efecto de la inoculacion reflejandose en la variable de altura (Lépez,
2011). Una de las investigaciones que se han realizado en el género Pinus fue en
la especie Pinus pinea con la inoculacion de Pisolithus tinctorius y PGPRs
correspondientes al género Bacillus (Bacillus licheniformis CECT 5105 y Bacillus
pumilus CECT 5105). En este estudio se observé el efecto de los inéculos en el
crecimiento de las plantulas y las variaciones que promovieron en las
comunidades microbianas, las dos cepas bacterianas utilizadas promovieron el
crecimiento de P. pinea, pero este resultado no implica un efecto combinado con
la infeccién de micorrizas (Probanza et al., 2002).

En otra investigacion se observaron los efectos de la inoculacion de 12 cepas
bacterianas en el crecimiento y desarrollo de Arabidopsis thaliana, las cuales
fueron aisladas de la rizosfera de Citrus aurantifolia. Los resultados obtenidos en
el estudio mostraron que las cepas L254, L265a y L265b no cambiaron el

crecimiento de la raiz primaria, pero estas originaron la formacién de raices
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laterales. Los datos obtenidos proponen que las cepas bacterianas pueden
modificar el crecimiento de la planta, asi como también la arquitectura de la raiz
mediante la emisidén de compuestos organicos volatiles (COV) (Gutiérrez-Luna et
al., 2010). En un experimento se realizé la inoculacién en plantas de frijol y alfalfa
de las cepas bacterianas ferrirreductoras Bacillus megaterium UMCV1,
Arthrobacter agilis UMCV2, y Stenotrophomonas maltophilia UMCV3 y UMCV4.
Dichas bacterias mostraron un aumento en el contenido de Fe y clorofila en las

plantas (Valencia, 2006).

9.3. JUSTIFICACION

Se plante6é este trabajo con el propédsito de analizar el comportamiento del
crecimiento de plantas de Pinus devoniana en tres suelos de diferente
procedencia y su interaccion con dos tipos de bacterias promotoras del

crecimiento pertenecientes al género Bacillus.

9.4. HIPOTESIS
El contenido de nutrientes del suelo y la inoculacion de bacterias promotoras del
crecimiento afectan el crecimiento de las plantas de Pinus devoniana bajo

condiciones in vitro.
9.5. OBJETIVOS

9.5.1. OBJETIVO GENERAL
Analizar las variables de crecimiento de Pinus devoniana bajo tres suelos de

diferente procedencia y en interaccién con PGPRs.

9.5.2. OBJETIVOS PARTICULARES
e Evaluar las condiciones fisicoquimicas de tres suelos de diferente
procedencia.
e Evaluar el crecimiento de plantas de P. devoniana en tres suelos inoculadas

con bacterias del género Bacillus.
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9.6. MATERIALES Y METODOS

9.6.1. Descripcion general de experimento

El experimento se llevé a cabo en una camara de crecimiento en el Instituto de
Investigaciones Quimico-Bilégicas (IIQB) de la Universidad Michoacan de San
Nicolas de Hidalgo (UMNSH), el cual consistié en la utilizacién de tres suelos de

diferente procedencia y la inoculacién de dos bacterias del género Bacillus.

9.6.2. Microorganismos utilizados

Las bacterias que se utilizaron para la realizacion de este experimento fueron
Bacillus megaterium (UMCV1) y Bacillus cereus (L254), las cuales fueron
proporcionadas por el Laboratorio de Ecologia Microbiana del [IQB de la UMNSH.
Posteriormente las bacterias fueron resembradas en Agar Nutritivo (Bioxon) y

crecidas en una camara de incubacién a 28 °C+ 2.

9.6.3. Material vegetal

La especie de estudio para este experimento fue Pinus devoniana. Las semillas de
ésta fueron proporcionadas por el banco de germoplasma de la COFOM
(Comision forestal del estado de Michoacan).

Las semillas fueron colocadas en bolsas de plastico herméticas etiquetadas y

almacenadas en un refrigerador a 4 °C hasta su utilizacion.

9.6.4. Colecta y analisis de suelo

Los suelos utilizados para la realizacion de este estudio fueron de tres diferentes
localidades del estado de Michoacan: Cheran (Latitud: 19°41'13.60"N y Longitud:
101°52'1.96"0), Patzcuaro (Latitud: 19°29'17.39"N y Longitud: 101°36'33.31"0) y
Ciudad Hidalgo (Latitud: 19°41'36.22"N y Longitud: 100°32'56.15"0), los cuales
son considerados sitios forestalmente importantes y con una presencia historica
de P. devoniana.

El suelo de dichas localidades fue colectado en los primeros 30 cm de profundidad
y se les realizé un analisis fisicoquimico. Las caracteristicas analizadas fueron el
contenido de materia organica, capacidad de intercambio catiénico, porosidad y

pH, asimismo se efectué un analisis cuantitativo de macronutrientes (Nitrogeno,
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Faésforo, Potasio, Calcio y Magnesio) y micronutrientes (Hierro y Zinc) disponibles
para las plantas (CEMA NOM-021-RECNAT-2000) (www.cemamexico.com).

9.6.5. Esterilizaciéon superficial de las semillas

La esterilizaciéon superficial de las semillas se realizdé previo al montaje del
experimento, la cual se llevd a cabo de la siguiente manera: las semillas se
colocaron en un vaso de precipitados de 250 ml que contenia hipoclorito de sodio
al 5 % v/v (Cloralex™?) y dicha suspension se agité constantemente durante ocho
minutos. Posteriormente las semillas se lavaron 2 veces con agua estéril y
enseguida estas se colocaron en etanol al 25 % agitando durante un minuto y
finalmente las semillas se lavaron 3 veces con agua estéril.

Después del proceso de desinfeccion superficial de las semillas se procedio al

montaje del experimento in vitro.

9.6.6. Montaje del experimento

Los suelos colectados previamente de las localidades de Ciudad Hidalgo, Cheran
y Patzcuaro, fueron utilizados para la realizacion del ensayo. El experimento
consisti6 en un disefio factorial, en el cual las variables a analizar fueron la
procedencia del suelo (Ciudad Hidalgo, Cheran y Patzcuaro) y presencia o
ausencia de inéculo (Sin inéculo, B. megaterium (UMCV1) y B. cereus (L254) (ver
Tabla 1).

El experimento se realizd de la siguiente manera: en frascos de 500 ml de
volumen se colocd el suelo (previamente tamizado con una malla de 2.38 mm)
hasta completar un volumen aproximado de 250 ml, y dichos frascos se
esterilizaron dos veces cada 24 hrs. en autoclave a 120 °C y 1.2 Kg-cm™ durante
25 min, se utilizaron 6 réplicas y en cada uno de ellos se colocaron veinte semillas
por frasco. Los frascos con las semillas fueron llevados a una camara de
crecimiento a una temperatura constante (22 °C).

Después de quince dias de haber germinado las semillas la inoculacion se realizé
con las bacterias B. megaterium (UMCV1) y B. cereus (L254), agregando en el
agua de riego una cantidad de indculo de 1x10” unidades formadoras de colonia
(Santoyo et al., 2012).
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9.6.7. Variables evaluadas

La cosecha destructiva de las plantas se realizé a los cuarenta y cinco dias, ésta
para la toma de datos de las variables evaluadas como: longitud de la parte aérea
y de raiz las cuales fueron tomadas con ayuda de una regla de treinta centimetros.
Peso fresco de la parte aérea y de raiz se tomaron en una balanza analitica marca
AdventurerPro OHAUS. Por ultimo el numero de raices laterales se contabilizd

visualmente.

9.7. ANALISIS ESTADISTICO
El analisis se realiz6 mediante una ANOVA multifactorial y unifactorial,
posteriormente con una prueba de Tukey a una significancia de p<0.05, con el

programa estadistico “Statistica v7”.
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9.8. RESULTADOS

Los resultados obtenidos en el analisis de suelo muestran que el pH de las tres
procedencias se encuentra dentro un rango de 5 a 6. Para el contenido de materia
organica de los suelos procedentes de Ciudad Hidalgo, Cheran y Patzcuaro estan
entre los valores de 4.3 a 6.86 %. En cuanto a la capacidad de intercambio
cationico (CIC), los resultados sefialan que las tres procedencias de suelo
presenta una CIC entre los valores de 21.57 y 33.33 Cmol(+)Kg™". La porosidad de
las tres procedencias de suelo son muy similares, esta se localiza entre los
porcentajes de 51.69 a 59.53 % (Cuadro 1).

Cuadro 1.- Caracteristicas fisicoquimicas de los suelos provenientes de las localidades de
Ciudad Hidalgo, Cheran y Patzcuaro. pH=potencial hidrégeno; MO=Materia organica;
CIC= Capacidad de intercambio catiénico.

Sitios pH MO CiCc Porosidad
UPH %  Cmol(+)Kg" %
Cd. Hidalgo 5.06 6.86 21.57 52.69
Cheran 597 6.32 33.33 59.53
Patzcuaro 547 43 23.53 51.69

Los resultados de las cantidades obtenidas de macronutrientes y micronutrientes
para las tres procedencias de suelo fueron las siguientes: el nitrégeno contenido
en los suelos se encuentra entre los 1790 a 2130 ppm, mientras que la cantidad
de fosforo esta en los valores <0.5 a 1.354 ppm, en cuanto a hierro las tres

procedencias presentan de entre 15009.982 y 50214.471 ppm (Cuadro 2).

Cuadro 2.- Macronutrientes y micronutrientes de los suelos procedentes de Ciudad
Hidalgo, Cheran y Patzcuaro.

Sitios N P K Ca Mg Zn Fe
PPm ppm  ppm Ppm Ppm Ppm Ppm

Cd. Hidalgo 2130 1.354 358.8 2074.8 5807.1 22.759 15009.982

Cheran 1940 <0.5 1150.5 4563 4149.6 45.663 43212.961

Patzcuaro 1790 <0.5 553.8 1739.4 4980.3 84.349 50214.471
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Los resultados obtenidos en el experimento in vitro son los siguientes: para la
variable de longitud de la parte aérea el factor suelo, bacteria y la interaccion de
ambos factores no tienen influencia sobre esta variable en un analisis multifactorial
muestra que no existe diferencia significativa (Anexo 1, Cuadro 3).

De acuerdo con el analisis multifactorial de resultados de la variable de longitud de
raiz, muestran que el factor suelo si influye sobre esta variable, al igual que el uso
de las bacterias, donde no se obtuvo diferencia fue en la interaccion de suelo y
bacteria (Anexo 1, Cuadro 4).

En la grafica 1 se observa la influencia del factor suelo en la longitud de raiz. En
los suelos procedentes de Cheran y de Patzcuaro se obtuvieron los valores mas
altos en longitud de raiz (promedio de 9.3 cm), entre estos dos suelos no hay
diferencia significativa, pero estos son significativamente diferentes con respecto
al suelo procedente de Ciudad Hidalgo, en el cual se presento la longitud de raiz

menor (promedio 5.5 cm).

12

Longitud de raiz (cm)

Cd. Hidalgo Chéran Patzcuaro
Suelo
Grafica 1.- Longitud de raiz de plantas de Pinus devoniana crecida en tres suelos de
procedentes de Ciudad Hidalgo, Cheran y Patzcuaro. Un analisis unifactorial se realiz

junto con una prueba de Tukey p<0.05. Las barras representan el error estandar.
Tratamientos con la misma letra no presentan diferencias significativas.
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Las bacterias inoculadas tuvieron influencia sobre longitud de raiz de las plantas.
Las longitudes de raiz obtenidas con la inculacion de la bacteria UMCV1 fueron
significativamente diferentes con las obtenidas en las plantas sin inéculo. La
bacteria L254 también incremento la longitud de raiz, aunque no existe diferencia

significativa con las raices de las plantas sin inéculo (Gréfica 2).
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Grafica 2.- Longitud de raiz de plantas de Pinus devoniana con el uso de las bacterias y
sin indculo. Un analisis unifactorial se realizé junto con una prueba de Tukey p<0.05. Las
barras representan el error estandar. Tratamientos con la misma letra no presentan
diferencias significativas.

En el peso fresco de la parte aérea el analisis multifactorial muestra que el factor
suelo no influye sobre ésta variable, pero la bacteria si influye sobre dicha variable.
Por otro lado en la interaccion de los factores no hay diferencia significativa (Ver
anexo 1, Cuadro 5).

En la grafica 3 observamos la influencia de la inoculacién de las bacterias en la
variable de peso fresco de la parte aérea. Las plantas que fueron inoculadas
tuvieron los valores mayores en el peso fresco de la parte aérea, siendo
significativamente diferentes con respecto a las plantas no inoculadas.
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Grafica 3.- Peso fresco de la parte aérea de plantas de Pinus devoniana con el uso de las
bacterias y sin inéculo. Un analisis unifactorial se realizé junto con una prueba de Tukey
p<0.05. Las barras representan el error estandar. Tratamientos con la misma letra no
presentan diferencias significativas.

En la variable de peso fresco de raiz el analisis multifactorial muestra que existe
influencia del factor suelo y bacteria sobre de esta variable, al igual que se
encontré diferencia significativa en la interaccion de los dos factores analizados
(Ver anexo 1, Cuadro 6).

En la grafica 4 se puede observar que el factor suelo si influye en el peso fresco
de la raiz. El suelo procedente de Cheran las plantas obtuvieron los valores mas
altos (promedio de 84 mg) de peso fresco de raiz y estos son significativamente

diferentes con los obtenidos en los sitios de Ciudad Hidalgo y Patzcuaro.
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Gréfica 4.- Peso fresco de raiz de plantas de Pinus devoniana crecidas en tres suelos
procedentes de Ciudad Hidalgo, Cheran y Patzcuaro. Un analisis unifactorial se realizd
junto con una prueba de Tukey p<0.05. Las barras representan el error estandar.
Tratamientos con la misma letra no presentan diferencias significativas.

En cuanto al factor bacteria, en la grafica 5 se observa que peso fresco de raiz fue
significativamente mayor en relacion con el peso fresco obtenido en las plantas sin

in6culo.
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Grafica 5.- Peso fresco de raiz de plantas de Pinus devoniana con el uso de las bacterias
y sin inéculo. Un analisis unifactorial se realizé junto con una prueba de Tukey p<0.05.
Las barras representan el error estandar. Tratamientos con la misma letra no presentan
diferencias significativas.
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De acuerdo al analisis estadistico, las bacterias inoculadas influyen sobre el peso
fresco de raiz de las plantas de Pinus devoniana crecidas en el suelo de Ciudad
Hidalgo. En la grafica 6 se observa que la combinacion del suelo de Ciudad
Hidalgo y la bacteria L254 se obtienen los valores mas altos de peso fresco de raiz
obteniendo un promedio de 110 mg. Las plantas de P. devoniana crecidas en los
suelos de Cheran y Patzcuaro con la interaccion de las bacterias no muestran

diferencias significativas de lo obtenido en el peso fresco de raiz.
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Grafica 6.- Peso fresco de raiz de plantas de Pinus devoniana crecidas en el suelo
procedente de Ciudad Hidalgo con el uso de las bacterias y sin inéculo. Un analisis
unifactorial se realizé junto con una prueba de Tukey p<0.05. Las barras representan el
error estandar. Tratamientos con la misma letra no presentan diferencias significativas.

El numero de raices laterales muestran que factor suelo no influye sobre esta, ya
que no se muestra alguna diferencia significativa entre las procedencias del suelo
y el numero de raices laterales. Las plantas de las tres procedencias de suelo
tuvieron un promedio de 7 a 8 raices laterales (ver Anexo 1, Cuadro 7).

Por otro lado, tenemos que el numero de raices laterales de las plantas en el suelo
de Ciudad Hidalgo si se ve influenciada por el uso de bacterias (Ver anexo 1,
Cuadro 9). En la gréfica 7 se observa que en el suelo procedente de Ciudad
Hidalgo las plantas inoculadas con la bacteria UMCV1 son significativamente
diferentes con respecto a las plantas no inoculadas, obteniendo un incremento en

el numero de raices laterales con el uso de las baterias.
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En los tipos de suelo procedentes de Cheran y Patzcuaro no hay diferencia
significativa entre el numero de raices de las plantas inoculadas con las bacterias

y las no inoculadas.

* 12
K
© 10
8 1 °
g g
3 b
L 6
© X b 4 Sin indculo
s 4 UMCV1
S 5 AL254
£
> 0
Cd. Hidalgo
Suelo

Grafica 7.- Numero de raices laterales de plantas de Pinus devoniana crecidas en el suelo
procedente de Ciudad Hidalgo con el uso de las bacterias y sin indculo. Un analisis
unifactorial se realizé junto con una prueba de Tukey p<0.05. Las barras representan el
error estandar. Tratamientos con la misma letra no presentan diferencias significativas.
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9.9. DISCUSION

Los resultados obtenidos de pH, materia organica, capacidad de intercambio
cationico (CIC) y porosidad indican que los suelos procedentes de Ciudad Hidalgo,
Cheran y Patzcuaro muestran caracteristicas adecuadas para el desarrollo de la
especie forestal Pinus devoniana. El pH de los tres sitios segun el analisis quimico
se encuentra dentro del rango en donde se desarrolla normalmente esta especie
(Rojas, 1984).

La materia organica tiene gran relacion con los procesos que ocurren en el suelo,
ademas de ser un indicador que expresa la calidad del suelo (Ghisolfi, 2011). Una
de las principales funciones de la materia organica es la estabilidad del suelo
(Tisdall y Oades, 1982; Six et al., 2002). La cantidad de materia organica en los
suelos procedentes de Ciudad Hidalgo y Cheran es media, mientras que para
Patzcuaro la MO se clasifica como baja, en ambos casos de acuerdo a la NOM-
021-RECNAT-2000. La CIC obtenida en el suelo de Cheran es alta, esta
propiedad podria darnos un idea de la cantidad de nutrientes que tiene el suelo
(NOM-021-RECNAT-2000) (FAO, 2015). En los resultados obtenidos en los
nutrientes de los suelos si se observa una relacion con la CIC, ya que el suelo de
Cheran en algunos nutrientes si tiene una mayor cantidad en comparacion con
obtenido para Patzcuaro y Ciudad Hidalgo, donde estos ultimos sitios tienen un
CIC media.

La porosidad en las tres procedencias de suelo analizados mostro ser similar y se
encuentra dentro de lo requerido para un buen desarrollo de las plantas. Los
suelos de Ciudad Hidalgo y Patzcuaro tienen una porosidad considerada como
buena, mientras que solo Cheran estaria tendiendo hacia una porosidad alta. La
porosidad del suelo debe ser el 50 % de su volumen y debe tener un balance entre
los poros ya sea ocupados por agua o aire o en los dos, esto para que la planta
pueda tener un buen desarrollo (Nunez, 1981).

En los resultados de la comparacion de cantidades de macronutrientes y
micronutrientes obtenidas en los tres tipos de suelo y las usadas en la solucién
nutritiva Hoagland, se observa que estos suelos tendrian el suficiente nitrégeno y

potasio, asi mismo de todos los micronutrientes analizados se tendria lo suficiente
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para el desarrollo de las plantas. El fésforo es el unico macronutriente que se
encuentra en poca cantidad, el cual es uno de los principales nutrientes para el
desarrollo plantas, ya que tiene una participacion importante en la fotosintesis, en
el desarrollo quimico fisioldégico, formacion de tejidos que constituyen sitios de
crecimiento de las plantas, por lo que las plantas con deficiencia de este
macronutriente pueden presentar un retraso en su crecimiento (FAO, 2002).

De acuerdo con la solucién nutritiva MS, las tres procedencias de suelo analizados
tendrian la suficiente cantidad de todos los nutrientes analizados para el desarrollo
de las plantas. Algunos nutrientes se encuentran en mayor cantidad de lo que
utilizan las soluciones nutritivas, esto no quiere decir que los suelos tengan un
exceso, ya que no sabemos cuanto de la cantidad obtenida en el analisis de
nutrientes esta disponible para las plantas. Lo anterior es porque el analisis de
macronutrientes y micronutrientes que se realizd nos da el contenido total mas no
la forma quimica de los nutrientes. Las plantas absorben los nutrientes en cierta
forma quimica. De los nutrientes contenidos en el suelo solo una cantidad menor
esta disponible para las plantas, la otra parte se fija en los minerales y materia
organica y no es accesible para las plantas. Por ejemplo el nitrdgeno es tomado
por las plantas en forma de nitrato (NO3-) 0 de amonio (NH4+) y el fésforo HoPOy4 -
(Thompson, 1988).

El factor suelo influy6 en la longitud de raiz y los valores mayores se presentaron
en los suelos de Cheran y Patzcuaro. En algunas plantas se ha observado que
cuando hay una deficiencia de fésforo la longitud de raiz incrementa (Fragoso et
al., 2005). Por lo que suponemos que la deficiencia de fésforo en los suelos
procedentes de Cheran y Patzcuaro estaria interviniendo longitud de raiz de las
plantas de Pinus devoniana.

Otra de las variables donde influyé la procedencia de suelo fue en peso fresco de
raiz donde el suelo de Cheran tiene los valores mas altos. De acuerdo con el
analisis fisico este suelo tendria las caracteristicas adecuadas para el desarrollo
de las plantas. En el suelo de Ciudad Hidalgo se obtuvieron los valores mas bajos
en algunas variables. La deficiencia de fésforo esta teniendo influencia sobre el

comportamiento del factor suelo en las variables de crecimiento, ya que se

Maestria en Ciencias y Tecnologia de la Madera 37



Pinus devoniana

considera que la disponibilidad de este macronutriente se encuentra
principalmente en rango de pH de 6.5y 7.5 (Thompson, 1988). El fésforo también
tiene importancia en desarrollo de las plantas como fuente de energia (Nuiez,
1981).

El factor bacteria no influyd sobre la longitud de la parte aérea, lo cual ya se ha
visto con la inoculacién de otras bacterias promotoras del crecimiento en especies
lefiosas de selva baja caducifolia donde no se observé influencia en la altura
(L6pez, 2011). Aunque las bacterias utilizadas en este trabajo han mostrado un
aumento en parte del tallo, estas no se han probado en plantas de Pinus
devoniana. En la longitud de raiz se observo influencia de la bacteria UMCV1 con
respecto a las no inoculadas. La inoculacion de las bacterias también tuvieron
influencia en el peso fresco de la parte de raiz, esto independientemente del tipo
de bacteria, teniendo valores mayores en las plantas inoculadas con respecto a
las de sin in6culo. EI aumento en esta variable coincide con los resultados
obtenidos en otros trabajos donde esta se ha visto que esta bacteria promueve el
crecimiento de raiz y aumento de biomasa en las plantas inoculadas (Lépez-Bucio
et al., 2009).

Las dos bacterias inoculadas mostraron un aumento en peso fresco de la parte
aérea con respecto a las plantas sin indculo, aun cuando el factor bacteria no
influyé en la longitud de de la parte aérea. Este patron de comportamiento se ha
visto en otras bacterias promotoras del crecimiento (Velazquez-Becerra et al.,
2011).

El analisis estadistico muestra diferencia en la interaccion de los factores (suelo y
bacteria), el suelo de Ciudad Hidalgo con la bacteria L254 presento un aumento en
el peso fresco de raiz y en el nimero de raices laterales, esto en comparacion con
las plantas sin indculo. Algunas bacterias promotoras del crecimiento tienen mejor
eficiencia en suelos deficiente de nutrientes (Difuza, 2007), aunque el suelo de
Ciudad Hidalgo tiene los nutrientes suficientes para el desarrollo de las plantas,

segun lo comparado con las soluciones nutritivas.
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En la variable del numero de raices laterales en los tipos de suelo no se observo
diferencia significativa, probablemente por la similitud en la porosidad que tiene
cada uno, ya que es uno de los parametros de importancia para el desarrollo de la

raiz de la planta (Nunez, 1981).

9.10. CONCLUSIONES.

En los suelos con baja presencia de fésforo incrementan la longitud de raiz de las
plantas de Pinus devoniana. La presencia de las bacterias Bacillus megaterium
(UMCV1) y Bacillus cereus (L254) incrementan el crecimiento de las plantas de P.
devoniana principalmente en la raiz en suelos con baja presencia de fésforo, asi
mismo la eficiencia de las bacterias se ve influenciada dependiendo del tipo de

suelo en el cual es inoculada.
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10. CAPITULO Il
Crecimiento de plantas de Pinus devoniana inoculadas con Laccaria spp,

Lactarius deliciosus y Bacillus cereus (L254) en condiciones de invernadero.

10.1. INTRODUCCION

En México, el género Pinus representa el 60 % de las especies maderables y es
uno de los principales géneros en los cuales se presenta la actividad econdmica
forestal. La cosecha de madera de especies de pinos representa en 85 % de la
produccion total de ésta (Caballero-Deloya, 2010).

Los pinos de México son valiosos por su uso tradicional, comercial y por los
servicios ambientales que ofrecen; sin embargo, su cobertura disminuye
aceleradamente debido a incendios forestales, deforestacion para
aprovechamiento de madera comercial o de subsistencia (Farjon et al., 1997).

Por las causas anteriores establecen la necesidad de efectuar mejores estrategias
como las plantaciones forestales comerciales o de restauracién y para la
proteccion y conservacion de los recursos asociados al bosque (Saenz et al.,
2010).

Una de las estrategias son las plantas con micorrizas ya que tienen mayor
capacidad de resistencia y tolerancia a multiples condiciones de estrés ambiental
(Pozo y Azcén, 2007). Las micorrizas son asociaciones simbioticas entre algunos
hongos y las raices de plantas, las cuales estan presentes en aproximadamente
95 % de las plantas terrestres (Brundrett, 2009). Esta simbiosis es un elemento
fundamental para la mayoria de las comunidades forestales y en bosques de pinos
las ectomicorrizas son las mas abundantes (Tedersoo et al., 2010). En los arboles
de la familia Pinaceae las ectomicorrizas son esenciales para su conservacion y
supervivencia (Marmeisse, 2004).

El crecimiento de plantas de Pinus devoniana fue evaluado bajo condiciones de
invernadero y con la inoculacién de las ectomicorrizas Laccaria spp, Lactarius
deliciosus y la bacteria Bacillus cereus (L254). El sustrato utilizado fue Peat-most
con arena (2:1 v:v). El experimento tuvo una duracion de siete meses y durante el
transcurso de éste se evaluaron las variables de crecimiento de altura, cobertura y

diametro. Al finalizar el experimento se realizé una cosecha destructiva donde se
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evaluaron las variables de longitud de tallo y de raiz, peso fresco de la parte aérea
y de raiz, peso seco de la parte aérea y de raiz, volumen de raiz, clorofila y
finalmente se determind el porcentaje de micorrizacion. La colonizacién de los
hongos ectomicorrizicos fue en los primeros veinte centimetros de la raiz. Las
plantas de Pinus devoniana co-inoculadas con Laccaria spp y L. deliciosus tiene
mayores valores en las variables de crecimiento analizadas, siendo estas

significativamente diferentes a las plantas control.
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10.2. ANTECEDENTES

La asociacién de una planta y un hongo es conocida como micorriza. La definicion
de Micorriza significa “hongo-raiz”, el cual fue propuesto por Frank en 1885 para
describir la asociacion simbiética de plantas y hongos, los cuales se benefician
mutuamente. Las micorrizas se asocian con importantes especies forestales de la
familia Pinaceae, Fagaceae y Betulaceae (Karkouri et al., 2005). Los hongos
micorrizicos viven en las raices delgadas de las plantas. Los exudados producidos
por las raices de las plantas son los que aportan al hongo los carbohidratos que
requiere para vivir (Saenz, 2004). La micorrizacion inicia con la germinacién de las
esporas, esto sucede una vez que se tengan las condiciones ambientales
favorables como temperatura y humedad (Bolan y Abbott, 1983). Cuando el hongo
encuentra la raiz apta para la colonizacion, este incrementa la ramificacion de su
micelio y con ello aumenta la oportunidad de contacto con la raiz (Giovannetti et
al., 1993). El reconocimiento hongo-planta es facilitado por exudados de raices de
las plantas (Saenz, 2004). Una vez establecida la asociacidn micorricica se
producen cambios en ambos. El desarrollo de la interface es uno de los cambios
que se producen en la asociacion, en cual se lleva el intercambio de nutrientes en
ambas direcciones (Peterson y Bonfante, 1994). La micorrizacion mejora la
absorcidn de algunos nutrientes como pueden ser nitrégeno, fosforo, potasio,
hierro, entre otros (Smith y Read, 1997).

En las micorrizas se distinguen dos grandes grupos, las cuales son las
endomicorrizas y ectomicorrizas (Harley y Smith, 1983; Harley y Harley, 1987).
Las endomicorrizas se distinguen porque sus hifas se desarrollan entre y dentro
de las células corticales de la raiz, originando arbusculos y vesiculas. Este tipo de
micorriza es de mucha importancia en la agricultura y fruticultura, al igual que para
diversas especies de briofitas, pteridofitas, gimnospermas y varias angiospermas
(Harley y Harley, 1987).

Las ectomicorrizas son una asociacion mutualista entre algunos hongos del suelo
y ciertas plantas y estas tienen un sistema de hifas y micelio que se vinculan con
la raices ectomicorrizogenas (Kong-Luz, 2003).
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La caracteristica de las ectomicorrizas es que el micelio crece entre los espacios
de las paredes de las células de las raices, pero sin atravesarlas. Las raices con
ectomicorriza tienen la caracteristica de Manto, Red de Hartig y micelio externo
(Smith y Read, 2008).

Las ectomicorrizas son especialmente los Basidiomicetes, incluyendo
macromicetos forestales y Sclerodermales. Los hongos formadores de
ectomicorrizas son de los géneros Amanita, Boletus, Hebeloma, Laccaria,
Lactarius, Pisolithus, Rhizopon, Russul, Scleroderma, Suillus, Tricholoma,
Cenococcum, y Tuber. Las plantas huésped de las ectomicorrizas son las

gimnospermas y angiospermas (Castellano y Molina, 1989; Selosse et al., 2006).

Descripcion del Género Lactarius

Las especies del Género Lactarius se caracterizan por tener la capacidad de
segregar latex de colores y su carne quebradiza.

Las caracteristicas macroscopicas de las setas del género Lactarius es que
presentan sombreros convexos que se aplanan y se deprimen con el tiempo, la
coloracién que presentan es de blancos, rojos y ocres. Las laminas del sombrero
son adherentes y producen esporas blancas de tipo amiloides. En este género hay
especies comestibles y también toxicas.

En el género Lactarius destaca Lactarius deliciosus (L.) Gray que es una especie

muy comercializada (Cuesta y Jiménez, 2003).

Descripcidn de Lactarius deliciosus

Lactarius deliciosus (L.) Gray es un hongo comestible conocido comunmente
como nisacalo, nicalo, nizcalo, mizcalo, azmilcle, chilpan enchilado, entre otros.
Las caracteristicas macroscopicas de esta especie son que estda compuesta por
un sobrero con laminas y un pie. El sombrero es convexo, evolucionado a
extendido y decaido en forma de embudo de hasta 25 cm de didmetro, con
margen liso y enrollado de color claro, cuticula de color anaranjado, no separable.
Las laminas del sombrero son adnatas o ligeramente decurrentes de color naranja
que torna a verde en las zonas dafadas. El Pie es corto con relacion al sombrero,

quebradizo de hasta 8 cm de longitud y 3.5 cm de diametro, color naranja
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blanquecino. Las esporas contenidas en las laminas son ovoides, reticuladas y
con verrugas, de 8-9 x 6-7 um hialinas y amiloides. Este hongo se encuentra en
otofo y principios de invierno en zonas de pinares, prefiriendo los arboles jovenes,
los cuales se encuentran principalmente en grupos o en forma gregaria (Cuesta y
Jiménez, 2003).

Descripcion del género Laccaria spp. Berk y Broome.

Los hongos pertenecientes al género Laccaria spp son setas comestibles de
colores brillantes, desde colores de naranjas a violetas. Las laminas del sombrero
son anchas, gruesas, adherentes hasta un poco decurrentes y separadas entre si.
Las esporas que producen estos hongos son blancas, de forma ovoides casi lisas,
con pequenos aguijones (Cuesta y Jiménez, 2003) y el micelio es a veces tenido
de violeta (Castro-Cerceda y Freire, 1984). Laccaria spp es considerada una
especie cosmopolita, habita en bosques profundos, en suelos arenosos y

volcanicos (Singer, 1986).

Beneficios de las micorrizas.

Los suelos poseen naturalmente una diversidad de especies de micorrizas, las
cuales pueden colonizar las raices de la mayoria de las plantas cultivadas,
independientemente de las condiciones ambientales. Las micorrizas pueden
mejorar el suministro de nutrientes, crecimiento y produccion de las plantas
hospederas especialmente en suelos donde hay deficiencia de nutrientes (Pérez
et al., 2011). Entre otros beneficios que proporciona la micorrizacion destacan: la
proteccion ante el ataque de parasitos, hongos patdégenos y nematodos; el
aumento de su resistencia a la herbivora; influyen en la produccién de sustancias
defensivas por parte de la misma planta y absorben metales pesados toxicos
como el zinc y el cadmio, los cuales son alojados en las hifas de los hongos
(Camargo-R et al., 2012). En la interaccion simbidtica también es importante la
produccion de hormonas por los hongos como auxinas, citoquininas, giberelinas y
etileno. Estas hormonas promueven que la raiz se ramifique, al igual que
estimulan a las raices micorrizadas a aumentar su actividad fisiolégica (Wild,
1990).
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Micorrizacion en pinos.

En el género Pinus en asociacion con micorrizas se ha logrado superioridad en
cuanto a establecimiento, supervivencia y crecimiento en las reforestaciones, ya
que esta asociacidn simbiotica con hongos ectomicorrizicos permite que se
abastezca mejor de agua y nutrientes como fésforo y nitrégeno (Barroetavefia et
al., 2012). En un estudio determinaron el efecto de las sustancias humicas en la
simbiosis Pinus pseudostrobus y hongos ectomicorrizicos Amanita caesarea
sensu lato, Lactarius deliciosus y Laccaria spp. Los resultados mostraron que las
sustancias humicas fomentan el establecimiento de los hongos en la planta. La
inoculacion de L. deliciosus y la adicion de sustancias humicas aumentaron la
longitud especifica radical en comparacion con las plantas no inoculadas, aunque
no se observé un efecto en cobertura, altura y biomasa, mientras que L. deliciosus
y Laccaria spp aumentaron la eficacia fotosintética de las plantas inoculadas
(Caro, 2013).

Otra investigacién se realiz6 con el objetivo de hacer la evaluacion de la
especificidad, infectividad y efectividad de ocho especies de hongos
ectomicorrizicos comestibles en el desarrollo de Pinus patula y Pinus greggii. Los
resultados expusieron que la ectomicorriza que mostr6 mayor efecto en altura,
diametro y peso seco fue Laccaria laccata en Pinus patula. En Pinus greggii se
observo que con la asociacion de Suillus pseudobrevipes y L. laccata se obtuvo
una mayor colonizacioén (Carrera, 2004). En otro trabajo se investigo el efecto de la
inoculacion de Laccaria laccata s.l., Hebeloma mesophaeum s.| y Boletus edulis
s.l., en la especie de Pinus greggii Engelm. y P. montezumae Lamb. sobre el peso
seco de la parte aérea, raiz, altura, diametro del tallo y contenido nutrimental. Los
resultados mostraron un aumento en todos los parametros con la inoculacion de
los dos hongos con respecto a las plantas no inoculadas (Martinez, 2010). Otra
investigacion evalud el efecto y la eficiencia de la inoculacién in vitro de cinco
cepas diferentes de ectomicorrizas (producidas in vitro) en plantulas de P.
pseudostrobus y P. patula. En general los resultados mostraron que las plantas
colonizadas obtuvieron mejores resultados en la supervivencia, desarrollo y en el

crecimiento en comparacion con las plantas no micorrizadas (Gémez, 2013).
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Por otra parte un estudio se realizd con plantas de Pinus devoniana y P.
pseudostrobus inoculadas con Pisolithus tinctorius 202, P. tinctorius (PHC) y
Scleroderma texense (nativo). Los resultados obtenidos muestran que a los seis
meses los hongos utilizados presentaron buena capacidad colonizadora en ambas
especies de pinos, asi mismo ambos mostraron formacién de micelio externo.
Durante esta etapa temprana, los pinos estudiados al ser inoculadas con S.
texense obtuvieron significativamente mayor biomasa de la parte aérea en
comparacion con las plantas sin in6culo. En la especie Pinus devoniana se
observé que al aino del experimento, tuvo un aumento en el volumen de la parte
aérea lograda con la asociacién de P. tinctorius (202) (Valdés et al., 2010). En un
ensayo la especie P. devoniana fue inoculada con la bacteria Arthrobacter agilis
UMCV2. Los resultados mostraron que la bacteria promovid el crecimiento de P.
devoniana, obteniendo un aumento en altura, grosor del tallo, y un incremento en

la concentracion de clorofila (Valencia-Cantero et al., 2015).

10.3. JUSTIFICACION

Este trabajo se realizd con el proposito de evaluar el comportamiento del
crecimiento de plantas de Pinus devoniana inoculadas dos hongos
ectomicorrizicos Laccaria spp, Lactarius deliciosus y una bacteria promotora del

crecimiento Bacillus cereus (L254), esto en condiciones de invernadero.
10.4. HIPOTESIS

Las plantas de Pinus devoniana inoculadas con los hongos ectomicorrizicos y la
bacteria, tendran un mejor crecimiento en comparacién con las plantas no

inoculadas.
10.5. OBJETIVOS

10.5.1. OBJETIVO GENERAL
Analizar el efecto en el crecimiento de Pinus devoniana inoculada con Laccaria

spp, Lactarius deliciosus y Bacillus cereus (L254) en condiciones de invernadero.
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10.5.2. OBJETIVOS PARTICULARES
e Evaluar el crecimiento de P. devoniana inoculada con Laccaria spp,
Lactarius deliciosus.
e Evaluar el crecimiento en P. devoniana inoculada la bacteria Bacillus cereus
(L254).
e Evaluar el porcentaje de micorrizacion de las plantas inoculadas con

Laccaria spp, Lactarius deliciosus.
10.6. MATERIALES Y METODOS

10.6.1. Descripcion general del experimento

El estudio se desarroll6 en el invernadero del Laboratorio de Biotecnologia Vegetal
del Instituto de Investigaciones Quimico-Bilégicas (IIQB) de la Universidad
Michoacan de san Nicolas de Hidalgo (UMSNH), el cual consistié en la inoculacion
de los dos hongos ectomicorrizicos y una bacteria promotora del crecimiento

vegetal en plantas de Pinus devoniana.

10.6.2. Material biolégico

Los hongos ectomicorrizicos utilizados fueron Laccaria spp y Lactarius deliciosus,
los cuales fueron proporcionados por el Laboratorio de Interaccion Suelo-Planta-
Microorganismo del [IQB de la UMSNH. Los inéculos fueron colectados en las
plantaciones forestales y bosques de Yoricostio Mpio. de Tacambaro, Michoacan
por la Asociacion de Recolectores de Hongos de Yoricostio, la Villita S. A. de R. L.
Posteriormente se llevaron al Laboratorio y se conservaron en refrigeracion a 4 °C.
La bacteria que se utilizé fue Bacillus cereus (L254), la cual fue proporcionada por
el Laboratorio de Ecologia Microbiana del [IQB de la UMSNH. Esta bacteria fue
resembrada en Agar Nutritivo (Bioxon) y crecida en una camara de incubacion a
28 °Ct 2.

Las esporas de los hongos ectomicorrizicos se encontraba en medio liquido. A
dicha suspension se le determind la concentracion de esporas mediante
diluciones. Lo anterior se realizdé con una camara de Neubauer y un microscopio
Optico (marca Zeigen) a 40x. La viabilidad de las esporas se determind por medio
de la una prueba de MTT (3-(4,5- dimetiltiazol-2-ilo)-2,5-difeniltetrazol).
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10.6.3. Material vegetal

La especie de estudio para este experimento fue Pinus devoniana. Las semillas de
esta fueron proporcionadas por el banco de germoplasma de la COFOM
(Comision forestal del estado de Michoacan).

Las semillas fueron colocadas en bolsas de plastico herméticas etiquetadas y

almacenadas en un refrigerador a 4 °C hasta su utilizacion.

10.6.4. Esterilizacion superficial de las semillas

La esterilizaciéon superficial de las semillas se realizd previo al montaje del
experimento, la cual se llevdo a cabo de la siguiente manera: las semillas se
colocaron en un vaso de precipitados de 250 ml que contenia hipoclorito de sodio
al 5 % viv (Cloralex?) y dicha suspensién se agito constantemente durante ocho
minutos. Posteriormente las semillas se lavaron 2 veces con agua estéril y
enseguida estas se colocaron en etanol al 25 % agitando durante un minuto y
finalmente las semillas se lavaron 3 veces con agua estéril y a continuacion las

mimas fueron puestas en remojo en agua estéril por 24 horas.

10.6.5. Montaje del experimento

En una charola de germinacion de 200 cavidades y medidas de 54.5 cm x 25 cm x
4 cm se colocaron las semillas previamente esterilizadas, en la cual
permanecieron durante treinta dias. Posteriormente se procedié al trasplante de
las plantas a macetas de 23 cm x 23 cm y 21.5 cm de profundidad, contenian
sustrato comercial Peat-most con arena en proporciones 2:1v/v. En dichas
macetas se colocaron 5 plantas y por cada tratamiento el numero de macetas fue
4. La fertilizacion se realizdé una Unica vez con una solucién nutritiva comercial MS,
la cual se agregd a cada maceta a una quinta parte de la recomendada en la
etiqueta (1.075 g por cada medio litro de agua). La inoculacién de los hongos
ectomicorrizicos (Laccaria spp y Lactarius deliciosus) y la bacteria se realizé a los
13 dias después del trasplanté de las plantulas y la cantidad de in6culo fue de
1x10° esporas por planta para las ectomicorrizas y 1x10” unidades formadoras de

colonia para la bacteria (Cuadro 1).
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Cuadro 1.- Descripcién de tratamientos.

Tratamiento Descripcion

Control P. devoniana creciendo sin inéculo

Del P. devoniana creciendo con Lactarius deliciosus

Lac P. devoniana creciendo con Laccaria spp

Lac-Del P. devoniana creciendo con Laccaria spp y Lactarius deliciosus
L254 P. devoniana creciendo con Bacillus cereus (L254)

10.6.6. Variables evaluadas

El experimento tuvo una duracion de siete meses y los datos morfoldgicos de
altura, cobertura y diametro del tallo se tomaron cada mes en todas las plantas. La
cosecha destructiva se realizé al término del experimento, la cual consistio en la
division de la planta en parte aérea y de raiz. Los datos obtenidos fueron de
longitud del tallo, longitud de raiz, peso fresco de la parte aérea y de raiz y peso
seco del la parte aérea y de raiz, clorofila de las hojas y el porcentaje de
micorrizacion el cual se determiné con la técnica de Palazén (1999).

La variable de altura se tomd del apice a la base de la planta al ras del suelo, lo
anterior cada mes en todas las plantas. En la cosecha destructiva la longitud del
tallo se midié donde empezaba la raiz hasta el apice de la planta y la longitud de
raiz se tomo de la base del tallo hasta la raiz mas larga.

El diametro se tomd a la altura de la base durante el experimento y en la cosecha
destructiva se midié hasta donde terminaba el tallo. Para su medicién se utilizd un
vernier marca Truper (Gomez, 2013).

Para la cobertura se tomaron dos diametros de la copa y para determinarla se
utilizé la formula de la elipse (Area=Tr*semiejea*semiejeb), para medir esta

variable se utilizé una regla de treinta centimetros (Gémez, 2013) (Figura 1).
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Figura 1.- Toma de datos de cobertura de plantas de Pinus devoniana.

El peso fresco de la parte aérea y de raiz se tom6 al momento de realizar la
cosecha destructiva. Para determinar el peso seco las partes de la planta se
colocaron en un horno a 70 °C hasta alcanzar un peso constante (Gémez, 2013).
El volumen de raiz se midié por desplazamiento de agua de acuerdo al principio
de Arquimides. En una micropipeta se colocé agua a una medida conocida y se

contabilizé el desplazamiento de agua al colocar la raiz dentro de la micropipeta.

10.6.7. Extraccion de Clorofila
La extraccion de clorofila se realizé de la siguiente manera: de aciculas de las
plantas se pesaron de entre 0.206 y 0.209 g, posteriormente éstas se maceraron
en un mortero con 4 ml de acetona pura y el macerado se coloco en tubos de 12
ml. El mortero se enjuagé con 2 ml de acetona y por ultimo los tubos con el
macerado se aforaron a 10 ml. Después de 24 horas se procedio a la toma de las
lecturas del macerado de los tubos en el espectrofotometro a 664 nm y 648 nm y
finalmente se determind la concentracion de clorofila (Orozco-Mosqueda et al.,
2013):

Clorofila A (12.21)*(dato 664)-(2.81)*(dato 648)

Clorofila B (20.13)*(dato 648)-(5.03)*(dato 664)

Total= ((10)*(total/peso))/peso
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10.6.8. Porcentaje de micorrizacién

El porcentaje de micorrizacion de las plantas se determiné de la siguiente manera.
Para eliminar el exceso de suelo en las raices de las plantas se limpiaron
cuidadosamente con agua corriente y con las raices limpias se tomaron
fotografias. Posteriormente en la fotografia la raiz se dividié en cuatro partes para
poder realizar el conteo de raices bifurcas y sin bifurcacioén. La primera parte de la
raiz fue de 0-10 cm, la segunda los siguientes 10-20 cm, la tercera de 20-30 cm y
por ultimo el resto de la raiz, finalmente el porcentaje de colonizacion se determiné
por la siguiente regla (Palazén et al., 1999) (Figura 2):

(Numero de raices bifurcadas x 100) / Numero total de raices.

1-10 cm

10-20 cm

20-30 cm

Resto de raiz

Figura 2.- Medicion del porcentaje de micorrizacion en raices de plantas de Pinus
devoniana.

10.7. ANALISIS ESTADISTICO
El analisis de los datos obtenidos en el experimento se sometieron a un analisis de
varianza (ANOVA) de una via y una prueba de Duncan p<0.05 con el programa

estadistico Statistica v7.
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10.8. RESULTADOS

De acuerdo con los datos obtenidos durante siete meses del experimento, los
resultados muestran que la inoculacion de los hongos ectomicorrizicos y la
bacteria tienen efecto sobre las variables altura, diametro y cobertura (Grafica 1-
3).

Los datos de altura durante los siete meses muestran que todos los tratamientos
tuvieron incremento constante conforme trascurrié el experimento, pero el
tratamiento de la co-inoculacion de Laccaria spp y Lactarius deliciosus (Lac-Del)
fue el que tuvo un mayor incremento en altura en las plantulas de Pinus devoniana
(Grafica 1). Los tratamientos con la inoculacion simple de Laccaria spp (Lac),
Lactarius deliciosus (Del) y la bacteria Bacillus cereus (L254) no presentaron

diferencias significativas con respecto a las plantas del tratamiento control.
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Grafica 1.- Altura de las plantulas de Pinus devoniana en diferentes tratamientos, durante
los siete meses del experimento. Control=sin ind6culo; Del=Lactarius deliciosus;
Lac=Laccaria spp; Lac-Del= Laccaria spp y Lactarius deliciosus; L254=Bacillus cereus. Un
analisis de varianza de una via se realizdé junto con una prueba de Duncan p<0.05.
Tratamientos con asterisco no presentan diferencias significativas.
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En el didmetro del tallo se observo un incremento entre todos los tratamientos,
pero el tratamiento que mostré6 un mayor incremento en esta variable fue Lac-Del,
separandose de los demas tratamientos. El diametro de las plantas de todos los
tratamientos en los primeros tres mes no tuvieron diferencias significativas con
respecto a las plantas control. Las plantas del tratamiento Lac-Del a partir del mes
cuatro fueron diferentes significativamente con relacion a las plantas de los
tratamiento control, Lac y L254 (Grafica 2).
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Gréfica 2.- Diametro del tallo de plantulas de Pinus devoniana en diferentes tratamientos,
durante los siete meses del experimento. Control=sin inéculo; Del=Lactarius deliciosus;
Lac=Laccaria spp; Lac-Del= Laccaria spp y Lactarius deliciosus; L254=Bacillus cereus. Un
analisis de varianza de una via se realizd junto con una prueba de Duncan p<0.05.
Tratamientos con asterisco no presentan diferencias significativas.

En cobertura los resultados muestran un incremento muy notable con el
tratamiento Lac-Del desde el segundo mes de inoculacién. La cobertura de las
plantas del tratamiento Lac-Del fueron diferentes significativamente con respecto a
las plantas de los tratamientos control, Lac, Del y L254 en los primeros cinco
meses. En los ultimos dos meses, la cobertura de las plantas de los tratamientos

Del y Lac-Del no presentaron diferencias significativas entre ellos (Grafica 3).
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Grafica 3.- Cobertura de plantulas de Pinus devoniana en diferentes tratamientos, durante
los siete meses del experimento. Control=sin indculo; Del=Lactarius deliciosus;
Lac=Laccaria spp; Lac-Del= Laccaria spp y Lactarius deliciosus; L254=Bacillus cereus. Un
analisis de varianza de una via se realizd junto con una prueba de Duncan p<0.05.
Tratamientos con asterisco no presentan diferencias significativas.

En la cosecha destructiva los resultados obtenidos son los siguientes. En la
variable de longitud del tallo y de raiz muestran que no existe diferencia
significativa entre los tratamientos, ya que todos tuvieron valores similares. En
estas variables se observo un pequefno incremento con el tratamiento Lac-Del
pero no es significativamente diferente con los demas tratamientos. La longitud de
raiz obtenida en los fue de 74.40 cm a 92.18 cm y la longitud del tallo se encuentra

entre los 5.20 cm y 6.11 cm (Grafica 4).
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Grafica 4.- Longitud del tallo y de raiz de plantulas de Pinus devoniana en diferentes
tratamientos. Control=sin inéculo; Del=Lactarius deliciosus; Lac=Laccaria spp; Lac-Del=
Laccaria spp y Lactarius deliciosus; L254=Bacillus cereus. Un analisis de varianza de una
via se realizé junto con una prueba de Duncan p<0.05. Las barras representan el error
estandar.

El diametro de las plantulas mas alto fue de 3.79 mm y éste se obtuvo en las
plantulas del tratamiento Lac-Del, el cual fue significativamente diferente con los
tratamientos control, Lac, y L254, pero son similares con los resultados obtenidos

en el tratamiento Del (Gréfica 5).
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Grafica 5.- Diametro del tallo de plantulas de Pinus devoniana en diferentes tratamientos.
Control=sin inéculo; Del=Lactarius deliciosus; Lac=Laccaria spp; Lac-Del= Laccaria spp y
Lactarius deliciosus; L254=Bacillus cereus. Un analisis de varianza de una via se realiz6
junto con una prueba de Duncan p<0.05. Las barras representan el error estandar.
Tratamientos con la misma letra no presentan diferencias significativas.
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Para la cobertura, los resutados muestran un comportamiento similar a lo ocurrido
con el diametro. Las plantas con el tratamiento Lac-Del tuvieron las mayores
coberturas de 197 cm?, siendo este valor significativamente diferentes con los
tratamientos Control, Lac y L254 (valores entre 52 y 61 c¢cm?), aunque segun el
analisis las coberturas obtenidas en el tratamiento Del y en el Lac-Del no hay

diferencia estadistica entre estos (Grafica 6).
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Grafica 6.- Cobertura aérea de plantulas de Pinus devoniana en diferentes tratamientos.
Control=sin inéculo; Del=Lactarius deliciosus; Lac=Laccaria sp; Lac-Del= Laccaria spp y
Lactarius deliciosus; L254=Bacillus cereus. Un analisis de varianza de una via se realiz6
junto con una prueba de Duncan p<0.05. Las barras representan el error estandar.
Tratamientos con la misma letra no presentan diferencias significativas.

En las variables de peso fresco de la parte aérea y de raiz observamos que las
plantulas del tratamiento Lac-Del obtuvieron los valores mas altos en ambas
variables y son significativamente diferentes con todos los demas tratamientos.
Para el peso fresco de la parte aérea el valor mayor fue de 3.83 g, mientras que

para la longitud de raiz fue de 2.02 g (Grafica 7).
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Grafica 7.- Peso fresco de la parte aérea y de raiz de plantulas de Pinus devoniana en
diferentes tratamientos. Control=sin indculo; Del=Lactarius deliciosus; Lac=Laccaria spp;
Lac-Del= Laccaria spp y Lactarius deliciosus; L254=Bacillus cereus. Un analisis de
varianza de una via se realizé junto con una prueba de Duncan p<0.05. Las barras
representan el error estandar. Tratamientos con la misma letra no presentan diferencias
significativas.

Para el peso seco de la parte aérea y de raiz se observo que las plantulas del
tratamiento Lac-Del tuvieron mayores valores en ambas variables y éstas son
significativamente diferentes con los valores obtenidos en los otros tratamientos.
En el peso seco de la parte aérea el valor mayor fue de 0.85 g en promedio y el
valor mas bajo fue de 0.36 g. En el peso seco de raiz el valor mas alto fue de 0.31

gy el valor mas bajo fue de 0.13 g y 0.20 g (Gréfica 8).
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Grafica 8.- Peso seco de la parte aérea y de raiz de plantulas de Pinus devoniana en
diferentes tratamientos. Control=sin indculo; Del=Lactarius deliciosus; Lac=Laccaria spp;
Lac-Del= Laccaria spp y Lactarius deliciosus; L254=Bacillus cereus. Un analisis de
varianza de una via se realizé junto con una prueba de Duncan p<0.05. Las barras
representan el error estandar. Tratamientos con la misma letra no presentan diferencias
significativas.

En analisis de la clorofila total contenida en las plantulas de Pinus devoniana,
indica que todas las plantulas independientemente del tratamiento, no muestran

diferencias en el contenido de clorofila total entre los tratamientos (Grafica 9).
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Grafica 9.- Clorofila total de plantulas de Pinus devoniana en diferentes tratamientos.
Control=sin inéculo; Del=Lactarius deliciosus; Lac=Laccaria spp; Lac-Del= Laccaria spp y
Lactarius deliciosus; L254=Bacillus cereus. Un analisis de varianza de una via se realiz6
junto con una prueba de Duncan p<0.05. Las barras representan el error estandar.
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En el volumen de raiz de las plantulas se observa que el tratamiento Lac-Del
mostré un aumento en esta variable y éste significativamente diferentes con lo
obtenido en los demas tratamientos. El tratamiento Lac-Del obtuvo en promedio
un volumen de raiz de 1.65 cm?, mientras que los demas tratamientos obtuvieron

volimenes de raiz de entre 0.64 y 1.24 cm? (Grafica 10).
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Grafica 10.- Volumen de raiz de plantulas de Pinus devoniana en diferentes tratamientos.
Control=sin indculo; Del=Lactarius deliciosus; Lac=Laccaria spp; Lac-Del= Laccaria spp y
Lactarius deliciosus; L254=Bacillus cereus. Un analisis de varianza de una via se realiz6
junto con una prueba de Duncan p<0.05. Las barras representan el error estandar.
Tratamientos con la misma letra no presentan diferencias significativas.

El porcentaje de colonizacion muestra una diferencia significativa en las plantulas
de los tratamientos de Lac y Lac-Del. La colonizacion de la raiz en el tratamiento
Lac se observa que en los primeros 20 cm la colonizacion de la raiz es similar,
pero ésta disminuye a los 30 y resto de la raiz, esto mismo ocurre en las raices de
las plantulas del tratamiento Lac-Del. En el tratamiento Del no existe diferencia
significativa en el porcentaje de colonizacion entre las tres primeras divisiones del
mismo tratamiento. En las plantas de los tratamientos Control y L254 se encontro

una ligera contaminacion ya que se encontraron raices bifurcadas (Cuadro 2).
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Cuadro 2.- Porcentaje de colonizacion de plantulas de Pinus devoniana en diferentes
tratamientos, analizados por seccién de raiz del mismo tratamiento. Control=sin indculo;
Del=Lactarius deliciosus; Lac=Laccaria spp; Lac-Del= Laccaria spp y Lactarius deliciosus;
L254=Bacillus cereus. Un analisis de varianza de una via se realizd junto con una prueba
de Duncan p<0.05. Tratamientos con la misma letra no presentan diferencia significativa
por fila.

Seccion de la raiz

Tratamientos 0-10cm 10-20cm 20-30cm  Restante de raiz

Control 3ab 5ab 6a Oc
Del 24a 29a 23a 16b
Lac 19b 34a 21b 15b

Lac-Del 31b 39a 17¢c 18¢c

L254 4b 9a 9a 7ab

La colonizacion de la raices analizada por secciones de raiz entre los diferentes
tratamientos, muestra que a los primos 10 cm de la raiz el porcentaje de
colonizacion es similar en los tratamientos Del, Lac, y Lac-Del, teniendo
porcentajes de entre 19y 31 % (Cuadro 3).

Cuadro 3.- Porcentaje de colonizacién de plantulas de Pinus devoniana en diferentes
tratamientos, analizados por seccion de raiz entre los diferentes tratamientos. Control=sin
in6culo; Del=Lactarius deliciosus; Lac=Laccaria spp; Lac-Del= Laccaria spp y Lactarius
deliciosus; L254=Bacillus cereus. Un analisis de varianza de una via se realizd junto con
una prueba de Duncan p<0.05. Tratamientos con la misma letra no presentan diferencia
significativa por columna.

Seccion de la raiz

Tratamiento 0-10cm 10-20cm 20-30cm  Restante de raiz

Control 3c 5¢c 6b Oc
Del 24b 29b 23a 16a
Lac 19b 34ab 21a 15a

Lac-Del 31a 39a 17a 18a

L254 4c 9¢c 9b 7b

El porcentaje de colonizacion general que tuvieron las plantas en los diferentes
tratamientos son los siguientes: las plantas del tratamiento Del tuvo un 26 %, Lac
un 19 % y Lac-Del del 31 %.
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En la figura 3 se muestra la forma de las raices colonizadas por los hongos
ectomicorrizicos después de su limpieza. Tambien se muestra como ésta se
encontraban colonizadas cuando aun permanecian con suelo al extraerlas de la

maceta (Figura 4 a-b).

Figura 3.- Raices colonizadas de plantulas de Pinus devoniana inoculadas con hongos
ectomicorrizicos.

Figura 4.- Raices colonizadas de plantulas de Pinus devoniana con hongos
ectomicorrizicos.
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10.9. DISCUSION

La respuesta que tuvieron las variables de crecimiento de Pinus devoniana
durante los siete meses en los tratamientos control, Lactarius deliciosus (Del),
Laccaria spp (Lac), Laccaria spp y Lactarius deliciosus (Lac-Del) y la bacteria
Bacillus cereus (L254) muestra que hubo un incremento constante en altura y
diametro independientemente del tratamiento. Aunque las plantas del tratamiento
de la Lac-Del sobresalieron en comparacion de los demas tratamientos.

En la variable de cobertura se observé que los valores no tuvieron un aumento
constante, estos valores fueron muy similares durante el trascurso del
experimento, a excepcion del tratamiento Lac-Del donde a partir del tercer mes
inicié un incremento constante y a los cinco meses el tratamiento donde se aplico
Lactarius deliciosus (Del) también inici6 el incremento de la cobertura
constantemente hasta el término del experimento. Esto podria deberse al tiempo
de colonizacidn del hongo, en especial L. deliciosus tiene poco crecimiento
miceliar y mas lento en su colonizacién (Royo et al., 1998; Santiago Martinez,
2003; Yamada et al., 2001; 2005), asi mismo, en algunas especies de pinos se ha
visto que con la co-inoculacion de dos especies de hongos las plantulas
respondieron de una mejor manera (Martinez, 2010). Las plantulas de P.
devoniana en los diferentes tratamientos no mostraron diferencia significativas en
la longitud del tallo y de raiz. Esto probablemente porque esta especie en su
etapa de plantula presenta un estado cespitoso, por lo que en longitud de tallo no
crece mucho (Perry, 1991; Farjon y Styles, 1997). En cuanto a la longitud parte de
raiz en ocasiones influye el tipo de sustrato utilizado, los nutrientes y el tamafio del
contenedor. En este caso puede ser el contenedor, ya que las raices de las
plantulas llegaron al tope de las macetas y eso impidi6 un mayor crecimiento
(Rincén et al., 2001).

El diametro fue otra de las variables medidas en el experimento. En las especies
de Pinus el diametro tiene relacion con la cantidad de reservas, a mayor diametro
se tendra también mas de estas (Thompson, 1984). Asi mismo podria, ser un

indicador de grado de lignificacién de la planta (Chavesse, 1980).
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En este estudio el tratamiento Lac-Del fue el que tuvo mayor efecto sobre el
diametro de las plantulas de P. devoniana y el analisis estadistico muestra una
similitud de valores con lo obtenido en el tratamiento Del. Los valores altos
obtenidos en diametro de las plantulas serian buenos para el monento de la
plantacion, ya que se menciona que un mayor diametro tiene relacion con la
supervivencia y algunos autores mencionan una mejora el volumen de madera en
las plantaciones (South et al., 1984).

En las variables de peso fresco y peso seco de la parte aérea y de raiz mostraron
tener una correlacion, ya que las plantulas que tuvieron mayor peso fresco
tambien fueron mayores en peso seco. Las plantulas con mayor peso fresco y
seco fueron las platulas inoculadas con la combinacion de los dos hongos
ectomicorrizicos, mientras que las plantulas de los demas tratamientos tuvieron
valores muy similares entre ellos. El peso seco de la parte aérea es un indicador
de la eficiencia fisioldgica, esto en el transcurso del desarrollo de la plantula por lo
que se le correlaciona con la supervivencia en campo (Thomson, 1984). Por lo que
los incrementos mostrados en biomasa aérea y de raiz con la co-inoculacidon se
atribuye a que la actividad llevada en la raiz por esta co-inoculacion se convierte
en una mayor actividad fotosintética (Ruano, 2003). La cobertura es otra de las
variables relacionadas con la actividad fotosintética, en ésta se obtuvo que las
plantulas de los tratamientos Lac-Del y Del tuvieron las mayores coberturas.

Para el volumen de raiz, las plantulas del tratamiento de la combinacién de los dos
hongos ectomicorrizicos tuvieron valores mayores. Las plantas de los tratamientos
control y tratamiento inoculado con la bacteria Bacillus cereus (L254) obtuvieron
los valores menores en volumen de raiz. El aumento en el volumen de raiz podria
deberse a que el hongo funciona como una extension de la raiz (Allen 1991; Smith
y Read 2000) y esto podria aumentar el volumen de la misma.

Los aumentos en las variables de diametro, cobertura, peso seco (parte aérea y
de raiz), de las plantulas de P. devoniana obtenidos con la combinacion de los dos
hongos ectomicorrizicos, podrian deber a que las plantas aumentaron su tasa
fotosintética y obtuvieron ganancias en carbohidratos y por lo tanto ganado
volumen (Montoya, 1995).
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En la variable de clorofila no se muestra diferencia significativa de las plantulas
inoculadas con respecto a las no inoculadas. Esto podria deberse a que las
plantas tenian el suficiente nitrégeno para su desarrollo. el contenido de clorofila
se ha observado sin variacion cuando existe el suficiente nitrégeno en el suelo
(Latsague, 2014). La clorofila la han considerado como un pigmento para medir
indirectamente el estado de nutricion de la planta, asi mismo en bosque de
coniferas se ha empleado para estimar las condiciones del dosel (Zarco-Tejada et
al., 2004).

La colonizacién fue disminuyendo conforme aumentaba la longitud de la raiz,
teniendo los mayores porcentajes de colonizacion en los primeros 20 cm de la
raiz. Lo anterior se debe a que principalmente en los primeros centimetros de la
raiz se localizan la mayoria de las raices secundarias delgadas y estas son las
mas adecuadas para ser colonizadas.

Todos los tratamientos tuvieron una colonizacion general de entre 19 y 31 %.
estos valores son un poco bajos y considera que 38 % podria ser un valor
aceptable (Obase et al., 2009), pero dichos resultados no alcanzan este
porcentaje.

Los porcentajes bajos de colonizacion obtenidos podrian ser por los nutrientes que
se colocaron en el sustrato usado en el experimento como nitrogeno y fosforo
(Wallander, 1992). La baja colonizacién ha observado en otra especie de pino y
los nutrientes principalmente nitrégeno y fésforo son los que provocan tal situacion
(Carrillo, 2000).

La inoculacion de los dos hongos ectomicorrizicos en las plantulas de P.
devoniana tuvieron mejor efecto en co-inoculacion que cuando se inocularon por
separado, aunque algunas similtudes fueron detectadas cuando solo se indculo
Lactarius deliciosus. En las especies Pinus patula y P. pseudostrobus, la
inoculacion del hongo Lactarius deliciosus se ha estimulado un mayor crecimiento
(Gémez, 2013).

Sudhakara y Natarajan (1997) observaron que al inocular simultaneamente
Laccaria laccata y Telephora terrestris en Pinus patula obtuvieron mejores

resultados de crecimiento que cuando se inoculaban por separado. Asi mismo otro
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estudio coincide que la combinacion de dos o0 mas especies de ectomicorrizas
muestran un mayor incremento (Martinez, 2010). En un estudio colocaron
simultaneamente Hebeloma y Laccaria y las plantulas no mostraron diferencias
significativas en peso seco total, esto con respecto a las plantulas que se
inoculaban individualmente. Las plantulas inoculadas con Laccaria tuvieron
menores resultados que los obtenidos por Hebeloma (Carrasco, 2010). Lo anterior
coincide con nuestro trabajo donde se tuvieron menores valores cuando se inoculo
solo Laccaria spp.

En las plantulas de los tratamientos donde se inoculé Laccaria spp y Lactarius
deliciosus si hubo colonizacién, pero en algunas variables no existié diferencia
significativa con respecto al control. Con lo anterior se puede decir que en vivero
hay buenas condiciones para el crecimiento de las plantas como nutientes y agua,
esto podria hacer que no se manifestaron con claridad los beneficios de la
micorrizacion (Barroetavefia, 2012). Las bifurcaciones encontradas en los
tratamientos control y L254 fueron diferentes a las encontradas en los tratamientos
Lac, Del y Lac-Del.

Asi mismo la bacteria inoculada tampoco tuvo efectos en el crecimiento de las
plantas, en especies lefiosas donde se han usado PGPRs se ha visto que cuando
se colocan en suelos ricos la accion de las bacterias no se observa (Sanchez y
Lozano Chontal, 2010).

10.10. CONCLUSIONES

Se concluye que a mayor porcentaje de colonizacién también hay un aumento en
las variables de crecimiento de Pinus devoniana. Las plantas de P. devoniana
tuvieron un mayor crecimiento al ser co-inoculadas con Laccaria spp y Lactarius
deliciosus, esto con respecto a las plantas control. Las especies de ectomicorrizas
utilizadas resultaron mejor cuando la inoculacién se realiz6 de ambas, teniendo
mejores resultados en crecimiento de las plantas de P. devoniana que cuando se

inocularon de manera individual.
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11. DICUSION GENERAL

Los tres suelos procedentes de Ciudad Hidalgo, Cheran y Patzcuaro utilizados
para el crecimiento de Pinus devoniana son similares en las condiciones
fisicoquimicas. En los suelos utilizados se tuvo una deficiencia de fosforo, esto de
acuerdo al analisis de macronutrientes. El fésforo es un macronutriente que es
requerido en gran cantidad por la planta (FAO, 2002).

Las bacterias UMCV1 y L254 tuvieron influencia en el crecimiento de las plantas
de P. devoniana. Estas incrementaron en peso fresco de la parte aérea y longitud
de raiz, lo cual coincide con trabajos previos en donde ya han probado tener
efectos benéficos en otras plantas (Lépez-Bucio et al., 2009).

En el peso fresco de raiz las bacterias UMCV1 y L254 tuvieron efecto sobre ésta,
teniendo valores mayores en las plantas inoculadas con respecto a las plantas del
tratamiento control. El aumento en esta variable coincide con los resultados
obtenidos en otros trabajos, donde se ha observado que la bacterias promueve el
crecimiento de raiz y el aumento de biomasa en las plantas inoculadas (Lopez-
Bucio et al., 2009).

En el suelo procedente de Ciudad Hidalgo las bacterias mostraron tener mayor
efecto en el numero de raices laterales de las plantas, tal vez este sea el suelo
con menor disponibilidad de nutrientes por lo que la bacteria tuvo un efecto mayor.
Algunas bacterias promotoras del crecimiento funcionan mejor en sitios deficientes
de nutrientes (Difuza, 2007).

En los ensayos in vitro e invernadero, las bacterias promotoras del crecimiento
tuvieron efectos diferentes en las variables de crecimiento de P. devoniana. En el
experimento in vitro se observo que las baterias si influyeron en el crecimiento de
las plantas, independientemente del tipo de bateria. En el experimento en
invernadero la bacteria no tuvo efecto sobre el crecimiento de las plantas. Lo
anterior puede ser por las disponibilidad de nutrientes, ya que en el experimento in
vitro se usaron suelos naturales y estos tenian la deficiencia de un macronutriente,
mientras que en el experimento en invernadero se utilizé un fertilizante comercial y
por lo cual se tenian los nutrientes necesarios para el desarrollo de la planta, por

lo que no se vio algun cambio en el crecimiento de las plantas. En algunos
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trabajos se ha sugerido que la inoculacion de bacterias se realice en suelos que
muestren deficiencia de nutrientes, en suelos que presenten degradacion, entre
otros (Pankurts et al., 1997).

La inoculacion de hongos ectomicorrizicos en plantas de P. devoniana fue
importante para el aumento de algunas variables de crecimiento. La co-inoculacién
de Laccaria spp y Lactarius deliciosus en las plantas de P. devoniana aumento el
crecimiento de las plantas, siendo significativamente diferentes con las del
tratamiento control. En algunos estudios se ha reconocido la importancia de las
ectomicorrizas en ecosistemas forestales (Meyer et al., 2010) y éstos demuestran
que las ectomicorrizas han ayudado en problemas de crecimiento de plantas en

viveros (Pera y Parladé, 2005).

12. CONCLUSIONES GENERALES

Las bacterias UMCV1 y L254 tienen influencia en el desarrollo de plantas de P.
devoniana principalmente en la parte de raiz, pero este efecto depende del suelo
donde se inocule. Las bacterias inoculadas tuvieron efecto principalmente en la
parte de raiz, esto en el experimento in vitro. En invernadero las ectomicorrizas
Laccaria spp, Lactarius deliciosus inoculadas simultdneamente funcionan mejor
que cuando se inoculan de manera individual, reflejandose en una mejora en el
crecimiento de las plantas P. devoniana. Los efectos de la co-inoculacion se

observaron en la parte aérea y en la parte de raiz.
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14. ANEXO 1

Cuadro 3.- Analisis estadistico multifactorial de longitud de la parte aérea de plantas de
Pinus devoniana con los factores suelo y bacteria.

Efecto SS Grados MS F p
de
libertad
Intercepcion  12426.27 1 12426.27 8566.568 0.000000
Suelo 0.06 2 0.03 0.02 0.980298
Bacteria 1.37 2 0.68 0.471 0.625049
Interaccion 5.16 4 1.29 0.889 0.4719
Error 2611 180 1.45

Cuadro 4.- Analisis estadistico multifactorial de longitud de raiz de plantas de Pinus
devoniana con los factores suelo y bacteria.

Efecto SS Grados MS F P
de
libertad

Intercepciéon  10199.12 1 10199.12 950.6549 0.000000
Suelo 487.72 2 243.86 22.7299 0.000000
Bacteria 78.84 2 39.42 3.6742 0.027313
Interaccion 62.83 4 15.71 1.4641 0.215033
Error 1909.68 178 10.73

Cuadro 5.- Analisis estadistico multifactorial de peso fresco de la parte aérea de plantas
de Pinus devoniana con los factores suelo y bacteria.

Efecto SS Grados MS F P
de
libertad

Intercepcion  12.85117 1 12.85117 1845.66 0.000000
Suelo 0.05816 2 0.02908 4177 0.016879
Bacteria 0.16578 2 0.08289 11.904 0.000014
Interaccion 0.0333 4 0.00832 1.196 0.31444
Error 1.2394 178 0.00696
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Cuadro 6.- Analisis estadistico multifactorial de peso fresco de raiz de plantas de Pinus
devoniana, con los factores suelo y bacteria. Un analisis unifactorial (ANOVA) se realizo
con el programa estadistico Stadistic V7.

Efecto SS Grados MS F P
de
libertad
Intercepcion  0.819698 1 0.819698 637.3115 0.000000
Suelo 0.016884 2 0.008442 6.5638 0.001777
Bacteria 0.039767 2 0.019884 15.4595 0.000001
Interaccion 0.019042 4 0.004761 3.7013 0.006395
Error 0.228940 178 0.001286

Cuadro 7.- Analisis estadistico unifactorial del nimero de raices laterales de plantas de
Pinus devoniana crecidas en tres suelos procedentes Ciudad Hidalgo, Cheran y
Patzcuaro.

Efecto SS Grados MS F P
de
libertad
Intercepcion  10828.27 1 10828.27 358.8557 0.000000
Suelo 65.36 2 32.68 1.0830 0.340717
Error 5552.10 184 30.17

Cuadro 8.- Analisis estadistico unifactorial del nimero de raices laterales de plantas de
Pinus devoniana con bacterias y sin inéculo en el suelo procedente de Ciudad Hidalgo.

Efecto SS Grados MS F P
de
libertad
Intercepcion  2156.070 1 2156.070 162.1304 0.000000
Inéculo 102.657 2 51.328 3.8598 0.028052
Error 625.023 47 13.298

Cuadro 9.- Macronutrientes y micronutrientes de dos diferentes soluciones nutritivas para
el crecimiento de plantas.

Soluciones N P K Ca Mg Zn Fe
nutritivas ppm ppm ppm ppm ppm ppm Ppm

Hoagland 224 62 235 160 24 0.13  1.00-3.00
MS 9.8182 0.2843 7.6268 0.8159 0.1480 0.0068 0.0200
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