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Xi
EFICIENCIA EN LA PRODUCCION DE MICORRIZAS Y AUMENTO DE BIOMASA EN
PLANTULAS DE PINO CANDELILLO {Pinus maximinoi. H. E. Moore) CON Laccaria laccata
(Scop. Ex. Fr. Bk. e. Br) Pisolithus tinctorius (Pers. Coker y Couch) y Scleroderma sp (Pers)
EN CONTENEDOR

RESUMEN

EFFICIENCY IN MYCORRHIZAE PRODUCTION AND BIOMASS INCREASE ON
“CANDELILLO PINE" (Pinus maximinoi H.E. Moore) WITH ; Laccaria laccata (Scop. £Ex. Fr. Bk.
e. Br) Pisolithus tinctorius (Pers. Coker y Couch) AND Scleroderma sp (Pers) IN CONTAINER.

Actuaimente, Guatemala cuenta con 3.1750,200 hectareas de cobertura boscosa, equivalente al
34.4% del pais, incluyéndose diversidad de especies de coniferas vy iatifoliadas. ('7)

Sin embargo la necesidad de lefia, madera y mantenimientos de fuentes de agua, obliga a
aumentar el area forestal del pais. Una alternativa que favoreceria el establecimiento de bosques
energéticos y el aumento del area boscosa es el empleo de planta micorrizada. Actuaimente es muy
poco lo que sé ha investigado en este campo en nuestro pais, y la produccién de planta en vivero se
limita a la aplicacion de broza, sin ningin estudio previo, ni empleo de cepas flungicas idoneas.

En este experimento se evalud: La inoculacién de micelio de cepas Laccaria laccata (Scop. Ex.

Fr. Bk. e. Br), Pisolithus tinctorius (Pers. Coker y Couch) y esporas de Pisolithus tinctorius (Pers. Coker

y Couch) y Scleroderma sp (Pers.). Las anteriores cepas se inocularon en pino candelilo (Pinus
maximinoi H. &. Moore).

El trabajo consistic en dos etapas: la primera al nivel de laboratorio, en ia Facultad de Ciencias
Quimicas y FARMACIA; y la segunda en el invernadero de la Facultad de Agronomia (USAC).

Los hongos aislados se pusieron a crecer en cajas de petri con medio nutritivo MMN y PDA (15
dias). Crecido el micelio, se transfirid a medio liquido MMN en un beaker de 50 ml (25 dias). Luego que
el crecimiento fue uniforme, el hongo fue transferido a frascos de vidrio estériles de 2 It, conteniendo
1100 mi de vermiculita, 100 mi turba y 600 ml de soluciéon de MMN (por dos meses). Se determind a

dosis 1:8 v/v inoculacion con micelio péra Pisolithus tintorius (Pers. Coker y Couch) y 1:16 v:v para

Laccaria laccata (Scop. Ex. Fr. Bk. e. Br.).

IGUATEMALA MINISTERIO DE AGRICULTURA GANADERIA ¥ ALIMENTACION. 1996. Plan de accion forestal.
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El indculo de esporas se obtuvo mediante ef conteo dei namero de esporas en 0.1 gr de la
masa esporal seca de Pisolithus tinctorius (Pers. Coker y Couch) y Scleroderma sp (Pers.).

Se determino una concentracion de 1x10° para cada hongo, siguiendo la informacion de
resultados optimos para estos hongos en ofros lugares. (*1 8)

Sé aplicaron 10 ml de solucién de esporas a cada contenedor, llenado con un substrato de turba
mas vermiculita.

Et tiempo de permanencia en el vivero fue de 5 meses. La aplicacién de los fertilizantes se
realizé cada 15 dias a partir de un mes después de la siembra, combinandoe 3.6 gr de Peter M77, 0.24
gm de Fetrilon por dos litros de fertilizante preparado con agua corriente; ei fertilizante previo a su
incorporacion fue llevado a un pH de 5.5, de esta solucién se dispensaron 10 ml. por planta.

Los resultados indicaron que las mejores cepas infectivas fueron Laccaria {accata (Scop. Ex. Fr.
Bk. e. Br.} (micelio}, y Pisolithus tinctorius (Pers. Coker y Couch) (esporas), obteniéndose un porcentaje
de infeccion radicular del 84.0% y 76.33% respectivamente.

Se evalud el porcentaje de micorrizacion, altura, peso fresco y seco de parle aéraa y radicufar y
diaretro de tallo. Para demostrar, secundariamente los beneficios de la pcsesion de micorrizas en la
plantula forestal.

La aplicacidn de los hongos micorricicos af ser inoculado en piantulas de pino candeiil
io, indujeron simbiosis; dandose un incremento claro y definitivo en las variables de respuesta
estudiadas.

*PERA ALVAREZ II 1992 Seleccion de hongos ectomicorricicos de Pinus pinaster para su aplicacion en reforestacion.



1. INTRODUCCION

En Guatemala, el crecimiento poblacional y diversos factores economicos, culturales y politicos
han provocado una disminucion notoria de las areas boscosas del pais. Actuaimente la cobertura forestal
del terrtorio nacional es aproximadamente de 3:750,200 hectdreas, equivalente al 34.4% del pais. La
aptitud de fos suelos con vocacion forestal alcanza el 57.1% de la superficie total y la tasa de deforestacién,
estimada en la década de los noventas se calcula en 90,000 hectareas por afio. (7, 26)

Las principales causas de destruccion de los bosques en nuestro pais es el avance de /a frontera
agricola, consumo de lefia, talas irracionales, incendios, y en menor grado la presencia de enfermedades.
Debe tomarse en cuenta que e} bosque, aparte de su funcion protectora de suelo y fauna, juega un papel
importante en el desarrollo socioecondmico del pais, de donde surge la necesidad de reforestar aquellas
areas mas afectadas con especies adecuadas para lograr una produccion racional a corlo plazo. (7)

En las Gltimas décadas se ha desarrollado el uso de micorrizas como una alternativa mas para la
mejora de areas de reforestacion. En otros lugares como Australia y Nueva Zelanda, donde el pino es una
especie introducida, se tuvieron problemas para el desarrollo de las plantulas, los cuales fueron aliviados
con el uso de ectomicorrizas (introduccion de hongos micormizogenos especificos). (9)

En nuestro pais el uso de micorrizas para la produccion de planta forestal de calidad no ha sido
desarrollado ya que la unica {écnica empleada es la aplicacién de broza de bosques, la cual si bien es una
alternativa econdmica, produce serios dafos a los terrenos de donde se extrae.

Una alternativa para el mejoramiento de plantaciones forestales de coniferas es la utilizacion de
hongos ectomicorricicos, los cuales contribuyen a mejorar la respuesta al transplante de la planta en suelos
deforestados por largo tiempo, ademas de facilitar una mayor captacion de agua, macro y micronutrientes,
mayor resistencia a enfermedades de ia raiz, resistencia a sequias y en algunos casos resistencia a altas
temperaturas del suelo. (24)

En este trabajo se evalio ia inoculacion de Laccaria laccata (Scop. Ex. Fr. Bk. e. Br), Pisolithus

tinctorius {Pers. Coker y Couch} vy Sclergderma sp ( Pers.) en plantulas de pino candelilio (Pinus
maximinoi H. E. Moore), en contenedor. lLuego de 5 meses en el invernadero de la Facultad de
Agronomia se procedio a extraer las plantas, a las cuales se analizo el porcentaje de micorrizacion y otras

variables como peso fresco y seco de parte aerea y radicular, altura, diametro de tallo.

Peyy




2. DEFINICION DEL PROBLEMA

Guatemala posee un 34.4% de area boscosa, lo que significa que aproximadamente el 60% del
territorio con vocacion forestal no posee bosque. (7)

La tasa de deforestacion en la época de los 90 sé a calculado en 90,000 hectareas por afio (7, 26).
Por lo que es necesario reforestar con arboles de rapido crecimiento para e! establecimiento de bosques
energeticos, en la obtencién de madera y lefia, ayudando a la conservaciéon del manto acuifero, flora y
fauna endémica. Pino candelillo (Pinus maximinoi H. E. Moore) es un arbol que se adapta a diferentes
condiciones climatologicas yfo geograficas. Responde con buen desarolio al ser plantado en
reforestaciones; alcanza alturas de 20 a 35 metros, resiste al ataque de plagas y enfermedades y la
produccién de madera blanca es de buena calidad. (8)

Se ha comprobado que plantando semifias de arboles forestales en estructuras denominadas
contenedores plasticos, e inoculadas con cepas de hongos micorrizégenos, las plantulas alcanzan un
mejor desarrollo radicular y aéreo en invernadero. (18)

Actuaimente en Guatemaia no hay ningln vivero que produzca planta micorrizada con cepas
especificas, tanto extranjeras como nativas.

Los contenedores plasticos poseen al final un agujero en el cual las raicilas son autopodadas ai
llegar al final del contenedor, evitando la espirilizacion radicular y fomentando ¢l desarrollo geotropo de las
raices. Al momento de la siembra definitiva en el campo, ias plantulas sembradas son beneficiadas porlas
cepas micomizogenos de muchas formas, como un aumento en ia: Produccion de hormonas del
crecimiento, mayor accién radicular para la absorcion de agua y nutrimento, almacenamiento en su
manto fungoso de macronutrientes (N, P, K, Mg, Cu, Na, Si, Zn, Al, B), resistencia a ciertas
enfermedades de las raices, tolerancia a sequias y resistencia a altas temperaturas del suelo y
valores extremos de pH. Ademas el estudio de planta micorrizada se facilita con el uso de estos
contenedores. (23)

La evaluacion de ia actividad de ciertos hongos ectomicorricicos que mejoren el desarrollo de
especies forestales nativas, es hoy un una necesidad y linea de investigacion que se debe desarrollar en
nuestro pais; con lo que pueden lograrse incrementos en los porcentajes de sobrevivencia y el crecimiento
inicial en plantaciones forestales. Debido a estas circunstancias se realizé este trabajo, con el fin de
contribuir a la mejora de la situacion forestal del pais. Se ha empleado Pinus maximinoi por las ventajas
biolégicas que presenta en proyectos de reforestacion y la alta utilidad actuaimente.

Se ha empleado contenedores plasticos porque facilita ef desarrofio radicuiar y producen una mejor
planta, asi como estudios con pruebas de micorrizacién. Los hongos utilizados son 2 cepas nativas de
clima templado de Guatemala y, una cepa Espaficla caracterizada por su alta infectividad que ha sido
utilizada en varios paises de Europa con excelentes resultados de reforestacion y aforestacion. (17)



3. MARCO TEORICO

3.1. MARCO CONCEPTUAL
3.1.1. DESCRIPCION DE MICORRIZAS

La primera descripcion de las micorrizas con estructura reconocible fue realizada por
Frank en 1885, ( mico = hongo; rhiza = raiz) describiendo las relaciones de los componentes
de la simbiosis mutualista. (1,20)

Segun Parlade, (17) las micorrizas son arganos complejos resultantes de la simbiosis mutualista
entre raices de plantas vasculares y hongos del suelo; el hongo invade el cortex de la raiz, mientras que el
meristemo apical y el cilindro vascular quedan intactos. Esta asociacion juega un pape! de gran importancia
en ecosistemas naturales y en los sistemas biologicos creados por el hombre.

Esta asociacion resulta altamente beneficiosa para las plantas por el incremento en la absorcion de
agua y nutrientes del suelo, asi como por la proteccion que recibe contra patogenos y por las hormonas
sintetizadas en el sistema simbidtico. Es actuaimente de gran importancia el uso de micorrizas en
programas de reforestacion y aforestacion con coniferas en algunas regiones del mundo y en la
introduccion de las mismas. (23)

En el reino vegetal las micorrizas son muy comunes ya que se les encuentra presentes en gran
diversidad de plantas, excluyendo las acudticas, cruciferas, quenopodaceas y ciperaceas. (1)

El proceso de micorrizacion se leva a cabo mediante la infeccion de las raices secundarias de una
planta por las hifas de una o mas especies de hongos. En algunos casos pueden ser invadidas algunas
raices secundarias. Las hifas externas de ia raiz micorrizada son las responsables de la mayor absorcion
de agua y nutrimentos del suelo, mientras que las internas intervienen mas directamente en el intercambio
nutricional y metabolico de la relacion hongo-planta. (18)

En el proceso de micorrizacion, la raiz formada por los pelos radiculares sera sustituida por las hifas
del hongo, lo que implica un menor gasto energético a la planta y una mayor area de absorcion por la
longitud de las hifas externas desarrolladas. Las micorrizas pueden tomar variadas formas dependiendo de
la naturaleza de la planta y del hongo. (18)

Los arboles micorrizados se pueden beneficiar de muchas formas, tales como: (23)

1. Aumento en la produccion de produccién de hormonas estimulantes del crecimiento (auxinas,
citoquininas, giberalinas, y tiaminas), que benefician al huésped.

2. Mayor absorcion de agua y nutrimentos, ya que el micelio fingico se prolonga mas al suelo y lo trasloca
al sistema radicular. _

3. Almacenamiento en su manto fungoso de: nitrégeno, fésforo, potasio, magnesio, cobre, sodio, silicio

zinc, aluminio y boro.




dihzes,

4. Tolerancia a sequia, resisiencia a aitas temperaturas dei suelo y valores extremos de pH.

3.1.1.1. Tipos de Micorrizas

1. Ectomicomizas: Son formadas por casi todos los grupos de Basidiomicetos, muchos Ascomicetos
hipégeos y algunos epigeos, y por Ficomicetos del género Endogene. Este tipo de micorrizas se
caracteriza por ia formacion de una estructura denominada manto, compuesta por hifas del hongo
densamente agrupadas que envuelven las raicillas finas del huésped. El manto puede ser muy delgado
en las ectomicotrizas formadas por el género Endogene. A partir de esta estructura y de algunos otros
generos fungicos pueden irradiar hifas, cordones miceliares y rizomorfas hacia el sustrato. También ias
hifas penetran hacia el interior del iejido del huésped formando un complejo intercelular denominado red
de Hartig. No existe penetracién intercelular. Las plantas que forman ectomicorrizas son arboles o
arbustos pertenecientes a las familias Pinaceae, Fagaceae, Betulaceae y Salicaceae, asi como algunas
de las familias Rosaceae, Leguminosae, Mitaceae y otras (24). Se incluye en este grupo la mayoria
de ias especies arboreas de interés forestal en climas templados.

2. Ectendomicorrizas: Se caracterizan por un manto muy reducido o ausente, red de Hartig bien
desarrollada y penetracion de las hifas en las células del hiiesped. Se encuentran asociadas con
coniferas, y se encuentran en plantas de viveros. (17)

3. Micomizas arbufoides: Estan provistas de manto, hifas de proyeccién externa y, normalmente, red de

Hartig bien desarroliada con penetracion intraceiular. Las plantas hospedadoras pertenecen a los
géneros Arbutus y Arctostaphylos. (17)
Al ser estos géneros componentes del sctobosgue en ecosistemas ectomicorricicos, en los que fos
mismos hongos forman micorrizas arbutoides con unas plantas hospedadoras y ectomicorrizas con
otras, se ha considerado que fas mismas micorrizas arbutoides estan mejor clasificadas como un tipo de
ectornicorrizas. (17)

3.1.1.2. Estructura y funcién de las Ectomicorrizas

Las micorrizas son estructuras dinamicas que cambian desde un estado juvenil a la madurez y
senescencia. Pueden desaparecer tras un periodo de actividad, el cual es siempre mayor a la longevidad
de una raiz tréfica no micorrizada o se pueden adaptar a ciclos de crecimiento. (18)

Segun Parlade (17), en estadios iniciales de la infeccidn, las hifas se desarrollan alrededor de
células corticales diferenciadas y metabdlicamente activas, formando la red de Harlig. En estadios de
madurez, las células corticales de la raiz, activas metabolicamente, se hallan rodeadas practicamente de
un sistema de hifas en su fotalidad. El estadio de dormicién se caracteriza por la formacion del metacutis,

consistente en una capa protectora constituida por suberificacién de las paredes celulares y acumulacion



de polifenoles en las células del apice radicular. De este modo, el meristemo radicular queda protegido y
separado del hongo. La zona distal de los sistemas de hifas que constituyen la red de Hartig contiene un
citoplasma denso, rico en ribosomas, reticulo endoplasmatico rugoso y mitocondrias, que frecuentemente
recubren las paredes de las hifas. En la zona proxima se sitGan grandes vacuolas. Esta estructura indica la
localizacion de un transporte de nutrientes metabdlico y bidireccional.

El manto fungico estd formado por un plecténquima de hifas. En muchas ectomicorrizas se
encuentra cordones miceliares y rizomorfas, con estructura dependiente de [a especie de hongo implicada.
La funcion de los cordones miceliares es el transporte de agua y nutrientes. (19)

Read y Finlay (4), demostraron que los carbohidratos pueden ser transportados a largas distancias
a través de los cordones miceliares interconectados con las raices. De este modo se suministran
carbohidratos a otras micorrizas en formacion a partir de micorrizas preexistentes.

| a eficiencia de la absorcion de nutrientes es incrementada por la presencia de ectomicorrizas. En
las micorrizas que no poseen cordones miceliares, el manto es el responsable de la absorcion de
nutrientes desde el suelo. (17)

La capacidad de captar amonio es importante en los bosques con suelos de bajo pH y bajas tasas
de nitritificacion. La gran superficie explorada por las hifas y cordones miceliares capacita a las
ectomicorrizas para captar cantidades suficientes de amonio, a pesar de ia considerable inmovilidad de
este elemento. Las micorrizas también aumentan la absorcidn de elementos mas moviles como el nitrato,
especialmente en zonas con bajo nivel de nitratos en suelos. (24)

Segun Parlade, (17) puede ser demostrada la produccion de vitaminas como la biotina, tiamina y
acido pantoténico por numerosos hongos ectomicorricicos.

3.1.1.3. Anatomia de las Ectomicorrizas
« Desarrollo det Manto y la Red de Hartig.

Las hifas de ios hongos ectomicorricicos tienden a desarrollarse en las superficies radicales. Torres
(24), sugiere que una capa de hifas poco densa se desarrolla antes de la iniciacién de la red de Hartig. La
colonizacién de la superficie de la raiz. por hifas, se ha observado en simbiontes aparentemente
incompatibles. Esié sugiere que las envolturas de las hifas pueden ser simplemente el resultado del
crecimiento del micelic debido a la estimulaciéon por exudados radicales y, de hecho, no se requiere una
unidn hongo-raiz. Sin embargo, en el desarrollo de una ectomicorriza, se considera un manto como un
tejido compacto, y no como una simple envoltura de hifas. Los mantos fungicos son especificos de las
ectomicorrizas, y poseen unas caracteristicas morfologicas y anatomicas propias del hongo simbionie.

Actuaimente hay controversia en lo referente a la secuencia de eventos ocurridos - durante el
desarrollo de una ectomicorriza, mientras que la red de Harlig se forma previamente al manto en diferentes

especies de coniferas. (24)
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Ei manto se desarrofia con anterioridad a ia red de Hartig en ectomicorrizas estudiadas en Fagus

sylvatica. Sin embargo, en ias ectomicorrizas formadas por Laccaria bicolor y Pinus banksiana, el

manto y la red de Harlig aparecen y se desarrollan de manera simultdnea En angiospermas, los mantos
parecen preceder en su organizacion a la formacion de la red de Hartig, debido a que sus raices son

relativamente mas resistentes a la penetracion de las hifas. (18)

« ElManto.
Segun Torres, {23) en un sentido amplio, los mantos maduros son caracteristicos reminiscentes de

fos tejidos fdngicos observables en los esporocarpos y pueden tener diferentes estratos desde su
superficie externa, hasta la interior que esta en conlacto con la epidermis radical.

Un manto esta formado por hifas. Si las hifas son reconocibles, ia estructura se denomina
plecténquima o prosénquima. Ahora bien, pueden ser que las hifas estén tan densamente entrelazadas
que no se aprecie la naturaleza filamentosa de las mismas, recibiendo entonces el nombre de
pseudoparénquima o sinénquima, ya que las hifas se agrupan dé manera que recuerdan un verdadero
parénquima. (24) .

Se distinguen nueve sublipos de mantos plectenquiméticos y seis de mantos
pseudoparenguimaticos. (24)

Plectenguimaticos

. Grupos de hifas dispuestas en forma de red.

. Hifas dispuestas de forma irregular sobre la superficie de la raiz.

. Hifas embebidas en una matriz gelatinosa originada a partir de las paredes de las hifas.
. Hifas dispuestas en una red desde la que parten cistidios prominentes.

. Hifas dispuestas en una red producida por la ramificacion multiple de las hifas.

. Zonas de células redondeadas sobre un manto de hifas entrelazadas.

. Hifas dispuestas en forma de estrelia.

O ~N O O oA WN A

. Hifas irregulares dispuestas en forma de red. Este tipo es una transicion entre tejidos plectenquimaticos
y pseudoparenquimaticos.

9. Hifas dispuestas de forma perpendicular a la superficie del manto.

Pseudoparenquimaticos

1. Células angulares y grupos de células redondeadas emergentes.

2. Células angulares,

3. Células epidermoides, celulas que recuerdan en su morfologia a las que se encuentran en la epidermis
de las hojas.

4. Celulas mas o menos anguilares y algunas con gltulas lipidicas en su interior.



Se ha demostrado que es posible reconocer e identificar hongos ectomicorricicos por Ilas
caracteristicas anatémicas del manto. Ademas en la superficie del manto se pueden encontrar estructuras
como setas, cistidios, tubos laticiferos, hifas pigmentadas, elc, que ayudan al reconocimiento e
identificacion del simbionte fungico. (24)
¢ [a Red de Hartig.

La extension de la red de Hartig es ofra caracteristica importante para la determinacion de
ectomicorrizas. Puede desarrollarse solo a nivel de la primera capa de células corticales, como ocurre en
las angiospermas, o penetrar hasta la endodermis, como es tipico de gimnospermas. (24)

En seccion transversal, el tipo méas comun de red de Hartig es la formada por una sola fila entre las
células del cortex, pero ocasionalmente pueden existir varias filas. (24)

El micelio que forma la red de Hartig puede extenderse hasta la endodermis en las raices de
gimnospermas, mientras que no suele penetrar mas alla de la epidermis en las raices de angiospermas
(24). Esta distincién puede estar determinada por las diferencias existentes en la quimica de las paredes
celulares, y en la anatomia de la raiz. Muchos miembros de las angiospermas tienen una exodermis que
pueden limitar la penetracién del hongo de la misma forma que io hace la endodermis.

Segun Torres, (24) se encontrd una serie de aperturas en raices no colonizadas de Pinus taeda,

que fueron utilizadas como puntos de entrada por hifas de Pisolithus tinctorius. Aunque estas aperturas

puedan ser utiizadas por hongos ectomicorricicos, pueden no ser los Unicos puntos de entrada, porque la
red de Hartig penetra uniformemente en la superficie de la raiz en toda la lamina media.

Se propone que los reguladores del crecimiento de las plantas, producidos por hongos
ectomicorricicos, tienen un papel de aiteracidn de las paredes de las células radicales. (23)

El papel de las interacciones hongo-planta en la red de Hartig, asi como en la capa mas interna del
manto, no se conoce. Estas interracciones pueden determinar ef crecimiento laberintiforme del hongo, asi
como la penetracion atraves de la epidermis y el cortex. (23)

En general, en el desarrollo de la red de Hartig se producen cambios de crecimiento y morfologia
de las hifas. Las hifas se orientan transversalmente al eje de la raiz y se ramifican irregularmente sin
apenas formar septos. La organizacién de la red de Hartig es cenocitica, encontrandose un numero
variable de ndcleos por compartimientos. Esta estructura parece estar refacionada con la capacidad para el
transporte de nutrientes dentro del mismo hongo. (24)
3.1.1.4. Morfologia de las Ectomicorrizas

La morfologia de las ectomicorrizas varia segiin el hongo simbionte y el genero al que pertenezca el
hospedante. (24)

A continuacion se describen los principales caracteres morfolégicos que definen una ectomicorriza y

que se utilizan para reafizar una exhaustiva descripcion de la misma. (24)
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111.1. Tipos de Ramificacion.

Las ectomicorrizas que aparecen en las especies del género Pinus estan ramificadas
dicotdmicamente una o varias veces, dando lugar a sistemas coraloides. Cuando estos sistemas
coraloides se ven envueltos por una capa de hifas, se desarrolfan los sistemas en forma de nddulos o
tubércules. (24)

Segan Torres, (24) existen varios tipos de ramificacion que normaimente se presentan en los
sistemas radicales de las especies arbéreas ectomicorricicas mas conocidas. Las formas mas tipicas de
las ectomicorrizas son las siguientes. (24)

1. No ramificadas: El sistema micorricico consiste en micorrizas simples, no ramificadas; el manto envuelve

sdlo raices simples. Lin ejemplo son algunas ectomicorrizas desarrolladas en el género Picea.

2. Monopodial-pinnadas: E! sistema micorricico posee un eje desde el cual se originan ramas lateraies mas

cortas que el eje. Estas ramas se situan mas o menos en un solo plano. Ejemplo: ectomicorrizas formadas

entre Picea abies y Thicholema vaccinum.

3. Monopodial-piramidai: Similar a la anterior pero las ramas laterales se originan desde el eje en varios

planos (3 ¢ mas). Por ejemplo las ectomicorrizas desarrolladas entre Faqus sylvatica y Lactarius

vellereus.

4. Dicotémicas: El meristemo de la raiz se divide dicotdmicamente; las dos ramas iaterales crecen con la
misma longitud; estas ramificaciones pueden aparecer repetidamente: dicotomias de 2°, 3° er orden, eic.
Este tipo de ramificacion son tipica de ectomicorrizas formadas en el género Pinus.

5. Irreqular-pinnadas (con ramificaciones dicotOmicas): En algunos casos las ramificaciones dicotomicas

pueden no distinguirse porque uno o dos apices micormicicos crecen mas rapido que olros.

6. Coraloides: Sistemas micorricicos dicotdbmicamente ramificados o pinnados, con gjes corios que estan
densamente ramificados causando una apariencia de coral, Un ejemplo son las eclomicorrizas
desarroliadas entre Rhizopogon y Pinus.

7. Tuberosas: Las micorrizas estan muy densamente ramificadas y unidas por una densa capa de hifas
que tes confiere forma de tubérculo. Este tipo de ramificacion aparece en micorrizas formadas entre

algunas especies de Suillus y Pinus.

3.1.2. INTERACCION PLANTA-HONGO-MEDIO
3.1.2.1. Papel de Ja Planta
La morfologia y disposicion interna de ias céiuias radicales, son caracteristicas del
hospedante, pero modificadas por la interaccion del hongo. E! tipo de ramificacion del sistema‘ micorricico,
varia muy poco ¢ ne varia entre especies arbdreas del mismo génere, pero si existen grandes diferencias

entre géneros. Asi por ejemplo, Populus y Salix poseen ectomicorrizas formadas por un eje central del



que parten ramificaciones cortas (monopodiales), en Castenea, Fagus y Quercus se presentan formas

irregulares pinnadas; Abies, Larix, Picea, Pseudotsuga y Tsuga poseen ectomicorrizas regular o
irregularmente ramificadas, y ademas formas piramidales; y en Pinus tas ectomicorrizas presentan siempre
formas dicotomicas. (24)

En general, la estructura interna de Ia raiz se modifica por la carencia de epidermis y pelos
radicales, y por la distorsion espacial de las células corticales. (24)

En algunos arboles, con determinadas especies fungicas, se forman ectomicorrizas en forma de
nodulos o tubérculos, como en el caso de Pinus mas Rhizopogon. (24)

3.1.2.2. Papel del Hongo

El hongo simbionte es el que directa o indirectamente produce cambios en la raiz, hasta
transformaria en una ectomicorriza. Rodea a la raiz con sus hifas, formando un manto bien diferenciado.
Las hifas penetran entre las células corticales formando la red de Hartig. La interaccion con la raiz provoca
un cambio en las dimensiones de las células corticales. También estimula un crecimienlo diferencial de la
raiz, como la formacion de dicotomias en el género Pinus,; esta diferenciacion puede estar condicionada
por la produccion auxinas por el hongo simbionte. (24)

Diferentes aistamientos de algunos hongos ectomicorricicos crecido en un mismo medio nutritivo
varian en color y textura del micelio. Estas diferencias cufturales en morfologia no se reflejan sin embargo
en la micorriza. Por otro lado, la mayoria de las especies fungicas se diferencian por caracteres de sus
estructuras reproductoras y no por caracteres del micelio vegetativo, y forman por lo tanto ectomicorrizas
completamente idénticas. (24)

Se ha sugerido que algunos hongos ectomicorricicos pueden modificar las micorrizas
morfologicamente cuando se asocian con determinadas especies arboreas. Una especie fungica puede
incluso formar ectomicorrizas con una planta hospedante y endo o ectendomicorriza con ofra. (24)

3.1.2.3. Papel del Medio

Aunque los factores del medio pueden influir en la morfologia y anatomia de las ectomicorrizas,
pueden ser responsables en la gran mayoria de cambios gque pueden ocurrir dentro de la constitucion de
las ectomicorrizas. (24)

Un egjemplo es la influencia del pH del medio, que puede provocar cambios en el color de la

ectomicorriza, aungue todavia no esta muy claro que esto ocurra siempre. (24}

2.1.3. IMPORTANCIA DE LAS MICORRIZAS
3.1.3.1. Usos Exitosos de las Micorrizas:

Segun Trappe (25), la capacidad de los hongos ectomicorricicos introducidos arlificialmente para
competir con éxito con ofros microorganismos de la rizésfera, es uno de los factores considerados en la

seleccion de hongos para su uso en practicas de inoculacion en viveros. También observo que las plantas
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de abeto de Douglas producidas a raiz desnuda crecian mejor con dos hongos formando ectomicorrizas

que con uno solo.
Segun Marx (10), plantilas desarrolladas de Pinus taeda (Hr) y Pinus echinata (Pers. §)

desarrolladas en vivero con ectomicorrizas forradas por Pisolithus tinctorius (Pers. Coker y Couch),

sobrevivieron y desarrollaron significativamente mejor que plantulas con Thelephora terrestris (Bk. We)

sobre restos de carbon acido en Kentucky vy Virginia.

La efectividad de la inoculacion de plantas de vivero con hongos ectomicorricicos requiere la
persistencia del hongo posterior al transplante a campo, siendo deseable que el hongo se extienda
rapidamente en el suelo durante el establecimienio inicial de ia planta. (10)

Segun Parlade (17), existid colonizacién de plantulas en restos de antracita en Pensilvania, donde
se encontré que el desarrolio temprano de ectomicorizas era esencial para el establecimienio de piantulas

de Betula, Pinus, Quercus y Populus, las cuales desarrollaron sus semiifas sobre estos desperdicios. Los

cuerpos fructiferos de los hongos desarrollados cerca de las plantulas supervivientes fueron: Inocybe

lacera(fFr), Amanita muscaria (Ex. H) , Theleophora terrestris (Bk. We), Scleroderma aurantium (Pers)

y Pisolithus tinctorius (Pers. Coker y Couch).

La presencia ¢ carencia de hongos ectomicoiricicos nativos capaces de infectar la especie forestal
con fa que se va a repoblar, debe ser evaluada en las zonas de plantacién para determinar la necesidad de
utilizar plantas que ya vengan inoculados del vivero. {18)

Fogel (5), estimd que el 40% de ia incorporacién anuai de nitrogeno en un bosque de abeto de
Douglas se debia a los hongos ectomicorricicos, io cual coincide con los resultados obtenidos en trabajos
sobre fisiologia de ectomicorrizas, en los que se encontré que el manto flingico funcionaba como un tejido
de acumulacion y aimacenamiento, funcion que fieva a cabo el cortex en raices no infectadas.

El material fingico, rico en nutrimentos, es aprovechado por insectos y otros peguefios animales
micofagos, que contribuyen a su diseminacion. &l micelio de los hongos es ingerido por animales tales
como colémbolos y nematodos, y los cuerpos fructiferos (especiaimente de hongos ectomicorricicos) y
esclerocios constituyen una importante fuente de afimento para algunos micromamiferos (8). Aunque las
actividades micofagas de los animales han sido consideradas como una contribucion a la diseminacién de
esporas de hongos (especialmente hipogeos), posiblemente desarrollen otro papel importante en el
ecosistema como ia confribucion a ia rotura del eficiente ciclo cerrado de nutrientes en el sistema
micorricico, y la redistribucion de material rico en nufrientes como orina, heces o cadaveres en las distintas
capas del suelo. (17)

Los hongos micorricicos median directamente en las interacciones entre plantas al meﬁos de tres
formas: en primer lugar, permitiendo a los arboles competir con éxito con la vegetacién herbacea por

recursos (17), pudiendo ademas defoxificar ef suelo de agentes aleloquimicos producidos por estas
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plantas; en segundo lugar, disminuyendo la competencia entre plantas e incrementando la productividad de
tas combinaciones de especies, especialmente en suelos con limitaciones de fésforo (19); y, en tercer
lugar, estableciendo uniones entre plantas de la misma o de distintas especies mediante hifas que acttan
como rutas de transferencia de materiales. (19)

La formacidén de micorrizas es esencial en la vegetacién de zonas con bajo contenido de nutrientes
como las escombreras de minas aridas, bordes de carreteras, canteras, etc. {9)

Los microorganismos y las micorrizas afectan a la formacion del suelo y a sus caracteristicas
estructurales, produciendo compuestos himicos, acelerando la descomposicion de minerales primarios y
produciendo substancias adhesivas {polisacaridos extracelulares) que aglutinan particulas del sueio
constituyendo agregados estables (17).

Los dos primeros procesos son importantes en la fertilidad del suelo y en la nutricién de la planta. La
formacion de agregados influye en las propiedades del suelo, proporcionando una porosidad que permite,
por un lado, el drenaje de agua y la aireacion del suelo, y por otro, la retencion de agua. (19)

Se demostroé que el micelio de los hongos ectomicorricicos esta concentrado en los estratos
de materia organica del suelo, como la mayoria de las raices que colonizan. Esta es, evidentemente, la
zona en la cual tienen los procesos cruciales de movilizacion de nutrientes. (17)

3.1.3.2. Nutricion de la planta Micorrizada

Los macronutrientes necesarios para la nutricion de los hongos micorricicos son Carbeno,
Nitrogene, Potasio, Azufre y Magnesio; los anteriores elementos deben estar disponibles y, en trazas lo
suficientemente altas para la subsistencia de los mismos, asi como los siguientes micronutrientes; Cobre,
Zinc, Manganeso, Molibdeno y Hierro, en cantidades menores pero disponibles. {(18)

Existe un transporte de carbohidratos desde el huésped hacia el hongo. Asi mismo, las hifas
absorben nitrogeno, fosforo, potasio y calcio que transportan hacia el huésped. Finlay y Read (4),
demostraron que los carbohidratos pueden ser transportados a largas distancias a través de los cordones
miceliares interconectados con raices. De esta manera, se suministran carbohidratos a otras micorrizas en
formacion a pariir de micorrizas preexistentes. El azlcar preferido por la mayoria de los hongos
micorricicos es la D-glucosa, aunque también pueden uliizar manosa y fructosa que proporcionan
cantidades adecuadas de azucares; mientras que no existe preferencia para el consumo de lignina y
celulosa. El mitrégeno es absorbido preferentemente por las ectomicorrizas, y pueden utilizar nitratos tan
eficientemente como el amonio para su nutricion y su normal desarrollo. Los hongos implicados en la
simbiosis también son capaces de captar aminoacidos, como glutamato y glutamina entre otros
compuestos quimicos. (17)

La capacidad de captar amonio es importante en los bosques con suelos de bajo pH y bajas tasas

de nitritificacion. La gran superficie explorada por las hifas y cordones miceliares capacita a las
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ectomicorrizas para captar cantidades suficientes de "amonio, a pesar de la considerable inmovifidad de
este elemento. Las micorrizas también aumentan la absorcion de elementos mas modviles como el nitrato,
especialmente en zonas con bajo nivel de nitratos en suelo. (18)

La absorcion de fosfatos y su transporte por el simplasto en ectomicorrizas fue demostrada por
Finlay v Read {4). La tasa de absorcidn de fosfatos depende de fa tasa de respiracidn y no puede ser
intensificada por la tasa de transpiracidon. El fésforo se almacena como polifosfatos en las vacuolas
fingicas de los cordones miceliares y el manio. Los polifosfatos se acumulan en forma de granules
metacromaticos y se movilizan cuando es necesario. La transferencia de fosforo al huésped se supone que
esta interconectada con ia transferencia de carbohidratos al hongo; en el caso del fosforo, en medios
artificiales, se utiliza fosfato incrganico de potasio, pere en su habitat normal, el humus del suelo, el fosfato
puede estar presente como fosfato organico. El potasio se absorbe con facilidad y se acumula en el manto
(17). EI calcio se puede encontrar en los granulos de polifosfatos, (24). Se demostré que ia excesiva
absorcion de calcio y potasio en suelos calcéreos es reducida por la micorrizacién. (17)

La mayoria de los hongos ectomicorricices, si bien producen vitaminas necesitan de algunas como:
biotina (vitamina H), acido pantoténico, tiamina (Vitamina B-1) para su crecimiento. (17)
3.1.3.3 DESCRIPCION DEL. MEDIO DE CULTIVO AN, (Melin-Norkrans Modificado)

El medio de cultivo MMN es un excelenie substrato para la produccion de micelio como indculo. Por
décadas el medio Melin - Norkrans, ha sido el nuifimento basico en la sintesis de ectomicorrizas
aseplicamente. La formulacidn modificada consisie simplemente en un enriquecimiento de este medio
nutritivo. La formulacion de MMN es como se observa en el cuadro 1.

Cuadro 1. Formuiacxon del medlo MMN

CANT!DAD : S COMPOSICION -
6.05 gr — '. S N ' CaCh
.0_.25 gr | NaCl
025gr . | (NHa) 2HPO4
0.15 gr ' MgS04 7 H20
t2m T FeCls

TA00ug =z Tiamina HCI

3gr ' o Extracto de Malta
t0gr. T ~ Glucosa

Fuente: Tesis. Ing. Agr. Torres Herrera. (23)

Luego se agregan 20 gr. de agar. Todos estos compuestos se diluyen en un litro de agua destilada.

Después de autoclavear, la formulacion del medio debera tener un pH de55a57. {23)
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3.1.3.4 FERTILIZACION
Se preparod para cada fertiizacion 10 litros de solucion con los siguientes compuestos.

PETER M77 18.0 ar
FETRILON 1.2 gr
Los cuales sé lievaron a un pH de 5.5, y se aplicarén foliarmente 10 mi de solucion x planta cada 15
dias.
DOSIFICAR 10 mi DE SOLUCION DE FERTILIZANTE CADA DOS SEMANAS
CUADRQ 2. COMPOSICION QUIMICA DE LOS FERTLIZANTES EMPLEADOS

Elemento Peter M77 Fetrilon total
20-7-19 mg x planta
nitrégeno 3.60 3.60
fosforo 1.29 1.29
potasio 3.42 3.42
hierro 0.07 0.16 0.23
magnesio --
manganeso 0.01 0.01
Zine 0.01 0.01
cobre 0.01 0.01
boro 0.0045 0.0145
molibdeno 0.0009 0.0109

3.1.4. PRODUCCION DE MICORRIZAS
Los hongos micorricicos, necesitan un dptimo pH, entre 4.5 a 5.0, aunque toleran desde 2

hasta 6 para su normal desarrollo y crecimiento. Posen temperaturas éptimas entre 18 y 25 grados
centigrados. Son crganismos obligadamente aerdbicos y fotoinactivos.
3.1.4.1. FORMAS DE INOCULACION ARTIFICIAL:

La introduccidn artificial de hongos micorricicos es utilizada para asegurar una buena micorrizacion
en plantas producidas en viveros; se deben desarrollar procedimientos para la inoculacién con hongos
especificos, y perfeccionar el suministro de nutrientes y agua para adaptar el manejo del vivero a las
condiciones necesarias para el mantenimiento de la simbiosis plapta-hongo. La infroduccion de cepas de
hongos micorricicos se puede realizar de distintas formas: suelo, planta micorrizadas, esporas y micelio.
(2, 22)

Fy
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I. Utilizacion de Suelo.

El in6culo natural mas usado, especialmente en paises en vias de desarrollo, es suelo o humus
que contiene esporas, micelio y micorrizas, y se recolecta de plantaciones establecidas de pino. Este se
mezcla con el substrato del vivero. Para obtener resultados satisfactorios la mezcla debe mantenerse
hiimeda, hasta su uso. (17)

La desventaja de este procedimiento es la de no poseer un control adecuado sobre especies de
hongos indeseables para la zona de transplante (patégenos y hongos con poca tolerancia a cambios de pH
y condiciones edéficas). Por ofra parte el suelo recoleciado puede contener microorganismos que pueden
ser potenciaimente daninos y pueden afectar a la plantacion. Ademas, se requiere el manejo de grandes

cantidades de inoculo, o cual trae problemas al terreno de donde se extrajo. (24)

i1, Utilizacion de Planta Micorrizada.

En este método se utilizan plantulas infectadas que son recolectadas de plantaciones establecidas.
Eil micelio desarroltado a partir de las micorrizas de las plantas infectadas se desarrolia rapidamente e
infecta a otras plantulas que estan préximas (17). Esta metodologia consiste en la utilizacion de
ectomicorrizas recolectadas de plantaciones. Ha sido aplicado Unicamente en condiciones experimentales

por el inconveniente de requerir grandes cantidades de indculo. (17}

1. Utilizacién de Esporas.

Este procedimiento es utilizado a partir de esporas procedente de inoculo, para desarroliar
micorfrizas especificas con hongos conocidos. (17)

Segin Trapee (25), los primeros intentos de inoculaciones con esporas se desarrollaron en el siglo
XVl mediante la aplicacion de esporocarpos de trufas en agujeros practicados debajo de robles en
piantaciones, para asegurar la produccion de trufas.

Los hongos del grupo de los Gasteromicetos, tales como Rhvizopogon, Scleroderma v Pisolithus,

producen numerosas basidiosporas faciies de colectar en grandes cantidades. Las esporas se recolectan
tras la desecacion de los esporocarpos y se aplican en seco o mediante agua de riego. (24)

La inoculacion con esporas presenta ventajas e inconvenientes frente ai indculo vegetativo. Entre
las ventajas, se considera que este tipo de indculo no requiere una fase de crecimiento en cultivo puro, es
ligero, puede obtenerse en grandes cantidades y algunas especies pueden tolerar largos periodos de
almacenamiento sin ver su viabilidad drasticamente reducida. Entre los inconvenientes, se encuentra la
carencia de metodologia para determinar la viabilidad de las esporas, fa imegular fructificacion de
esporecarpos, el mayor fempo requerido para la formacion de micorrizas en comparacion con el indculo
vegetativo y la falta de definicion genética en el indculo. (12)
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V. Utilizacion de Micelio.

Es uno de los métodos mas sanos biolégicamente usados en inoculacion. La utilizacién de inoculo
vegetativo o miceliar fue iniciada en Australia por Moser (24), citado por Marx (12) a partir de cultivos
liquidos de Suillus plorans (Br. K) mantenidos bajo aireacion y transferidos posteriormente a un substrato
solido de turba humedecida con solucidén nutritiva fresca. Esta metodologia ha sido la base para
investigaciones posteriores sobre la produccion de inoculo. (14, 17}

Producir grandes cantidades de indculo vegetativo de un hongo, sera de poca efectividad, si el
inéculo no puede sobrevivir los rigores de varias manipulaciones tales como: procesos fisicos (mezclado,
lavado, secado) para luego incorporario al suelo (24, 3). Asi como la falta de supervivencia a un minimo de
4 a 6 semanas entre el suelo inoculado y la produccion de raices cortas por las plantulas.

Segun Parladé (17), los métodos actuales de inoculacién con micelio de hongos ectomicarricicos,
han sido probados experimentalmente con aislamientos seleccionados previamente por habitat, localidad
geografica, especies asociadas, crecimiento en cultivo y capacidad de formacion de ectomicorrizas en
cultivo puro. La produccién de inéculo se ha realizado generalmente en un substrato de turba-vermiculita
(inoculo vegetativo) y mediante la inclusion del micelio en un gel de alginato.

El substrato de crecimiento a parir de una mezcla de turba y vermiculita. Tiene ventajas
economicas y funcionales. Entre sus principales caracteristicas se encuentran. (17)

Ligereza de peso, lo que permite facilidad de operacion.

Uniformidad en la composicion, precio relativamente bajo y faciimente disponible.

Relativamente libre de plagas y enfermedades.

Elevada capacidad de intercambio catiénico.

Elevada capacidad de almacenamiento de agua, con lo cual se requiere menor frecuencia de irrigacion.
pH acido.

Noe o sa e N~

Buena aireacion y drenaje, lo que favorece el desarrollo de las raices cortas.

{_a turba procede del musgo Sphagnum sp. y no tiene ningln fertilizante afiadido. Este tipo de turba
tiene una gran capacidad de retencidn de agua y es la mas adecuada para su utilizacion como substrato de
contenedores. {17)

La vermiculita es un material micaceo que se expande a altas temperaturas (1100°C), formando
unas particulas gue encierran pequefias cavidades de aire. Quimicamente es un silicaio de magnesio,
aluminio y hierro hidratado. Cuando esta expandida es muy ligera y posee (100-140 kg x m3) de reaccion
neutra y con buena capacidad tampén. Tiene ademas una elevada capacidad de intercambio cationico con
lo que puede almacenar nutrientes y liberarlos lentamente. La mezcla de turba y vermiculita se realiza en la

proporcion 4:1 (v:v) con lo que se han obtenidos buenos resuftados en el desarrolio de la mayoria de




16

especies de coniferas; el pH final de la mezcla es de 5.5, favorable para el crecimiento de la mayoria de
hongos ectomicorricicos. {24)
El substrato de turba y vermiculita que se compra en Guatemala procedente de negocios de

Canada, Estados Unidos de America y México, actualmente es bastante utilizada la mezcia de ambos para
la produccion de planta de hortaliza, café y otros. En otros paises es empleada en gran escala para la
produccion de planta forestal es usada para la produccion a gran escala; de preferencia mezcladas o solo
turba. (24)

No se usa arena blanca porque afecta la porosidad del substrato, el mejor mantenimiento del hongo
en los contenedores. La arena si se recomienda para substrato de experimentos & raiz desnuda en e
suelo. (24)

3.1.5. TECNICAS DE PRODUCCION DE PLANTAS FORESTALES EN VIVERO

La preduccicn de plantas en vivero forestales puede realizarse a raiz desnuda y en contenedor.
Ambos tipos presentan ventajas e inconvenientes. (17)

En los viveros a raiz desnuda, las plantas crecen en almacigos expuestos hajo determinadas
condicicnes culturaies, y luego son extraidas del sueio, seleccionadas y embaladas para su envio a la zona
de plantacién. {(17)

Las principales caracleristicas de los viveros a raiz desnuda son: (17)

1. Los arboles crecen en el suelo. Como consecuencia, se requiere un suelo adecuado para el
crecimiento.
2. Se requieren grandes cantidades de agua para irrigacion.

3. Las plantas estan expuestas al tiempo adverso.

B~

. Se requiere una superficie considerable de terreno de buena calidad, maquinaria especial, edificios de
soporte y sistemas de irrigacion.

La optimizacion de costos requiere trabajar al fimite de la capacidad del vivero,

Los periodos de crecimiento estan controlados por el clima.

Se requiere poca energia en comparacion con los invernaderos.

2N e -

. Las plantas pueden ser empaquetadas en poco volumen aunque requieren hurnedad y bajas
temperaturas para su mantenimiento.
8. La capacidad amortiguadora de las condiciones ambientales permite minimizar los errores culturales.

La produccién de plantas en contenedor se refiere a viveros en los que las plantas crecen -en un
substrato dentro de un contenedor especialmente disefiado. L.os contenedores pueden mantenerse al aire
libre en climas templados, aunque en climas rigurosos se sitGan en un invernadero o umbraculo donde se
puede controlar el ambiente. Las principales caracteristicas de este tipo de produccion son: (17)

1. Puede establecerse en tierras con poco valor agricola.
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2. No se requiere una gran cantidad de agua.

3. Las plantas no estan expuestas a situaciones climaticas extremas, por lo gue la produccion es mas
segura. '

4. La produccion puede ajustarse a la demanda con mas facilidad que en la produccion a raiz desnuda, ya
que cada unidad de produccion funciona de manera independiente con sus propios costos.

5. Se utiliza una gran cantidad de energia que se consume para incrementar la velocidad y seguridad en la
produccion.

6. Los contenedores son voluminosos para embalar y enviar. Sin embargo, el manienimiento de las
plantas en buen estado supera al de plantas producidas a raiz desnuda.

7. El ambiente controlado del vivero dificulta la aparicion de enfermedades y plagas, aunque su
diseminacién e incidencia suele ser maybr gue en vivergs a raiz desnuda.

8. La produccién de plantas en contenedores es mas rapida que a raiz desnuda.

El interés por ia produccién de plantas en contenedor se extendid desde principios de la década de
los 50 para acortar el pericdo de produccion y hacer mas eficiente el uso de semilla mejorada
genéticamente (17). Desde entonces, se han realizado multiples mejoras técnicas que han incrementado la
produccion y mejorado la respuesta en campo de las plantas. Entre los primeros contenedores utilizados
se encuentran las bolsas perforadas de polietileno gue han tenido buena aceptacion por su bajo precio. Sin
embargo, este tipo de contenedores provoca el crecimiento circular de las raices que hacen problematico
el sostenimiento de ia planta, provocando pérdidas importantes en la plantacion. Las bolsas de polietilenc
no controlan la formacion de fa raiz en espiral y las plantulas generaimente son inestables después de la
plantacion. Este problema llega a ser mucho peor cuando las plantulas no son plantadas en el tiempo
adecuado y son dejadas en el contenedor. Generalmente las bolsas de polietileno se establecen una al
lado de la otra en el suelo, lo que permite que las raices mas agresivas se desarrolien en el mismo; pero
al momento del traslado al campo definitivo, muchas plantulas estan fueriemente enraizadas y no
sobreviven o no crecen bien después de plantadas. (17)

La mayoria de los contenedores actuales tienen una capacidad entre 65 y 165 c.c. La forma del
contenedor es importante para el correcto crecimiento de la raiz de la planta. Los contenedores de plastico
mas adecuados tienen nervios longitudinales a lo largo de la parte interna del contenedor y un agujero en
la base, lo que permite a la raiz crecer correctamente y autopodarse al llegar al final del contenedor, con lo
que previene la espiralizacién radicular. (18)

sy
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3.2. MARCO REFERENCIAL

Las caracteristicas generales de area que cubrira el estudio se describen a continuacion:
3.2.1. Localizaciéon

invernadero de la Facultad de Agronomia. USAC. Ciudad Capital.
3.2.2. Clima y zona de vida

Segtn el mapa de zonas de vida al nivel de reconocimiento de la Republica de Guatemala, a escala
1:600,000; publicado por el Instituto Nacional Forestal, la ciudad de Guatemala se encuentra dentro de la
zona de vida: Bosque Himedo Subtropical tempiado (Bh - st). (15)

Las condiciones climaticas del invernadero son las siguientes:

A. Precipitacion media anual: 1,216.2 mm, distribuidos en 110 dias, en los meses de Mayo a Octubre.
B. Temperatura media anual: 18.3°C.

C. Humedad relativa (media): 79%

D. Insolacién promedio: 6.65 horas/dia

E. Radiacion: 0.33 callcm2/min.

3.2.3. Descripcion de Pinus maximinoi H.E. Moore

Pino, ocote, Fino canis

Es uno de los pinos mas fmos que crece bajo climas tropicales y semi tropicaies, en México y
América Central. Colecciones de semillas han sido piantadas por miembros de organizaciones de
CAMCORE ({Centro de investigaciones de coniferas de México y Centro América), en Venezuela,

Colombia, Brasil y Sur Africa.

El arbol: Un pino muy fino, alto, recto con una copa muy clara de 20-35 metros de altura, y con

diametro de hasta un metro. Estos arboles tienen ias ramas mas horizontales. (8)

Corteza En arboles vigjos la parie baja de la corleza se encuentra aspera y dividida por circuios
horizontales y largos, poseen fisuras largas y horizontales de color café plateado. En la parte alta del
fronco, la corteza es mas suave y mas cafe grisienta; los &rboles jdvenes tienen més suave y grisienta la

corteza en el tronco. (8)

Ramas Son largas y flexibies, algunas estén colgando; {a base de las hojas no esta bien sujeta y

sumergida dentro de la corteza, dejando las ramas suaves, ligeramente introducidas en escala. (8)
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Hojas: Se encuentran distribuidas en grupos de 5; miden de 15-18 cm de largo, muy delgadas, 0.7-
0.8 mm de ancho, inclinadas, finalmente dentadas (serradas). Los canales de Ia resina son medianos,

usualmente 3, pero ocasionalmente 2 6 4. Hipodérmicas, a menudo de formas profundas. (8)

Distribucion: Tiene una amplia distribucibn en México, desde Sinaloa, hasta Chiapas;
encontrandose de igual manera en Guatemala y escasamente en bosques pequefios en El Salvador,
principaimente a lo largo de la frontera con Honduras. (8)

En Honduras se encuentran en la frontera con Guatemala y al Sudoeste con Nicaragua.

Habitat: Pinus maximinoi (H. E. Moore), crece a elevaciones de 600 - 2400 msnm, pero crece mejor
en altitudes de 800 a 1,500 msnm, encontrandose los mejores estandares de crecimiento bajo climas

semitropicales, con suelos muy agrietados y con liuvias anuales entre 1,000 a 2,000 mm al afio. (8)
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- 4. OBJETIVOS

4.1. Conocer la capacidad infectiva de cepas de, Laccaria laccata (Scop. Ex. Fr. Bk. e. Br) Pisolithus

tinctorius (Pers. Coker y Couch) y Scleroderma sp (Pers) en plantulas de pino candelillo (Pinus maximinoi

H. E. Moore) para la formacion de ectomicorrizas.

4.2. Describir tas caracteristicas morfologicas y anatdmicas de fas micomizas formadas por

Laccaria laccata (Scop. Ex. Fr. Bk. e. Br) Pisolithus tinctorius (Pers. Coker y Couch) y Scleroderma sp

(Pers) en plantulas de pinc candelillo {Pinus maximinol H. E. Moore).

4.3. Establecer si existe diferencia en produccion de biomasa entre plantulas de pino candelillo (Pinus
maximinei H. E. Moore) micorrizadas y no micorrizadas de 5 meses de edad, evaluando altura, diametro,

longitud de raices y peso fresco y seco de la parte aérea y radicular.



21

5. HIPOTESIS

5.1. La inoculacion con micelio y/o esporas de los hongos Laccaria laccata (Scop. Ex. Fr. Bk. e. Br)

Pisolithus tinctorius (Pers. Coker y Couch) y Scleroderma sp (Pers); producira ectomicorrizas incremento

de biomasa en planiulas de pino a las que se aplique. Este incremento podra notarse en la altura, diametro
de tallos, peso fresco y seco de las paries aéreas y radiculares de las plantulas y porcentaje de

micorrizacion.

EAS1
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6. METODOLOGIA

6.1. DESINFECCION, Y GERMINACION DE SEMILLAS

Las semillas de’ Pinus maximinoi (H. E. Moore), fueron conservadas a 4°C, se limpiaron

superficiaimente en agua corriente en circulacion durante 12 horas. Transcurrido este periodo, se
eliminaron ias semilias que permanecieron en flotacion {vanas), y se procedi6 a la desinfeccion superficial
de las restantes mediante su inmersion en Hz202 al 30% durante 2 minutos. Una vez desinfectadas, se
lavaron con una cantidad suficiente de agua destilada estéril (120 °C durante 15 minutos); para eliminar el

exceso de desinfectante y se sembraron asépticamente en los contenedores en substratos inoculados.

6.2. TECNICAS DE INOCULACION Y DOSIFICACION DE INOCULO
ECTOMICORRICICO.

6.2.1 INOCULACIONES CON MICELIO PRODUCIDO EN SUBSTRATO DE
TURBA-VERMICULITA.

La produccion de indculo miceliar en substrato de turba-vermiculita se realizd siguiendo la téchica
descrita por Pera (18), con algunas modificaciones. Las cepas fingicas, aisladas en cultivo puro, se
transfirieron de la coleccion de cuitivos a placas Petri con medio de cultivo agar Melin-Norkrans modificado
(MMN]} Marx (8). y se incubaron a 25 °C durante 30 dias. A parir de las colonias obtenidas, se
transfirieron 15 discos de micelio de 5 mm de diametro a frascos con tapén de rosca que contenian 70 mi
de medio liquido MMN estéril (120 °C, 15 minutos). Los cultivos liquidos se incubaron a 25 °C durante 15-
40 dias (segun la rapidez del crecimiento dei hongo) y se agitaron cada 5-7 dias para fragmentar el micelio

y conseguir un crecimiento disperso y uniforme. Los hongos empleados fueron: Laccaria laccata A-127

{cepa extranjera) y Pisolithus tinctorius {cepa nativa).

El substrato para la produccion de los indculos se prepard en frascos de tapén de rosca de 2 It de
capacidad. Cada frasco contenia 1100 m! de vermiculita, grado 2 {2 mm de tamafio de particula), 100 ml
de turba de Sphagnum tamizada {2 mm de tamafio de particula) y 600 mi de medio liquido MMN
modificado. Los componentes se mezclaron por agitacion y los frascos preparados se autoclavearon a 120
°C durante 20 minutos.

A cada frasco se transfirieron, asépticamente, 140 mi de cultivo liquido del hongo se incubaron a 26
°C hasta conseguir un crecimiento total en todo el substrate del indculo (60 dias). Transcurrido el pericdo
de incubacion, el indeulo se mezcld con un substrato de turba y vermiculita previamente, desinfectado con

el gue se llenaron los contenedores.
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6.2.2 DOSIFICACION DE INOCULQO (micelic)

El indculc se mezcld con substrato de turba-vermiculita {1:1, wviv) desinfectado (120 °C, 60

minutos) estableciendo una dosis de inoculacién por cepa de: 1.8 para Pisolithus tinctorius y 1:16 para

Laccaria laccata (inéculo : substrato, viv). Se prepararon 10 contenedores por dosis y se sembraron tres

semillas Pinus maximinoi (H. E. Moore), desinfectadas , en cada contenedor. Una vez germinadas, se dejo

una sola planta por contenedor, los tratamientos se distribuyeron totaimente al azar en el invernadero de la
Facultad de Agronomia.

Después de 20 semanas de crecimiento, se recogieron 30 plantas al azar por tratamiento, se lavo el
sistema radical para liberarlo del substrato de cultivo, y se tomaron los datos dei diametro de tallo, altura
de planta, porcentaje de micorrizacion, peso seco de la parte aérea y el peso seco de la parte
radical de cada una de las plantas. L.os porcentajes de micorrizacidon se determinaron por recuento directo,
a la lupa binocular, de tres muestras tomadas al azar del sistema radical de cada planta. En cada muestra
se contaron un total de 100 a 200 raices cortas.

6.2.3. INOCULACION CON ESPORAS

Tras la recoleccién, los esporacarpos se identificaron y se limpiaron cuidadosamente con pincel de

cerdas gruesas. Posteriormente se desecaron en una estufa con circulacion de aire. Mediante raspados,

se recolectaron basidiosporas de los hongos Pisolithus finclorius y Scleroderma sp; se recolecto 0.1 gramo

de material de cada hongo. Luego se mezclo con Hz20 destilada mas 5 gotas de Tween 20, agitandose por

10 minutos, posteriormente se procedio al contec de esporas mediante un hematocitometro.

6.2 4. DOSIFICACION DEL INOCULO (esporas)

Las dosis utilizada para la inoculacion con esporas fueron: Pisolithus tinctorius 1x10% vy

Scleroderma sp 1x10°% se prepararon 10 contenedores por dosis, inoculando 10 mi de la solucion por

contenedor y se sembraron 3 semillas de pino desinfectadas en cada contenedor.

6.3. DISENO EXPERIMENTAL PARA LA EVALUACION DE MICORRIZAS

El disefio experimental para este estudio fue el del completamente al azar con tres repeticiones.
Los tratamientos fueron asignados & ias unidades experimentales aleatoriamente (al azar). Se

utilizé esté disefio debido a que las condiciones del experimento fueron homogeéeneas.




e

24

« NUMERO DE UNIDADES EXPERIMENTALES

n=1tr
t = § tratamientos r = 3 repeticiones
n= 15 unidades experimentales

* MODELO ESTADISTICO
Yi=u+Ti+Ej
i=1,2,3
1=1,2,3 el T

Yi = Variable de respuesta de ij - esima unidad experimental

U = Efecto de la media general

Ti = Efecto de la iesima cepa sobre {a ij - esima unidad expenmental
Ej = Efecto del error experimental de [a ij - esima unidad experimental.

«TRATAMIENTOS
1. Laccaria laccata (micelio) mas Pinus maximinoi (H. E. Moore).

El indculo se obtuvo después de un cullivo por 2 meses en substrato de turba mas vermiculita més
solucion nutritiva. Se realizé una mezcla de 1:16 (v.v 1 parte de inoculo y 15 de substrato). En cada

tratamiento se sembraron 3 semillas de Pinus maximinoi (H. E. Moore) por contenedor. Después de 15

dias de germinadas se dejo solamente la planta mas desarroliada. Se distribuyeron al azar y cada 15 dias

las plantas recibieron fertilizacién foliar.

2. Pisalithus tinctorius (esporas) mas Pinus maximinoi (H. E. Moore).

La dosis utilizada para esta cepa fue 1x10° esporas x ml de seolucion, aplicandose 10 mi de solucidn
x planta. Sembrandose 3 semillas por contenedor, dejandose al momento de la germinacién la planta mas
desarrollada. Sé distribuyeron uniformemente al azar 3 repeticiones en el invernadero de la Facultad de

Agronomia.

3. Scleroderma sp (esporas) mas Pinus maximinoi (H. E. Moore).
La dosis utilizada para esta cepa fue 1x10° esperas x mi de solucian, sé aplicaron 10 mi de
solucion/planta. Sembrandose 3 semillas por conténedor, dejandose al momento de la germinacion la
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planta mas desarrollada. Seé distribuyeron uniformemente al azar 3 repeticiones en el invernadero de la

Facultad de Agronomia.
4. Phisolithus tinctonius (micelio) mas Pinus meapiminoi {(H. E. Moore).

El indculo se obtuvo despues de un cultivo por 2 meses en substrato de furba mas
vermiculita mas solucién nutritiva. Se realizd una mezcla de 1:16 (viv), sembrandose 3 semillas por
contenedor, dejandose al momento de la germinacidon fa semilia o planta mas desarroliada. Sé
distribuyeron uniformemente al azar 3 repeticiones en el invernadero de la Facultad de Agronomia.

5. Testigo (sin indcuio)
Este tratamiento consistid en dejar germinar 3 semilla de pino en el substrato de turba mas
vermiculita del contenedor. E! tiempo de permanencia fue de 5 meses. Sé distribuyeron uniformemente al

azar 3 repeticiones en el invernadero de la Facuitad de Agronomia

6.4. VARIABLES DE RESPUESTA A EVALUAR

Luego de permanecer 5 meses el expenmento en invernadero, sé realizaron las siguientes
variables de respuesta para la obtencion del beneficio aportado por las micorrizas en las plantulas.

e Altura de plantas

La altura de las plantulas se obtuvo desde el hipocotilo hasta la copa; medicion que se
realizd luego de 5 meses de permanencia en el invernadero de la Facuitad de Agronomia.

e Diametro de tallo

Se efectlio esta medicion luego de 5 meses finalizado el experimento; esta variable se dio a
conocer obteniendo ei diametro de ia region de inicio de ias yemas primarias. Se utilizd un vernier para
efectuar la medicion.

» Peso fresco y seco de las partes aereas y radiculares.

Luego de 5 meses finalizado el experimento sé pesaron las partes aéreas y radiculares de
las plantas por separado. Una vez medidas sé procedio a medir el peso seco por separado al horno a 30°C
durante un periodo de 3 dias.

» Porcentaje de micorrizacion
Para la realizacion de este punto se conié el numero de raices secundarias (cortas),

micorrizadas y no micorrizadas por planta. De la medida del conteo por pianta se extrajo dicho porcentaje.

6.4.1. ANALISIS DE DATOS _
A las variables de respuesta se les realizé un anélisis de varianza (ANDEVA), y una prueba multiple
de medias de TUKEY.

rgrey
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6.4.2. MANEJO DEL EXPERIMENTO

l.as semillas de pino se colocaron en contenedores provistos de turba-vermicuiita inoculados con
las 3 cepas de hongos seleccionadcs mas un grupo control sin indculo (testigo). Posteriormente fueron
colocados por un periodo de 20 semanas a nivel de invernadero.

eRiego

Ei riego que se efectiio a ias piantitas de pino fue en forma periddica, cada 3 a 4 dias, con una
regadera, evitando ias salpicaduras de bandeja en bandeja.

sFertilizacion

L.a fertilizacion de las plantas se ha realizado con unos fertilizantes a partir de quelatos: Fetrilon y
Peter M77, para proporcionar hierro y micronuirientes respectivamente.

La aplicacion de los fertilizantes se realizd cada 15 dias a partir de un mes después de ia siembra,
combinando 3.6 gr de Peter M77, 0.24 gr de Fetrilon por dos iitros de fertilizante preparado con agua

corriente, el ferilizante previo a su incorporacion se llevo a un pH de 5.5, dispersando 10 mi. por planta.
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7. RESULTADOS Y DISCUSION

7.1. CARACTERISTICAS MORFOLOGICAS Y ANATOMICAS

7.1.1. Laccaria laccata {(micelio} mas Pinus maximinoi (H. E. Moore}).
Ectomicarrizas clarc amarillento, Abundante micelio algodonoso laxoc blanquecino amarillento,

escasos cordones miceliares interconectados enire ias raices micorrizadas.

Superficie con manto de aspecto liso, delgado y brillante, en algunas un poco algodonosa, poco
micelio envolviendo las raices, la mayoria de las micorrizas se situaron en la parle superior de las raices;
aunque hubo distribucion a lo largo del eje radical. La mayor parte de micorrizas son simples o bifurcadas
simples. Con un tamaifio de 0.5 mm de ancho y 2 mm de largo. Abundantes raices secundarias. No se
observaba micelio en el substrato del tuvo de sinlesis. La profundidad del manto fue de 17 micras, red de
harting 25 micras y el grosor de hifas fue de 2.5 micras. Después de 4 meses los {ratamientos fueron

contaminados con esporas de Piselithus tinctorius.

7.1.2. Pisolithus tinctorius (esporas) mas Pinus maximinoi (H. E. Moore).
Ectomicorrizas gruesas de color cafe amarillento claro, simples o doblemente bifurcadas, llegando a

formar estructuras coraloides de 0.8 mm a 2.3 mm de iongitud.

La mayor parte de las micorrizas se situaron en la parte superior de las raices, ademas en esta
parte se dio una mayor bifurcacion de las raices. El manto, café claro, cubre la raiz micorrizada, y presenta
un aspecto fibriloso y compacto, en las porciones superiores y media. Existid presencia de abundantes
cordones miceliares y rizomorfas cafe amarillento claro, partiendo siempre de la misma. La profundidad del
manto fue de 17 micras, red de harting 20 micras y el grosor de hifas fue de 1.5 micras. El micelio es cafe

mostaza claro.

7.1.3. Pisolithus tinctorius (micelio) mas Pinus maximinoi (H. E. Moore).
El micelio no sobrevivié mas alld de 2 meses. Se dio un inicio de micorrizacion pero este no

prospero.

7.1.4. Scleroderma (esporas) mas Pinus maximinoi (H. E. Moore).
Ectomicorrizas blanquecinas con un ligero tono rosado claro; simples en muy poca proporcion, la

mayor parte de ellas bifurcadas y dicétomicamente bifurcadas, sobre todo en la parte media y superior de
la raiz principal. De 1 a 4 mm de longitud. Manto de aspecto liso con pequefias hundiciones {puntos),
delgado y compacto en las micorrizas jovenes pero algodonoso y con poce micelio externo, ¢l cual
envolvia a las micorrizas maduras. |

Abundantes rizomorfos y cordones miceliares, interconectandose entre las micorrizas, blanco

amarillento claro. Presencia de micelio externo, rosado claro sobre las raices. Se formaron pocas
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ectomicorrizas. La profundidad del manto fue de 20 micras, red de harting 22 micras y el grosor de hifas fue
de 3.0 micras.

Se observo poco micelio en el substrate del contenedor.

7.1.5. Control mas Pinus maximinoi (H. E, Moore).
No existio presencia de micorrizas ni elementos fungicos. Con finas raices, todas con pelos

radiculares a diferencia de las raices micorrizadas, que carecen de ellos. Este tratamiento presenté menor

altura, peso fresco y seco, desarrolio radicular y diametro, contrastando con ios tratamientos micorrizados.

7.2. ALTURAS DE PLANTULAS
La altura de plantulas de pino mostré una diferencia entre plantas inoculadas y no inoculadas. Se

observan diferencias entre tratamientos.
Ei anaiisis de varianza para la variable altura de los datos anteriores se presenta en el cuadro 3.
CUADRO. 3 ANDEVA PARA LA ALTURA DE PINOS INOCULADO CON
TRES HONGOS MICORRICICOS Y UN TESTIGO.

Fuentede | Gradosde | Sumade Cuadrade | F. Calculada | SIGNIFICANCIA
Variacion Libertad | Cuadrados Medio '
Tratamiento | 4 24577 6144 | 50089 0.0001
Error 10 1.23 ' 0.13
Total 14 246.9

Coeficiente de Variacion = 2.52
En el anterior analisis se observd que existieron diferencias altamente significativas entre los
tratamientos evaluados, por lo que se procedio a efectuar la prueba de TUKEY, que se muestra en el
Cuadro 4.
CUADRO. 4 PRUEBA DE TUKEY PARA LA DIFERENCIA ENTRE ALTURAS DE
Pinus maximinoi (H. E. Moore); INOCULADC CON TRES HONGOS MICORRICICOS
Y UN TRATAMIENTO TESTIGO.

TRATAMIENTO i MEDIA AGRUPAMIENTO DE TUKEY AL 5%
gr
Laccaria laccata (micelio) | 19.40 A
Pisolithus tinctorius (esporas) 16.67 B
Scleroderma (esporas) 14.33 | C
| Pisoiithus tinctorius {micelio) 11.67 D
[Testigo 767 | E
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Existe una diferencia marcada e iz altura de las plantas de Pinus maximinoi (H.E. Moore)

inoculado con los hongos micorricicos, s& observo que al utilizar Laccaria laccata (micelio), se dio mayor

incremento en altura (19.40 cm), respecio al iestigo. Los ofros tratamientos también resultaron efectivos

pero en menor grado, respecto a Laccaiis [accata (micelio), sequido por Pisolithus tinctorius (esporas) y

Scleroderma sp (esporas), los cuales prezeniaron afturas de, 16.67 y 14.33 cm. El (Testigo) no presentd

infeccion micorricica, presentando bajos indices de altura. Ver figura 1.

(wo) sy¥NLlY

Laccaria Pisolithus  Scleroderma  Pisolithus Testigo
laccata tinctorius (esporas) tinctorius
{micelio) {esporas) {micelio)

TRATAMIENTOS

FIGURA. 1 ALTURAS DE TRATAMIENTOS DE PLANTULAS DE
PINO INOCULADC C:ONM TRES HONGOS MICORRICICOS

CONTRA UN TESTIGO,

rest
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7.3. PESO FRESCO TOTAL DE PLANTULAS

El analisis de varianza para ia variable peso fresco total de plantulas de pino se presentan en el

cuadro 5.
CUADRO. 5 ANDEVA PARA PESO FRESCO DE PINQ INOCULADO CON
3 HONGOS MICORRICICOS Y UN TESTIGO.
Fuentede | Gradosde Suma de Cuadrado | F. Calculada | SIGNIFICANCIA
Variacion Libertad Cuadrados Medio '
Tratamiento 4 13.53 3.38 265 4 £.0001
Error 10 0.13 0.013
Total 14 13.66

Debido a que se manifesté significancia entre tratamientos de cepas micorricicas en la variable

peso total de plantulas, se procedit a efectuar la prueba de TUKEY; que se muestra en e cuadro 6.

Coeficiente de Variacion = 5.38

CUADRO. 6 PRUEBA DE TUKEY PARA LA DIFERENCIA ENTRE PESQO FRESCO

TOTAL DE Pinus maximinoi (H. E. Moore) INOCULADO CON TRES HONGOS

MICORRICICOS Y UN TRATAMIENTC TESTIGC.

TRATAMIENTO MEDIA AGRUPAMIENTO DE TUKEY AL 5%
ar |
{L.accaria laccata {micefio) 3,36 A
: Pisclithus tinctorius (esporas) 2.83 B
Scleroderma (esporas) 2.10 C
[Pisolithus tinctorius {micelio) 153 D
| Testigo 0.67 E

Queda demosirado esiadisticamente que en ia fase experimental la utilizacion de hongos
micorricicos proporciona un follaje mas denso. Al inocular Laccaria laccata en Pinus maximinoi {(H. E.
Moore) el desarrclio de la planta manifesté una diferencia notable en relacion con el testigo. Laccaria

laccata (micelio) fue el que mayor peso fresco, obtuvo una media de 3.36 gm; mientras que el Testigo

obtuvo una media de 0.67 gm.

Debido a que las micorrizas son organos de produccion de auxinas, giberalinas y otras hormonas, el

aumento en crecimiento y grosor de las plantulas puede verse manifestado en piantulas inoculadas de

vivero,




El analisis de varianza para la variable peso fresco aéreo de plantulas de pino se

presentan en el cuadro 7.

7.4. PESO FRESCO AEREO

CUADRO. 7 ANDEVA PARA PESQ FRESCO AEREO DE PINO INOCULADO
CON TRES HONGOS MICORRICICOS Y UN TESTIGO.
Fuente de | Grados de Sumade Cuadrado | F. Calculada | SIGNIFICANCIA
Variacidn Libertad Cuadrados Medio
Tratamiento 4 3.39 0.87 197.3 0.0001
Error 10 0.42 0.004
Total 14 3.43

Coeficiente de Variacion = 5.8
Debido a que se manifestd significancia entre tratamientos de cepas micorricicas en la variable
peso fresco aéreo de plantulas, se procedid a efectuar la prueba de TUKEY; que se muestra en el cuadro

8.

CUADRO. 8 PRUEBA DE TUKEY PARA LA DIFERENCIA EN PESO FRESCO
AEREQ TOTAL DE Pinus maximinoi (H. E. Moore)} INOCULADO CON 3 HONGOS
MICORRICICOS Y UN TRATAMIENTO TESTIGO.
TRATAMIENTO MEDIA | AGRUPAMIENTO DE TUKEY AL 5%
ar
Laccaria laccata (micelio) 1.86 A
Pisolithus tinctorius (esporas) 1.47 B
Scleroderma (esporas) 1.19 C
Pisolithus tinctorius (micelio) 0.92 D
Testigo 0.46 E

En el cuadro 8 es evidente que ei iratamiento menos eficiente fue el testigo, el cual proporcioné un

peso fresco aéreo de 0.46 gm, en comparacion al tratamiento 1 Laccaria laccata (micelio), que obtuvo una

media de 1.86 gm.
Pisolithus tinctorius (esporas) y Scleroderma (esporas) fueron utilizados para determinar la eficiencia

en el tipo de inoculacidn. En este experimento fue mejor la utiizacién de esporas de P. tinctorius
obteniendo una media en peso fresco dereo de 1.47 gm, mientras que con la utilizacién de Scleroderma

se obtuvo una media de 1.19 gm.
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7.5. PESO FRESCO DE RAIZ
El andlisis de varianza para la variable peso fresco de raiz de plantulas de pino se

presentan en e cuadro 9.
CUADRO. 9 ANDEVA PARA PESQO FRESCO RADICULAR DE PINQ
INQCULADO CON TRES HONGGS MICORRICICOS Y UN TESTIGO.

Fuente de | Grados de Suma de Cuadrado | F. Calculada | SIGNIFICANCIA
Variacion | Libertad Cuadrados Medio
Tratamiento | 4 _ 3.52 0.88 60.08 0.0001
Error - 10 - 0.15 0.014
Total ' 14 ' 3.67

Coeficiente de Variacidn = 12.63
En el anterior 9 se nota que existe diferencia altamente significativa entre los tratamientos cepas
micorricicas, por lo que se procedid a efectuar la prueba de TUKEY que se muestra en el siguiente cuadro.
CUADRO. 10 PRUEBA DE TUKEY PARA LA DIFERENCIA EN PESQ FRESCO
RADICULAR TOTAL DE Pinus maximinoi (H. E. Moore) INOCULADO
CON TRES HONGOS MICORRICICOS Y UN TRATAMIENTO TESTIGO.

TRATAMIENTO MEDIA AGRUPAMIENTO DE TUKEY AL 5%
_ ar

1 Laccaria faccata (micelio) i 187 A

Pisolithus tinctorius (esporas) | 1.25 B

Scleroderma (esporas) 1 114 B
{ Pisolithus tinctorius (micelic) 062 | C

Testigo 0.20 b

NOTA : Los tratamientos con las mismas letras son estadisticamente

iguales.

En cuanto al peso fresco radicular existe una clara diferencia comparando el Testigo contra los
tratamientos micorrizados; el efecto del incremento en peso se debe al nimero de raices micorrizadas.
Producto de la inoculacién artificial.

Laccaria laccata (micelio) demostrd ser el més infectivo; obtuvo una media de 1.57 gm, de peso

fresco radicular, por encima dei resto de tratamientos. Los tratamientos en esporas de Pisolithus tinctorius

(esporas) y Scleroderma (esporas) son estadisticamente iguales aunque ligeramente menores en efecto a

Laccaria laccata.
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Los tratamientos micorrizados mostraron un aumento de peso radicular, debido a que la formacion

del sistema radicular es incentivada por la simbiosis mutualisitca entre el hongo micarricico y las plantulas

de pino.

El analisis de varianza para la variable didmetro de plantulas de pino se presentan en el cuadro 11.

7.6. DIAMETRO DE PLANTULAS

CUADRO. 11 ANDEVA PARA DIAMETRO DE PINO INOCULADO
CON TRES HONGOS MICORRICICOS Y UN TESTIGO.
Fuentede | Gradosde | Sumade Cuadrado | F. Calculada | SIGNIFICANCIA
Variacion Libertad Cuadrados Medio
Tratamiento 4 6.51 1.63 57.7 0.0001
Error 10 0.28 0.23
Total 14 6.79

Coeficiente de Variacion = 10.0

En el cuadro 11 se nota que existe diferencia altamente significativa entre tratamientos de cepas

micorricicas, por lo que se procedio a efectuar la prueba de TUKEY que se muestra en el cuadro 12.

CUADRO. 12 PRUEBA DE TUKEY PARA DIAMETRO DE Pinus maximinai (M. £. Moore)
INOCULADO CON TRES HONGOS MICORRICICOS Y UN

TRATAMIENTO TESTIGO.
TRATAMIENTO MEDIA AGRUPAMIENTO DE TUKEY Al 5%
mm
Laccaria laccata (micelio) 2.86 A
Pisolithus tinctorius (esporas) 2.0 B
Scleroderma (esporas) 1.66 | C
Pisolithus tinctorius (micelio) 1.23 D
Testigo 0.98 D
NOTA : Los tratamientos con las mismas letras son estadisticamente

iguales.

£n el cuadro 12 se puede cobservar que Laccaria {accata (micelio) fue el que proporcionod al pino un

tallo de mayor grosor (2.86 mm) respecto a los otros tratamientos.

sy
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Pisolithus tinctorius {(micelic) y el testigo nc mostraron diferencias significativas en cuanto a diametro

de plantulas de pino.

Los hongos ectomicoarricicos al infectar las plantulas de pino, sustituyen ias raices secundarias por
hifas que absorben de una mejor manera, ejerciendo un menor gasto energético sobre ia planta, Este
estrecho contribuye tambien al engrosamiento y prolongacion del tallo. A nivel de vivero es importante la
variable diametro al momente en gue es transplantada a campo definitive, ayudandela al sostenimiento,

mejor capacidad de transporte de nutrientes.

7.7. PESO SECO AEREQO DE PLANTULAS
El analisis de varianza para la variable peso seco aéreo de plantulas de pino se presentan en el
cuadro 13.
CUADRO. 13 ANDEVA PARA PESO SECO AEREOQO DE PINO INOCULADO
CON TRES HONGOS MICORRICICOS Y UN TESTIGO.

Fuente de [ Gradosde | Sumade | Cuadrado |F.Calcuiada | SIGNIFICANCIA
Variacion | Libertad | Cuadrados | Medic |
i Tratamiento 4 1.33 0.33 504.13 0.0001
Error 10 0.007 | 0.0006 '
Total 14 1.34

Coeficiente de Variacion = 4.12
En el cuadro 13 se nota que existe diferencia altamente significativa entre tratamientos de cepas

micorricicas, por lo que se procedio a efectuar la prueba de TUKEY que se muestra en el cuadro 14.

CUADRO. 14 PRUEBA DE TUKEY PARA PESO SECO AEREO DE Pinus maximingi
(H. E. Moore) INOCULADO CON TRES HONGOS MICORRICICOS

Y UN TRATAMIENTO TESTIGO.
TRATAMIENTO MEDIA - AGRUPAMIENTCO DE TUKEY AL 5%
ar
Laccaria laccata (micelio) 0.56 A
Pisolithus tinctorius (esporas) 0.81 B
Scleroderma {esporas) 0.68 C
Pisolithus tinctorius {micelio) 0.55 D
Testigo 0.09 C
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En el cuadro 14. Se puede observar que existen diferencias significativas entre todos los
tratamientos.

El testigo fue el que mas humedad perdié 80.0 por cienlo, para esta variable avaluada el mejor fue
el tratamiento Scleroderma (esporas) ya que solo existio una perdida del 37.61 por ciento.

L a utilizacién de micorrizas en la produccion de planta forestal en vivero contribuye al incremento de
la biomasa de las ptantas infectadas con los distintos hongos micorricicos evaluados.

“El incremento en la biomasa favorece a ia planta tanto al momento del transplante como en el
desarrollo posterior hasta la obtencion de madera.

7.8. PESO SECO RADICULAR

£i anaiisis de varianza para [a variable peso seco radicuiar de planiulas de pino se presentan
en el cuadro 15.

CUADRO. 15 ANDEVA PARA PESO SECO RADICULAR DE PINO iINOCULADO
CON TRES HONGOS MICORRICICOS Y UN TESTIGO.
Fuentede | Gradosde | Sumade | Cuadrado |F. Calculada| SIGNIFICANCIA
Variacion Libertad Cuadrados Medio
Tratamiento 4 0556 | 0.139 473.20 0.0001
Error 10 0.02 0.0002
Total 14 0.559

Coeficiente de Variacion = 4.96
En ei cuadio 5 se noia que exisie diferencia aitarnenie significaiiva enlre tratamientos de cepas
micorricicas, por it que se procedio a efectuar ia prueba de TUKEY que se muestra en ei cuadro 16.
CUADRO. 16 PRUEBA DE TUKEY PARA PESO SECCO RADICULAK DE Pino maximinoi
(H. £. Moore) iINOCULAGG CON TRES HONGTS MICORRICICOS Y UN

TRATAMIENTO TESTIGO.
TRATAMIENTO MEDIA AGRUPAMIENTO DE TUKEY AL 5%
gr
Laccaria laccata (micelio) 0.60 A
Pisolithus tinctorius {(esporas}) 0.47 B
Scleroderma (esporas) 0.34 C
Pisolithus tinctorius (micetio) 0.28 D

Testigo 0.06 C

gy
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En el cuadro 16. Se puede observar que existen diferencias significativas entre tocdos los
tratamientos.

Los resultados son notorios ya que todos los tratamientos micorrizados obtuvieron mas raices
secundarias con puntas micorrizadas, dando como resultado mayor capacidad de absorcion de nutrientes.

Experimentaimente, en fase de vivero, las plantulas de pino candelilo (Pino maximinoi)
(H. E. Moore) manifestaron un mejor desarrollo radicular con los distintos hongos micerricicos evaluados,
esto se pudo comprobar en ias plantas de Pisolithus tinctorius (micelio) y testigo donde no existieron
micorrizas; y donde se produjeron menos.

La utilizacion de hongos micorricicos en la produccién de planta ferestal de calidad contribuye al
aumento y desarrollo prolongado de la raiz primaria y raices secundarias de las plantas infectadas, asi
como de micorrizas. El desarrollo radicutar favorece a la planta tanto al momento del transplante como en
€l ciclo de vida. '

7.9. PORCENTAJE DE PUNTAS MICORRIZADAS

El andlisis de varianza para la variable porcentaje de puntas micorrizadas de plantulas de pino se
presentan en el cuadro 17.

CUADRO. 17  ANDEVA PARA PORCENTAJE DE PUNTAS MICORRIZADAS DE
PINO INOCULADO CON TRES HONGOS MICORRICICOS Y UN
TESTIGO.

Fuenie de | Grados de Suma de Cuadrado | F. Calculada | SIGNIFICANCIA
Variacion | Libertad | Cuadrados Medio

Tratamiento | 4 20363.6 5090.9 809 ' 0.0001
Error 10 836.0 836
Total ; 14 21199.6

Coeficiente de Variacion = 25.8
En el cuadro 17 se nota que existe diferencia altamente significativa entre tratamientos de cepas
micorricicas, por lo que se procedi a efectuar la prueba de TUKEY que se muestra en el cuadro 18.
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CUADRO. 18 PRUEBA DE TUKEY PARA PORCENTAJE DE PUNTAS MICORRIZADAS
DE Pinus maximinoi (H. E. Moore) INOCULADO CON TRES HONGOS
MICORRICICOS Y UN TRATAMIENTO TESTIGO.

TRATAMIENTO MEDIA AGRUPAMIENTO DE TUKEY AL 5%
%
Laccaria laccata (micelio) 84.00 A
Pisolithus tinctorius (esporas) 76.33 A
Scleroderma (esporas) 12.33 B
Pisolithus tinctorius (micelio} 0.00 B
Testigo 0.00 B

Los tratamientos con las mismas letras son estadisticamente iguales.

En este caso la prueba de TUKEY farma dos grupos de tratamientos. Los tratamientos con medias

mas altas son los que formaron un mayor porcentaje de infeccion radicular (micorrizacion). Laccaria laccata

(micelio} y Pisolithus tinctorius (esporas) fueron los méas infectivos, mostrando una alta incidencia de

micorrizacio, como se muestra en la figura 2.

Pinus maximinoi {H. E. Moore) inoculado con Pisolithus finctorius (micelio) no resultd efective

debido, posiblemente, a la manipulacién del indculo y ala aplicacion inicial del fertlizante a nivel radicular.

l.a aplicacién de esporas ha resultado eficaz, con un porcentaje de micorrizas del 76.33 por ciento.
La dosis de 1x10° esporas x planta fue efectiva, tal y como recomienda la bibliografia consultada. (17, 18)

La aplicacion de indculo de Pisolithus tinctorius en forma de esporas ha resuiltado efectiva en la

formacion de micornizas en ensayos previos con Pinus sp. (11, 21). El umbral a partir del cual se detecta

efectividad en la estimulacion del crecimiento en campo de plantas inoculadas con Pisolithis tinctorius, se

ha establecido en un 50 por ciento de las raices cortas infectadas en Pinus sp.(13)

El alto porcentaje de micorrizas obtenido para esta cepa micorricica, ofrece buenas expectativas
para la adecuacion y comportamiento de fa planta luego de ser transplanta a campo definitivo.

La aplicacion de inoculo de Scleroderma sp. en forma de esporas, formé un bajo porcentaje de
micorrizas (4.33% de raices cortas infectadas), esto explica que deberan experimentarse dosis mas altas
para aumentar el porcentaje de micorrizacién con este hongo.

La investigacion sobre la metodologia de las inoculaciones artificiales en vivero se ha centrado
principalmente en fa problematica de la produccion de inbculo vegetativo (11, 2;1), aungue algunas
especies de hongos como P. tinctorius han sido utilizados con éxito en forma de inoculo de esporas para la

inoculacion de plantas en viveros forestales a raiz desnuda y en contenedor (13).

ey




PORCENTAJE DE
MICORRIZATION

Lacearia laccata Risolithus tinctorius Sclernderma Testigo
TRATAMIENTOS

FIGURA. 2 PORCENTAJE DE MICORRIZACION DE PLANTULAS DE
PINO INOCULADO CON TRES HONGOS MICORRICICOS
CONTRA UN TESTIGO.
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8. CONCLUSIONES

Se demostrd la capacidad formadora de micorrizas en Pinus maximinoi (H. E. Moore) con 3 especies

de hongos: Laccaria |laccata (Scop. Ex. Fr. Bk. e. Br.) A-127 (micelio), Pisolithus tinciorius (Pers. Coker
y Couch) (esporas) y Scleroderma sp (Pers) (esporas).

. Alinocular Laccaria laccata (Scop. Ex. Fr. Bk. e. Br.) A-127 (micelio), Pisolithus tinctorius (Pers. Coker y

Couch) (esporas) y Scleroderma sp (Pers) (esporas) en plantulas de Pinus maximinoi (H. E. Moore) se

produjo un incremento en altura, peso fresco aéreo y radicular, peso seco aéreo y radicular, diametro

de plantulas y porcentaje de puntas radiculares micorrizadas, respecto al tratamiento no inoculado.

La inoculacion con esporas de Pisalithus tinctorius (Pers. Coker y Couch) y Scleroderma sp (Pers) ha

sido efectiva para la produccion de micorrizas, situacién que podria recomendarse para la mejoria de

viveros forestales.

Existieron diferencias estadisticas significativas al utilizar Laccaria laccata (Scop. Ex. Fr. Bk. e. Br)

{micelio), respecto a los otros hongos, ya que proporciond un mayor efecte positivo en Pinus maximinoi

{H. E. Moore), para todas las variables evaluadas.

La aplicacion de ias dosis de indculo utilizadas son efectivas para la produccion de micorrizas en planta

de Pinus maximinoi (H. E. Moore).

La utilizacion de contenedores y substrato de turba mas vermuculita es efectiva para la produccion de

planta micorrizada, ya que facilita la extraccion y manejo de plantas para estudios de observacion.
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9. RECOMENDACIONES

Evaluar en viveros, el uso de Laccaria laccata (Scop. Ex. Fr. Bk. e. Br.) (micelio), Pisolithus tinctorius

(Pers. Coker y Couch) (esporas) y Scleroderma sp (Pers) (esporas) a diversas dosis para determinar la

mejor concentracién en la produccion de planta de pino micorrizado.
Se recomienda realizar investigaciones sobre el comportamiento en campo de plantas inoculadas, para
determinar la existencia de cambios fingicos en el sistema micorricico, y comparar el incremento y

desarrollo de fas mismas frente a plantas sin inocuiar.

Para la inoculacion artificial en Pinus maximinoi (H. E. Moore). se recomienda la utilizacion de esporas,

ya que es un metodo de inoculacion facil y barato, del cuat se obtienen buenos resultados

Ampliar el estudio sobre hongos para su aplicacién a especies nativas de pino y encino de zonas

semiaridas del pais.
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ALTURA DE PLANTAS DE PINO INOCULADAS CON TRES HONGOS
MICORRICICOS Y UN TRATAMIENTO TESTIGO A LOS

CINCO MESES DE EDAD.

TRATAMIENTO ALTURA
(cm.)

1 2 3 media
Laccana laccata (micelio) 20.0 12.0 19.2 19.4
Pisolithus tinctorius (esporas) 17.0 16.5 16.5 16.67
Scleroderma (esporas) 14.5 14.0 14.5 14.33
Pisolithus tinctorius {micelio) 11.5 12.0 11.5 11.67
Testigo 7.5 8.0 7.5 7.67

Nota : Cada unidad experimental contdé con 10 plantas.

PESC TOTAL DE PLANTULAS DE PINO INOCULADAS CON TRES
HONGOS MICORRICICOS Y UN TRATAMIENTO TESTIGO A LOS

CINCO MESES DE EDAD.

TRATAMIENTO PESO
FRESCO (gr)
1 ' 2 3 media
L.accaria laccata (micelio) 3.5 3.2 3.4 3.36
Pisolithus tinctorius (esporas) 2.9 2.8 2.8 2.83
Scleroderma (esporas) 2.0 2.2 21 2.10
Pisolithus tinctorius (micelio) 1.5 1.7 14 1.53
Testigo 0.71 0.7 0.6 0.67

Nota : Cada unidad experimental conté con 10 plantas.
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PESO FRESCO AEREQ DE PLANTULAS DE PINO INOCULADAS
CON TRES HONGOS MICORRICICOS Y UN TRATAMIENTO TESTIGO
A LOS CINCO MESES DE EDAD.

TRATAMIENTO PESO
| FRESCO
AEREOQ (gr)

1 ' 2 ' 3 Media

| Laccaria laccata (micelio) 1.89 . 1.78 . 1.92 1.86
Pisolithus tinctorius (esporas) 1.50 1.48 1.45 1.47

: Scleroderma (esporas) 1.09 _ 1.2 _ 1.29 1.19
Pisolithus tinctorius (micelio) 0.92 | 0.97 - 0.88 0.92

_ Testigo 0.5 0.5 0.4 0.48

Nota : Cada unidad experimental conté con 10 plantas,

PESO FRESCO RADICULAR DE PLANTULAS DE PINO INOCULADAS
CON TRES HONGOS MICORRICICOS Y UN TRATAMIENTO TESTIGO
A LOS CINCO MESES DE EDAD.

TRATAMIENTO , PESO
FRESCO
RAIZ (gr)
1 : 2 3 media

Laccaria laccata (micelio) 1.61 1.52 1.58 1.57
Pisolithus tinctorius (esporas) 1.27 . 1.32 1.18 1.26
Scleroderma (esporas) 0.9t ' 1.32 1.18 1.14
Pisalithus tinctorius (micelio) 0.58 | 0.78 0.52 0.82
Testigo 0.20 ' 0.27 0.14 0.20

Nota : Cada unidad experimental contd con 10 plantas.




DIAMETRO DE PLANTULAS DE PINO INOCULADAS CON
TRES HONGOS MICORRICICOS Y UN TRATAMIENTO TESTIGO
A LOS CINCO MESES DE EDAD.

TRATAMIENTO DIAMETRO
(mm)
1 2 3 media
Laccaria laccata (micelio) 238 2.7 3.1 2.86
Pisolithus tinctorius {esporas) 1.9 1.6 1.5 1.66
Scleroderma (esporas) 22 1.9 1.9 2.0
Pisolithus tinctorius (micelic) 1.1 1.2 1.4 1.23
Testigo 1.02 0.96 0.97 0.98

Nota : Cada unidad experimental conté con 10 plantas.

PESO SECO AEREQ DE PLANTULAS DE PINO INOCULADAS CON
TRES HONGOS MICORRICICOS Y UN TRATAMIENTO TESTIGO A LOS
CINCO MESES DE EDAD.

TRATAMIENTO PESO SECO
AEREO (ar)
1 2 3 media
Laccaria laccata (micelio) 0.98 0.93 0.99 0.96
Pisolithus tinctorius (esporas) 0.82 0.81 0.81 0.81
Scleroderma (esporas) 0.68 0.67 0.71 (.68
Pisolithus tincturius (micelio) 0.51 0.57 0.59 0.55
Testigo 0.089 0.102 0.086 0.09

Nota : Cada unidad experimental contd con 10 plantas.
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PESO SECO RADICULAR DE PLANTULAS DE PINO INOCULADAS
CON TRES HONGOS MICORRICICOS Y UN TRATAMIENTO TESTIGO A
LOS CINCO MESES DE EDAD.

TRATAMIENTO - PESO SECO
RADICULAR
{gn)

1 2 3 . Media
| Laccaria laccata {micelio) 0.6 0.58 0.62 | 0.60
Pisolithus tinctorius (esporas) .48 0.46 047 0.47
| Scleroderma (esporas) 0.35 0.34 0.35 0.34
{ Pisolithus tinctorius (micelio) 0.25 0.29 0.31 - 0.28
Testigo 0.065 0.073 0.04 0.06

Nota : Cada unidad experimental contd con 10 plantas.

PORCENTAJE DE PUNTAS MICORRIZADAS DE PLANTULAS
DE PINQ INOCULADAS CON TRES MONGOS MICORRICICOS
Y UN TRATAMIENTO TESTIGO LOS CINCO MESES DE EDAD.

TRATAMIENTO PORCENTAJE DE
PUNTAS

MICORRIZADAS
1 2 3 media
| Laccaria laccata (micelio) 65 97 | 20 84.00
1 Pisolithus tinctorius (esporas) 78 a0 71 76.33
[ Scleroderma (esporas) 8 ' 8 21 12.33
| Pisolithus tinctorius (micelio) 0 0 : 0 0.00
Testigo 0 0 0 0.00

Nota : Cada unidad experimenfal contd con '1 0 plantas.




CROQUIS DEL EXPERIMENTO
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Nota: La unidad experimental esta formade por 10 plantas, cada tratamiento esta formado por 30 piantas.
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ALEATORIZACION

La aleatorizacién se realizo por medio del recipiente por sorteo y quedo

definido de la siguien:e manera.

# UNIDAD EXPERIMENTAL
1

W o N G P @M

N S S G
G AW N = O

bikhis,

TRATAMIENTO
T4 13
T57r3
151
T3r2
T
T1r2
T4 r1
T2 r1
T3r3
T21r2
T4r2
T3 r1
T113
T213
Tar2
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