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RESUMEN

El presente trabajo consisti6 en micorrizar a Picea mexicana Martinez
con suelo colectado en su habitat natural, en la sierra el Coahuil6n, Arteaga,
Coahuila, evaluando el efecto de la micorrizacion y el porcentaje de la
superficie de raiz micorrizada asi como también caracterizar los géneros
fungicos micorrizadores presentes en el suelo del bosque de Picea mexicana
Martinez. Se utilizé un disefio de bloques completamente al azar con tres
tratamientos y tres repeticiones, los tratamientos fueron: 30 g de suelo + 1000
g de Peat moos, 20 g de suelo+1000 g de Peat moos y 0 g de suelo +1000 g
Peat moos. La investigacion se realiz6 en dos etapas, trabajo de laboratorio y
trabajo de campo, se inocul6 a plantas de 3 afios edad con suelo colectado en
el bosque de Picea mexicana Martinez manteniéndose en observacién
durante 8 meses para analizar la respuesta a los tratamientos una vez
concluidos se evalud el diametro y altura de la planta, longitud de la raiz y
porcentaje de micorrizacibn tomando en cuenta la red de Harting. En el
laboratorio se caracterizaron los taxones de hongos micorrizicos encontrados
en el suelo. Obteniendo como resultados un 77 % de micorrizacion para el T1,
23 % para el T2 en el T3 no se encontrd presencia de micorrizas asi como
también se obtuvo mejor respuesta en incremento en didmetro, altura y
longitud radicular en el T1, seguido del T2, el T3 no mostré6 efecto de
respuesta. Los datos se procesaron en una tabla de andlisis de varianza
(ANVA) mostrando diferencias significativas. En la identificacion taxonémica
se encontraron un hongo ectomicorricico: Lycoperdon perlatum y a

Trichoderma harzianum.

PALABRAS CLAVE: Micorrizacion, sustratos, Picea mexicana, Lycoperdon

perlatum y Trichoderma harzianum.



ABSTRACT

This paper consisted to mycorrhizal to Picea mexicana Martinez with soil
collected in their natural habitat in the Sierra Coahuilon, Arteaga, Coahuila,
evaluating the effect of mycorrhization, and the percentage of infected
seedlings root surface as well as also to characterize fungal genera
micorrizadores present in the soil of the forest of Picea mexicana Martinez. A
design of completely randomized with three treatments and three replicates
blocks was used, the treatments were: 30 g of ground + 1000 g of Peat moos,
20 g suelo +1000 g of Peat moos and 0 g of ground + 1000 g Peat moos.The
research was carried out in two stages of laboratory and field work, was
inoculated plants of 3 years of age with soil collected in the forest of Picea
mexicana Martinez keeping under observation for 8 months to analyze the
response to treatments once completed assessed the diameter and plant
height, root length and percentage of mycorrhization taking into account the
net of Harting. Found in soil mycorrhizal taxa were characterized in the
laboratory. Obtaining results 77% of mycorrhization for T1, 23% for T2 in the
T3 was found presence of Mycorrhizae as he was also obtained better
response in increase in diameter, height, root length in the T1, T2, T3 followed
showed no effect of response. The data were processed in a table of analysis
of variance (ANOVA) showing significant differences. A prime fungus were
found in taxonomic identification: Lycoperdon perlatum and Trichoderma

harzianum.

KEY WORDS: Mycorrhization, substrates, Picea mexicana, Lycoperdon

perlatum and Trichoderma harzianum.
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Sefior, ayadame a decir |a verdad delante de los fuertes.
Y a no decir mentiras para ganarme el aplauso de los débiles.
Si me das fortuna, no me quites |a felicidad.
Si me das fuerza, no me quites la razan.
Si me das éxito, no me quites |a humildad.
Si me das humildad, no me quites la dignidad.
Ayadame siempre a ver el otro lado de la medalla.

No me dejes inculpar de traicion a los demés por no pensar como yo.
Enséfiame a querer a la gente como a mi mismo y a juzgarme como a los demés.
No me dejes caer en el orqullo si triunfo, ni en la desesperacitn si fracaso.
Mas bien recuérdame que el fracaso es la experiencia que precede al triunfo.

enséfiame que perdonar es |o mas grande del fuerte y que la venganza es la sefial
primitiva del débil.

Si me quitas |a fortuna, déjame |a esperanza.
Si me quitas el éxito, déjame |a fuerza para triunfar del fracaso.
Siyo fallara a la gente, dame valor para disculparme.
Si la gente fallara conmigo, dame valor para perdonar.

Sefior, si yo me olvido de ti, no te olvides de mi.

Mahatma Gandhi
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I. INTRODUCCION

Entre las coniferas, el género Picea es una especie endémica y un
elemento importante en los bosques de los sistemas montafiosos del norte de
México, hoy en dia su distribucidbn espacial se restringe a condiciones
ambientales muy especificas y poco frecuentes (Gonzéalez et al.,2007) su
distribucién geografica en el norte de México esta limitada en tres poblaciones
endémicas en la Sierra Madre Oriental y la Sierra Madre Occidental, en los
estados de Chihuahua, Nuevo Ledn y Coahuila con una superficie menor a 65
hectareas (Ledig et al.,2002; Flores et al.,2005; Martinez, 1961).

Segun Frankham, 1998, establece que las poblaciones fragmentadas y
aisladas tienden a sufrir mayores niveles de endogamia, lo cual conlleva a una
menor capacidad reproductiva y por lo tanto existe mayor riesgo de extincion
con lo cual ponen en peligro la continuidad de la especie y sus poblaciones,
Picea mexicana se encuentra incluida en la categoria de peligro de extincion
en la NORMA OFICIAL MEXICANA 059 (SEMARNAT, 2003).

Las poblaciones de Picea mexicana en Coahuila se han visto
amenazadas a diversos factores, principalmente por los incendios, asi como la
reducida capacidad reproductiva, por lo que es necesario establecer varias
acciones para su conservacion (Flores, 2004 y Martinez,1963).
Desafortunadamente los problemas que ha venido enfrentando dia a dia la
han llevado a ser una especie vulnerable y de dificil adaptacién aun en

condiciones de vivero.

Se considera que los hongos micorrizicos fueron cruciales para que las
plantas pudieran colonizar el medio terrestre y responder adecuadamente a

los cambios de las condiciones ambientales (Smith y Read, 1997).



Duddridge, 1987 y Harley, 1986 mencionan que las micorrizas juegan
un papel esencial del ecosistema forestal y tienen un potencial real de

aplicacion en los programas forestales de todo el mundo.

De acuerdo con Honrubia et al., 1992 y Pereira et al., 2007, la adecuada
seleccion e identificacion de las especies de hongos micorrizicos como
simbiontes y su posterior manipulaciéon, tanto en laboratorio como en vivero,
pueden ser aspectos claves para lograr con éxito el establecimiento de

especies vegetales en campo.

Es por eso la importancia de la presente investigacion con lo cual se
busca micorrizar a Picea mexicana Martinez y de esta manera aumentar
sustancialmente su vitalidad, asi como obtener incremento de la productividad
de la biomasa vegetal y por supuesto hacerla mas resistente para aumentar la
supervivencia en campo, mediante el efecto que tiene las micorrizas en su

adaptacion.



1.1 Objetivos

Objetivo general:

Micorrizar a Picea mexicana Martinez con suelo presente en su habitat

natural.
Objetivos especificos:

Evaluar el efecto de la micorrizacibn en Picea mexicana Martinez y el

porcentaje de la superficie de raiz micorrizada.

Caracterizar los géneros fungicos micorrizadores presentes en el suelo del

bosque de Picea mexicana Martinez.

1.2 Hipétesis

Ha: La inoculacion con suelo colectado en el bosque de Picea mexicana
Martinez produce un alto porcentaje de micorrizacion, incremento de altura y

diametro de las plantulas.

Ho: La inoculacion con suelo colectado en el bosque de Picea mexicana
Martinez no produce un alto porcentaje de micorrizacidon, incremento de altura,

y diametro de las plantulas.



I.LREVISION DE LITERATURA

2.1 Antecedentes

Morte et al. (2001) sometieron plantas de Pinus halepensis, micorrizadas con
el hongo Suillus mediterraneensis y plantas no micorrizadas, a un periodo de
estrés hidrico de cuatro meses. La sequia inducida afect6 al crecimiento de las
plantas, y la ectomicorriza no pudo compensar dicho efecto. No obstante,
cuando se reestablecio la irrigacion, los incrementos en altura, nimero de
ramas, biomasa total y contenido en clorofila fueron mayores en las plantas
micorrizadas. El descenso en el contenido hidrico del suelo disminuyo el
potencial hidrico foliar y la conductancia estomatical en las plantas, aunque
esta disminucion fue mayor en las plantas no micorrizadas, indicando que la

ectomicorriza permitia una mejor captacion de agua en el suelo seco.

Pera et al., 1994), utilizando tres tipos de in6culo del hongo ectomicorricico
Pisolithus tinctorius (Pers.) Cok. & Couch [Pisolithus arhizus (Pers) micelio
crecido en un suelo suplementado con medio nutritivo, micelio del hongo
encapsulado en un polimero de alginato, y basidiosporas obtenidas de
carpoforos recolectados en campo, para la micorrizacion de Pinus pinaster y
Pseudotsuga menziesii en contenedor, demostraron que con la aplicaciéon de
micelio crecido en suelo se conseguia micorrizar el 80% de las plantas de
Pinus pinaster inoculadas, mientras que era totalmente inefectivo para
Pseudotsuga menziesii; con la encapsulacion del micelio del mismo hongo en
gel de alginato no se obtuvo ninguna planta micorrizada con ninguna de las
dos especies arboreas; finalmente, la introduccion de basidiosporas de
Pisolithus tinctorius en el sustrato de cultivo fue el método de inoculacion que

permitié la micorrizacion de ambas especies vegetales.

Torres y Honrubia (1994b) inocularon plantas de Pinus halepensis, cultivadas
en sustrato desinfectado y no desinfectado, con basidiosporas de Pisolithus

tinctorius, Rhizopogon roseolus y Suillus collinitus. Los valores medios mas



altos, tanto en el crecimiento de la planta (altura, peso seco) como en la
proporcion de ectomicorrizas en las raices, se registraron en las plantas
micorrizadas con Pisolithus tinctorius en sustrato desinfectado, aunque sin

diferencias significativas entre las tres especies fungicas inoculadas.

Dufabeitia et al. (2004a) inocularon plantas de Pinura radiata, producidas en
un vivero de contenedor, con suspensiones de esporas de tres especies
ectomicorricicas:Rhizopogon luteolus, Rhizopogon roseolus y citrinum (106 -
107 esporas / planta). El efecto de la micorrizacion sobre el crecimiento de
Pinus radiata dependia de la especie fungica inoculada; las plantas
micorrizadas con Rhizopogon roseolus mostraron un crecimiento de su parte
aérea significativamente mayor que las plantas no micorrizadas. No obstante,
los tres hongos inducian un incremento significativo de la biomasa radical, en
comparacioén con las plantas control no inoculadas, y mejoraban el estado
fisiologico de las plantas de vivero: aumentando la actividad enzimatica
radical, el contenido en nutrientes, la fotosintesis neta y la eficiencia en el uso

del agua.

Diez et al. (2000), inocularon plantulas de Quercus suber obtenidas de
embriones somaticos con distintas cepas de Pisolithus tinctorius vy
Scleroderma polyrhizum. Dicha inoculacién controlada facilitaba el desarrollo

de raices secundarias y la adaptacion ex vitro de estas plantas.

Andrade et al. (2012) estudiaron morfolégica y molecularmente las especies
de hongos que forman micorriza con plantulas y adultos de Pinus spp y Abies
religiosa (oyamel o abeto en bosque puro y mixto), y con plantas de bosque
mesofilo y se caracterizaron sus morfotipos ectomicorricicos para seleccionar
especies que puedan usarse para micorrizar plantulas en vivero.Encontraron
43 especies de hongos que se asocian con especies de Pinus y 25 especies
de hongos asociados con A. religiosa. Los géneros con mayor numero de taxa
son Cortinarius y Russula. Las especies mas abundantes fueron Lycoperdon

perlatum y Amanita muscaria.



2.2 Clasificacion taxondémica de Picea mexicana Martinez (1961).

Reino: Plantae
Divisiéon: Pinophyta
Clase: Pinopsida
Orden: Pinales
Familia: Pinaceae
Género: Picea

Especie: mexicana

2.2 Descripcion de Picea mexicana Martinez.

De acuerdo con Martinez (1963) esta especie presenta una altura entre
25 a 28 metros, con un diametro de 50 a 60 cm, es de corteza lisa con un
grosor de 8 a 15 mm, las placas son cafe blanquecinas.

La ramificacion inicia desde los dos o tres metros, presentan ramas
verticiladas, las inferiores estan extendidas y las superiores son ascendentes

formando una copa piramidal.

Las ramillas son de color amarillo opaco y finamente pubescentes. Las
hojas presentan forma cuadrangular de 18 a 36 mm de largo 1.0 mm de ancho
la terminacion de las hojas son cérneas y pungentes, con tres y cuatro hileras

de estomas en cada cara y no presentan canales resiniferos (Figura 1).

Los conos masculinos subterminales en grupos de tres ovales de 15 mm
de largo por dos de ancho, la prolongacion escamiforme del convectivo
rédmbico arbicular de 2.5 mm de largo y 2.0 mm de ancho, borde superior
desigual. Los conos femeninos de forma oval de 5 a 6 cm, de color amarillento

opaco ya sea en la parte terminal o en la parte lateral del arbol.



Las escamas son rémbicas, estriadas con el &pice redondeado
presentando borde superior con el 4pice finamente desigual denticulados con
una longitud de 14 mm y 10 a 12 de ancho. La bractea dorsal es eliptica,

acuminada Ledig et al., 2004.

Los bosques de Picea se encuentran entre 2,000 a 3,200 m.s.n.m. en
areas con escaza radiacion solar y alto contenido de humedad, en laderas de

cafiadas y barrancas, por lo que ocupan superficies muy reducidas.

Las poblaciones de Picea mexicana se localizan en la Sierra Madre
Occidental, en el Cerro Mohinora, Chihuahua y en la Sierra Madre Oriental,
entre los Estados de Coahuila y Nuevo Ledn (Rzedowski, 1983). Segun
(Braham, 1995) los bosques de Picea mexicana en el estado de Coahuila se

encuentran a una altitud de 3200-3700 m.s.n.m.

Figura 1. Picea mexicana en la sierra el Coahuilon.

2.3 Descripcién general de las micorrizas.

Los hongos son seres vivos heterétrofos y por lo tanto incapaces de
formar sustancias organicas a partir de materiales inorganicos simples, como



el agua y anhidrido carbdnico, utilizando como fuente de energia la luz solar.
Para su alimentacién requieren utilizar material organico producido por otros
organismos. Esta dependencia alimentaria hace que se creen lazos ecoldgicos
tan estrechos entre los hongos y los otros seres vivos, que pueden dar como
resultado a la formacion de relaciones troficas y morfolégicas de orden
superior: hongos saprofitos, parasitos y simbiontes como las micorrizas (Smith
y Read, 1997). El Pato6logo forestal aleman Frank, en 1885, al realizar estudios
con algunos especies forestales, constituyd el término micorriza (del griego
myces, hongo y rhiza, raiz) a la asociacion entre algunos hongos y las raices
de las plantas (Agrios, 1999). La simbiosis micorrizica se considera la parte
metabdlicamente mas activa de los érganos de absorcién de nutrientes de las
plantas (Honrubia,1993). La planta aporta al hongo azucares y otros productos
derivados de la fotosintesis, mientras que el hongo permite, por medio del
micelio, hifas externas o rizomorfos, un aumento en la absorcién de agua y
macronutrientes por parte del vegetal, lo cual incrementa la resistencia de las
plantas en zonas con estrés hidrico y nutricional (Ruiz-Lozano et al., 1995) asi
como también algunos tipos de simbiosis permiten amortiguar la toxicidad

debida a metales pesados (Smith y Read, 1988).

El nitrdgeno es la principal limitante del crecimiento en los ecosistemas
forestales, es absorbido en mayor medida si existe la simbiosis
ectomicorricica, de tal forma que la planta tiene asi acceso a recursos
nutricionales suplementarios. Las interacciones de la asociacién hongo-planta
con los microrganismos del suelo préximos a la rizésfera pueden ser muy
diversas, desde incorporacién de bacterias fijadoras de nitrégeno a la
estructura de la micorriza y antagonismo con hongos potencialmente
patégenos por fendbmenos de antibiosis, fungicidas o simple competencia
trofica por los nutrientes ya que al estar mejor estar en mejores condiciones,
se promueve en éstas una mayor resistencia frente a organismos patdégenos,
mejorando su salud sin aplicacion de agrotoxicos, con lo cual, el empleo de las
micorrizas significa un ahorro de agroquimicos (pesticidas, fertilizantes, etc.) y

una mejor proteccion, de hecho algunos tipos de micorrizas protegen a sus
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huéspedes del ataque de patégenos como Phytophthora y Fusarium (que
producen la pudricion de las raices). Esto ofrece una gran resistencia ante
posibles patdégenos de la raiz (Pérez-Moreno y Read, 2001a y 2001b y Pérez-
Moreno y Read, 2004).

Se considera que los hongos micorrizégenos (HM) fueron cruciales para
gue las plantas pudieran colonizar el medio terrestre y responder
adecuadamente a las condiciones ambientales cambiantes (Smith y Read,
1998).

La introduccién de manera controlada de ésta simbiosis contribuye a la
conservacion y establecimiento de los sistemas sostenibles, el control de
enfermedades de las plantas, basada en el antagonismo entre organismos, y
con el menor uso de sustancias quimicas. Siempre que se encuentra ésta
relacion se va a obtener en la mayoria de los casos, un mayor crecimiento de
la planta, asi como una mejor predisposicion de ésta ante las distintas
condiciones de estrés producidas por el sitio (Agrios, 1999;Smith y Read,
1988).

2.4 Tipos de micorrizas.

Las micorrizas se han agrupado en micorrizas con manto fangico y
micorrizas sin manto fungico. Los hongos micorricicos (HM) asociados que,
por su tamafio pueden clasificarse en micromicetos y macromicetos, pueden
pertenecer a los Phylum Glomeromycota (Glomus, Gigaspora, Acaulospora),
Ascomycota (Peziza, Tuber) y Basidiomycota (Amanita, Cantharellus). En el
caso de las plantas hospederas, la asociacibn puede presentarse en las
gimnospermas y angiospermas, dependiendo del tipo de hongo involucrado en
esta asociacion y de la integracion morfoldgica existente entre los hongos y las
raices de las plantas hospederas, la asociacién se ha clasificado como: Las
micorrizas con manto fangico, a su vez, se han clasificado en: a)
Ectomicorrizas, b) Micorriza arbutoide y c) Micorriza monotropoide. Por otra

parte, las micorrizas sin manto fungico se han clasificado en: (a) Micorriza



arbuscular, (b) Micorriza ericoide, y (c) Micorriza orquideoide. En la naturaleza,
cada tipo de micorriza se presenta en un ecosistema y ambiente edéfico
particulares y, en ocasiones, con familias de plantas especificas (Agrios,
2004).

La micorriza ericoide predomina en suelos localizados en altas latitudes y
elevadas altitudes, de clima frio, en plantas de la familia Ericaceae; las
especies ectomicorrizogenas predominan en ecosistemas forestales con gran
acumulacion de materia orgénica, ubicados en latitudes y altitudes
intermedias, de clima templado-frio, principalmente en asociacion con
gimnospermas y la micorriza arbuscular prevalece en comunidades de clima
calido seco, calido hiumedo y templado-frio, dominadas por herbaceas y
lefiosas, en suelos minerales de bajas latitudes (Smith y Read, 1998).

2.4.1 Ectomicorriza.

Las ectomicorrizas son asociaciones simbidticas entre las raices de
diversas especies arbdreas o arbustivas y hongos pertenecientes en su gran
mayoria a los Ascomicetes o a los Basidiomicetes. El micelio del hongo cubre
a las pequefias raices y la zona de los pelos radicales, formando una
estructura denominada red de Harting. De esta forma se presentan como
intermediarios entre los tejidos del arbol y el suelo cercano a las raices,
aumentando en forma importante la absorcion de nutrientes. También entre
otras funciones, segregan determinadas sustancias que estimulan el
desarrollo de raices laterales y mejoran la absorcién de nutrientes, entre ellos

el fésforo y el nitrégeno (Guadarrama-Chavez et al., 2004).

Se estima que existen mas de 5 000 especies de hongos (pertenecientes
a los Basidiomicetes y Ascomicetes) y alrededor de 2000 plantas (tanto
angiospermas como gimnospermas) que forman simbiosis ectomicorrizicas
(Agarwal y Sah, 2009). Las asociaciones de tipo ectomicorricicas son las mas

importantes dentro de las coniferas.
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La formacion de la ectomicorriza es producida por esporas o hifas del
hongo simbionte que se encuentran en la rizésfera radical. La infeccion es
estimulada por exudaciones radicales, ya que éstas atraen al hongo
guimotacticamente y promueven el desarrollo y crecimiento de las hifas sobre

la superficie de las raices cortas formando una cubierta compacta o manto.

Las hifas cubren completamente las raices pequefas y la zona de los
pelos radicales, que poseen algunas conexiones al suelo que las rodea, y
otras hifas que salen del centro del manto y se ramifican entre células de la
epidermis y del tejido cortical (Agarwal y Sah, 2009).

Cuando una ectomicorriza se secciona y su anatomia interna es
examinada bajo el microscopio, es posible observar la segunda caracteristica
principal de las ectomicorrizas: el crecimiento intercelular del hongo entre las
células epidérmicas y corticales, que forma la red de Hartig. En el interior de
ésta extensiva zona de contacto entre hongo y células radiculares, es donde
se realiza el intercambio de los nutrientes y el agua entre el hongo y el
hospedante; el hongo capta y libera los nutrientes y el agua hacia su
hospedante, recibiendo a cambio azlcares y otros productos de la fotosintesis
generados por la planta (Landis, 1990).

2.4.1.1Arbutoide.

Es un tipo de ectoendomicorriza, pues se observa que simultdneamente
el hongo penetra las células radicales de la planta y forma la red de Hartig. Se
presentaen plantas de los géneros Arctostaphylos, Arbutus y Pyrola,
integrantes del orden Ericales, comunmente conocidas como madrofios. Los
hongos asociados son siempre Basidiomycotina; se han reportado especies
de los geéneros Hebeloma, Laccaria, Poria, Rhizopogon, Pisolithus,
Thelephora, Piloderma,Cenococcum y Lactarius. Generalmente los hongos
gue forman micorrizaarbutoide son capaces de formar ectomicorriza si inte-

ractian con plantas del género Pinus (Peterson y Far-quhar, 1994).
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2.4.1.2 Monotropoide.

Este tipo de micorriza la desarrollan especies aclordfilas, es decir, que no
producen crolofila y los hongos involucrados forman ectomicorrizas con
plantas autotréficas cercanas, transfiiendo asi carbono organico, su
distribucion es en zonas templadas las plantas hospederas son: monotropas
los hongos formadores son: Ascomicetos y Basidiomicetos (Alvarez y Ramos,
2004).

2.4.2 Endomicorriza.

Las endomicorrizas o vesiculo-arbusculares (VA) no forman ni manto ni
red de Harting, ni los ovillos. En su lugar, en el interior de las células de la raiz
presentan unas estructuras muy ramificadas que asemejan unos diminutos
arboles llamados arbusculos que absorben el almidon de la célula vegetal y es
donde se produce el intercambio entre el hongo y la planta, también presentan
unas estructuras globosas con material lipidico que actian tanto de reserva

del hongo como 6rganos de reproduccion asexual, llamadas vesiculas.

Algunas hifas emergen de la raiz y se desarrollan formando el micelio
externo, cuya funcién es absorber los nutrimentos (Cruz , 1992 y Brundrett
1996). La micorriza vesicula-arbuscular cambia poco la morfologia de la raiz.
La infeccién se origina por la propagacion del micelio en la raiz, o por la
germinacién de clamidosporas o esporas de resistencia que forman apresorios
(hifa vegetativa que se adhiere en la superficie del hospedante) sobre la
superficie de la raiz y posteriormente penetra en ella. Las hifas no invaden la

endodermis, los tejidos vasculares, ni meristemos.

2.4.2.1 Ericoide.

Se establece principalmente en plantas de breznales, con altos niveles
de carbono y nitrégeno y bajo pH. Los hongos tienen capacidades saprobias,

por lo que son capaces de asimilar formas complejas de nitrégeno y fésforo,
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asi como retener iones metales toxicos de los vastagos de las plantas que
pueden interferir en la fotosintesis, se distribuye en zonas polares y alpinas.
Las plantas hospederas son: ericales. Los hongos formadores son endofilos:

Bascomicetos y Basidiomicetos (Bruns y Shefferson, 2004).

2.4.2.2 Orquideoide.

Las orquideas en sus primeros estadios, no contienen clorofila. En éstas
etapas los hongos con los que se asocian, al ser saprobios o parasitos de
otras plantas, son capaces de transferir a la orquidea compuestos organicos
de carbono y otros nutrimentos. Generalmente al llegar a la edad adulta son
fotosintéticas y ya no requieren el beneficio del hongo micorrizico. Se
distribuyen en zonas templadas y tropicales, las plantas hospederas son las
orquideas. Los hongos formadores son los endofilos: Basidiomicetos (Alvarez
y Ramos, 2004). En el Cuadro 1 se puede observar un listado de especies

vegetales y los tipos de micorrizas producidas en viveros (Landis, 1993).

Cuadro.1Tipos de micorrizas formadas por los principales géneros de
especies forestales producidas en viveros.

Ectomicorrizas Ectomicorrizas y Micorrizas vesiculares-
micorrizas vesiculares-  arbusculares
arbusculares

Betula (Abedul) Eucalyptus (Eucalipto) Fraxinus (Fresno)

Pseudotsuga (Abeto Juniperus (Enebro) Prunus (Capulin)

Douglas)

Abies (Oyamel) Populus (Alamo) Acer (Maple)

Tsuga (Abeto) Juglans (Nogal) Secolla (Secolla)

Larix (Alerce) Liquidambar
(Liguidambar)

Quercus (Encino) Platanus (Sicomoro)

Pinus (Pino) Thuja (Thuja)

Picea (Abeto) Liriodendron (Tulipan)

2.5 Funcién de las micorrizas.

Aunque la funcion benéfica que desarrollan los hongos micorricicos con

respecto a las plantas infectadas se refleja en muchos sentidos, los aspectos
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mas destacados, por la importancia y trascendencia de sus efectos, son la
absorcién de agua y nutrientes, produccién de reguladores de crecimiento y la
proteccién de las raices contra agentes patdgenos( Bruns y Shefferson, 2004).

Una planta micorrizada presenta un mayor valor de adaptacion al
ambiente; desarrollando un crecimiento vigoroso, un aumento considerable de
su sistema radicular, mayor resistencia a los organismos patdgenos Yy
adaptaciones importantes ante un estrés de tipo climético. Por otra parte, los
hongos que se asocian simbidticamente, presentan una baja potencialidad de
descomposicion de la materia organica; por lo que resulta que sus
requerimientos nutricionales son facilmente satisfechos con el consumo de los
productos elaborados por el arbol en el proceso de fotosintesis. De ésta forma
compiten con los hongos sapréfitos en suelos con bajo contenido de carbono
organico, estimulando de esta forma la estabilizacion de suelos someros
(Camargo- Ricalde, 2009; 2001 y 2002).

2.5.1 Absorcion de agua y nutrientes.

De la particular estructura de las ectomicorrizas se derivan muchas de
sus funciones, en este sentido el amplio terreno explorado por las hifas del
hongo, por medio de rizomorfos, o por cordones miceliares o hifas que
proporcionan a las plantas micorrizadas una mayor facilidad para la absorcion
de agua y de nutrientes, funciones que se realizan conjuntamente, ya que
generalmente los nutrientes se absorben disueltos en agua. Ademas se ha
demostrado un considerable aumento de la longevidad de las raices finas
nutridoras con lo que la funcién de absorcion se ve beneficiada (Camargo-
Ricalde, 2009; 2001 y 2002).

Las micorrizas solubilizan el fésforo (P) mineral, produciendo é&cidos
organicos y anhidrido carboénico (CO;) durante la respiracion. Las micorrizas
expanden el volumen de suelo desde el cual se absorbe el fésforo, puesto que
crecen a partir de las raices que se extienden por la superficie disponible para

el contacto con los minerales.
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La adquisicion de (P) puede producirse en menores concentraciones del
nutriente en las micorrizas que en las raices de las plantas. Algunas micorrizas
pueden liberar fosfatasas que mineralizan fosforo organico en el suelo
(Guadarrama-Chavez et al., 2004 y Finlay, 2008).

2.5.2 Produccion de reguladores de crecimiento.

Adquiere importancia en la produccion de metabolitos por los hongos
micorricicos, en particular los compuestos reguladores del crecimiento, ya que
influyen decisivamente en muchos procesos relacionados con el desarrollo de
las plantas. Actdan sobre la translocacion de los nutrientes y sobre el
desarrollo de los cloroplastos, e inciden especialmente en la zona radical,
promoviendo que inicie el crecimiento, la dicotomia, la inhibicibn de la
formacion de los pelos radicales y evitando la suberizacion de las raices cortas
nutridoras, incrementando, por lo tanto, su tiempo de funcionalidad (Pérez-
Moreno, 2004).

Las micorrizas producen sustancias reguladoras del crecimiento
(auxinas), especialmente &cido indolacético, citoquininas y giberelinas.
También se ha comprobado la produccién de vitaminas como biotina, tiamina

y acido pantoténico (Van der Heijden, 2002).

2.5.3 Proteccion de las raices contra agentes patdégenos.

De acuerdo con Finlay, 2008; Smith y Read, 1997 la accién protectora
gue las micorrizas ejercen contra los hongos patégenos del suelo, sobre todo
por sus implicaciones econdmicas y ecologicas, atribuye los mecanismos de
resistencia de las micorrizas a las infecciones de patdégenos a las siguientes

causas:

El manto fangico actia como barrera fisica.

Produccion de sustancias antibidticas por la micorriza.

15



Produccion de compuestos fungistaticos, como fenoles, terpenos, acido
isobutirico y etileno entre otros.

Modificaciones en los exudados de la raices micorrizadas que dificultan
el establecimiento de patégenos en la rizosfera.

En la presencia de poblaciones microbianas en la rizosfera, antagonistas
a los agentes patdgenos. Mas de 100 micorrizas son capaces de producir
antibidticos, lo que genera una capacidad de proteccion y control contra

patdgenos de las raices del huésped (Arango, 1988).

2.6 Factores del suelo que afecta el desarrollo de micorrizas.

Después de la formacién de una raiz arborea receptiva, los principales
factores que influyen en la infeccion son el potencial fotosintético y la fertilidad
del suelo de baja a moderada ponen en riesgo el desarrollo de las micorrizas,
en tanto que las condiciones opuestas pueden reducir e incluso impedir dicho
desarrollo. Estos factores pueden influir en la condiciéon bioquimica de la raiz
controlando el nivel de azucares reductores, o pueden afectar la formacion de
raices alimentadoras nuevas. Cuando las altas concentraciones de fosforo y
nitrogeno son absorbidas facilmente desde el suelo y traslocadas hacia la
fuente de fotosintatos, los carbohidratos solubles son asimilados rapidamente
durante la formacion de protoplasma y paredes celulares nuevas en las yemas
(Camargo-Ricalde,2009).

Las temperaturas Optimas para el crecimiento de micelios se encuentran
entre los 18° C y los 27° C para la mayoria de las especies. En caso de
muchas ectomicorrizas, el crecimiento se suspende sobre los 35° C y debajo
de los 5° C (Prittchet, 1985) sostiene que varios factores afectaran el proceso

de micorrizacion:

El estatus fisiologico de la planta, su edad y posiblemente la presencia

de otros hongos.
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Las condiciones fisiol6gicas del hongo y la disponibilidad que tengan de
recursos de carbono.

El contenido de nutrientes y agua del suelo, el pH, estructura y
aireacion, y la fauna microbiana tienen una gran influencia en la

formacion micorricica.

2.7 Lineas de investigacion micorricica en México.

Las principales lineas de investigacion sobre micorrizas que se
desarrollan en Mexico son en: a) Agronomia, efecto de la micorrizacién en
plantas de importancia econdmica, alimentaria y cultural; b) Ecologia,
dinamica de las poblaciones de ectomicorriza e importancia de la micorriza en
el crecimiento de especies silvestres y en la dindmica de las comunidades
vegetales y ecosistemas; c¢) Taxonomia y Sistematica, inventario de la
diversidad de HM en Meéxico y especificidad que pudiera haber con
determinadas especies vegetales; d) Biologia Molecular, herramienta para el
conocimiento de la sistematica y la ecologia de los HM, y de las micorrizas
para determinar las relaciones filogenéticas de los HM y las coevolutivas con
las plantas; e) Biotecnologia y Ciencias Gendémicas, manejo gendmico de las
cepas de los HM en beneficio del ser humano, y f) Ciencias Ambientales,
biorremediacion, restauracién, rehabilitacion o reasignacion de ecosistemas
deteriorados (Revista Digital Universitaria UNAM, 2012).

2.9 Principales fuentes de micorrizacién.
Las tres principales fuentes para la micorrizacion e inoculacién con

micorrizas en los viveros que producen en contenedor son: el suelo, las

esporas y los micelios vegetativos (Landis, 1993).

2.10 Hongos asociados.

Recientemente,se tenia conocimiento que Trichoderma era un tipo de

micorriza, pero actualmente que aunque se instala en las raices de las
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plantas, no establece una relacion de simbiosis (asociacion en beneficio de
ambos participantes), sino que Trichoderma es mucho mas altruista, solo
beneficia a las plantas, sin obtener nada a cambio, no intercambia nutrientes
con las raices, sino que lo protege de patologias producidas por Botrytis,
Fusarium, Rhizoctonia sp entre otras (De la Cruz et al., 1995; Ezziyyani et al.,
2004; Agrios, 2004; Rey et al.,2000).

Su funcidén consiste en digerir la materia organica que rodea a la raiz de
la planta, es un hongo muy resistente y de rapida propagacién, produce
enzimas que aumentan el crecimiento de las plantas, acelera la germinacion
de las semillas, protege a las semillas contra los hongos no benéficos,
aumenta la produccién y peso de los frutos, degrada productos quimicos
toxicos como el DDT o el glifosato, aumenta la resistencia de la planta, mejora
la vida microbiana del sustrato, evita la pudricion de semillas, raices y tallos
(Domsch et al., 1980, Grondona et al., 1997; Carsolio et al., 1999).

Ha sido considerada como buen agente de control biolégico contra un
amplio rango de hongos fitopatbgenos en invernadero y en campo. Sin
embargo, la eficacia de estos hongos en suelos naturales puede estar limitada
por la fungistasis del suelo, competencia por otros microorganismos del suelo,
una pobre colonizacion de las raices de la planta, o condiciones ambientales

desfavorables (Bae y Knudsen, 2000).

2.11 Identificacion por claves taxondmicas.

A pesar de que las caracteristicas morfologicas de las esporas han sido
usadas por aflos para su determinacion, no existen claves taxonOmicas
suficientes y actualizadas que lleven a una facil y correcta determinacion, por
lo cual se necesita de expertos dedicados a esta labor para la correcta
determinacién de un morfo tipo, y aun entre ellos existen discrepancias sobre

género y especies reportadas es to de acuerdo con (Hormilla,1997).
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IILMATERIALES Y METODOS.

3.1 Descripcion del area de estudio.

El sitio donde se colectaron las muestras de suelo de Picea mexicana
Martinez fue en la Sierra el Coahuilén, municipio Arteaga, Coahuila, ubicada
las coordenadas geograficas 25°14.8’N y 100°21.2"W, una altitud de 3500
m.s.n.m.(Figura 2). De acuerdo con la clasificacion climatica de Koppen
modificado por Garcia,1964, el tipo de clima en el area se define como C x’b
(e”) g, que corresponde a un clima templado subhumedo, con una temperatura
media anual de 12.7 °C y una precipitacion media anual de 470.6 mm, con
heladas que pueden que ocurrir en cualquier mes del afio, sin embargo, se
acentuan en los meses de octubre a marzo, con temperaturas extremas de -
8°C; las épocas mas calidas se presentan antes del mes de Junio.Cabe
mencionar que los datos de temperatura se tomaron de la estacion
meteoroldgica mas cercana que fue la de San Antonio de las Alazanas. Por lo
gue se puede determinar que las condiciones climéaticas sean muy diferentes

ya que la diferencia en la altitud es de mas de mil metros de diferencia.

Su sistema rocoso es de origen sedimentario marino de tipo calizo, lutita
y arenizca, el tipo de suelo es Litozol, Rendzina, y Regosol-eutrico de textura
media (Hernandez, 2009).

La vegetcion la contituyen relictos de Abies sp, Pseudotsuga
macrolepsis, Flous y Picea mexicana Martinez (Braham, 1995).

La vegetacidon en el bosque esta constituida por los siguientes taxones:
Abies vejarii, Populus tremuloides, Pinus rudis, Picea mexicana, Pseudotsuga

mensiezii y Pinus reflexa segun testimonio de Braham (2014).
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N Sitio de colécta de'suelo

Figura 2. Sitio de colecta de suelo de bosque de Picea mexicana en la Sierra
el Coahuilon.

3.2 Trabajo de campo.

3.2.1 Obtencién de las muestras.

La recoleccion de suelo se realizé a una profundidad de 15 cm, se
efectué de forma manual, utilizando un cucharén de metal colocando el suelo
en bolsas de papel con su respectiva etiqueta anotando los datos pertinentes
de el lugar (paraje,localidad, municipio,coordenadas, altitud y fecha de colecta)
para no perder su identidad, posteriomente se llevaron al invernadero del
Departamento Forestal de la UAAAN y se guardaron en un lugar fresco y

oscuro para su posterior aplicacion a las plantas.

3.2.2 Aplicacion de suelo a las plantas.

Para el presente trabajo se utilizaron plantas de Picea mexicana Martinez
de 3 afios de edad, las cuales se transplantaron a bolsas de polietileno de 20
por 40 cm, se utilizdé sustrato Peat moss y suelo colectado en el bosque de
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Picea mexicana Martinez, el suelo se aplicé en cada uno de los tratamientos

con las cantidades como se muestra en el cuadro 2.

3.3 Tratamientos.

Cuadro.2 Tratamientos aplicados a Picea mexicana Martinez.

Tratamientos Sustrato Dosis de suelo
colectado en el
Peat-moss .
bosque de Picea
T1 1000 g 309
T2 1000 g 209
T3 1000 g 0g

T1. Mezcla de sustrato Peat moss con 30 g

T2. Mezcla de sustrato Peat moss con 20 g

T3. Sustratrato Peat moss (testigo).

3.4 Disefio experimental.

El disefio que se utilizé fue el de Bloques Completamente al Azar debido

a que las condiciones del area de estudio son homogéneas. La comparacion

de medias se realiz6 con la prueba de Tukey (p< 0.05) el arreglo de los

tratamientos quedd de la siguiente manera (cuadro 3).
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Cuadro. 3 Disefio y acomodo de los tratamientos experimentales en la

investigacion.

TRATAMIENTOS REPETICIONES

T1(309) R1 R3 R2
T2(29) R2 R1 R3
T3(09) R3 R2 R1

3.5 Modelo experimental.

i=1,23,...,t
]=1,23,...,n
Dénde:

Y = Variable respuesta en la j-ésima repeticion del i-ésimo tratamiento
M = Media general

Ti = Efecto del tratamiento i.

; ) ; 2
€ij = Error aleatorio, donde %ii~N 6,0 )

Lo que nos indica el Analisis de la Varianza para el modelo que:

Ho: =72 =" =T

Ha: al menos un efecto de un tratamiento es diferente de los demas.
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3.6 Andlisis de varianza.

A las variables de respuesta se les efectué un analisis de varianza con el
auxilio del programa de la Universidad Autonoma de Nuevo Leon (UANL)
version 2.5, determinandose asi la existencia o no existencia de diferencia
significativa entre los tratamientos, posteriormente se realizé una prueba de

medias usando el comparador de Tukey al 5% de probabilidad de error.

3.7 Variables a medir.

3.7.1 Altura de la planta.

La altura de la planta se midi6 en cm a lo largo de la planta desde la
base del tallo hasta la yema apical, utilizando una regla graduada en cm. Se
tomaron dos lecturas, una al inicio del experimento y a la otra a los ocho

meses que fue la duracion del experimento.

3.7.2 Didmetro de la planta.

Registré el diametro de todas las plantas de los diferentes tratamientos,
las lecturas del diametro se efectuaron en la base del tallo, con la ayuda de un

calibrador digital vernier de 0.01 mm de precision.

3.8.3 Superficie de la raiz micorrizada.

Debido a la importancia que tiene la especie en varios aspectos
(endémica, en peligro de extincion, la dificultad para cultivarla, su alta
mortalidad, entre otros) se determind por sugerencia del asesor principal no
desmenuzar el sistema radicular al analizar el grado de micorrizacion para no

sacrificar la planta y posteriormente usarlas en plantaciones por lo que con
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ayuda de una malla de puntos se determino el area de la raiz micorrizada,
colocando la malla en el cepellon que mostraba la red de Harting de esta
manera se obtuvo el porcentaje del area en la cual hubo presencia de

micorrizas en cada una de las plantas de los diferentes tratamientos .

3.8.4 Longitud de la raiz.

Se tomé una planta al azar, del testigo y una del tratamiento en el cual
se observo la red de Harting con mayor superficie para desmenuzar la raiz y
tomar el area radicular de estas plantas para tener una referencia del

crecimiento radicular.

3.8.5 Riegos.

A las plantas en los contenedores se aplicaron riegos con agua destilada
cada tercer dia, en una proporcion de 25 mm por planta asi como también se
realizaron cada 15 dias labores de remosién de malezas ya que las semillas
de estas, estan contenidas en el sustrato canadiense Peat moss y aparecen
como hierbas indeseables.

3.9 Trabajo de laboratorio.

Se realizé en el laboratorio del Departamento de Parasitologia de la
Universidad Autbnoma Agraria Antonio Narro (UAAAN).

3.10.1 Preparacion del medio de cultivo Papa, Dextrosa, Agar (PDA).

Este medio de cultivo es el que mas se utiliza para el crecimiento de
hongos y levaduras y el cual se utilizé6 para aislar los hongos en la presente
investigacion. Para la preparacién del medio de cultivo se tomaron 8 g de PDA
deshidratado, el peso se registr0 en una béascula de precision (Figura.3), el
medio se colocd en un matraz Erlen Meyer de 500 ml, y se agregé 200 ml de

24



agua destilada; ésta solucién se envas6 en un matraz de 500 ml y se tapé con
una porcion de papel aluminio, finalmente se esterilizd en una autoclave de
presion a 15 libras por pulgada cuadrada por espacio de 20 min a una
temperatura de 121 °C, una vez transcurrido el tiempo indicado se espera que

baje la presion hasta cero para poder retirar la tapa.

Figura 3. Registro de peso de PDA en bascula de precision.

Posteriormente se esperé a que el medio de cultivo alcanzara una
temperatura de 48-50 °C (Figura.4) para vaciar en cajas Petri, a razon de 25
ml por caja (Figura. 5). Por ultimo se sellaron las cajas con cinta parafilm y
permanecieron en la campana de flujo laminar por 24 h para asegurarse que

no presentaran sintomas de contaminacion.
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Figura.4 Medio de cultivo en reposo para alcanzar la temperatura de vaciado.

£
- =

Figura. 5 Vertido de medio en cajas Petri.

3.10.2 Siembra de suelo.

De las muestras obtenidas se utilizaron 500 g de suelo el cual fue
tamizado para separar partes gruesas (piedras, terrones, gravas), para
trabajar con las partes mas finas que es donde se encuentran las esporas o0
parte del micelio, posteriormente se desinfecté con hipoclorito de sodio al 3%
por dos minutos, concluido el tiempo indicado se enjuagd en agua destilada
esteril por un minuto y se colocé en un papel de estraza esteril para su secado
y de ésta manera quedar listo para la siembra, se realiz6 la siembra en 20
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cajas Petri tomando pequefias particulas de suelo con una aguja de diseccion
y dispersandolas en las cajas (Figura.6) la siembra se realizdé en una campana
de flujo laminar con luz ultravioleta para evitar la contaminacion, para finalizar
se sellaron las cajas Petri con cinta parafilm, se registro la fecha y se llevo a
una incubadora de 28°C durante una semana hasta que se presentd el

crecimiento miceliar de las muestras sembradas y esporul6 de forma uniforme.

Figura. 6 Siembra de suelo en cajas Petri.

3.10.3 Aislamiento de hongos.

Cuando se presentd el crecimiento de los hongos se realiz6 el
aislamiento de las diferentes especies que se tenian con ayuda de una aguja
de diseccién, se reunieron los morfo tipos tomando en consideracion la
similitud en forma, color y tamafio del micelio, se hicieron transferencias del
hongo en desarrollo a una nueva caja de Petri y nuevamente se incubaron a la
temperatura antes mencionada en la cual permanecié durante una semana
para que desarrollara el crecimiento miceliar y finalmente se realizé la

purificacion.
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3.10.4 Purificacion de hongos.

La purificacion de especies de hongos micorricicos se realizé con ayuda
de un microscopio estereoscopio (Figura. 7) para tener una mayor seguridad
gue se tomo el micelio de interés. Se utilizé la técnica por punta de hifa,
propuesta por (Harley y Waid 1955) se esterilizé el asa con en el mechero
Fischer, se dejo enfriar y se tomo la muestra de una colonia se coloco en la
caja, se cerro la caja con cinta parafiim y se flamed girarando la caja Petri, y

por ultimo se incubardn a 35°C durante 48 horas.

Figura. 7 Microscopio estereoscopico.

3.10.5 Identificacién de hongos.

Para la identificacion de los hongos se realiz6 el montaje de laminillas
semipermanentes (Figura 8), para lo cual, se tom6 una muestra (pequefia
parte del micelio) y se colocé en un portaobjetos limpio, sobre una gota de
lactofenol, la muestra se tomdé con una aguja de diseccion raspando
ligeramente el tejido del hongo y se situé cuidadosamente sobre el
portaobjetos dentro de la gota, posteriormente se cubrié con un cubreobjetos.

Finalmente las lamillas se llevaron al microscopio y se examind la muestra a
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diferentes enfoques 10x, 40x y 100x y de esta manera se realizé la
identificacion morfoldgica utilizando claves taxonémicas (anexo 1) y por

comparacién de manera microscopica con una cepa previamente identificada.

Figura. 8 Laminillas semipermanentes de hongos.
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V. RESULTADOS Y DISCUSION.
De acuerdo con el trabajo de investigacion, las variables observadas se
lograron obtener los siguientes resultados:
4.1 Superficie de la raiz micorrizada.

En el cuadro 4 se muestran los resultados del Analisis de Varianza (ANVA)

obtenidos para la variable de respuesta porcentaje de micorrizacion, con un
nivel de confianza de 0.95 y 0. 99.

Cuadro.4 ANVA para porcentaje de micorrizacién en Picea mexicana.

Fc P>F
FV G.L S.C CM 0.05 0.01
Tratamientos
Bloques 2 9399 4699 357 0.000**
Error 2 8.21 4.10 0.312 0.749
Total 4 52.53 13.13

8 9459.94

Lo cual nos indica que la micorrizacion con suelo de bosque de Picea
mexicana es altamente significativa en por lo menos alguno de los
tratamientos con una confiabilidad del 99 % y 95 %. Por lo cual se realiz6 una
comparacion de medias con la Prueba de Tukey cuadro 5.
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Cuadro 5. Prueba de medias Tukey para porcentaje de micorrizacion.

TRATAMIENTO  MEDIA

1 77.1667 A
2 23.3000 B
3 0.0000 C

De acuerdo con la prueba de Tukey el Tratamiento 1, fue en el que
presentd mejores resultados ya que como se puede apreciar en la Figura 9 en
promedio se cubrid el 77 % del area, en el Tratamiento 2 se logré micorrizar
en menor proporcion con una superficie en promedio del 20% del area total y
en el Tratamiento 1 como se esperaba no se obtuvieron resultados de
micorrizacion los resultados obtenidos son similares a los de Pera et al., 1994,
ya que demostraron que con la aplicacibn de micelio crecido en suelo se
conseguia micorrizar el 80% de las plantas de Pinus pinaster inoculadas, sin
embargo no para todas las especies funciona este método de inoculacion ya
gue estos mismos autores encontraron que para Pseudotsuga menziesii es
totalmente inefectivo el método. Es dificil generalizar el comportamiento que
cabe esperar de las plantas micorrizadas; cada combinacion planta - hongo-
suelo responde de forma distinta, de ahi la importancia de seleccionar los
hongos mas adecuados (Trappe, 1977)
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Figura. 9 Superficie micorrizada de Picea mexicana.

En la Figura 10 se observan las caracteristicas de la planta y del
cepellon, en el Tratamiento 1 que fue el que mayor porcentaje de
micorrizacion obtuvo se desarrollé el cuerpo fructifero de un hongo micorricico,
asi como también se distingue claramente la red de Harting en cada uno de
los cepellones de las plantas micorrizadas, una caracteristica importante que
se refleja es la altura y el color del follaje en el Tratamiento 1 donde se
aplicaron los 30 g de suelo de bosque de Picea, el color es verde intenso asi
como también se puede apreciar una planta vigorosa, en el Tratamiento 2 en
el cual se aplicaron 20 g de suelo el color del follaje es un poco menos
intenso, en relacion a la altura también es un poco menor a la del Tatamiento
1, en la planta testigo del Tratamiento 3 no se obserba la red de Harting, asi
como también las condiciones de la planta son diferentes a las plantas donde

se aplico suelo.
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Figura. 10 Caracteristicas de altura y color de las agujas de las plantas de
Picea mexicana en los diferentes tratamientos.

De las plantas que se tomaron al azar la del Tratamiento 1 alcanz6 una
longitud radicular de 60 cm (Figura 11) y la del testigo como se puede apreciar
en su longitud fue menor alcanzando tan solo 20 cm. Violeta Carrasco et al
encontrd caracteristicas similares a las que se encontraron en este trabajo de
investigacion una raiz micorrizada con longitud mayor a la de las plantas no

micorrizada.
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Flgura 11 Longitu de la raiz del Tratamiento 1 (30 g) de suelo y el testigo.

4.2 Altura de la planta.

En el cuadro 6 se muestran los resultados del Andlisis de Varianza para

la variable de respuesta, altura de las plantas.

Cuadro. 6 ANVA para altura en Picea mexicana.

Fc P>F
FV G.L S.C C.M 0.05 0.01
Tratamientos
Bloques 287.54  143.7 84.39 0.002*
Error 8.45 422 2.48 0.199
Total 6.81 1.70
302.81

Lo cual nos indica es altamente significativa en por lo menos alguno de
los tratamientos con una confiabilidad del 99 % y 95 %. Por lo cual se realiz6

la prueba de Tukey (cuadro 7).
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Cuadro 7. Prueba de medias Tukey para altura de las plantas.

1 21.0500 A
2 12.4667 B
3 7.3500 C

Como se menciond anteriormente el Tratamiento 1 fue en el cual se
observd mayor presencia de micorriza y de igual manera fue en el cual las
plantas alcanzaron una mayor altura, seguido del Tratamiento 2, en el
Tratamiento 3 las plantas obtuvieron menor crecimiento en las Figuras 12 y
13 se muestra claramente la diferencia por cada tratamiento demostrando que
las plantas micorizadas fueron las que tuvieron mayor crecimiento durante los
ocho meses de evaluacién. Morte et al. (2001) sometieron plantas de Pinus
halepensis, micorrizadas con el hongo Suillus mediterranensis y plantas no
micorrizadas, a un periodo de estrés hidrico de cuatro meses. Cuando se
reestableci6 la irrigacion, los incrementos en altura y nimero de ramas, fueron
mayores en las plantas micorrizadas, Bucking et al., 2002 menciona que la
infeccion micorrizica aumenta la obtencion de nutrientes por lo cual hay un
mayor crecimiento en las plantas, por locual el crecimeinto se puede atribuir a

las micorrizas.
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Figura .12 Altura promedio en las plantas.

Figura. 13 Altura de las plantas de Picea mexicana a los 6 meses de
aplicaciéon de los tratamientos.
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4.3 Diametro del cuello de la planta.

Cuadro 8. ANVA para didmetro de tallo en Picea mexicana.

Fc P>F

FV G.L S.C CM 0.05 0.01

Tratamientos

Bloques 2 191 0.95 49.26  0.003*
Error 2 0.03 0.01 0.79 0.515
Total 4 0.07 0.01

8 2.02

Como se puede apreciar en el cuadro 8 hay diferencia significativa en los
tratamientos utilizados en la investigacion realizada, en cuestion al diametro
de las plantas por lo cua se realizé la compracion de medias con la prueba de

Tukey.

Cuadro 9. Prueba de medias Tukey para cuello de diametro de tallo.

1 1.5300 A
2 1.2333 B
3 0.4367 C

En la prueba de medias Tukey, el Tratamiento 1 fue el mejor ya que se
registraron los mayores didmetros de las plantulas seguido por el Tratamiento

2 y por ultimo el Tratamiento 3 el cual obtuvo un menor promedio.
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En la Figura 14 se muestra el promedio de los diametros de los

diferentes tratamientos destacando el Tratamiento 1.

PROMEDIO DIAMETRO
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Figura. 14 Diametro promedio en las plantas.

4.4 Taxones genéricos de hongos micorricicos encontrados en el suelo
de bosque de Picea.

4.4.1 Trichoderma sp.

Uno de los hongos encontrados en el suelo de bosque de Picea
mexicana fue el género Trichoderma, las colonias se reconocen facilmente
por su crecimiento rapido y su coloracion, blancas-verdes, amarillo— verdosas;
las areas con conidias se presentan con anillos concéntricos coincidiendo con
(Arango et al., 1988; Barnett y Hunter,1972). Son hongos anamorficos aislados
principalmente del suelo y de materia organica en descomposicién (Grondona
et al.,1997).

4.4.2 Trichoderma harzianum.

Fue identificada por el porcentaje del crecimiento micelial y la apariencia

de la colonia, también por las caracteristicas morfoloégicas a nivel
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microscoépico, incluyendo las fialides y fialdsporas. En la etapa temprana de T.
harzianum el color del micelio es blanco y eventualmente desarrolla un color
verde oscuro después de la esporulacion Figura 16. Las colonias de T.
harzianum crecen y maduran rapidamente a los cinco dias de incubacion en
medio de cultivo PDA a 25°C. Las especies de éste género generalmente
prefieren un pH &cido de 4.5-5 y, ademas se desarrolla en areas con un
excesivo contenido de humedad y un estancamiento del biéxido de carbono en
la atmoésfera. El ciclo de vida de T. harzianum inicia cuando el organismo
crece y se ramifica como una hifa fungica tipica que mide de 5-10 p de
diametro. La esporulacion asexual ocurre cuando las esporas de 3-5 u de
diametro son liberadas en un gran numero. También se forman clamidosporas
intercaladas, de forma individual, aunque a veces dos o mas clamidosporas se
pueden fusionar. El tamafio de los conidioforos es de 62,5-69 x 3-4,7 um. Los
conidiéforos son de color verde, presentan diversas ramificaciones
perpendiculares, en algunos casos se observa la formacion de ramas laterales
en grupos de dos a tres, ubicadas en un angulo amplio. El sistema de
ramificacion tiene una apariencia piramidal Figura.15. Las fialides son largas y
delgadas, solitarias a lo largo del eje, asimétricas, con un tamafio de 6,3-15,6
X 2,7-3,4 pym., con verticilos terminales de hasta 4 conidios de un tamao
aproximado de 3,8-4 x 3,1-3,7 um, con forma citriforme y subglobosos. Sus
clamidosporas son intercalares y formadas por el micelio sumergido,

subglobosas, de pared dentada, color verde claro y un tamafio de 12,5-10.
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Figura. 15 Micelio,fialides y esporas de Trichoderma harzianum observadas
al microscopio.

Figura. 16 Crecimiento de Trichoderma harzianum en PDA.

En la Figural7 se puede apreciar una raiz de Picea mexicana colonizada
por Trichoderma sp y el micelio del hongo ectomicorrizico.
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Figura .17 Raiz de Picea mexicana colonizada de Trichoderma harzianum en
asociaciéon con el micelio hongo ectomicorrizico.

4.4.3 Lycoperdon perlatum.

La descripcion del micelio presentd numerosas caracteristicas
morfolégicas similares a las del micelio de ésta misma especie que ha sido
descrito por Hormilla, 1995; y por Torres 2012 en el Estudio de la interaccion
micorricica en bosque de Pinus-Abies y bosque mesdfilo de montafia (Figura
18) micelio blanco, blanco-crema, micelio aéreo muy escaso, de aspecto
pruinoso, margen regular, finamente lobulado a dentado, reverso color crema
Figura 19, el didmetro de la colonia tras cuatro semanas de crecimiento es de
1,5-2,5 cm, hifas hialinas de paredes delgadas, hasta 5 ym de diametro,
aparecen numerosos grupos de hifas flexuosas, con gran cantidad de
pequefios engrosamientos intercalares de hasta 5,5 ym. También presenta
algunos grupos de hifas de aspecto, moniliforme ramificaciones sencillas y
algunas complejas, sin fibulas. Las esporas son globosas, con verrugas de 3-
4.5 micras, el color varia del amarillo olivaceo al marrén oscuro (Figura 20).
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Figura. 19 Fotografia microscopica de Lycoperdon perlatum.
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Figura. 20 Espora de Lycoperdon perlatum.

Descripcion macroscopica:

Carpéfaro: con forma de pera o de bombilla, Figura 21 con una altura que
puede llegar a superar los 5 cm, y un ancho en la zona superior de 3 0 4 cm.
Tiene un color uniforme blanco cuando es joven, derivando a tonos grisaceos
o parduzcos de maduro. Toda la zona engrosada superior es fértil, siendo la

parte inferior mas estrecha y estéril.

Exoperidio: blanco, grisaceo con el tiempo, simple, recubierto por una serie
de prominencias verrucosas coronadas por una especie de espinas, dando al
conjunto un aspecto perlado. Con la edad y el efecto de la lluvia, éstas espinas
se van desprendiendo del exoperidio dejandolo liso y con unas marcas donde
estuvieron las espinas. Finalmente todo el exoperidio termina por

desprenderse.

Endoperidio: blanquecino y casi liso, aunque suele presentar unas marcas

irregularmente reticuladas dejadas por el exoperidio. La dehiscencia se
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produce en la parte mas alta, donde se abre un pequefio agujero llamado poro

apical, a través del cual se esparcen al aire las esporas.

Gleba: esponjosa de color blanco en los especimenes jévenes, con la
maduracion se vuelve primero de color amarillento, después verdoso, Yy

finalmente pardo amarillenta.

En la figura 22 se aprecia una raiz de Picea mexicana rodeada por micelio de
Lycoperdon perlatum.

Figura. 22 Raiz de Picea mexicana colonizada por micelio de Lycoperdon
perlatum.

44



VI. CONCLUSIONES.

De acuerdo con los resultados obtenidos se tiene las siguientes conclusiones.

En cuanto a la micorrizacion de Picea con suelo colectado en el bosque
de ésta especie, en el andlisis estadistico (ANVA), los datos indican que
al menos un tratamiento es diferente de los deméas con resultado
altamente significativo, por lo que se rechaza la Ho. El suelo del bosque
de Picea mexicana micorriza a ésta especie mediante el Tratamiento 1,
en donde se aplico una mayor cantidad de suelo (30 g ), en éste se
observaron mejores resultados que en el Tratamiento 2 donde se
aplicaron 20 g y que también hubo micorrizacién en menor grado, en el
Tratamiento 3 (testigo) como era de esperarse,no hubo inoculacion de

algun hongo.

El suelo colectado en el bosque de Picea mexicana es un buen
complemento para el sustrato donde se trasplantan las plantulas de

esta pinacea.

En cuanto a los hongos ectomicorricicos encontrados en el suelo, se
encontré que Lycoperdon perlatum es la especie que micorrizd a Picea

mexicana.

Trichoderma harzianum es un hongo de gran importancia para ésta
especie ya que este hongo se encontrd en la raiz en asociacion con el

micelio del hongo ectomicorricoco.
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VIl. RECOMENDACIONES

Evaluar la supervivencia y el establecimiento de las plantas

micorrizadas en campo.

Evaluar otras variables como biomasa radicular, biomasa foliar,

coloracidn, concentracion de nitrégeno, fésforo y potasio en tejidos.

Realizar el experimento con inoculd de Lycoperdon perlatum vy
Trichoderma harzianum por separado para evaluar cual de los dos

aporta mejores beneficios a las planta.

Caracterizar la especies de hongos por medio de marcadores

moleculares.
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IX ANEXOS
Anexo 1

DICHOTOMOUS KEYS

Key to Hypocrea species with green ascospores based on teleomorphs 1

1. Stromata formed of loosely interwoven hyphae, readily forming in culture; no

Conidiophores observed in CUltUre .........cccoeees veeveeriiiiiiiieiiiiiis H. spinulosa (28)

Stromata formed of pseudoparenchymatous tissue, perithecia rarely formed in

culture;rarely on herbaceous substrata..........cccoes voevveiiiiiiiiieii e 2
2. Part-ascospores on average = 8.5 UM diaM.........ccouviiiiiiieiiiiiie e, 3
Part-ascospores on average < 8.5 um diam . ....ccccooeeiiiiiiiiiiii 4

3. Stromata pulvinate, with whitish tomentum on the surface, 1.0-2.5 mm diam;
distal part-ascospores 11.4-13.0 x 11.0-12.5 ym, proximal part-ascospores
11.5-13.510.8=13.2 M ..eiiiiiiieieece e, H.macrospora (22)

Stromata tuberculate, hirsute, 0.6—0.9 mm diam; distal part-ascospores
10.2-11.5 x 9.5-10.5 pm, proximal part-ascospores 9.5-10.7 x 8.5-9.0 ym
.................................................................................................... H.tuberosa(37)

4. Distal part-ascospore on average > 7.0 UM IoNg .......ooovveveiviiiiiiiiiiiiieeeeeeenn, 5

Distal part-ascospore on average < 7.0 JM IONg ......coovvviiiiiiiiiiiiiii e 8

5. Stromata light orange, KOH—; ascospores dimorphic, distal part subglobose
to ellipsoidal, (6.0-)7.0-8.2(—9.0) x (5.5-)6.5-7.0(-8.5) m; proximal part
wedge-shaped to ellipsoidal, (6.2—-)7.0-8.0(-10.0-) % (5.0-)5.7-7.0(-8.5) m;

known only from Czech Republic ............cooovviiiiiiiiiiiiin. H. velenovskyi (38)
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Stromata and ascospores not as above; known from Asia or Neotropics ........ 6
6. Stromata greyish-yellow to yellow-orange, KOH+; ascospores monomorphic,
globose to subglobose, distal part-ascospores 7.0-7.5 x 6.5—7.0 ym, proximal

part-ascospores 6.7—7.5 x 6.2—6.7 uym; Neotropical ..... H. virescentiflava (40)

Stromata and ascospores not as above; ASIa ..........cooovvvviiiiiiiiiiiii e 7

7. Stromata pale greyish yellow, 1-2 mm diam, KOH+; distal part-ascospores
7.3-8.0 x 5.8-6.0 ym, proximal part-ascospores 7.1-7.6 x 5.5-6.0 uym..... H.

centristerilis (6)

Stromata greyish yellow to greyish orange, 2-12 mm diam, KOH—; distal part-
ascospores 7.2—-8.2 x 6.2—7.0 ym, proximal part-ascospores 7.5-8.5 x 5.7-6.5
............................................................................................... H. albocornea (9)
8. Distal part-ascospores 6.5-7.0 ym long, proximal part-ascospore 7.0-7.7
Mm long; stromata brownish-orange, KOH+ H. cuneispora/T. cuneisporum
(17)

Distal and proximal part-ascospores on average <6.5 pm long .........ccccceeeeeee.. 9
9. Part-ascospores monomorphic, almost globose; stromata in various shades

OF WERIIOW e 10

Part-ascospores dimorphic, globose, subglobose, wedge-shaped, or

subcylindrical;stromata of various COIOUIS ...........ccooviiiiiiiiiiiiiieeie e 14
10. Part-ascospores on average 3.3—4.0 um diam ........cccoeeeeeeeiiiiiiiiiiiiiiinnnnn. 11
Part-ascospores on average 4.5-5.7 um diam ........ccccoeeviiieiiiiiiiiiiiinieeiiiees 12

11. Stromata yellow to brownish orange, 1.5-2.5 mm diam, somewhat

flattened; ascospores slightly warted, part-ascospores 3.5-4.0 ym diam; known
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only from Northern EUurope .......cccccoriiiiiiiiiiiiiiiiiinneeeenn. H. aureoviridis/T.
aureoviride (3)

Stromata pale greyish yellow, 0.7—-1.0 mm diam, pulvinate; ascospores warted,
part-ascospores 3.3—-3.5 uym diam; known only from Costa Rica .............. H.
candida/T. candidum (4)

1 Values given represent 95% confidence intervals

12. Stromata yellowish, opaque, KOH+; anamorph gliocladium-like .......... H.

virens/T. virens (39)

Stromata yellowish, waxy, somewhat transparent, KOH—; anamorph not

gliocladium-like, with sinuous conidiophores and branches ........................... 13

13. Stromata generally gregarious, with a constricted base; distal part-
ascospores 5.5-5.7 x 5.0-5.5 ym, proximal part-ascospores 5.5-5.7 x 4.7-5.0
Mm; conidiophores and branches narrow, phialide L/W 2.0-2.2, conidia length
4.5-4.7 ym, conidia L/W 1.2-1.3; colony radius on SNA after 3 d at 25 °C 29—
36 mm, at30°C 29-39 Mm.........ccoeiiiiiiiennn. H. sinuosa/T. sinuosum (27)

Stroma generally not gregarious, not constricted at the base; distal part-
ascospores 5.0-5.2 x 4.8-5.2 ym, proximal part-ascospores 5.0-5.3 x 4.5-4.7
pgm; conidiophores and branches somewhat wide, phialide L/W 1.9-2.0,
conidial length 4.0-4.3 uym, conidial L/W 1.1-1.2; colony radius on SNA after 3
d at 25 °C 40-46 mm, at 30 °C 43-47 mm ..... H. chlorospora/ T.
chlorosporum (9)

14. Distal part-ascospores on average < 4.0 ym diam ............ccoeevvvvvivnnnnnes 15

Distal part-ascospores on average > 4.0 pum diam ..........ccoevvviiiiieeviiiiinnnnnn. 18
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15. On decaying leaves of Clusia sp.; stromata KOH+; distal part-ascospores
2.8-3.0 X2.5=2.7 HIM.ouuiiiiiiiiiee e H. clusiae (12)
Not on leaves; stromata KOH—; distal part-ascospores 2.5-3.7 ym dia.......... 16

16. Stromata dark brown almost black, 6—15 mm diam, surface glabrous,
coriaceous, tissue composed of very thick-walled cells; distal part-ascospores
3.5-3.7 X 3.0-3.1 UM e H. cornea (13)
Stromata whitish to pale yellow, 0.6-7.8 mm diam, surface smooth or

tomMeNtose, tISSUE NOt COMACEOUS .......uuuirrirriieieiiiiiteteeeeeessssasaasnrbeeseereeeeeees 17
17. Stromata white, 1.8-7.8 mm diam, surface tomentose, distal part-
ascospores 2.5-3.3 ym diam; distinct macroconidia present; on wood; known
from INAONESIA ...vvvviiiii i H. sulawesensis (32)

Stromata pale yellow, 0.6—0.8 mm diam, surface hirsute, distal part-ascospores
3.5-3.7 um diam; anamorph gliocladium-like, not forming macroconidia; on
hymenium of Thelephoraceae; known from U.S.A. ..., H.
thelephoricola/ T. thelephoricola (36)

18. Stromata very dark brown or green, often appearing black .................... 19

Stromata in pale shades of yellow, brown and orange ...........cccccccceeeeieeenennn. 21

19. Stromata 2.5-5.0 mm diam; distal part-ascospores 5.0-5.0 x 4.5-4.8 ym,;
anamorph gliocladium-like (similar to G. viride)........ H. melanomagna/T.

melanomagnum (23)

Stromata on average < 1.5 mm diam .........ccoooiiiiiiiiii 20
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20. Stromata 1.0-1.5 mm diam, surface smooth; distal part-ascospores 4.3—
4.4 x3.9-4.0 pm; anamorph pachybasium- to trichoderma-like, conidia
SUDQGIODOSE ... H. lixii/T. harzianum (21)
Stromata 0.5-1.0 mm diam, surface tuberculate; distal part-ascospores 6.0—
6.5 x 5.5-6.0 ym; anamorph gliocladium-like .......................... H. nigrovirens/
T. nigrovirens (24)

21. Stromata yellow to yellow-orange, cylindrical, surface flat to somewhat

concave, seated on a thick subiculum ..................... H. substipitata (31)
Stromata yellow to brown, not on a thick subiculum and not cylindrical ......... 22
22. Stromata in shades of brown (but not appearing black) ............................ 23
Stromata in shades of YEllOW ...........cooiiiiiiiiiii e, 30

23. Stromata reddish brown, deeply furrowed or wrinkled; distal part-
ascospores 5.2-5.5 x 4.7-5.0 ym, proximal part-ascospores 5.0-6.0 x 4.5-4.7

pMm; known only from India and SriLanka .................ccceeeeees H. rugulosa (26)

Stromata not deeply furrowed or wrinkled; not known from Sri Lanka or

o = P 24
24. Distal part-ascospores on average 5.3—-6.510NQ ......ccccoeeeeieiiiiiiiiiiiiiiinnnn, 25
Distal part-ascospores on average < 5.3 pm loN.......cccccoeviiiiiiiiiiiiiiiiiiiieeee, 26
Hypocrea/Trichoderma with green asCoSPores...........covvveiiiiiiiiieiniiennnnnn. 34

25. Stromata KOH+, brownish orange; distal part-ascospores 5.8-6.5 x 4.0—

5.0 ym; anamorph pachybasium-like ..................ccccvenn. H. atrogelatinosa (2)

57



Stromata KOH-, brown, violet-brown, or dark reddish brown; distal part-
ascospores 5.3-55 x 45-50 pupm; anamorph verticillium-like
............................................................................................ H. tawa/T. tawa (34)
26. Stromata brownish orange, 0.5-0.7 mm diam, waxy, somewhat
transparent; distal part-ascospores 4.3—-4.5 x 4.0-4.2 ~m, proximal part-
ascospores 4.8-5.2 x 3.5-3.7 m; anamorph gliocladium-like, phialides 10.5—
11.5 x 3.3-3.5 ym (L/W 3.1-3.5), conidia conspicuously held in drops of clear
green liquid ......cccoooeeeeeeeiiiii H. gelatinosa/T. gelatinosum (19)

Stromata characters not in above combination; conidia apparently held in dry

27. Stromata reddish brown (brick red), opaque, 0.8—-1.7 mm diam; distal part-
ascospores 3.9-4.7 x 3.4—-4.2 ym, proximal part-ascospores 4.2-5.2 x 3.1-3.7
um; anamorph pachybasium-like, conidia 3.3-3.7 x 2.7-3.0 (L/'W 1.1-1.3)
.......................................................................... H. ceramica/T. ceramicum (8)

Stromata and anamorph characters not in above combination ...................... 28
28. Stromata brown to light brown, KOH—, opaque; phialides 9.0-10.3 x 3.7—
4.0 ym, conidia 4.2—4.5 x 3.3=3.5 UM ...ccovrrrririiiiiiin. H. cinnamomea/ T.

cinnamomeum (11)

Stromata brownish orange or pale to dark reddish brown, KOH+, waxy,

semitransparent; phialides 6.5-8.0 ym long,conidia 3.0-3.7 x 2.3-3.2 ym ... 29
29. Distal part-ascospores 4.5-4.7 x 4.0-4.2 ym, proximal part-ascospores
4.8-5.0 x 3.5-3.7 ym; anamorph pachybasium- to gliocladium-like, conidia

3.4-3.7 x 3.0-3.2 ym; known only from U.S.A. .....H. ceracea/T. ceraceum (7)
Distal part-ascospores 3.5-4.0 x 3.5-4.0 ym, proximal part-ascospores 4.0 x

3.0-3.5 ym; anamorph pachybasium-like, conidia 3.0 x 2.3-2.5 ym; known

only from France ...................o... H. phyllostachydis/ T. phyllostachydis (25)
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30, SroMAta KOH oo et e et e r e e e e enenrenenns 31

Stromata KOH— ... e e 36
31.Distal part-ascospores on average < 4.5 uym long, proximal part-ascospores
A.2—4.7 X3.5-3.8 HIM ooiiiiiiii e e 32

Distal part-ascospores on average = 4.5 ym long, proximal part-ascospores on

average > 4.5 UM di@M ..o 33

32. Stromata generally gregarious, pale yellow, 0.9-1.2 mm diam; distal part-
ascospores 4.2-4.3 x 4.0-4.2 ym, proximal part-ascospores 4.2—4.5 x 3.6-3.8
pm; anamorph with few phialides formed; phialides hooked or twisted; conidia
pale green; known only from U.S.A. .....cccooiiiiiiiiiiieeeeen H. chromosperma/

T. chromospermum (10)

Stromata not gregarious, yellowish brown, 1.4-2.1 mm diam; distal part-
ascospores 4.0-4.3 x 3.8—4.0 ym, proximal part-ascospores 4.5-4.7 x 3.5-3.7
um; anamorph with pachybasium- and gliocladium-like branches, abundant
phialides; phialides straight, conidia green; known only from Thailand
............................................................................ H. thailanT. thailandicum (35)

33. Distal part-ascospores 4.5-5.0 x 3.7-4.0 ym, proximal part-ascospores

A.5-5.3 X . 2-3.7 PIM et 37
Distal part-ascospores 5.0-5.5 ym diam, proximal part-ascospores 5.0-6.2 x
A.2-5.2 HIM ottt a e e e e e e e e e a e a e e e e e e 35

34. Stromata 1-4 mm diam, greyish yellow to greyish orange; known only from

BrazZil ... H. gyrosa (20)

Stromata 0.1-1.0 mm diam, pale yellow to greyish yellow; known only from Sri

LanKa.......ouoiiiieie e H. straminea/T. stramineum (29)
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35. Phialides 14.7-18.2 x 2.5-3.0 ym (L/W 5.4-7.9); conidia 4.0-4.2 x 3.2-3.5
Mm H. estonical/T. estonicum (18)

Phialides 7.2-7.7 x 4.0-4.2 ym (L/W 1.8-2.0); conidia 4.5-4.7 x 3.5-3.7 ym
............................................................ H. strictipilosa/T. strictipile (30)

36. Anamorph verticillium-like; phialides 16.0-25.5 x 2.7-4.0 ym (L/W 5.5-7.2)
........................................................................................... H. costaricensis (14)
Anamorph trichoderma- or pachybasium-like; phialides 5.5-13.0 x 2.7—4.2 ym

(A I B RPN 37

37. Phialides 5.5-7.2 x 3.2-4.2 ym (L/W 1.4-2.2); conidia 3.5-4.0 x 2.3-2.7

MM (L/W 1.4—1.6) .coooeeeeeiciceee e, H. catoptron/T. catoptron (5)
Phialides 8.5-13.0 x 2.7-4.0 ym (L/W 2.2—4.2); conidia 4.0-5.0 x 3.5—-4.0 ym
(LAW L.171.3) oottt en st eenenen e, 38

38. Stromata 0.9-1.2 mm diam; distal part-ascospores 5.5-6.0 x 5.2-5.5 uym,
proximal part-ascospores 5.7—6.2 x 4.7-5.2 ym; phialides 10.5-12.7 x 2.7-3.2
um (LW 3.5-4.2); conidia 4.0-45 x 3.5-3.7 um (LW 1.1-1.2)
................................................................................ H. cremea/T. cremeum (6)

Stromata 1.5-2.6 uym; distal part-ascospores 5.0-5.5 x 5.0-5.5 pym, proximal
part-ascospores 4.7-5.2 x 4.5-4.7 ym; phialides 8.5-9.5 x 3.7-4.0 ym (L/W
2.2-2.6); conidia 4.5-5.0 x 3.7-4.0 ym (L/W 1.2-1.3) .............. H. surrotunda/

T. surrotundum (3)

Key to Hypocrea species with green ascospores based on anamorph

characters

1. Conidia on average > 5 UM IoNQ, greeN ......ccoovvviiiiieiieiiiie e 2
Conidia on average <5 um IoNg, gre€N .......ccouviiiieiiiiiiiiiee e 6
2. Anamorphs gliocladium-like; conidia 6.0-6.5 X 4.5-5.0 pM .....ccccceeveiinnnnnnnn. 3
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Anamorphs verticilium- or pachybasium-like; conidia 5.0-6.0 x 3.2-4.0

3. Conidiophores generally arising from the surface of the agar; phialides 13.5—
155 x 3.5-4.0 yum (L/W 3.5-4.0); stromata black, strongly tuberculate
..................................................................... H. nigrovirens/T. nigrovirens (24)

Conidiophores arising from aerial hyphae; phialides 13.5-15.7 x 4.3-4.6

(L/W 3.1-3.6); conidia 6.0-6.5 x 4.7-5.0 um (L/W 1.3); pustulate anamorph
sometimes formed; phialides from pustulate anamorph 4.4-9.5 x 3.0-4.2 ym,;
conidia from pustulate anamorph 3.7-5.3 x 2.6-3.7 ym; stromata yellowish,

pulvinate, not tuberculate ..............ccccevriiiiceen. H. crassa/T. crassum (15)

4. Anamorph pachybasium-like, conidiophore elongations present, fertile or
not, verticillium-like synanamorph rarely present; phialides 6.0-7.2 x 3.7-4.0

MM e e H. cuneispora/T. cuneisporum (17)

Anamorphs verticillium-like, conidiophore elongations absent; phialides 14-26

5. Phialides 16.0-25.5 x 2.7-4.0 ym (L/W 5.5-7.2); conidia 5.2—-6.0 x 3.2-4.0
um(L/W 1.5-1.8); abundant chlamydospores formed; stromata pale yellow

.......................................................................................... H. costaricensis (14)

Phialides 14.0-16.0 x 3.0-3.2 ym (L/W 4.7-5.5); conidia 5.2—6.0 x 3.5-3.7 uym
(L/W 1.4-1.6); no chlamydospores formed; stromata brown, brown-violet or
(o1 =T aTo =T o] o )1/ o [PPSR H. tawa/T. tawa (34)

6. Anamorph forming micro- and macro-conidia; micro-conidia green, aseptate,
ellipsoidal; macro-conidia hyaline, subulate, with a rounded, somewhat thick-

walled basal cell, often multiseptate ...........ccccceeeeeeeeene.n. H. sulawesensis (32)
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Anamorphs not forming Macro-CoNidia ............ccccuvvvviiiiiiiiieeee e 7

7. Anamorphs gliocladium-liKe ... 8

Anamorphs trichoderma-, pachybasium-, or verticillium-like ......................... 11
8. Conidiophores formed in irregular fascicles throughout the plate; phialides
10.5-11.5 x 3.3-3.5 ym (L/W 3.1-3.5); conidia 4.0-4.3 x 3.3-3.5 ym (L/IW
1.2-1.3), held in drops of clear green liquid ..............c......... H. gelatinosa/T.
gelatinosum (19)

Conidiophores not in fascicles, rather arising singly from the agar or from aerial

hyphae; phialides on average >11.5 UM IONQ .........coovviviiiiiiiiiiiiiie e, 9

Hypocrea/Trichoderma with green ascospores

5. Conidiophores generally arising from aerial hyphae; phialides 8.8—-9.2 x
4.0-4.2 ym (L/W 2.2-2.3); conidia 4.5-4.7 x 3.8-4.0 ym (L/W 1.2), held
in drops of clear Green liquid; abundant chlamydospores formed

........................................................................... H. virens/T. virens (39)

Phialide L/W > 4.5; conidia 3.2—3.7 X 2.5-3.2 M ....coeeiiiiiiieieeeeeeiiee e 10

10. Discrete conidiophore, branching 3-4 times (penicillus ter- to
guaterverticillate); phialides 11.5-13.0 x 1.7-2.0 ym (L/W 5.8-6.8); conidia
3.3-3.7 x 2.5-2.7 ym (L/W 1.3-1.4); anamorph similar to Gliocladium viride;
stromata black, 2.5-5.0 mm diam; on decorticated wood ..................... H.

melanomagna/ T. melanomagnum (23)

More or less discrete conidiophores, branching 2-3 times (penicillus bi- to
terverticillate); phialides 12.0-13.5 x 2.5-2.7 uym (L/W 4.6-5.3); conidia 4.0-4.5
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x 2.8-3.0 ym (L/W 1.4-1.6); stromata yellowish, 0.6—-0.8 mm diam; on
hymenium of Thelephoraceae ..........ccccccevvviiiiiiiiiieeeeee, H. thelephoricola/
T. thelephoricola (36)

11.Anamorph odd gliocladium-like; conidiophores with verrucose base,
generally very few phialides formed; phialides lageniform, more often hooked
or twisted, 6.9-14.5 x 2.5-3.5 ym (L/W 2.5-4.8); conidia pale green, 4.0-6.5 x
3.7-3.8 ym (L/IW 1.4-1.7); found in Eastern U.S.A. ... H.

chromosperma/ T. chromospermum (10)

Anamorph characteristics not in the above combination ............ccccooeeeieeeeeen. 12
12. Pachybasium-like anamorphs with conidial L/W > 1.4 on average ........... 13
Various types of anamorphs with conidial L/W < 1.4 on average .................. 15

13. Conidia 3.0-3.2 x 2.0-2.2 ym (L/W 1.4-1.5); sinuous conidiophore
elongations present; verticillium-like synanamorph present; phialides 4.7-5.0 x
3.0-3.2 um; known only from Sri Lanka .........cccccooiiiiiinnnnnn. H.
straminea/T. stramineum (29)

Conidia on average > 3.5 ym long and >2.5 ymwide ............coooeeviveeviiiiinnnnnns 14
14. Gliocladium-like synanamorph formed abundantly in aerial hyphae;
phialides from pustulate anamorph 4.4-9.5 x 3.0-4.2 ym; conidia 3.7-5.3 x
2.6-3.7 uym (L/W 1.4); phialides from gliocladium-like anamorph 13.5-15.7 x
4.3-4.6 pm; conidia 5.9-6.4 X 4.7-4.9 UM . H.
crassal/T. crassum (15)

Verticillium-like synanamorph formed in areas of effuse conidiation; phialides of

pachybasium-like anamorph 5.5-7.2 x 3.2—-4.2 ym; conidia 3.5-4.0 x 2.3-2.7

MM(L/W 1.4—1.6) ..ovviiiiiiiiiiiiiiieeeeeee e H. catoptron/T. catoptron (5)
15. Phialides on average > 8.5 M IONQ ......uoiiiiiiiiiiiiiiiieeece e 16
Phialides on average < 8.5 M IONQG ...oooiiiiiiiiii i 21
16. Phialides on average <15 um IoNg .........coiiiiiiiiiiiiiieceee e 17

Phialides 14.7-18.2 x 2.5-3.0 ym (L/W 5.4-7.9); conidia 4.0-4.2 x 3.2-3.5 ym
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(L/W 1.2-1.3); stromata pale yellow to greyish yellow, KOH+ ...H. estonica/T.
estonicum (18)

17. Anamorph pachybasium-like; phialide L/W < 2.9 on average ................. 18
Anamorph trichoderma-like; phialide L/W > 2.9 on average .............c.cco...... 19
18. Phialides 9.0-10.3 x 3.7-4.0 ym (L/W 2.4-2.8), conidia 4.2-4.5 x 3.3-3.5
gm (L/W 1.2-1.3); colony radius on PDA at 25 °C after 3 d 2—6 mm; stromata

brown tolight brown.............ccceevveeeee. H. cinnamomea/T. cinnamomeum (11)

Phialides 8.5-9.5 x 3.7-4.0 um (L/W 2.2-2.6); conidia 4.5-5.0 x 3.7—4.0 ym
(L/W 1.2-1.3); colony radius on PDA at 25 °C after 3 d 26-32 mm; stromata

paleyellow .............eeeeeeeeiiiiiiiiiiii s H. surrotunda/T. surrotundum (33)
19. Phialides 10.5-12.7 x 2.7-3.2 ym; conidia 4.0-4.5 x 3.5-3.7 uym (L/W 1.1-

1.2);colony radius on PDA at 25 °C after 3 d 63—72 mm; stromata pale yellow

................................................................................ H.cremea/T.cremeum (16)
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