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EVALUACION DE LA CAPACIDAD ANTIBIOTICA DE CEPAS DE HONGOS ECTOMICORRICICOS
FRENTE A HONGOS INCITANTES DEL MAL DEL TALLUELO BAJO CONDICIONES DE
LABORATORI‘O EN PINO (Pinus oocarpa Schiede)

EVALUATION OF THE ANTIBIOTIC CAPACITY OF ECTOMYCORRHIZAL FUNGI AGAINST
"DAMPING OFF" FUNGI UNDER LABORATORY CONDITIONS IN PINE (Pinus oocarpa Schiede)

RESUMEN

Se ha encontrado que la enfermedad mas frecuentemente asociada con los viveros es el mal del
talluelo o “"damping off” por su nombre en inglés (14). Esta enfermedad si no se controla a tiempo puede
llevar a la destruccion de la planta en cualquiera de las tres fases que ataca: Pre-emergencia (en semilla),
Post-emergencia (plantulas) y en plantas ya establecidas. Para un pais como Guatemala, donde el 72.5 % del
territorio cs eminentemente de vocacion forestal (5), encontrar técnicas de mejoramiento a nivel de vivero de

plantas forestales, es una necesidad indispensable.

Una alternativa que puede ayudar a controlar el ataque del mal del talluelo en el cultivo de pino en
vivero es la utilizacion de hongos ectomicorricicos, los cuales mejoran el desarrollo de las plantas,

haciéndolas mas resistentes al ataque de enfermedades y sobreviven con mayor probabilidad al transplante.

Esta investigacién consisti6 en evaluar la capacidad antibiotica de las cepas de hongos
cctomicorricicos Pisolithus tinctorius de Poptan, Suillus bovinus de Totonicapan, Laccaria af/.: bicolor de
Puerta del cielo y Scleroderma sp. de Poptun, frente a las cepas de hongos incitantes del mal del talluelo
Fusasrium sp. 'y Rhizoctonia sp., realizado en condiciones de laboratorio y en invernadero con plantas de
pino (Pinus oocarpa Schiede). Tanto las cepas de los hongos ectomicorricicos, como los hongos
fitopatogenos fueron colectados en distintas regiones del pais, para tener representatividad de nuestras

condiciones.

El trabajo consistio en dos etapas: la primera etapa a nivel de laboratorio y la segunda etapa en
invernadero, con el objetivo de comprobar los resultados primarios. En la etapa de laboratorio se logré
determinar antibiosis por parte de las cepas ectomicorricicas Pisolithus tinctorius de Totonicapan y Suillus

bovinus de Poptun ante las cepas de Fusarium sp. y Rhizoctonia sp. En la segunda etapa experimental no se
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logr6é comprobar el efecto logrado en laboratorio ya que las plantas inoculadas con hongos ectomicorricicos
no resistieron al ataque del indculo fitopatdgeno, sin embargo se lograron obtener datos de mucho interes,
como que todas las cepas fueron infectivas desarrollando micorrizas, obteniendo resultados positivos en
diferencia de alturas de plantas con respecto a las plantas no micorrizadas, especialmente por parte de las

cepas Laccaria aff. bicolor de Puerta del cielo y Suillus bovinus de Poptun.



1. INTRODUCCION

Ante la creciente demanda de insumos quimicos en la agricultura, cada vez toma mds importancia el
enfoque biolégico en el trato de los problemas del suelo. Dentro de este contexto, el estudio de las
micorrizas es fundamental. Las extensiones micorricicas incrementan el 4rea de absorcién de las raices de

10 a 1000 veces, ademas de suprimir enfermedades y patogenos del suelo (23).

El territorio de Guatemala es de amplia vocacion forestal, con el 21.4% apto para cultivos perennes y
forestales, 37.4% para bosques productores y 14.1% para bosques protectores y vida silvestre (5). Debido a
factores econdmicos, culturales y politicos la frontera agricola ha crecido, junto a incendios, talas no
controladas, consumo de lefia y enfermedades forestales con la consecuente pérdida de bosques, por lo que se

hace imperante la necesidad de encontrar técnicas de mejoramiento forestal a nivel local.

En nuestro medio la técnica de aplicacion de hongos micorricicos en plantas de vivero con el
objetivo de desarrollar plantas més sanas y reducir el porcentaje de mortalidad debido a insuficiencias

nutricionales y al ataque de enfermedades es una actividad que no se ha desarrollado.

En este trabajo se estudié y analizo la capacidad de antibiosis de los hongos ectomicorricicos
Laccaria aff. bicolor de Puerta del cielo, Suillus bovinus de Totonicapan, Pisolithus tinctorius de Poptan y
Scleroderma sp de Poptun, creciendo en competencia directa en cajas de petri con los hongos incitantes del
mal del talluelo Fusarium sp. y Rhizoctonia sp., con el fin de medir antibiosis hacia los Gltimos. Asi también
se realiz un experimento con los mismos hongos ectomicorricicos inoculados en plantas de Pinus oocarpa
en contenedor, observando produccién de micorrizas, crecimiento y antibiosis hacia los indculos

fitopatogenos Fusarium sp. y Rhizoctonia sp.

Tanto las cepas de hongos ectomicorricicos como las fitopatdgenas utilizadas fueron recolectadas en

diferentes areas de la republica de Guatemala.



2. PLANTEAMIENTO DEL PROBLEMA

La enfermedad mas frecuentemente asociada con los viveros es el mal de  semillero, “‘damping off”
(14). Esta enfermedad si no se controla a tiempo, destruye por completo a las plantulas, ya que no sélo ataca
en una fase de pre-emergencia, sino que lo hace inmediatamente en la post-emergencia y una ultima fase que
ataca en plantas ya establecidas. Las plantas tienen por si mismas un mecanismo de simbiosis con las
micorrizas que podria ayudar en cl ataque de los fitopatogenos. Mediante la micorrizacion controlada en
vivero se consiguen sistemas rizosféricos mas potentes, los que proporcionan mayor vigorosidad a la
plantula, con incremento de su altura, calibre del tallo y nimero de ramificaciones; ademas el sistema

radical es dificilmente mas atacado por patogenos (6).

En nuestro medio no se ha experimentado y no existen estudios sobre el efecto antibiético de hongos
micorricicos sobre hongos fitopatogenos productores del mal del talluelo en pino, tampoco se ha
profundizado en la utilizacién de técnicas cientificas que ataquen esta enfermedad y logren la produccion de
planta forestal de calidad a nivel de vivero. Por otra parte, es de vital interés conocer si por medio del uso de
los hongos micorricicos se logra una mayor resistencia por parte de las plantas de pino contra los hongos

fitopatdgenos para asi recomendar su uso en viveros y mejorar la produccion de plantas sanas.



3. MARCO TEORICO
3.1 MARCO CONCEPTUAL

3.1.1. Definicién de Micorrizas

La palabra micorriza literalmente significa “hongos de las raices” y define la intima asociacién entre
las raices de las plantas y los hongos especializasdos del suelo, los hongos micorricicos. Casi todas las
plantas sobrc la ticrra forman algunos tipos de micorriza, y con algunas excepciones, la mayor parte de las
especies arboreas de los bosques forman micorrizas (22).

Las micorrizas al parecer mejoran el crecimiento de la planta al aumentar la superficie de absorcion
del sistema radicular; al absorver selectivamente y al acumular ciertos nutrientes, especialmente el fosforo; al
solubilizar y hacer disponibles para la planta algunos minerales normalmente insolubles; al permitir que las
raices alimentadoras funcionen por mas tiempo; y al hacer que las raices alimentadoras sean mas resistentes a
la infeccién que ocasionan algunos hongos del suelo tales como Phytophtora, Pythium y Fusarium. En
general se considera que la simbidsis que se establece entre una planta hospedera y un hongo micorrizal
beneficia igualmente a ambos organismos. Hasta donde se sabe, las micorrizas no producen enfermedad,
pero la ausencia de ellas en ciertos campos ocasiona achaparramiento cuando a dichas plantas se les

suministra el hongo adecuado (1).

3.1.2. Tipos de Micorrizas

Todos los hongos formadores de micorrizas pertenecen a la Division Eumycota y Subdivisién
Zygomycotina (6).  Las micorrizas se han venido clasificando en base a su estructura y morfologia en
endomicorrizas y ectomicorrizas, los otros tipos de micorrizas que existen son las Endomicorrizas
denominadas *‘vesiculo-arbusculares”, y las Ectendomicorrizas que constituyen una etapa intermedia entre

los otros dos tipos de micorrizas (1).

3.1.3. Ectomicorrizas

Estas raices cominmente son hinchadas y en algunas combinaciones que se establecen entre el
hongo y su hospedero se encuentran considerablemente mas bifurcadas en las raices no-micorrizales. Las
ectomicorrizas se forman principalmente en arboles forestales debido a los basidiomycetes que forman setas
y bejines y a varios ascomicetes. Las esporas de los hongos ectomicorrizales se forman sobre el suelo y son

diseminadas por el viento Las hifas de estos hongos frecuentemente producen un “manto fungoso”



estrechamente entretegido en torno a las raices nutricias y dicho manto tiene un grosor que varia desde el
didmetro de una a dos hifas hasta como de 30 a 40. Dichos hongos penetran también en las raices, pero sélo
crecen en torno a las células corticales, reemplazando parte de la lamina media entre las células y formando
la denominada red de Harting. Las ectomicorrizas son de color blanco, café, amarillo, negro, etc,,
dependiendo del color del hongo que se desarrolle sobre la raiz (1).

Estas ectomicorrizas desarrollan en corto tiempo una masa de raices, de forma opuesta a lo largo de la
raiz principal. En cfecto cuando la raiz desarrolla meristemo lateral y comienza a formarse tejido lefioso, las
micorrizas no tardan cn formarse.  Las cctomicorrizas pueden reconocerse facilmente por la forma
caracteristica de envoltura del hongo o el manto de tejido que la forma. Cuando una ectomicorriza es
seccionada y examinada internamente con microscopio, podemos ver la segunda gran caracteristica: el
crecimiento intercelular de los hongos entre las células epidermales y corticales que forman la red de Harting.
Las caracteristicas principales para su identificacion son:

a. Tipicamente infladas y carecen de pelos radicales.

b. El manto del hongo o la vaina es usualmente de diferente color de las raicillas; algunos mantos son dc
colores brillosos o blancuzcos.

¢. El micelio del hogo o las hifas separadas a menudo crecen fuera del tejido del manto, dando apariencia
algodonosa.

d. Cuando maduran ramifican tipicamente varias veces en pratrones regulares € irregulares.

e. Las raicillas no micorricicas no se hinchan y estan cubiertas con pelos radicales, y para muchos tipos de
coniferas se ramifican (22).

En las micorrizas ectotréficas se han incluido aquellas en las cuales el hongo, normalmente de
micelio tabicado, forma un manto que rodea la raiz. El desarrollo del hongo en el interior de la corteza es
intercelular, dando un aspecto de red. Este tipo de micorriza esta muy extendido en las especics forestales
(19).

Los tipos de raiz ectomicorricicas en pino a menudo se ramifican dicotomicamente en complejas
estructuras. En otras plantas las estructuras pueden ser cilindricas simples a complejas, pinadas, coraloides o
incluso forma de tubérculos. La cantidad de micelio emanado es otra caracteristica importante para ur
diagndstico. La apariencia estructural de las ectomicorrizas es funcional dependiendo del hongo y la planta.

Incluso un mismo hongo puede variar su apariencia estructural en varias plantas diferentes (22).



3.1.4. Variabilidad en las especies ectomicorricicas

Las especies micorricicas difieren significativamente en su habilidad para estimular su crecimiento en
plantas hospederas. Esto puede ser debidq a diferentes grados de infeccion, debido al tamafio de esporas,
mas hifas externas, més nutrientes eficiente obtenidos relacionados con una mejor afinidad de iones, 6 mas

rapida traslocacion de elementos nutritivos esenciales (22).

3.1.5. Factores que afectan el desarrollo de las Ectomicorrizas

a. Desarrollo de las raices:  La mayoria de las raices laterales de conitferas que se plantan en contenedores
crecen hacia las paredes del contenedor, una vez que topan siguen hacia abajo paralelo a la pared del
contenedor en sus primeros 10 a 15 cms. Esta forma de crecimiento desalienta la iniciacién de laterales
secundarias.

b. Fertilizantes: Las micorrizas son extensiones del sistema de raices de las plantas, estas extraen
nutrientes y agua del suelo y lo trasloca hacia el hospedero. Las plantas responden a la formacién micorritica
mas fuertemente en suelos de baja fertilidad. De ahi que la mayoria de los hongos micorricicos son
adaptados a condiciones infértiles de suelos del bosque.  Aunque las aplicaciones foliares de NPK no son
rutinariamente usadas en contenedores de semilleros en plantulas de roble recibiendo NPK foliar tuvo
incremento de Pisolithus tinctorius, comparado con plantulas que se les aplic NPK soluble (22).

c. Agua: Ya sea mucha o poca agua reduce la formacién de raices (17). Uno de los sintomas de exesos
de irrigacién es la formacion de raices delgadas y débiles, lo cual opaca las raices no-micorricicas y provoca
deficiencia de pelos radiculares. Estas raices acuosas actuan como esponjas gigantes y rapidamente captan
agua y nutrientes solubles. Esto provoca deficiencia de raices necesarias para la formacién micorrizal (20).
Las raices acuosas se ha observado que se mueren y descomponen rapido luego del transplante (22).

d. Crecimiento Medio: La apariencia fisica y quimica de la media influye en el éxito de inoculacién
micorricica. El tamaiio de los poros, el pH (6ptimo y tolerancia) afectaran directamente no solo la formacion
micorricica, sino la distribucién (17).

e. Temperatura: Como con el pH, las ectomicorrizas tienen rangos de tolerancia Optima para la
temperatura.  El crecimiento medio variard con temperaturas entre los 0 - 38 grados centigrados (18).

f. Pesticidas: Los pesticidas causan una multitud de reacciones complejas en estos organismos.
Generalizaciones acerca de los pesticidas deben ser cuidadosamente recomendados. Por ejemplo los
pesticidas que afectan a las micorrizas y su desarrollo pueden afectar los resultados de crecimiento de las

plantas ya sea mejorandolas o empeorandolas (22).



3.1.6. Ectomicorrizas en Interaccion con otros Microorganismos

Las ectomicorrizas y organismos que causan enfermedades en las raices de las plantas tienen muchos
aspectos en comun, aun cuando sus efectos en las plantas son opuestos. ~ Ambos tipos de infeccion
involucran intimamente el tejido suculento de las raices de los hospederos. Los propagulos infectivos (hifas
y esporas) de los hongos ectomicorricicos en el suelo son estimulados por las raices hospederas a infeccion
siimbiotica y eventualmente transforman dichas raices en organos duales en las que las células corticales son
envueltas en la net-hifa Hartig, e isolada del contacto directo con el suelo por el manto fungal. Durante la
sintesis y mantenimiento dc las ectomicorrizas, la simbiosis de las plantas hospederas y los hongos responden
fisiolégicamente a la infeccion simbidtica. Similarmente, propagulos infectivos de patégenos de las raices
(Pythium, Rhizoctonia, Fusarium) son quimicamente estimulados por las raicillas y patogénicamente infectan
esos tejidos ramificandose entre el meristemo, cortex primario y ocasionalmente tejidos vasculares, causando
limitada o necrosis extensiva (20).

Un patodgeno infectando una raiz no micorricica se encuentra primero con suculento, células con
delgadas paredes epidermales. En la mayor parte de los casos, las células corticales benéficas no tienen una
segunda capa, si un patdgeno infecta y destruyec esta raiz antes que se de la infeccion de un hongo
ectomicorricico, una ectomicorricica no puede ser formada. Asi si el hongo ectomicorricico infecta y
transforma la raicilla en una ectomicorriza antes que una infeccién patogénica, los tejidos de esta raiz
transformada no son largamente vulnerables al ataque por el patdégeno, los patdgenos que atacan una
ectomicorriza se encuentran con una densa red de hifas (manto fungoso) y con células corticales rodeadas por
la matriz hifal de la red Hartig. Investigaciones han demostrado que las ectomicorrizas son fisica y
quimicamente alteradas por lo que pueden resistir infecciones de hongos patdgenos agresivos y por lo

mismo, funcionan como muralllas bioldgicas a la infeccion en raices de las plantas (20).

3.1.7. Beneficios de las Ectomicorrizas

Schenk (20), recopild la mayoria de las investigaciones que se habian realizado hasta 1978, acerca del
efecto de varias especies de micorrizas sobre la severidad de enfermedades patogénicas en algunas plantas;
en el 58 % de los casos registran una disminucion en la severidad de las enfermedades, en el 24 % no hubo
cambio y en el 18 % de los casos un aumento en la severidad.

Napier (14), establece que las micorrizas protegen contra hongos patogenos. Esto se debe a la
presencia del micelio alrededor y dentro de la raiz, el cual crea una barrera fisica a la invasion de la misma
por estos patdgenos. Ademas, las micorrizas producen antibidticos, los cuales protegen las raices cortas sin

micorrizas cn la misma plantula.



El beneficio principal es mejorar la eficiencia de absorcion de agua y nutrientes. La hinchazon de las
raices cortas aumenta considerablemente su area superficial mejorando asi su capacidad de absorber
nutrientes. Ademas pueden convertir varias substancias (minerales y orgéanicas) en formas mas facilmente
absorbidas por las plantulas. En un caso con Pinus strobus se notd que las plantulas con micorrizas
absorbieron 234 % mas Fosforo, 119 % mas Potasio y 86 % mas Nitrogeno que las plantulas no infectadas.
En plantulas con micorrizas bien desarrolladas, casi el 100 % de los nutrientes provenientes del suelo son

absorbidas por las mismas (20).

3.1.8. Beneficios al Transplantar Plantas Micorrizadas:

La prueba critica de beneficio de inoculacion micorricica se da en el desarrollo de la plantula, luego
de ser plantada en el campo definitivo. Sin hacer caso de como la inoculacién micorrizal afecta al
crecimiento en semillero, la planta debe establecerse y crecer una vez es transplantada. La inoculacién
micorrizal en semillero puede inducir no incrementar el crecimiento de plantas en semillero, pero le dara a

las plantas una mejor opcion de sobrevivir o de crecer mejor una vez transplantada (10).

3.1.9. Enfermedad del mal del talluelo

La enfermedad mas frecuentemente asociada con los viveros es el mal de semillero, comtinmente
conocido como mal o caida de los almacigos, o mal del tallo y también popularmente conocido en la
literatura castellana por el término en inglés “damping off” (14).

La enfermedad ocurre en distintas etapas del desarrollo de la plantula, afectando tanto a coniferas
como a latifoliadas. Los pinos y los eucalyptus por ejemplo, son muy susceptibles a la enfermedad. Se han
identificado mas de 30 especies de hongos causantes de este problema. Muchas veces los hongos pueden
vivir por largo tiempo en el suelo como parésitos o saprofitos y cuando las condiciones ambientales son
favorables pueden llegar a convertirse en patdgenos. Los géneros mas frecuentes responsables del mal son:
Fusarium, Phytophtora, Pythium y Rhizoctonia. Por lo general el mal del semillero se divide en diferentes
clases seglin la etapa de desarrollo de la plantula al momento del ataque:

a. Pre-emergente: Incluye la pudricién de la semilla antes del desarrollo de la radicula y el ataque a ésta por
el hongo durante el proceso de germinacion, o sea que el hipocétilo y los cotiledones no llegan a salir de la
superficie del suelo. Esta clase de enfermedad es dificil de diagnosticar por que no hay sintomas claros que
indiquen su presencia, pero se puede sospechar su existencia cuando ocurre una pobre germinacion.
Normalmente los restos de las semillas atacadas se descomponen rapidamente y no es posible encontrarlas en

cl suelo después de corto tiempo (14).



b. Post-emergente: Esta forma de la enfermedad es la mas frecuentemente asociada con el nombre de mal
de semillero. Es un problema muy comun y relativamente facil de observar e identificar, suele afectar las
plantulas en el periodo inmediatamente después de la germinacion (3-4 semanas). Muchas veces la plantula
estd alin en etapa de cotiledones antes de aparecer las hojas primarias, estando todavia el epispermo unido a
los cotiledones. El hongo invade el hipocétilo al nivel del suelo o inmediatamente bajo éste. El tallo a la
altura del cuello de la raiz se estrangula y presenta un estado de descomposicion, ocasionando el
doblamiento en la plantula (su caida). Después del doblamiento la parte superior del hipocétilo juntamente
con sus cotilcdones pucden presentar apariencia normal, pero 24-48 horas mads tarde se dcscomponen
completamente y desaparecen (14).
c. Mal del semillero, Pudricion de Raices: Este tipo de ataque puede ocurrir alin varios imeses después de
que las semillas han germinado y las plantulas han desarrollado tejido lefioso en los tallos y las raices. Es
frecuente que las especies de los hongos que causan la forma post-emergente también sean responsables de la
pudricion de las raices. Las partes aéreas de las plantulas atacadas se caracterizan por los siguientes
sintomas:

e Clorosis (aciculas u hojas amarillentas) que generalmente atecta primero las aciculas superiores.

o Parte Superior del tallo y yema apical se marchitan poniendose color castafio y finalmente mueren.

o Descoloracién del follaje inferior causada por el ataque de un patdgeno secundario que estd

aprovechando el estado débil de la plantula con el mal (14).

3.1.10. Prevencion y Control del mal del Semillero

Por lo general en los viveros se disponen de dos métodos basicos en la proteccién contra
enfermedades: técnicas culturales y el control quimico (14).

Los factorcs de mayor importancia que inciden cn la aparicion del mal de semillero en ¢l vivero
forestal son:

Humedad excesiva.

o P

El pH alto del suelo y/o del agua de riego.

Niveles altos de materia orgénica en el suelo.

e o

El uso de fertilizante nitrogenado durante e inmediatamente después del periodo de germinacion.

o

Siembra muy profunda de la semilla.
f. Temperaturas altas.

g. Dafios fisicos a la plantula.



h. Mala circulacion del aire sobre los bancales.

i. Limpieza del vivero.

Es importante destacar que la humedad excesiva y el alto pH del suelo son indudablemente los
factores mas importantes y uno de los dos casi siempre contribuye, por lo menos en parte, al desarrollo de lz
enfermedad.  La mayoria de los hongos patégenos se desarrollan con mas facilidad bajo condiciones

alcalinas, o sea con un pH alto. Desde este punto de vista el pH del suelo no deberia sobrepasar el 6 y el pH

dcl agua cl 8 (14).

3.1.11. Antibiosis

Estrictamente es antagonismo, mediado por metabolicos especificos o no especificos de origen
microbial, incluyendo agentes liticos, enzimas, componentes volatiles y otras substancias toxicas. Ademés
significa un antagonismo general entre microorganismos y el término ha sido aplicado por ejemplo a la
competicion por nutrientes en la rizosfera. La seleccién de potenciales antagonistas por el comportamiento
de dos diferentes cultivos en un medio artificial no garantiza un aplicable control biolégico de una
enfermedad cn plantas; los potenciales antagonistas deben ademés poseer componentes de la rizosfera, y
deben ser capaces de producir metabélicos activos bajo condiciones naturales. Es mas apropiado buscar
antagonistas bajo condiciones naturales en donde una enfermedad no esta progresando tan rapido como se

esperaba. A pesar de muchos afios de investigacion la explotacién de antibiosis raramente ha sido llevado a

niveles comerciales (3).

3.1.12. Produccion Antibiética en Cultivos Puros

Componentes antifungosos, antibacteriales, son producidos por mas de cien especies de hongos
ectomicorricicos. Desde que los hongos causan la mayoria de enfermedades en las raices de arboles
hospederos de micorrizas se han descrito algunos métodos usados para detectar los componentes
antifungosos. En un simple método, el hongo ectomicorricico es desarrollado en una caja de petri contenido
en un volimen estandarizado de un medio de agar apropiado. Los hongos patégenos a prueba son colocados
de uno a seis centimetros de distancia donde se encuentra colocada la colonia simbidtica. Indculo del
patogeno en mencion se coloca en una similar localidad en cajas de petri del mismo medio de agar, pero sin
el simbidtico; y los dos cultivos son incubados lo suficiente para que el patégeno en prueba crezca en los

contenedores la distancia inicialmente separada por los dos hongos en los dos cultivos (20).



El tiempo de incubacion para especies de Pythium y Phytophthora es de tres a seis dias (13). Si los
hongos ectomicorricicos producen un agar difusible inhibidor de crecimiento que afecta el patogeno a
prueba, una aguda y medible zona de inhibicion deberia separar las dos colonias. Algunos patdgenos pueden
crecer entre el micelio de las ectomicorricicas y morfolégicamente cambian ambos organismos. Estos
cambios pueden ser observados por examinacion directa al microscopio. Una de las limitantes de esta
técnica es que el pH del medio de cultivo para 0.5 a 1 cm. de avance de la ectomicorriza frecuentemente se
torna acido. Este cambio de pH puede afectar el crecimiento del patdogeno y puede ser malinterpretado como
un cfeeto antibiotico (20).

Los antibioticos producidos por hongos ectomicorricicos pueden también ser detectados en varios
medios liquidos. Si el antibidtico es agar difusible, un volumen del medio liquido en donde el hongo
ectomicorricico ha crecido puede ser puesto en otra difusion (seis a ocho milimetros de diametro se remueve
del agar) de un apropiado medio de agar (8). Después de la incubacion, las zonas de inhibicion pueden ser
medidas. Esta técnica puede ser modificada en varias formas. Por ejemplo, en el plato que contiene el agar
con el cultivo a prueba, en vez de una parte del indculo del patdgeno a prueba bien puede ser inoculado con
una suspension de zoosporas del patdgeno. Zonas de inhibicién del crecimiento micelial de el patdgeno en el
agar pueden medirse o las zoosporas introducidas pueden examinarse bajo un microscopio para detectar
posible inhibicion de la germinacidn de zoosporas (20).

Los inhibidores en las ectomicorrizas pueden ser antibidticos producidos directamente por los hongos
simbidticos o antibidsis producida por los hospederos como resultado de la estimulacién por la infeccidn del
hongo (22).

3.1.13. Control Biolégico

Definido como la reducciéon de una cantidad de indculo o enfermedad producida por un patégeno,
realizado por 0 a través de uno o maés organismos que no sean humanos. Un control biologico consciente en
agricultura, reorganiza los mecanfsmos de interaccidén entre un patégeno y un microoganismo comensal,
buscando modificar el equilibrio entre las poblaciones. El medio ambiente puede ser manipulado
engrandeciendo el control natural biolégico y/o organismos antagénicos pueden ser introducidos y
mantenidos con tecnologia apropiada.

Algunas estrategias para reconocer y caracterizar el control bioldgico cuando ocurre, son los
siguientes:
a. Ausencia de enfermedades donde el patégeno ha sido introducido.

b. Ausencia de enfermedades donde el patdgeno estéd presente.



c. El patégeno declina en monocultivos.
d. Tratamiento fisico-quimico afecta el antagonismo o crecimiento del patogeno.
e. Recuperacion de micoparasitos por medios encebados (3).

Desde el punto de vista ecoldgico, el control bioldgico es la accion de parasitoides, depredadores o
patogenos para mantener la densidad de poblacion de otro organismo en un promedio mas bajo que el que
existiera en su ausencia. Desde el punto de vista de su campo de accion, el control bioldgico: es el estudio y
utilizacion de parasitoides, depredadores o patdgenos en la regulacion de las densidades de las poblaciones
del huésped (3).

3.1.14. Inoculacién de Ectomicorrizas
En las especies de Pinaceae y Fagaceae, las cuales incluyen la mayor parte de especies coniferas y
robles, requieren de ectomicorrizas para sobrevivir y crecer en ecosistemas naturales. Esto fue
convincentemente demostrado en areas de reforestacion en la Unién Soviética y Estados Unidos (12). La
inoculacion de ectomicorrizas ha provocado beneficios en una amplia variedad de circunstancias, en diversos
sitios, reforestando en 4reas recién cortadas, en areas quemadas y en la introduccién de plantas exdticas (10).
Un programa de inoculacién en viveros debe tener objetivos claros:
e Reduccion en la extraccion del porcentaje de plantillas enfermas.
* Incremento en el grosor del tallo o direccidn de crecimiento en el semillero o en el campo.
e Proteccion contra patégenos.
» Répida colonizacion micorrizal para prevenir achaparramiento.

e Incrementar la posibilidad de sobrevivencia de las plantas (22).

3.1.15. Fuentes de Inéculo Ectomicorricico

El suelo, las esporas y el micelio vegetativo son las tres principales fuentes de inéculo de las
cctomicorrizas para plantas de vivero (22).
a. Inoculo de Suelo: Histéricamente el suelo como inéculo tomado de arboles con micorriza benéfica ha
sido usado extensivamente, especialimente en paises desarrollados (12).
b. Inéculo de Esporas: Esporas o cuerpos fructiferos macerados de hongos ectomicorricicos proveen
buen indculo (1). Marx (9), en un estudio inoculando Pisolithus tinctorius en especies de pino tuvo éxito en
el  Sur-Oeste de los USA. Este ha funcionado bien para plantas de semillero y en el transplante de pinos y

robles.



c. Inoculo de Micelio: En los ultimos afios, muchas investigaciones se han concentrado en la produccion y
utilizacion de cultivo puro de indculo de un hongo ectomicorricico seleccionado. Basicamente, un cultivo
puro de un hongo en particular es obtenido aislando el material fungoso (germinacion de esporas) o tejido

vegetativo extraido a un medio especial, donde luego crece bajo condiciones ascépticas y produce indculo
(22).

3.1.16. Preparacion del Inéculo

Varias formas de¢ preparacion del inoculo, incluyendo indculo del suelo (esporas, suelo, hifas y raices
infectadas con micorriza) y esporas han sido usadas en investigaciones endomicorricicas. Ferguson (4)
considera que el indculo del suelo es considerado como el mas rapidamente infectivo aln mas que las
esporas, posiblemente por el gran numero de propagulos infectivos presentes (hifas externas, fragmentos
micorricicos de raices y esporas) y asociadas a la microflora del suelo que puede favorecer la germinacion de
esporas.

El mismo Ferguson (4), report6 que cuando se usé indculo de suelo y esporas en un similar rango de
esporas para inocular raices en grama, las raices fueron infectadas méas rapidamente y subsecuentemente la
produccidn de esporas fue mayor cuando se usé el indculo del suelo, mas que el indculo de esporas. Indculo
con suelo seco y restos frescos (raices micorrizadas, esporas y microflora asociada) ha sido exitosamente

usada en experimentos de campo y de vivero.

3.1.17. Densidad y cantidad del In6culo

Investigadores micorricicos han definido la infeccion o “potencial del inéculo” en términos de la
densidad del inéculo en: gramos del suelo con indéculo o nimero de esporas por unidad de suelo, masa o
area, planta o recipiente. Estudios de la influencia de micorrizas en la infeccidn, esporulacién y crecimiento
en el hospedero ha provocado conflictos por los diferentes e incomparables resultados obtenidos. La
dinamica de esporulacidn, colonizaciéon y crecimiento micorrizal sugiere: a) el grado de ataque y
esparcimiento de la infeccidn parece ser un mayor factor que afecta la estimulacion del hospedante; b) altas
densidades de indculo estin a menudo asociados con altos niveles de infeccion. Ademas bajas
concentraciones de esporas pueden proveer tedricamente suficiente inéculo, por lo que se recomienda de
300-500 esporas en contenedores de 500 grs. de suelo y aproximadamente 10,000 esporas por metro

cuadrado de area a plantar, para asegurar una rapida colonizacion (20).
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El Doctor Ferrera Cerrato recomienda modificar la técnica recomendada por Marx (10), utilizando un
disco de sacabocado miceliar por posicion en cajas de petri y cinco discos de agar miceliar en la inoculacion

de ectomicorrizas y fitopatdgenos en plantas en contenedores.

3.1.18. Procedimiento de Inoculacion

Jackson, et al (7), estudio diferentes métodos para inocular maiz y encontrd que depositando el
inoculo 5 cms abajo de la semilla fue superior que poner el indculo al rededor de las semillas o en bandas a lo
largo de la misma. Para ¢l caso de ¢l trebol blanco, 2 cms abajo de la semilla fue la mejor postura para
obtener infeccidn micorricica.

Menge (11), encontré que poniendo el indculo abajo de la semilla de citricos o aplicandolo en banda a
lo largo de la semilla se podra obtener excelentes resultados siempre que sea a 2.5 cms de distancia.

Distribuir el inéculo a lo largo de la semilla, también puede dar excelentes resultados, especialmente

si la cantidad de inoculo es limitante. Esta misma puede hacerse de 2 a 5 cms de distancia de la semilla (20).

3.1.19. Substratos para incrementar el indculo

La hexosa y d-glucosa es usada por la mayoria de hongos ectomicorricicos. Por lo tanto este azicar
debe ser incluido como el principal medio de carbono en medios sintéticos y como el principal medio
suplementario en substrato sintético (20). Generalmente se utiliza MNM, Palmer y Hauskaylo y PDA con
papa deshidratada. La produccién de inéculo vegetativo usa como substrato una mezcla de vermiculita, turba
y MNM liquido. La vermiculita y turba son tamizadas para eliminar las particulas de tamafio inferior a 0.5
cms. Las proporciones a usar son 2:1 vermiculita-turba (23).

Para producir grandes cantidades de indculo vegetativo de un hongo, se utiliza turba/vermiculita, la
cual tiene ventajas econdmicas y funcionales. Entre sus principalcs caracteristicas se encuentran:
1. Ligereza de peso, lo que permite facilidad de operacién.
Uniformidad en la composicion, precio relativamente bajo y facilmente 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 écido.

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

A U



La turba procede del musgo Sphagnum sp. y no tiene ningun fertilizante afiadido. Este tipo de turba tiene
una gran capacidad de retencion de agua y es la mas adecuada para su utilizacidon como substrato de
contenedores (15).

La vermiculita es un material micaceo que se expande a altas temperaturas (1100 grados centigrados),
formando unas particulas que encierran pequefias cavidades de aire. Quimicamente es un silicato de
magnesio, aluminio y hierro hidratado. Cuando esté 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 pucde almacenar nutrientes y liberarlos lentamente. La mezcla de turba-vermiculita se
realiza en la proporcion 1:1 (v:v) con lo que se han obtenido buenos resultados en el desarrollo de la mayoria
de especies coniferas; el pH final de la mezcla es de 5.5, favorable para el crecimiento de la mayoria de

hongos ectomicorricicos (24).

3.1.20. Evaluacion de los Semilleros

Los semilleros deben ser evaluados después de que han sido plantados. Durante la etapa juvenil del
semillero y las fases de rapido crecimiento, la nutricién mineral especialmente Nitrogeno es extremadamente
alto. Esta gran disponibilidad de Nitrégeno soluble inhibira la extension del hongo. No es comun observar
proliferacion de micelio y formacién de micorrizas en las primeras fases de implantacién del semillero. Las
micorrizas pueden ser distinguidas de los patdgenos por presencia de micelio visible circundando la raiz y

por la falta de podredumbre (22).



3.2 MARCO REFERENCIAL

3.2.1 Ubicacion de la Investigacion
La investigacion en sus dos fases de laboratorio y de vivero, se efectud en los laboratorios y viveros
de la facuitad de Agronomia y la facultad de Farmacia y Ciencias Quimicas de la Universidad de San Carlos

de Guatemala -USAC- Zona 12 de la Ciudad de Guatemala.

3.2.2 Climay zona de vida

Segun el mapa de zonas de vida al nivel de reconecimiento 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 Humedo Subtropical templado (Bh-st) (19).

Las condiciones climaticas del vivero son las siguientes:

- Temperatura media anual: 18.30 grados centigrados
- Humedad relativa media: 75.9 %

- Insolacién promedio: 6.65 horas / dia

- Radiacion: 0.33 cal/cm2/min

3.2.3 Cepas Ectomicorricicas utilizadas

Taxonomia

Género Familia Orden Clase

- Laccaria Tricholomataceae Agaricales Basidiomycotina
- Suillus Boletaceae Agaricales Basidiomycotina
- Scleroderma Sclerodermataceae  Sclerodermatales Basidiomycotina
- Pisolithus Sclerodermataceae  Sclerodermatales Basidiomycotina

3.2.3.1. Suillus bovinus de Totonicapan.
Cuerpo fructifero hemisférico, convexo, margen primero envuelto y después destendido, diametro de

3-15 cms. Imendforo de tallo medianamente corto, cuticula separable con dificultad, poros angulares,
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irregulares, colores en el tallo. Tallo sinuoso, alargado debajo del sombrero y obtuso en la base, a menudo se
entrelaza con otros, de colores en el sombrero, adornados de fibras mas obscuras y amarillo a anaranjadas en
la parte alta. La base esta cubierta de hifas miceliares rosadas. Carnoso en el fruto aunque mas duro en el
tallo, un poco elastico después endurece con la maduracién, amarillo palido a fulvo anaranjado en la base,
con el cocimiento se vuelve de una tonalidad violeta. Olor ligero, acido dulce, similar a Scleroderma.

Comestible pero poco apetecible debido al olor. Estos hongos fueron colectados en la aldea Panquix

Totonicapan.

3.2.3.2. Laccaria aff. bicolor de Puerta del cielo.

El epileo tiene un didmetro de 20-45 mm, convexo a plano convexo, de color naranja a café rojizo
pélido 8 7/D 8), aunque en ejemplares adultos se manifiesta un color café naranja palido 8 5/C, en
ejemplares mas jovenes el color es palido. La cuticula es desprendible. E! contexto es de color blanco
violeta 16 5/C bajo ésta; el margen recto a decurvado, con borde ondulado entero y la superficie es seca y
fibrolosa. Posee contexto delgado de hasta 3 mm de grosor, de consistencia carnosa, olor afrutado con sabor
a hongo. Laminas de color rosado violeta 15 3-4/B, que en los adultos cambian a naranja palido 8 3/A;
adnadas con borde liso, muy juntas y gruesas que se tornan onduladas, con superficie lisa y lamélulas
truncadas. El estipite tiene 40-50 mm de longitud de 4-6 mm de didmetro en el apice, 6-9 mm en la base,
cilindrico a un poco ensanchado en la base, superficie fibrilosa, de color café a naranja igual al pileo.
Contexto lleno. fibriloso de color beige, con sabor y olor afrutado. Micelio basal de color blanco violeta 17
3/A. Al aplicar hidroxido de potasio manifiesta un cambio de color café oscuro en contexto pileo y estipite.

Este hongo fue colectado en la aldea Tzichin, Todos Santos Huehuetenango.

3.2.3.3 Scleroderma sp. de Poptun.

Cuerpo fructifero de didmetro a lo largo de 39-65 mm y a lo ancho de 30-40 mm, forma hemisférica,
el més grande se presenta algo aplanado en la superficie. Cubierta de color amarillo mostaza 4 6/B al
centro con manchas de color claro 4 4/A, textura de la cubierta aterciopelado (tomentosa) a aerolado en
ejemplares méas maduros. Pegado al suelo a través de una masa gruesa de especie de raices semejantes al
algodon color blanco amarillento. La leva al momento de abrir presenta un color rojizo en ejemplares
Jovenes es de color grisaseo 6 4-2/E. peridium blanco rosiceo de | mm de grosor, en la base hasta 4 mm en
cjemplares jovenes. En ejemplares adultos posee 1.5 mm de grosor en la parte superior en la base hasta 5
mm y en los lados hasta 3 mm de grosor. Gleba con esporas de color grisicea 6 1-2/E en jévenes, en la base

color blanquesino a café rojizo con aspecto polvoriento. Esporas de color café vistas en fresco solo con agua.
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Con NaOH la cuticula se torna color café, inmediatamente café rosado en peridium. Después de 30 minutos

las esporas se tornan color verduzco. Estos hongos fueron colectados en el bosque Kaibil, Poptun Petén.

3.2.3.4 Pisolithus tinctorius de Poptun.

El carpéforo mide de 50-300 mm de alto y 40-200 mm de ancho. Se presenta como un cuerpo
esférico alargado con la base més o menos radial sumergido en la tierra. La corteza (peridio) mas suave. La
pared exterior es delgada y pronto se vuelve quebradiza. La parte de arriba del carpéforo al exponer la gleba
contiene cientos de petidiolos como semillas, pequefios de 2-4 mm de longitud de alargados a ovales, que se
desintegran gradualmente cambiando a una masa polvorosa de esporas cafés de alargadas a ovales o
circulares. La porcidn baja del cuerpo fructifero consiste de una base fibrosa con micelio verde amarillento.

Volva ausente. Estos hongos fueron colectados en Poptun Petén.
3.2.4 Hongos del Mal del talluelo utilizados

3.2.4.1 Rluzoctonia sp.

Este patdgeno vive principalmente en forma de micelio, es incoloro cuando pasa por su etapa juvenil
pero que se torna amarillo o de color café claro conforme madura. El micelio consta de largas células y
produce ramificaciones que crecen casi en angulos rectos con respecto a la hifa principal, se estrechan
ligeramente a nivel de la bifurcacién y poseen un septo cerca de ella. Las caracteristicas de la ramificacién
comunmente son los unicos medios disponibles para identificar al hongo como Rhizoctonia en ciertas
condiciones, el hongo produce ramilletes de células cortas, anchas, de forma oval o triangular y que se
asemejan a esclerocios, las cuales funciones como clamidosporas, o en todo caso, dichos ramilletes se
desarrollan en pequeiios esclorocios de color café a negro y dispuszsto en forma laxa.

Existen distintas razas del hongo con diferentes preferencias por sus hospederos, Optimo de
temperatura, etc.. El hongo se propaga con lluvia, el riego o el riego por inundacién, si como con los érganos
de propagacion infectados o contaminados. Con respecto a la mayoria de las razas del hongo, la temperatura
Optima para que se produzca la infeccion se encuentra cerca de los 15 a 18 grados centigrados, pero algunas
razas muestran una mayor actividad a temperaturas mucho més altas, a mas de 35 grados centigrados. La
enfermedad es més severa en suelos que son moderadamente htimedos que en suelos que son secos o se
encuentran inundados. La infeccion de las plantas jovenes es més severa cuando el crecimiento de la planta

es lento, debido a las condiciones ambientales adversas para su desarrollo (1).

v LA UNNERSIDAB BE i, Lo S fr G e

sbliotscg Lwntro



3.2.4.2 Fusarium sp.

Este hongo produce dos tipos de conidios sobre esporodoquios, microconidios constituidos por una o
dos células y los tipicos macroconidios del tipo de Fusarium que constan de 3 a 9 células (por lo comun, de 4
a 5), ligeramente encorvados y con extremos mas o menos terminados en punta. Fusarium produce tambiér
clamidosporas de pared gruesa y constituidas por una o dos células, las cuales sobreviven a las sequias y ¢
bajas temperaturas. El hongo puede vivir sobre los tejidos vegetales muertos e invernar en forma de micelio
o esporas en las semillas o en tejidos muertos e infectados. Las esporas son facilmente diseminadas por el
viento, ecquipo agricola, ¢l agua, por contacto, etc., de ahi que el hongo se encuentre ya en forma de
micelio o esporas en muchos suelos.

El control de las pudriciones que ocasiona Fusarium en raices, tallos, cormos y otros érganos se
lleva a cabo, en los invenaderos, mediante la esterilizacion del suelo y el uso de 6rganos vegetativos sanos,

pero aun no se dispone de métodos de control adecuados para dichas enfermedades en el campo (1).

3.2.5 Descripcion de Pinus oocarpa Schiede

Tiene una gran distribucion en Guatemala, se le encuentra de la frontera de México hasta las fronteras
de El Salvador y Honduras, formando rodales puros o entre mezclados con Quercus spp., o asociado con
otras especies de pino. Regularmente ésta variedad de pino se encuentra distribuida en en los departamentos
de Huehuetenango, Totonicapan, Quiché, Chimaltenango, Guatemala, Baja Verapaz, Progreso, Zacapa,
Jalapa, Chiquimula, Santa Rosa y Jutiapa. Esta variedad crece en altitudes que varian entre los rangos de 50(
- 2750 msnm., se encuentran localizados en las zonas de vida bosque himedo subtropical y bosque humedo
montano bajo. Se establece en suelos 4ridos, secos y pobremente desarrollados (21).

Por otra parte Barrera (2), agrega que su copa es ordinariamente amplia y redonda en arboles adultos,
reducida y alargada en arboles jovenes, fasciculos ordinariamente de cinco agujas, raras veces de 3 6 4, con

numerosos conos solitarios o en grupos de 3, de forma oval, con una longitud de 4 a 10 centimetros.
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4. OBJETIVOS

I. Evaluar la capacidad antibiotica de los hongos ectomicorricicos Suillus bovinus de Totonicapan,
Laccaria aff. bicolor de Puerta del cielo, Scleroderma sp. de Poptin y Pisolithus tinctorius de Poptin en
competencia directa en cajas de petri frente a hongos fitopatogenos incitantes del mal del talluelo

Rhizoctonia sp. y Fusarium sp., bajo condiciones de laboratorio, midiendo radio de crecimiento y 4reas de

scparacion cntre los hongos.

2. Evaluar la capacidad antibidtica y de proteccion radicular de los indculos ectomicorricicos Suillus bovinus
de Totonicapan, Laccaria aff. bicolor de puerta del cielo, Scleroderma sp. de Poptun y Pisolithus tinctorius
de Poptun en plantas de Pinus oocarpa Schiede en contenedor, contaminados con hongos fitopatogenos

incitantes del mal del talluelo Rhizoctonia sp. y Fusarium sp.
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5. HIPOTESIS

l. Las diferentes cepas de hongos ectomicorricicos Suillus bovinus de Totonicapan, Laccaria aff. bicolor de
Puerta del cielo, Scleroderma sp. de Poptin y Pisolithus tinctorius de Poptun inoculadas en cajas de petri,
frente a hongos fitopatogenos incitantes del mal del talluelo Fusarium sp. y Rhizoctonia sp. produciran

similares cfectos en radio de crecimiento y arca de separacion por antibiosis.

2. Las diferentes cepas de hongos ectomicorricicos Suillus bovinus de Totonicapan, Laccaria aff- bicolor de
Puerta del cielo, Scleroderma sp. de Poptln y Pisolithus tinctorius de Poptan inoculadas en plantas de Pinus
oocarpa Schiede en contenedores, contaminadas con hongos fitopatogenos incitantes del mal del talluelo
Fusarium sp. y Rhizoctonia sp. produciran similares efectos en porcentaje de micorrizacion, altura de plantas

y desarrollo de lesiones.
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6. METODOLOGIA

6.1 COLECTA DE INOCULO

El indculo de los hongos Fusarium sp. y Rhizoctonia sp. incitantes del mal del talluelo se colectaron
en época lluviosa directamente de plantulas de Pinus oocarpa Schiede enfermas con mal del talluelo,
colectandose mayormente aquellas recien germinadas, con sintomas de amarillamiento foliar, marchitéz y
con poca o nula probabilidad de sobrevivencia.  Se transportaron en hieleras completas de raiz y tallos,
colocandosc en papel encerado para evitar la disecacion del micelio y fueron almacenados a temperaturas
constantes de S5 grados centigrasdos en refrigeradora, donde se obtuvo un material adecuado sin
descomposicién vegetal para proceder con la identificacién, siguiendo las técnicas modificadas, sugeridas
por Agrios (1), donde a partir de trozos de material vegetal de raiz se mantuvieron en cajas de petri con

medio de cultivo PDA, estas se almacenaron en incubadora a 25 grados centigrados durante 25 dias.

6.1.1 Distribucién del Inéculo en Cajas de Petri y en Contenedores
1. Experimento realizado en cajas de petri

a. Tomando en cuenta las medidas de asepcia necesarias se extrajo en una campana de flujo utilizando la

técnica del sacabocado, un disco de Smm de didmetro de cultivo micelar de los hongos ectomicorricicos.

b. Seinoculé el disco micelar cerca del borde de una caja de petri de medidas 150mm X 15mm conteniendo
como medio de cultivo PDA. Esta caja fue dividida con una linea en el centro, para que sirviera de guia

en las posiciones de los discos miceliares.

c. Se realizaron cuatro repeticiones de cada tratamiento, y se almacenaron en una incubadora a temperatura

constante de 25 grados centigrados por un periodo de tiempo de 30 dias.

d. Transcurridos los 30 dias de crecimiento de los hongos ectomicorricicos se procedié a inocular los
hongos fitopatdgenos en las cajas de petri con los hongos ectomicorricicos, utilizando la misma técnica

de siembra ya mencionada.

e. Seinoculd en el extremo posterior de las posiciones ectomicorricicas segun la linea marcada, de acuerdo

a la distribucién experimental utilizada (ver figura 1).



22

f. Se distribuyeron al azar. Se dejaron crecer por un periodo de tiempo de 5 dias y se tomaron datos.

Figura 1. Inoculacidn de los discos micelares de hongos fitopatogenos y hongos ectomicorricicos en cajas de

petri.

CAJA DE PETRI

Inoculacién de: Inoculacion de:

HONGO FITOPATOGENO HONGO ECTOMICORRICICO

150 mm
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2. Experimento realizado con Plantulas en contenedores

a. Se esterilizaron frascos de vidrio de 1000 cc, conteniendo 500 cc de mezcla turba/vermiculita (80:20
v/v) humedecida con solucién mineral, para ser utilizados como contenedores.

b. Se transplantaron a los contenedores plantas de pino germinadas asepticamente y cultivadas en
turba/vermiculita humedecida estéril.

C. Una vez establecidas las plantas en los contenedores, se procedid a inocularles 5 discos micelares de S
mm de didmetro de las cepas de hongos ectomicorricicos creciendo activamente en la placa de agar,
segun la distribucion experimental.

d.  Ya inoculadas las plantulas de pino con el hongo -ectomicorricico, se colocaron en un invernadero,
donde se les aplico un sistema de riego.

€. Se dejo desarrollar el hongo ectomicorricico por 10 semanas, con el fin de que se estableciera la
simbiosis con las raices de las plantas de pino.

Transcurridas las 10 semanas se inoculé 3 discos micelares de 5 mm de didmetro creciendo
activamente en agar de los hongos fitopatogenos, a cada contenedor segun la distribucion del disefio
experimental.

8. Se colocaron nuevamente en el invernadero por un periodo de tiempo de 7 dias.

h. Se establecieron cuatro repeticiones para cada tratamiento evaluado. Se distribuyeron al azar.

6.2 MEDIOS DE CULTIVO UTILIZADOS

a. El medio de cultivo utilizado para el desarrollo de los hongos, asi como para la experimentacién en las
cajas de petri, fue el conocido como PDA (Papa, Dextrosa, Agar), agar agua y agar jugo V8, medio que
cumple con las condiciones de ser un exelente substrato para la produccién de micelio y proporciona
ademas condiciones adecuadas de pH, temperatura y humedad, en condiciones de laboratorio (20).

b. Elmedio de cultivo turba/vermiculita, es también un medio que presta condiciones ideales para cultivo y

germinacion de plantas, dada la facilidad con que puede esterilizarse.

6.3 DESINFECCION Y GERMINACION DE SEMILLAS

Las semillas de pinus oocarpa Schiede, provenientes de una temperatura a 4 grados centigrados,
fueron limpiadas superficialmente en agua corriente en circulacién durante 10 horas, eliminindose las
semillas en flotacién (vanas) y se procedié a la desinfeccion superficial de las restantes mediante la

inmersién en alcohol (H202) al 30% durante 2 minutos. Ya desinfectadas se procedié a lavarlas con
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suficiente agua destilada estéril a 120 grados centigrados durante 15 minutos para eliminar el desinfectante y

se sembraron asepticamente en los contenedores con turba-vermiculita estéril.

6.4 DISENO EXPERIMENTAL
El experimento se desarrollé bajo condiciones homogéneas, por lo que se utilizd un disefio

experimental completamente al azar.

6.4.1 Numero de Unidades Experimentales
Para determinar el nimero de unidades experimentales se utilizo la formula:

n=txr, donde:

n=  unidades experimentales
t =  tratamientos
r =  repeticiones

6.4.2 Modelo estadistico
Yij =U + Ai + Bj + Abij + Eij

donde:

Yij = Variable de respuesta de la ij-ésima unidad experimental

U = Efecto de la media general

Ai = Efecto de la i-ésima modalidad del factor hongos ectomicorricicos

Bj = Efecto de la j-ésima modalidad del factor hongos fitopatégenos

ABij= Efecto de la interaccion entre los factores hongos micorricicos y hongos fitopatégenos.

Eij = Efecto del error experimental de la ij-ésima unidad experimental

6.4.3 Tamaiio de Unidad Experimental
a. Cada caja de petri inoculada con los hongos ectomicorricicos y los hongos fitopatdgenos representa
una unidad experimental.
b. Cada contenedor pléastico con una plantula de pino inoculada con los hongos ectomicorricicos y

fitopatégenos representa una unidad experimental,
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6.4.4 TRATAMIENTOS

Los tratamientos utilizados se presentan en el cuadro 1.

Cuadro 1. Tratamientos utilizados en cajas de petri y en contenedores.

Tratamiento Cadigo Descripcion
F + Scl Fusarium sp. mas Scleroderma sp. Poptun.
F + Sui Fusarium sp. mas Suillus bovinus Totonicapan.

F + Pis Fusarium sp. mas Pisolithus tinctorius Poptun
F +Lac Fusarium sp. mas Laccaria aff. Bicolor Puerta del cielo
R + Scl Rhizoctonia sp. méas Scleroderma sp. Poptin
T6 R + Sui Rhizoctonia sp. mas Suillus bovinus Totonicapan
R + Pis Rhizoctonia sp. mas Pisolithus tinctorius Poptun
R+ Lac Rhizoctonia sp. mas Laccaria aff. bicolor Puerta del cielo
estigo

6.4.4.1 Tratamicntos efectuados en cajas de petri
- Scleroderma sp. de Poptun mas Fusarium sp. y Rhizoctonia sp.

Se inoculd un disco micelar de Scleroderma sp. de Poptun, transcurridos 30 dias se inoculd un disco
micelar de Fusarium sp. y de Rhizoctonia sp. segun la distribucion experimental, se dejo desarrollar durante

otros 5 dias y se tomaron datos.

- Pisolithus tinctorius de Poptin mas Fusarium sp.y Rhizoctonia sp.
En este tratamiento se inoculé un disco micelar de Pisolithus tinctorius de Poptin, transcurridos 3(
dias se inoculd otro disco micelar de cultivo fitopatogeno Fusarium sp. y Rhizoctonia sp., segun la

distribucidn experimental, se dejo crecer por cinco dias y se tomaron datos.

- Laccaria aff. bicolor de Puerta del cielo mas Fusarium sp.y Rhizoctonia sp.

Como en los otros tratamientos se inoculd un disco de agar miceliar de Laccaria aff bicolor de
Puerta del cielo, se dejo desarrrollar por 30 dias y se le inoculé un disco miceliar de hongo fitopatogeno
Rhizoctonia sp. y Fusarium sp., segin la distribucion experimental, se realizaron 4 repeticiones, se dejaron

crecer por cinco dias y se tomaron datos.
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- Suillus bovinus de Totonicapan mas Fusarium sp. y Rhizoctonia sp.
Se inoculd en la caja de petri un disco miceliar de Suillus bovinus de Totonicapan, se dejd crecer por
30 dias, luego se le inoculd otro disco miceliar fitopatogeno de Fusarium sp. y Rhizoctonia sp., segln la

distribucion experimental, se dejo crecer por cinco dias y se tomaron datos.

- Hongos Control (testigos)

Este tratamiento consistio en inocular por scparado en cada caja de petri, un disco de cultivo miceliar de
hongo ectomicorricico Suillus bovinus de Totonicapan., Scleroderma sp. de Poptin, Laccaria aff bicolor de
Puerta del cielo y Pisolithus tinctorius de Poptin, asi como de los hongos fitopatdgenos Fusarium sp. y
Rhizoctonia sp., dejandolos crecer sin competencia por 35 dias a los ectomicorricicos y por cinco dias a los

fitopatdgenos y se tomaron datos.

6.4.2.2 Tratamientos realizados con plantas de Pinus oocarpa Schiede en contenedor

- Scleroderma sp. de Poptin mas Fusarium sp. 'y Rhizoctonia sp.

Se inocularon 5 discos miceliares del hongo Scleroderma sp. de Poptun, a las pldntulas en contenedores,
transcurridas 10 semanas se les incubd tres discos de hongo miceliar fitopatdgeno Fusarium sp. y
Rhizoctonia sp., se distribuyeron al azar. Se dejaron desarrollar los fitopatogenos por 7 dias y se tomaron

datos.

- Pisolithus tinctorius de Poptun mas Fusarium sp. y Rhizoctonia sp.
A las pléntulas de pino en contenedor se les incub6 cinco discos de hongo ectomicorricico Pisolithus
tinctorius de Poptin, se dejé crecer por 10 semanas, posteriormente se les contamind con tres discos de

hongo fitopatégeno Fusarium sp. y Rhizoctonia sp., se dejé desarrollarar por 7 dias y se tomaron datos.

- Laccaria aff. bicolor de Puerta del cielo mas Fusarium sp. y Rhizoctonia sp.

Se inocularon 5 discos miceliares del hongo Laccaria aff. bicolor de Puerta del cielo a las plantulas
en contenedores, transcurridas 10 semanas se les incub tres discos de hongo miceliar fitopatégeno Fusarium
sp. Y Rhizoctonia sp., se distribuyeron al azar. Se dejaron desarrollar los fitopatdégenos por 7 dias y se

tomaron datos.
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- Suillus bovinus de Totonicapan mas Fusarium sp.y Rhizoctonia sp.
A las plantulas de pino en contenedor se les incubd cinco discos de hongo ectomicorricico Suillus
bovinus de Totonicapan, se dejo crecer por 10 semanas, posteriormente se les contamind con tres discos de

hongo fitopatdgeno Fusarium sp. y Rhizoctonia sp., se dejo desarrollarar por 7 dias y se tomaron datos.

- Testigo (sin inéculo)

Este tratamiento consistio en dejar crecer plantas de Pinus oocarpa Schiede en contenedores con
medio dc cultivo turba-vermiculita (80/20 v.v.). No se les contamind con hongo ectomicorricico ni hongo
fitopatégeno. Se realizaron cuatro repeticiones y se distribuyeron al azar. Se tomaron los datos junto a los

otros tratamientos después de transcurridas las 11 semanas.

6.5 VARIABLES DE RESPUESTA EVALUADAS

Una vez trascurrido el tiempo estipulado para la experimentacion a las cajas de petri y las plantas en
contenedores se les midio las siguientes variables: Radio de crecimiento de los hongos en las cajas de petri,
halos de inhibicién entre los hongos competidores en las cajas de petri, porcentaje de micorrizacion en las

plantas de pino, descripcidn macroscdpica de las lesiones provocadas por los fitopatdgenos, altura de plantas.

A. Descripciéon macroscopica de los hongos
Cuando los hongos se desarrollaron en las cajas de petri, se procedi6é a describirlos mediante el uso

del microscopio y el estereoscopio, anotando caracteristicas de estado, color, aspecto, forma.

B. Variable de Respuesta Radio de Crecimiento
Se realizé una medicidn del radio de crecimiento de cada uno de los hongos dentro de la caja de petri,
a partir de la posicion inoculada, con el fin de comparar el radio de crecimiento de los hongos en

competencia con respecto a los hongos control.

C. Variable de Respuesta Areas de inhibicién
A las éreas de inhibicion producidas por la competencia del crecimiento entre los dos hongos en las cajas de

petri, se les midi6 y describié recalcando en la forma que tomo el halo inhibido.
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D. Variable de Respuesta de Micorrizacion
El porcentaje de micorrizacion se obtuvo mediante un conteo del nimero de raices cortas formadas en las
raices laterales y raiz principal de la planta de pino, asi como un conteo de raices cortas micorrizadas,

utilizando la siguiente formula para calcular el porcentaje por planta:

% M=(rm/rc)x 100

% M Porcentaje de micorrizacion
rm = Numero de raices cortas micorrizadas
rc = Numero de raices cortas

E. Variable de Respuesta altura
Con el fin de evaluar el desarrollo de las plantas micorrizadas se midi6 la altura de la planta desde la
cofia hasta la copa. Medicién que se realizo después de que las plantas estuvieron 11 semanas en el

invernadero.

F. Variable de Respuesta Lesiones ocasionadas
Se observaron y describieron macroscopicamente las lesiones ocasionadas por los hongos
fitopatogenos al cuello de las plantas de pino, auxiliado por un microscopio y el estereoscopio, describiendo

caracteristicas tales como forma, color, aspecto, tamafio.

6.6 ANALISIS DE DATOS

A las variables de respuesta cuantitativas, se les efectué un andlisis de varianza, auxiliandose en el
programa Statistical Analysis System (SAS), y asi determinar diferencias significativas entre los hongos
evaluados y el tratamiento control, efectuandoles una prueba muiltiple de medias Tuckey al 5% de

significancia.

6.7 MANEJO DEL EXPERIMENTO

Para las dos fases del experimento se tomaron todas las medidas de asepcia en el manejo de
materiales, ademés se contd con el apoyo de materiales de laboratorio, asi también se consideraron los
siguientes factores: El riego se efectud con una frecuencia de 2 a 3 dias y la Fertilizacion con fertilizantes

quelatados (20-10-20) y una fuente de micronutrientes, disueltos en dos litros de agua, aplicdndose por
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aspersion la primera a los 15 dias de germinada la planta y luego periodicamente cada 15 dias hasta cumplir

las 11 semanas.
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7. RESULTADOS

7.1 CARACTERISTICAS MORFOLOGICAS Y ANATOMICAS DE LOS HONGOS PRODUCIDOS
ARTIFICIALMENTE EN CAJAS DE PETRI

7.1.1 Scleroderma sp. de Poptin mas Fusarium sp.y Rhizoctonia sp.

Se obtuvo micelio ectomicorricico abundante, esponjoso, de color café oscuro, el cual obtuvo un
desarrollo radial entre 52 mm a 54 mm, ¢l medio de cultivo PDA fue favorable al crecimiento.

Después de 30 dias los tratamientos fueron contaminados con posturas de miceliares de Fusarium sp.
Y Rhizoctonia sp. Se dejaron desarrollar por cinco dias. El desarrollo miceliar de Fusarium sp. fue
esponjoso-algodonoso de color blanquecino con un tono rosa en el centro de la colonia cuando madura,
logrando una longitud radial de hasta 53 mm. Rhizoctonia sp. desarrollé micelio blanco de crecimiento
radial, con longitud radial de hasta 53 mm. Tanto las puntas del micelio de Fusarium sp. como Rhizoctonia
sp. se entrelazaron con el micelio de Scleroderma sp. de Poptan, no dejando un claro halo de separacion entre

las colonias cultivadas (ver cuadro 2).

7.1.2  Pisolithus tinctorius de Poptun mds Fusarium sp. y Rhizoctonia sp.

Se obtuvo micelio ectomicorricico abundante, esponjoso, elevado, de color blanco amarillento,
desarrollando una longitud radial de 53 mm hasta 58 mm.

Después de 30 dias los tratamientos fueron contaminados con posturas de miceliares de Fusarium sp.
Yy Rhizoctonia sp. Se dejaron crecer por cinco dias. El desarrollo miceliar de Fusarium sp. fue esponjoso-
algodonoso de color blanquecino con un tono rosa en el centro de la colonia cuando madura, logrando una
longitud radial de 43 mm hasta 47 mm. Rhizoctonia sp. desarrollé micelio blanco de crecimiento radial, con
longitud radial de 41 mm hasta 48 mm. Pisolithus tinctorius de Poptin inhibié a los hongos fitopatégenos
Fusarium sp. y Rhizoctonia sp. ya que su desarrollo fue mayor y més agresivo, produciendo ademds entre

ellos un evidente halo de separacién (ver cuadro 2).
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7.1.3  Laccaria aff. bicolor de Puerta del cielo mas Fusarium sp. y Rhizoctonia sp.

De los cultivos ectomicorricicos el mas agresivo en su desarrollo fue Laccaria aff bicolor de Puerta
del cielo, se obtuvo micelio ectomicorricico abundante, esponjoso, de color violaceo tenue, con crecimiento
miceliar dentro del medio, desarrollo longitudinal 52 hasta 58 mm.

Después de 30 dias los tratamientos fueron contaminados con posturas de miceliares de Fusarium sp.
y Rhizoctonia sp. Se dejaron crecer por cinco dias. El desarrollo miceliar de Fusarium sp. fue esponjoso-
algodonoso de color blanquecino con un tono rosa en el centro de la colonia cuando madura, logrando una
longitud radial de 53 a 55 mm. Rhizoctonia sp. desarrollé micelio blanco de crecimiento radial, con longitud
radial de 51 a 53 mm. Tanto las puntas del micelio de Fusarium sp. como Rhizoctonia sp. se entrelazaron
con el micelio de Laccaria aff. bicolor de Puerta del cielo, creciendo ambos hongos activamente uno sobre

otro sin inhibirse (ver cuadro 2).

7.1.4  Suillus bovinus de Totonicapan mas Fusarium sp. y Rhizoctonia sp.

Suillus bovinus de Totonicapan present6 un desarrollo longitudinal de 54 a 57 mm. se obtuvo micelio
ectomicorricico abundante, achatado, de color café a rojizo.

Después de 30 dias los tratamientos fueron contaminados con posturas de miceliares de Fusarium sp.
y Rhizoctonia sp. se dejaron desarrollar por cinco dias. El desarrollo miceliar de Fusarium sp. fue
esponjoso-algodonoso de color blanquecino con un tono rosa en el centro de la colonia cuando madura,
logrando una longitud radial de 48 a S| mm. Rhizoctonia sp. desarrollo micelio blanco de crecimiento radial,
con longitud radial de 48 a 50 mm. El hongo ectomicorricico Suillus bovinus de Totonicapan inhibi6 el

desarrollo de Fusarium sp. y Rhizoctonia sp. creando un halo de separacion entre las colonias (ver cuadro 2).

7.1.5 Descripcion de los hongos control
Todos los hongos crecieron y se desarrollaron libremente en la caja de petri, con desarrollos mas
acelerados y colonias miceliares mas sanas. Este tratamiento presenté mayor longitud radial de crecimiento

y no hubo inhibicién ya que no tuvieron competencia.
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A continuacion se presentan los cuadros 2 y 3 con resumen de las caracteristicas mas importantes

observadas en cuanto a datos de crecimiento y observaciones por competencia entre los hongos.

Cuadro 2. Caracteristicas de los hongos ectomicorricicos frente a Fusarium sp. en cajas de petrt.

Hongos Micelio Color Crecimiento
Scleroderma sp. de Poptin  abundante/esponjoso café obscuro 52-54 mm
Fusarium sp. esponjoso/algodonoso  blanquecino/tono rosa 53 mm
Pisolithus tinctorius de Pop. abundante/elevado blanco/amarillento 53 mm
Fusarium sp. esponjoso blanquecino/tono rosa 43-47 mm
Laccaria aff. bicolor de abundante/esponjoso  violaceo tenue 52-58 mm
P.cielo
Fusarium sp. esponjoso blanco/tono rosa 53-55 mm
Suillus bovinus de Toto. achatado café a rojizo 54-57 mm
Fusarium sp. esponjoso/algodonoso  blanquecino/tono rosa 48-51

Cuadro 3. Caracteristicas de los hongos ectomicorricicos frente a Rhizoctonia sp. en casjas de petri.

Hongos Micelio Color:#. Crecimiento
Scleroderma sp. de Poptun  abundante/esponjoso  café obscuro 52-54 mm
Rhizoctonia sp. abundante blanco/radial 53 mm
Pisolithus tinctorius de Pop. abundante/elevado blanco/amarillento 53 mm
Rhizoctonia sp. esponjoso/radial blanco 41-48 mm

abundante/esponjoso  violaceo tenue 52-58 mm
Rhizoctonia sp. esponjoso/radial blanco 51-53 mm
Suillus bovinus de Toto. achatado café arojizo 54-57 mm

Rhizoctonia sp. esponjoso/radial blanco 48-50 mm
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7.2 CARACTERISTICAS MORFOLOGICAS Y ANATOMICAS DE LOS HONGOS
PRODUCIDOS ARTIFICIALMENTE EN PLANTAS DE PINO

Una vez probada la capacidad antibidtica de algunos hongos ectomicorricicos frente a hongos
fitopatdgenos, se utilizé la misma distribucion experimental, esta vez en plantas de pino en contenedor. Las
plantas de Pinus oocarpa Schiedegerminadas de una semana se les inoculé hongo ectomicorricico de
Scleroderma sp. de Pop., Pisolithus tinctorius de Pop., Laccaria aff. bicolor de P. del cielo y Suillus bovinus
de Toto., con el fin de que produjeran simbiosis micorricica. Transcurridas 10 semanas se procedié a
infectarlas con los hongos fitopatdégenos Fusarium sp. y Rhizoctonia sp. y se dejaron crecer por 7 dias, de
acuerdo a la siguiente distribucion:

A. Scleroderma sp. de Pop. mas Fusarium sp. y Rhizoctonia sp.
B. Pisolithus tinctorius de Pop. mds Fusarium sp. y Rhizoctonia sp.
C. Laccaria aff. bicolor de P. del cielo mas Fusarium sp.y Rhizoctonia sp.

D. Suillus bovinus de Toto. mas Fusarium sp. y Rhizoctonia sp.

Ninguna de las plantulas inoculadas con fitopatdgenos sobrevivié al experimento, ya que presentaron
los sintomas de la enfermedad mal del talluelo. Las hojas perdieron turgencia, se debilitaron, se tornaron de
color verde claro al amarillo verdoso, defoliandose.

Las lesiones aparecieron entre la separacion del tallo y raiz, de color canela a pardo rojizo,

desarrollandose de afuera hacia adentro, con aspecto de canceres profundos.

7.2.1 Descripcién de las plantas control
Debido a que ninguna de las plantas testigo fueron inoculadas con hongos ectomicorricicos o
titopatogenos, no existié presencia de micorrizas. No presentaron dafios o lesiones ocasionadas por hongos

fitopatdgenos. Estas plantas presentaron menores rendimientos en altura.

7.3 RADIO DE CRECIMIENTO

El radio de crecimiento de dos hongos creciendo en competencia en las cajas de petri, nos permite
conocer el antagonismo por parte de los hongos ectomicorricicos hacia los hongos fitopatogenos inoculados.
Se midié el radio de crecimiento de cada hongo. A los resultados se les efectud un analisis de varianza,

determinando diferencias significativas, el cual se presenta en el cuadro 4.

INVERSIDAD DE SAN CARIGS D GUATEMALA}
1ioteaca Central
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Cuadro 4. Andeva para el radio de crecimiento de cuatro hongos ectomicorricicos inoculados con 2 hongos

fitopatdgenos y un testigo.

Fuente de Grados de Suma de Cuadrado F. Calculada SIGNIFICANCIA
Variacion Libertad Cuadrados Medio
Tratamiento 568.97 81.28 16.43 0.0001
Error 118.75 495
Total 687.72

Cocficiente de variacion = 4.33

En el anterior analisis se observd que existieron diferencias significativas entre los tratamientos

evaluados y se procedié a efectuar la prueba de TUKEY, que se muestra en el cuadro 5.

Cuadro 5. Prueba de medias (Tukey) para la diferencia entre radio de crecimiento de cuatro hongos

ectomicorricicos inoculados con dos hongos fitopatdgenos y un testigo.

FITOPATOGENO Fusarium sp Rhizoctonia sp
TRATAMIENTO MEDIA (%) MEDIA (%)

Testigo (control) 65.25 66.10
Scleroderma sp. De 55.25 55.25
poptun

Laccaria aff. bicolor de P.c. 55.13 55.20
Suillus bovinus de Toto. 50.25 50.05
Pisolithus tinctorius de Pop 45.0 45.10

Segin Thomas (22), los inhibidores en las ectomicorrizas pueden ser antibiéticos producidos
directectamente por los hongos simbidticos o antibidsis producida por los hospederos como resultado de la
estimulacion por la infeccién del hongo.

Los hongos ectomicorricicos Scleroderma sp. de Pop. y Laccaria aff. bicolor de P. del cielo,
manifestaron mejor desarrollo en crecimiento en la competencia directa con Fusarium sp. y Rhizoctonia sp.
en cajas de petri, este desarrollo demuestra que no hubo antibiosis por parte de los in6culos ectomicorricicos
hﬁcia los fitopatégenos. Mientras que Suillus bovinus de Toto. y Pisolithus tinctorius de Pop., obtuvieron un
menor desarrollo, producido por la competencia directa ante los fitopatdgenos Fusarium sp. y Rhizoctonia sp.
Por su parte el tratamiento control manifesté mayores valores de desarrollo, ya que crecié sin competencia.

Ver figura 2.
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Figura 2.. RADIO DE CRECIMIENTO EN CAJAS DE PETRI DE CUATRO HONGOS
ECTOMICORRICICOS CONTRA DOS HONGOS FITOPATOGENOS Y UN TESTIGO.
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7.4 AREAS DE INHIBICION

El radio de crecimiento de los hongos en las cajas de petri nos permite conocer el antagonismo por parte
de los hongos ectomicorricicos hacia los hongos fitopatdgenos inoculados. En este tratamiento se midié el
4rea (halo) de separacién entre los hongos en competencia. A los resultados se les efectud un analisis de

varianza, determinando diferencias significativas, el cual se presenta en el cuadro 6.

Cuadro 6. Andeva para el halo de inhibicion de cuatro hongos ectomicorricicos inoculados con do hongos

fitopatégenos y un testigo.

Fuente de Grados de Suma de Cuadrado F. Calculada SIGNIFICANCIA
Variacién Libertad Cuadrados Medio
Tratamiento 571.47 81.64 84.27 0.0001
Error 23.25 0.969
Total 594.72

Coeficiente de variacion = 24.04
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En el anterior analisis se observd que existieron diferencias significativas entre los tratamientos

evaluados y se procedi6 a efectuar la prueba de TUKEY, que se muestra en el cuadro 7.

Cuadro 7. Prueba de medias (Tukey) para la diferencia entre halo de inhibicion de cuatro hongos

ectomicorricicos inoculados con dos hongos fitopatégenos y un testigo.

FITOPATOGENO Fusarium sp. Rhizoctonia sp.
TRATAMIENTO MEDIA (%) MEDIA (%)
9.63 9.60
Suillus bovinus de Toto. 6.75 6.69
Laccaria aff bicolor P del ¢ 0.0 0.0
Scleroderma sp. de Pop. 0.0 0.0
Testigo (control) 0.0 0.0

Antibiosis, estrictamente es antagonismo, mediado por metabolicos especificos o no especificos de
origen microbial, incluyendo agentes liticos, enzimas, componentes volatiles y otras substancias téxicas (3).
El indculo ectomicorricico Pisolithus tinctorius de Pop., presentd el halo mas grande producido por la
inhibicién contra la competencia directa con Fusarium sp. y Rhizoctonia sp. en cajas de petri, le siguié en
tamafio, pero siempre con indices de inhibicion Suillus bovinus de Toto. Mientras que Scleroderma sp. de
Pop. y Laccaria aff bicolor de Puerta del cielo, no obtuvieron una area especifica de separacién contra los
fitopatogenos. Por su parte el tratamiento control no manifestd drea de inhibicion ya que crecid sin

competencia. Ver figura 3.

Figura 3. AREA DE INHIBICION EN CAJAS DE PETRI DE CUATRO HONGOS
ECTOMICORRICICOS FRENTE A DOS HONGOS FITOPATOGENOS Y UN TESTIGO
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7.5 PORCENTAJE DE MICORRIZACION

Napier (14), establece que las micorrizas protegen contra hongos patogenos. Esto se debe a la presencia
del micelio alrededor y dentro de la raiz, el cual crea una barrera fisica a la invasion de la misma por estos
patogenos. Ademas, las micorrizas producen antibidticos, los cuales protegen a las raices cortas sin
micorrizar en la misma plantula. Con el fin de establecer la capacidad infectiva y de proteccion radicular de
la planta, se micorrizaron plantulas de Pinus oocarpa, las cuales se infectaron ademas con hongo
fitopatdgeno. Sc establecio y contd las raices cortas micorrizadas. A los resultados se les efectud un analisis

de varianza, determinando diferencias significativas, el cual se presenta en el cuadro 8.

Cuadro 8. Andeva para el porcentaje de micorrizacion en plantas de pino, inoculadas con cuatro hongos

ectomicorricicos, dos hongos fitopatdgenos y un testigo.

Fuente de Grados de Suma de Cuadrado F. Calculada SIGNIFICANCIA
Variacion Libertad Cuadrados Medio
Tratamiento 1009.0 144.14 25.63 0.0001
Error 135.0 5.66
Total 1144.0

Coeficiente de variacion = 8.78

En el anterior analisis se observd que existieron diferencias significativas entre los tratamientos

evaluados y se procedio a efectuar la prueba de TUKEY, que se muestra en el cuadro 9.

Cuadro 9. Prueba de medias (Tukey) para la diferencia entre porcentaje de micorrizaciéon de cuatro hongos

ectomicorricicos inoculados con dos hongos fitopatogenos y un testigo en plantas de pino.

FITOPATOGENO Fusarium sp. Rhizoctonia sp.
TRATAMIENTO MEDIA (%) MEDIA %) AGRUPAMIENT
Suillus bovinus de Toto 32.625 32.640
Laccara icolor .cle 3 375 2.390
solithus tinctorius de Pop. 22.375 22.360
Scleroderma poptun de Pop 20.625 20.540
Testigo (control) 0.0 0.0

El hongo Suillus bovinus de Toto. y Laccaria aff. bicolor de Puerta del cielo manifestaron mejor
infectividad en plantulas de Pinus oocarpa Schiede. La dosis de 5 discos de agar recomendados fueron
suficientes para inocular a la planta con el hongo ectomicorricico. Aunque Pisolithus tinctorius de Pop. y

Scleroderma sp. de Pop. también desarrollaron su capacidad infectiva, los porcentajes obtenidos fueron
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menores. El tratamiento testigo, el cual no se inoculd con los hongos ectomoicorricos ni hongos

fitopatogenos, no presentd micorrizacion ni ataque fitopatdgeno. Ver figura 4.

Figura 4. PORCENTAIJE DE MICORRIZACION EN Pinus oocarpa Schiede DE CUATRO
ECTOMICORRICICOS FRENTE A DOS FITOPATOGENOS Y UN TESTIGO.
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7.6 ALTURA DE PLANTAS

Las micorrizas al parecer mejoran el crecimiento de la planta al aumentar la superficie de absorcion del
sistema radicular; al absorver selectivamente y al acumular ciertos nutrientes, especialmente el fosforo; al
solubilizar y hacer disponibles para la planta algunos minerales normalmente insolubles; al permitir que las
raices alimentadoras funciona por mas tiempo; y al hacer que las raices alimentadoras sean més resistentes a
la infeccion que ocasionan algunos hongos del suelo (1). Ya que se establecid la micorrizacién con las
plantulas, se les midi6 y comparé entre los diferentes tratamientos, incluyendo el testigo que no fue
micorrizado. A los resultados se les efectud un analisis de varianza, determinando diferencias significativas,

el cual se presenta en el cuadro 10.
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Cuadro 10. Andeva para la altura de plantas de pino inoculadas con cuatro hongos ectomicorricicos, dos

hongos fitopatogenos y un testigo.

Fuente de Grados de Suma de Cuadrado F. Calculada SIGNIFICANCIA
Variacién Libertad Cuadrados Medio
Tratamiento 4485.0 640.71 8.83 0.0001
Error 1741.0 72.54
Total 6226.0

Coeficiente de vartacion = 2.90

En el anterior analisis se observd que existieron diferencias significativas entre los tratamientos

evaluados y se procedi6 a efectuar la prueba de TUKEY, que se muestra en el cuadro 11.

Cuadro 11. Prueba de medias (Tukey) para la diferencia entre altura de plantas de pino, inoculadas con

cuatro hongos ectomicorricicos, dos hongos fitopatégenos y un testigo.

FITOPATOGENO Fusarium sp. Rhizoctonia sp.
TRATAMIENTO MEDIA (%) MEDIA (%) AGRUPAMIENTO
Laccaria aff. bicolor de P cielo 331.75 3321
Scleroderma sp. de Pop. 290.25 292.3
Pisolithus tinctorius de Pop. 286.38 286.90
Suillus bovinus de Toto. 285.63 285.68
Testigo (control) 265.0 C 268.0

Segun Pera et al. (16), los efectos de la micorrizacion en el crecimiento de las plantas durante la fase
de vivero no son significativos, ya que la planta puede absorber por las raices todo lo que necesita sin
necesidad del hongo. El efecto beneficioso del hongo ectomicorricico se manifiesta principalmente en
campo, donde la planta se ve sometida a condiciones diversas y a veces adversas.

En este tratamiento se formaron béasicamente dos grupos: Laccaria aff. bicolor de Puerta del cielo,
manifesto el mayor rango de altura, superando a los otros tratamientos por un promedio de 45 mm en altura 'y
en 66 mm al tratamiento testigo. Los tratamientos con hongo Scleroderma sp. de Pop. , Pisolithus tinctorius
de Pop.y Suillus bovinus de Toto., fueron muy parecidos en su desarrollo, siendo eso sf més altos que el

tratamiento control en aproximadamente 20 mm. Ver figura 5.
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Figura 5. ALTURA DE PLANTAS DE Pinus oocarpa INOCULADOS CON CUATRO HONGOS
ECTOMICORRICICOS E INFECTADOS CON DOS FITOPATOGENOS Y UN TESTIGO.
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7.7 DESCRIPCION DE LESIONES

Las lesiones aparecieron entre la separacién del tallo y raiz, de color canela a pardo rojizo,
desarrollandose de afuera hacia adentro, con aspecto de cénceres profundos. Al realizar un corte transversarl
de tallo en una lesidon, muestra varias zonas decoloradas dispuestas en forma de anillo completo o
interrumpido que consta de tejidos vasculares decolorados. Las lesiones estaban cubiertas por micelio de
Rhizoctonia sp. incoloro en su etapa juvenil pero se tornd de color café claro conforme maduré. El hongo se
propagd de forma agresiva dadas las condiciones de temperatura Optima en incubadora a 25 grados

centigrados. Fusarium sp. se desarroll6 agresivo, el cual en su maduréz presentd un color blancuzco.

El ataque por parte de los hongos fitopatogenos inoculados fue agresivo, ya que los primeros

sintomas se vieron rapidamente en la planta.

Es importante mencionar que las plantas inoculadas con el hongo ectomicorricico tuvieron proteccion
radicular debido a la presencia de micorrizas, sin embargo, fue a la separacion entre tallo y rafz donde atacé

el hongo ectomicorricico.
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8. CONCLUSIONES

1. Los hongos ectomicorricicos Pisolithus tinctorius de Poptun y Suillus bovinus de Totonicapan formaron
un halo de separacion al crecer en competencia en cajas de petri frente a los hongos fitopatogenos incitantes

del mal del talluelo Fusarium sp. y Rhizoctonia sp.

2. Las plantas de Pinus oocarpa Schiede micorrizadas con Pisolithus tinctorius de Poptan y Suillus bovinus
de Toto., Laccaria aff. bicolor de Pucta del ciclo y Scleroderma sp. de Poptun no sobrevivieron al indculo

fitopatdgeno incitante del mal del talluelo Fusarium sp. y Rhizoctonia sp.

3. Se demostr6 la capacidad infectiva de los indculos ectomicorricicos Pisolithus tinctorius de Poptin,
Suillus bovinus de Totonicapan, Laccaria aff. bicolor de Pueta del cielo y Scleroderma sp. de Poptin, en la

formacion de micorrizas en plantulas de Pinus oocarpa Schiede en contenedor.

4. Los hongos ectomicorricicos Suillus bovinus de Totonicapan, Laccaria aff. bicolor de Pueta del cielo,
presentaron los mejores indices de infectividad en plantas de Pinus oocarpa Schiede, obteniendo mejores

resultados en micorrizacion.

5. Las plantas de Pinus oocarpa Schiede micorrizadas con el hongo ectomicorricico Laccaria aff. bicolor de

Puerta del cielo, produjeron el mejor rendimiento en cuanto a altura de plantas.

6. Las cepas de hongos ectomicorricicos que demostraron antibiosis en las cajas de petri, no demostraron los

mismos efectos en las plantas de pino en contenedor.
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1. RECOMENDACIONES

l. Evaluar los rendimientos de plantas de Pinus oocarpa Schiede inoculadas con Pisolithus tinctorius de

Poptun y Suillus bovinus de Totonicapan, bajo condiciones de campo.

2. Evaluar los rendimientos en Pinus oocarpa Schiede en distintas etapas de crecimiento de la planta,
inoculadas con los hongos ectomicorricicos Scleroderma sp. de Poptin, Suillus bovinus de Totonicapan,

Laccaria aff. bicolor de Puerta del ciclo y Pisolithus tinctorius de Poptun.,
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11. ANEXOS

Cuadro 12. Combinacién de tratamientos de cuatro hongos ectomicorricicos frente a dos hongos

fitopatogenos incitantes del mal del talluelo en Pinus oocarpa Schiede.

TRATAMIENTO  HONGO ECTOMICORRICICO HONGO FITOPATOGENO

Scleroderma sp.de Poptun
Scleroderma sp. de Poptun
Suillus bovinus de Totonicapan
Suillus bovinus de Totonicapan

Laccaria aff. bicolor Puerta cielo
Laccaria aff bicolor Puerta cielo

Pisolithus tinctorius de Poptin
Pisolithus tinctorius de Poptun

Scleroderma sp. Poptin (testigo)

Fusarium sp.
Rhizoctonia sp.
Fusarium sp.
Rhizoctonia sp.
Fusarium sp.
Rhizoctonia sp.
Fusarium sp.
Rhizoctonia sp.

10* Suillus bovinus Toto (testigo)

1 1% Laccaria a bicolor Pcieloftestigo)  Xxx

12* Pisolithus tinctorius Pop (testigo) Xxx

13% Xxx Fusarium sp. (testigo)
14* Xxx Rhizoctonia sp. (testigo)

* (tratamientos adicionales a la estructura factorial)
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