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. RESUMEN

En Guatemala, como en la mayoria de los paises latinoamericanos, el problema
de la deforestacion es cada vez mayor, por lo que se ve necesario incrementar los

esfuerzos para contrarrestar esta situacion.

Una de las técnicas que se estan utilizando para solucionar este problema es el
uso de hongos micorricicos para el mejoramiento de las plantas con las que se
reforestara. Esta técnica se conoce como micorrizaciéon, la cual consiste en lograr la
union entre diversas especies de hongos y el sistema radicular de las plantas. En esta
relacion simbidtica el hongo se beneficia al obtener alimento y cobijo en la planta y esta
se beneficia al obtener mayor cantidad de nutrientes provenientes del suelo, que le

proporciona el hongo infectante.

El proposito de este trabajo fue evaluar la eficiencia micorricica de los hongos
nativos Pisolithus tinctorius 17.07.98 y Scleroderma sp. 167.97 en plantas de Pinus
caribaea nativos de Poptun, Petén y su efecto en el desarrollo de las plantas en
contenedor. Se utilizaron estos hongos aprovechando la biodiversidad de especies
existentes en nuestro pais, nativos del area a reforestar para asegurar su adaptacion
ambiental ademas de producir cuerpos fructiferos con abundante cantidad de esporas y

ser de facil aislamiento del micelio vegetativo.

Para la micorrizacion se siguieron dos etapas: la primera fue a nivel de
laboratorio, en la que se cultivaron los hongos en un medio de cultivo (MMN) vy la
segunda, a nivel de invernadero, donde se desarrollaron las plantas inoculadas con
micelio crecido en turba-vermiculita en dos proporciones: 1:4 y 1:8 (volumen:volumen)

durante cinco meses.

Ademas se utilizé un disefo totalmente al azar, dividido en cinco tratamientos y

por medio de un andlisis de varianza de una via y el estadistico de Dunnett se compar6



el crecimiento y desarrollo de las plantas infectadas con las no infectadas, segun la
proporcién de inoculacion, midiendo los siguientes parametros: altura, diametro del tallo,
longitud de la raiz, nimero de raices principales, peso fresco total, peso fresco de la
parte aérea, peso fresco de la parte radicular, peso seco total, peso seco de la parte
aérea, peso seco de la parte radicular y porcentaje de micorrizas.

Los resultados obtenidos, indican que si existe diferencia estadisticamente
significativa en la medicién de casi todos los parametros evaluados, por lo que se
demuestra la capacidad de micorrizacion de estos hongos y el beneficio en el

desarrollo de plantulas de Pinus caribaea.



. INTRODUCCION

Micorrizacion es el proceso de union entre las raices de un vegetal y un hongo, el
cual se produce de forma natural en la mayoria de los suelos. Este proceso desaparece
en los ecosistemas degradados al agotarse la flora fungica, asi como por una continua

labor del suelo e incendios repetidos, entre otros factores.

La presencia de hongos ectomicorricicos en raices de plantas que se utilizan
para reforestar, ha demostrado ser una cualidad que mejora el crecimiento y resistencia
de las mismas, por lo que ésta se ha empleado en programas de reforestacion y
aforestacion en diversos paises como Puerto Rico, Venezuela, Ecuador, Espafa,

Francia, Italia, Liberia, etc.

A pesar de la gran riqueza de hongos ectomicorricicos y ante la continua
deforestacion que afronta el pais, se han realizado pocos estudios sobre estos hongos y
su empleo en micorrizacion.

Con el fin de contribuir a mejorar esta situacion, el presente trabajo tuvo como
objetivo determinar la eficiencia micorricica de las cepas de hongos Pisolithus tinctorius
17.07.98 y Scleroderma sp. 167.97, nativos de Poptun, Petén, aplicados a diferentes
proporciones y su implicacion en la mejora del crecimiento y desarrollo de plantas de
Pinus caribaea en contenedor. Con ello se pretende ofrecer una alternativa para el

mejoramiento de viveros forestales y contribuir a la reforestacion y mejora de



plantaciones en el departamento de El Petén.

Para ello, se tomaron datos cuantitativos como altura, diametro del tallo, longitud
de la raiz, niumero de raices principales, pesos frescos y pesos secos de las partes
aérea y radicular, asi como el porcentaje de micorrizacién y su relacién con el grado
de crecimiento y desarrollo de las plantas inoculadas, las cuales se compararon con
testigos sin inocular. Los datos se analizaron por medio de un andlisis de varianza de
una via, no paramétrico, con un nivel de significancia de 0.05, asi como el estadistico

de Dunnett.



[ll. ANTECEDENTES

3.1. Definicion de micorrizas

La palabra micorriza deriva de los términos griegos mico=hongo; rhiza=raiz (1,2).
Las micorrizas son un tipo de asociacion simbiética que se establece con las plantas a
nivel hipogeo, es decir, bajo el suelo, donde el micelio de un hongo, se relaciona
intimamente con la raiz de la planta (3-6).

También se define como la formacion de raices por la asociacion simbiotica entre
raices finas nutridoras de las plantas verdes y hongos altamente especializados que
habitan en las raices (7). Esta se produce de forma natural en la mayoria de las plantas,
tanto herbaceas, arbustivas y arblreas, pero que desaparece en los ecosistemas
degradados, por factores tales como la continua labor del suelo e incendios repetidos,

entre otros, y que agotan la flora fungica (1,3-5,8,9).

La mayoria de los arboles dependen de esa asociacion para iniciar y mantener el
desarrollo. Sin las micorrizas, muchisimas plantas incluyendo las especies madereras

mas importantes no podrian subsistir (3).

3.2. Tipos de micorrizas

Segun publicaciones realizadas sobre micorrizas, se estima que el 95 por ciento
de las especies de plantas vasculares pertenecen a familias caracteristicamente
micorricicas (10,11). Debido a que las micorrizas poseen la forma simbidtica mas
extensa en el mundo vegetal, se ha hecho necesario, una clasificacion de los distintos

tipos micorricicos.



Actualmente, se clasifican en dos tipos principales que se basa en la
interrelacion de los filamentos del hongo con las células de las raices, en ectomicorrizas

y endomicorrizas (3,12).

3.2.1. Caracteristicas de las ectomicorrizas

Las ectomicorrizas se forman después que las esporas o filamentos del hongo
entran en contacto e invaden las raices absorbentes en crecimiento activo. La fuente de
las esporas son los hongos que crecen en el suelo al pie de los arboles.

El micelio del hongo, estimulado por los elementos nutritivos de la raiz, cubre
enteramente la punta de la misma con un manto de filamentos (red de Hartig) que se

extiende al suelo circundante.

A medida que las células se dividen y alargan, el hongo penetra y crece entre las
células de la raiz debido a la accién de las enzimas que secreta. La invasion del hongo
queda restringida a las capas exteriores de las células de la raiz; ambos mantienen sus
caracteristicas vitales sin mostrar sintoma de enfermedad. A medida que las células
vegetales infectadas se dividen y se alargan, las substancias que segregan los hongos
causan que las raices sean mas cortas que las no infectadas y hacen que se ramifiquen

también (3,13,14).
3.3. Beneficio de las micorrizas

Los hongos micorricicos son microorganismos benéficos estrechamente
relacionados con las raices de muchas plantas. Ellos les permiten absorber de muchos

suelos, mas elementos nutritivos (3). A continuacion se citan una serie de beneficios para



las plantas:

» Aumentan el poder absorbente de las raices, facilitando la entrada de agua y
componentes minerales como fosforo, nitrégeno, potasio, nitratos, calcio, hierro, sodio,
magnesio, y otros elementos (4,15).

» Aumento de resistencia a la sequia, a las bajas temperaturas y a la pobreza del suelo,
sobre todo en las primeras etapas de vida (4).

» La actividad vital del hongo produce algunas sustancias que estimulan el crecimiento
de la raiz, tales como vitaminas y hormonas vegetales (5).

» La presencia del hongo protege a las raices contra ciertos microorganismos patdégenos
del suelo, principalmente mediante la intervencion de inhibidores quimicos que actuan
a manera de antibiético (5).

» Proporcionan ademas cierto grado de proteccion frente a los metales pesados
contaminantes del suelo (4,15).

Las ventajas citadas anteriormente, redundan en un mayor crecimiento y resistencia de
las plantas micorrizadas, en relacion con otras desprovistas del hongo, ademas de incrementar
la biodiversidad del terreno forestado, permitiendo de esta manera tener mayores garantias de
éxito en el campo, frente a la sequia del verano (5,7).

Hoy dia, una reforestacion formal no puede concebirse sin tomar precaucion de que
las plantas estén provistas de micorrizas, es decir, de hongos en simbiosis con sus raices,

tal y como ocurre de forma espontanea en la naturaleza (16).

Respecto a la funcion profilactica de las micorrizas frente a los principales parasitos de
la raiz (Phytoptora, Phytium, Fusarium, Alternaria) ha sido demostrada para varias especies de

hongos como Hebeloma crustuliniforme y Laccaria laccata, entre otros (5,17).



3.3.1. Absorcion de agua y nutrientes

Como se menciond anteriormente, las micorrizas facilitan la absorcion de agua y
nutrientes (nitrégeno, fosforo, potasio, calcio y otros elementos), ambas funciones
intimamente ligadas al ser absorbidos los elementos en solucion, por medio del sistema
radicular de las plantas. Se consideran de importancia econémica y ecoldgica por ser la
sequia y la escasez de nutrientes, los parametros universalmente limitantes en la
produccion forestal (18).

En las plantas se distinguen morfolégica y funcionalmente dos tipos de raices
laterales: raices largas con apices puntiagudos de crecimiento ilimitado y raices cortas con
apices redondeados de crecimiento limitado (9,19,20). Las cortas son las susceptibles de
ser infectadas por los hongos ectomicorricicos y las responsables de la absorcion de agua
y nutrientes (3,9,19-22).

Aunque las raices cortas representan menos del 1% de la biomasa total del arbol, en
arboles no micorrizados estas raices se renuevan entre dos y tres veces al afio, o incluso
més, si las condiciones de crecimiento del arbol asi lo requieren, lo que representa un

costo metabolico alto para el arbol (22,23).

Por el contrario, en arboles micorrizados, las raices cortas ectomicorrizadas
persisten aparentemente en estado funcional, hasta ocho afios con un costo metabolico

bajo para el arbol (10,17,21).

Considerando las grandes distancias inter-radiculares propias de la geometria de

los sistemas radiculares de los arboles, la eficacia de las ectomicorrizas en la absorcion



de agua y nutrientes se comprende por la profusa colonizacién del suelo, realizada por

las estructuras flngicas, sean éstas rizomorfos, acordonamientos miceliales o hifas, lo
que permite una exploracién grande del suelo en la captacion de agua y nutrientes. Los
acordonamientos miceliales permiten al hongo extenderse hasta cinco metros de la raiz

en suelos pobres en nutrientes (17).

Trappe y Fogel (1977), lograron trazar una sola hifa de Cenococcum, emergente
de una ectomicorriza de Pseudotsuga a lo largo de dos metros, observando su

conexion no solo con otras ectomicorrizas de esta especie, sino también de Tsuga (10).

Los hongos formadores de rizomorfos o de cordones miceliales estan
frecuentemente asociados a una mayor tolerancia de la planta a la sequia como se
demostré para las asociaciones de Pinus radiata + Rhizopogon luteolus (24),

Pseudotsuga menziesii + R. vinicolor (25) y Quercus velutina + Pisolithus tinctorius (26).

Debido al papel tan importante que juegan las micorrizas en el metabolismo de
las plantas, los estudios sobre absorcion de nutrientes se remontan desde 1,884 con

las investigaciones de Frank sobre la absorcidn de nitrégeno (27).

Después de los trabajos de Hatch en 1937, quien citdé grandes incrementos en la
absorcion de nitrégeno, fésforo y potasio por raices micorrizadas de pino, se inicidé una
época que se extiende hasta nuestros dias de investigacion constante e intensa sobre
la absorcién de fosfatos, nitratos, amonio, Ca, Rb, Cl, Na, Mg, Fe y otros elementos,

asi como la fisiologia de la absorcion de iones y su traslocacion (15,27,28).

3.3.2. Produccion de reguladores del crecimiento

La investigacion sobre produccion de hormonas por hongos ectomicorricicos fue



iniciada con la deteccion de compuestos inddlicos en micorrizas de Pinus sylvestris y
Pinus strobus, ademas de estudios relacionados con auxinas, citoquininas, giberelinas y

vitaminas del grupo B (29).

La concentracion de auxina en raices de plantas no micorrizadas parece ser
subdptima, por lo que se considera que el exceso de este regulador suministrado por el
hongo micorricico, influye significativamente en el crecimiento y desarrollo de la planta

(15,29).

Otros efectos de la simbiosis estan relacionados con la actividad hormonal, entre
los que cabe destacar: el geotropismo de las raices, la inhibicion de la formacion de
pelos radiculares, el incremento de la longevidad de las raices cortas a través de la
inhibicién o reduccion de la suberizacion de la endodermis y de la zona cortical, el

incremento en el desarrollo de los cloroplastos y la traslocacién de nutrientes (22,29).

Otro regulador de crecimiento es el etileno; en un estudio realizado con 23
hongos, se encontré que 19 cepas producian etileno, sin la presencia de metionina, por
el contrario cepas como Cenoccocum geophilum, Hebeloma crustuliniforme, Laccaria
laccata y Pisolithus tinctorius necesitaban la presencia de metionina en el medio de
cultivo para producir etileno. Cuando algunas plantas fueron inoculadas con dichas
cepas, la formacion de las ectomicorrizas coincidié con la produccion de etileno y se

detectd un incremento en el desarrollo de las raices laterales (30).

Otras especies en que ha sido detectada la metionina de exudados de raices son

Pinus radiata (31) y Eucalyptus calophylla (32).

Para determinar el efecto de este compuesto, se expusieron plantas de Pinus



ponderosa, Pseudotsuga menziesii y Abies concolor a una atmdsfera de 5 ppm de

etileno durante un mes, lo que resulté en un incremento de la sobrevivencia, rotura de
yema apical y desarrollo de nuevas raices, cuando fueron trasplantadas a invernadero,
sin embargo, estos efectos no se observaron cuando el trasplante se hizo en el bosque

(18).

3.4. Inoculacién artificial de micorrizas

La introduccion artificial de hongos micorricicos es utilizada para asegurar una
buena micorrizacion en plantas producidas en viveros; sin embargo se deben
desarrollar procedimientos para la inoculacidon con hongos adecuados, especialmente
segun el habitat de destino y el tipo de planta. Ademas conviene, de ser posible,

aislarlos en algun agar nutritivo.

Algunos parametros que se deben considerar en la inoculacion de plantas de

invernadero con micelio, son los siguientes (33):

1. Que los hongos sean de facil aislamiento.

2. Que el micelio presente una tasa importante de crecimiento en cultivo puro.
3. Que los cultivos presenten efectividad como indculo en el hospedero.

4. Que los inéculos sean efectivos sobre el crecimiento y vigor del hospedero.
5. Que las cepas presenten adaptacion ecoldgica y variacion ecotipica.

6. Que las cepas interaccionen con otros microorganismos.

7. Que los hongos presenten especificidad con el hospedero.

También debe cuidarse el suministro de nutrientes y agua para adaptar de mejor



manera las condiciones del vivero y la simbiosis planta-hongo.

Los hongos micorricicos, necesitan un pH oOptimo, entre 4.5 a 5.0 6 mas, una
temperatura entre 18 y 25 grados centigrados, un ambiente de aerobiosis,

disponibilidad de nitrégeno y potasio para su desarrollo y crecimiento(9).

La introduccion de cepas de hongos micorricicos se puede realizar de las

siguientes formas: suelo, planta micorrizada, esporas y micelio (12).
3.4.1. Utilizacion de suelo

Este procedimiento consiste en utilizar sustrato natural o humus (broza) como
in6culo, que puede ser recolectado en bosques y plantaciones establecidas. Es un
procedimiento perfectamente valido, sobre todo para la transmisiébn de micorrizas
ectétrofas, pero es bastante mas costoso ecolégicamente que otras técnicas. Ademas
tiene el inconveniente de introducir agentes perjudiciales, como larvas de insectos,

algunos patégenos y semillas de malas hierbas (5,9).
3.4.2. Inoculacion de semillas

Un segundo procedimiento se lleva a cabo mediante la pulverizacion de
carpéforos o setas maduras, que luego se mezcla con polvo inerte (arena, caolin,
aserrin) que le sirve de soporte, y con goma arabiga como adherente. Con esta mezcla
se recubre la semilla, de manera que queda lista para su siembra. Presenta como
ventaja principal, la proximidad que existe entre el material fungico y la planta, sobre

todo en los inicios del crecimiento radicular (5,12).

Esta técnica, emplea semillas de las plantas a micorrizar que estén sanas,



pesadas y maduras. No conviene recogerlas del suelo porque estaran contaminadas.
Se recomienda desinfectar las semillas con hipoclorito de sodio, nitrato de plata al 0.1 %

o peroxido de hidrogeno al 30 % (5,12).
3.4.3. Utilizacién de esporas

Este tercer procedimiento se realiza a partir de un in6culo de esporas de hongos
que producen numerosas basidiosporas y que son faciles de recolectar en grandes

cantidades, como: Rhizopogon, Scleroderma y Pisolithus (34). Se dejan esporular los

carpoforos sobre una lamina de aluminio (generalmente vidrio, para evitar la
desecacion) y se lavan las esporas con agua destilada recogiéndolas en un recipiente.

También se pueden dejar esporular los carpéforos directamente sobre agua destilada.

De este modo se obtiene una solucion de esporas, utilizable en riego o para
sumersion de semillas previamente a su siembra, sobre todo en viveros. Esta técnica

se aplica tanto a semillas como a plantas de vivero (5,12,34).

Es importante realizar una fertilizacion folialmente a las plantas inoculadas con
las esporas del hongo, cada quince dias. Finalmente, al observar un buen porcentaje

de micorrizacion, las plantitas se transplantan al terreno definitivo (35).
3.4.4. In6culo miceliar

Es uno de los procedimientos mas empleados, su utilizacion requiere que el
in6culo sea puro y obtenido en condiciones asépticas, sin embargo, esto Ultimo puede
ser complicado ya que muchas cepas son dificiles de aislar, otras no crecen en cultivo

puro o crecen lentamente y otras no sobreviven (12).



Dicha técnica consiste en obtener micelio a partir de fragmentos de hongos, en
un medio sdlido, generalmente MMN (Melin-Norkrans Modificado), luego se coloca el
agar con micelio en un medio liquido, para que haya aumento de biomasa. Se preparan
frascos de tapon de rosca conteniendo una parte de turba de Sphagnum con una parte
de vermiculita tamizadas y seis partes de medio liquido nutritivo, previamente
esterilizados, los cuales se inoculan con el micelio producido en medio liquido MMN y

se espera a que crezca (9).

La produccion del inéculo se ha realizado en un substrato de turba y vermiculita,
en una proporcién de (1:1). La turba procede del musgo Sphagnum, no tiene ninguan
fertilizante afiadido, posee una gran capacidad de retencién de agua y es el mas utilizado

como substrato.

La vermiculita tiene la conveniencia de expandirse a altas temperaturas, formando
particulas que encierran pequefias cantidades de aire en el sustrato. Quimicamente posee
salicato de magnesio, aluminio y hierro hidratado, con buena capacidad de tampén y de
intercambio catidénico con lo que puede liberar nutrientes. La combinacion de los dos

substratos brindan las siguientes ventajas:

1. Ligereza de peso lo que permite facilidad de operacion.

2. Uniformidad en la composicion, precio accesible y disponibilidad.
3. Relativamente libre de plagas y enfermedades.

4, Elevada capacidad de intercambio cationico.

5. Elevada capacidad de almacenamiento de agua.

6. pH acido.



7. Buena aireacion y drenaje lo que favorece el desarrollo de las raices cortas (9).

3.5. Factores que afectan el desarrollo de una buena micorrizacion

Existen factores como el agua, la temperatura, pH y la fertilizacion que son
determinantes para lograr una buena micorrizacion.

En saturacion de agua, las plantas desarrollan un tipo de raices gruesas y carnosas
(raices de agua) que actuan como verdaderas esponjas de acumulacion y no producen raices
micorrizables (9,12).

Otro factor es la temperatura que afecta en menor medida a la viabilidad del hongo, y
por lo tanto, al proceso de micorrizacién. El rango de temperatura en el que pueden sobrevivir
los hongos micorricicos es amplio, oscilando entre los 0 y 38 grados centigrados, aunque esto
depende evidentemente de la especie (12,36).

El pH del suelo y el uso de especies vegetales o fungicas determinadas, no es un
factor critico para el proceso de micorrizacion. Es cierto que cada hongo tiene un optimo de
crecimiento a un determinado pH, pero su viabilidad suele estar asegurada en un amplio rango
que va de cuatro a seis (9,12).

En cuanto al uso de fertilizantes, conviene utilizar soluciones bajas en fésforo,
nitrogeno y potasio, evitando cualquier elemento contaminante, metales pesados, fungicidas,
herbicidas, etc., debido a que tendra un efecto negativo en la viabilidad del hongo y de la

planta, por consiguiente sobre el proceso de micorrizacion (12, 36).

3.6. Aplicaciones précticas de las ectomicorrizas
Debido a la asociacion simbiotica entre raices de plantas y hongos, su utilizacion

puede ser orientada a programas de reforestacion. Se forman solamente con el 5% de



plantas vasculares, en las que predominan familias de importancia econémica como

Pinaceae, Fagaceae y Betulaceae. La importancia de éstas especies en aforestacion y
reforestacion quedd ampliamente probada en los estudios pioneros realizados por
Vozzo y Hacskaylo a lo largo de dos décadas, tratando de establecer plantaciones de
diversos Pinus en Puerto Rico, donde no existia indculo natural (38). Entre los
hongos facultativamente ectomicorricicos de gran importancia en el mantenimiento de
los bosques se mencionan: Suillus spp., Scleroderma spp., Pisolithus tinctorius,
Lactarius spp., Amanita caesarea, Laccaria laccata, Boletus spp., pertenecientes a la

clase de Basidiomicetos, sub-clase Gasteromicetos, de la familia Licoperdaceos (39).

De éstos, el mas utilizado ha sido Pisolithus tinctorius, el cual se adapta a climas
calidos y secos, resistente a sequias y diversos grados de alcalinidad, caracteristicas
gue comparte con Scleroderma spp., segun cepas encontradas en diversas partes del

mundo (7,11,12).

De la biodiversidad de cepas micorricicas existentes en Guatemala, Urizar (1999)
(40) demostré la capacidad infectiva de cepas nativas de Pisolithus tinctorius y
Scleroderma sp., asi como una cepa extranjera de Laccaria laccata A-127 al inocular
plantulas de Pinus maximinoi, obteniendo 84, 12 y 76 por ciento de micorrizacion
respectivamente a dosis diferentes, por lo tanto recomienda a las tres cepas

ensayadas como indculo para plantas forestales (40).

También se ha micorrizado con especies de Laccaria aff bicolor y Suillus aff
brevipes, aisladas en Guatemala, sobre plantas de Pinus ayacahuite, Pinus rudis, y

Pinus hartwegii, logrando muy buena capacidad infectiva, notando incremento y



desarrollo de las plantas, en contenedor (41).

Cabe mencionar, que la Facultad de Ciencias Quimicas y Farmacias de la
USAC, inicié una época de mucho interés e investigacion sobre este tema, con el
primer estudio taxonémico de hongos ectomicorricicos del pais, especificamente del
area de la Sierra de los Cuchumatanes asociados a pino y pinabete, abarcando desde
el aislamiento y cultivo de cepas para la produccién de planta forestal micorrizada y el
trasplante a campo definitivo en la aldea Tuicoj, del municipio de Todos Santos
Cuchumatén (42). Asi como la realizacion de proyectos con hongos ectomicorricicos
asociados a Abies guatemalensis, Pinus rudis y Pinus ayacahuite también de la Sierra

de los Cuchumatanes (43).

Sobre esta clase de hongos, se deriva un sin fin de temas de investigacion, tales
como el aumento de la biomasa, ciclos de nutrientes (44,45), el papel de los animales en
el bosque como distribuidores de los hongos (46,47), la dependencia de la vida silvestre
sobre este tipo de hongos para su nutricion y sobrevivencia (11, 48), parametros que
determinan la fructificacion de dichas especies (49, 50), las consecuencias en la utilizacion
de diversas especies de hongos (51, 52), etc.

3.7. Descripcion general de la especie de pino utilizada
3.7.1. Distribucion natural de Pinus caribaea

La planta de Pinus caribaea se desarrolla en altitudes cercanas a los 1000 metros,

a partir de los 800 metros empieza a ser reemplazado por Pinus oocarpa en la zona norte

hacia el Caribe (53, 54).

La distribucion esta definida por el tipo de suelo y/o el clima, en el Este del



departamento de Alta Verapaz, Norte de Izabal, Sierra de las Minas, en el Valle del

Motagua y sobre todo en Poptin, departamento del Petén (53,54,55).

En otros paises, estan distribuidas otras especies, por ejemplo, en las Bahamas y
las islas Caicos est4 Pinus caribaea var. Bahamensis; en Cuba, en la Isla de Pinos, se

encuentra Pinus caribaea var caribaea (53).

En Poptdn, departamento de El Petén, existe uno de los rodales internos mas
conocidos de Pinus caribaea variedad hondurensis, los cuales son muy importantes como
proveedores de semilla, actualmente estos bosques estan siendo destruidos por el gorgojo

(Dendroctonus) y talas incontroladas (54,55).

La planta compite con arboles latifoliados de acuerdo a las incidencias de los
huracanes, fuego o interferencias humanas; no esta sujeto a heladas pero si a condiciones

adversas, especialmente a condiciones propias del suelo (54,55).

3.7.2. Crecimiento de las plantas

El crecimiento de la planta se refiere al aumento de la masa forestal (nimero de
plantas) o de las caracteristicas de la planta como diametro, area basal, altura, copa,
namero de raices, que estan influenciados por las condiciones del medio o por
tratamientos silvicolas. Se puede utilizar el término “incremento” que relaciona el

crecimiento con un periodo de tiempo determinado (56,57).

El diametro es un buen indicador del desarrollo de las plantas, se ve influenciado
por el medio ambiente, de modo particular la intensidad luminica, el espacio entre

plantas y la lluvia, tal como lo demostr6 Lojan con Pinus caribaea (58).

La altura esta relacionada con la edad, es mas acentuada en la juventud de las



plantas. Se ve afectada principalmente por la altitud del terreno y la fertilidad del suelo.
En el caso de Pinus caribaea var. hondurensis, presenta una altura de 38 m. en el area

de Poptan, Petén (55).

La rapidez del crecimiento depende de una serie de factores no siempre faciles
de reconocer. En primer lugar, el sitio y la fertilidad del suelo, el clima y sus
variaciones; luego la edad (las plantas viejas casi no crecen), los factores genéticos
(especies, razas, etc.) y por ultimo la competencia de otras plantas mayormente los

arboles (56).



IV. JUSTIFICACION

La inoculacion de los hongos ectomicorricicos nativos Pisolithus tinctorius
17.07.98 y Scleroderma sp. 167.97 en plantas de Pinus caribaea, una especie
mesoamericana de rapido crecimiento y que se desarrolla en ambientes generalmente
calidos y susceptibles a incendios forestales, puede inducir un proceso de simbiosis, en
el que se obtengan claros beneficios en crecimiento y proteccién de la planta, debido a

un incremento en la absorcién de agua y nutrientes del suelo por parte del hongo.

Con este trabajo se confirmé la capacidad micorricica de dos cepas nativas de
estos hongos y el efecto benéfico sobre las plantas de Pinus caribaea, ya que esta
especie forestal puede ser utilizada en programas de reforestacion de las areas de El

Petén que han sido deforestadas, quemadas y abandonadas.

De esta manera se estara contribuyendo a evitar la erosion, a proteger la flora y
fauna endémica y colaborar a la preservacion del principal pulmén verde del area

mesoamericana.



V. OBJETIVOS

5.1. Objetivo general

Evaluar la eficiencia micorricica de dos cepas nativas de Pisolithus
tinctorius 17.07.98 y Scleroderma sp. 167.97 de El Petén, sobre el crecimiento y

desarrollo de las plantas en vivero de Pinus caribaea en contenedor.

5.2. Objetivos especificos

5.2.1. Determinar la capacidad micorricica de las cepas Pisolithus tinctorius
17.07.98 y Scleroderma sp. 167.97 en plantas de Pinus caribaea en

contenedor.

5.2.2. Determinar la mejor proporcion de in6culo miceliar para la produccion de

micorrizas en plantas de Pinus caribaea, en contenedor.

5.2.3. Comparar el efecto que se observa en el desarrollo de plantas de Pinus
caribaea inoculadas con Pisolithus tinctorius 17.07.98 y Scleroderma sp.

167.97 frente a las plantas sin inéculo.

5.2.4. Describir morfolégicamente las ectomicorrizas formadas de Pisolithus

tinctorius 17.07.98 y Scleroderma sp. 167.97 con Pinus caribaea.



VI. HIPOTESIS

6.1. Los hongos ectomicorricicos nativos Pisolithus tinctorius 17.07.98 y Scleroderma

6.2.

sp. 167.97 contribuyen a mejorar el crecimiento y desarrollo de plantas de Pinus

caribaea en contenedor.

La proporcién 1:4 de las cepas nativas de Pisolithus tinctorius 17.07.98 y
Scleroderma sp. 167.97 producen un mayor porcentaje de micorrizas en plantas

de Pinus caribaea que la proporcién 1:8.



VIl. MATERIALES Y METODOS

7.1. Universo de trabajo

El universo de trabajo estuvo constituido por la interaccion simbidtica entre las raices
de Pinus caribaea y el micelio de los hongos nativos Pisolithus tinctorius 17.07.98 y

Scleroderma sp. 167.97 de Poptan, Petén.

7.2. Muestra

Raices de plantas de Pinus caribaea que fueron inoculadas con dos especies de

hongos nativos (Pisolithus tinctorius 17.07.98 y Scleroderma sp. 167.97).

Las cepas de los dos hongos son provenientes de Poptun, Petén y fueron
proporcionadas del cepario de hongos saprofitos y micorricicos del departamento de
Microbiologia, de la Facultad de Ciencias Quimicas y Farmacia de la Universidad de San

Carlos de Guatemala.

Las plantas de pinos utilizadas fueron cultivadas a partir de semillas
proporcionadas por el Banco de Semillas Forestales del Instituto Nacional de Bosques

(INAB).
7.3. Recursos
7.3.1. Recursos humanos:

Autora del trabajo: Br. Martha Lidia Reyes
Asesor de Tesis: Dr. Roberto Flores Arzu
Co-asesor de Tesis: Lic. Osberth Morales Esquivel

Personal de apoyo del Depto. de Microbiologia



7.3.2. Recursos Institucionales:
a) Departamento de Microbiologia, Escuela de Quimica Bioldgica, Facultad de
Ciencias Quimicas y Farmacia, USAC.
b) Centro de Experimentacion Agricola (CEDA), Facultad de Agronomia, USAC.
¢) Instituto Nacional de Bosques (INAB).
7.4. Materiales
7.4.1. Equipo:
a) 1 incubadora bacteriolégica a 25° C y 37°
b) 1 autoclave a 121° C
¢) 1 microscopio binocular con escala micrométrica
d) 1 estereoscopio
e) 1 campana de flujo laminar
f) 1 balanza analitica
g) 1 balanza semianalitica
h) 1 espatula
i)1 incinerador, mechero, fosforos
j) 2 asas de nicromo
K) 2 pinzas
[) 1 regla, 1 vernier
m) 1 tabla de colores de Methuen
n) 1 camara fotografica

) 24 contenedores plasticos



7.4.2. Cristaleria:
a) 5 cajas de petri
b) 15 frascos pyrex de 250 mL con tapa de rosca
c) 5 frascos pyrex de 2,000 mL con tapa de rosca
d) 10 erlenmeyer de 200 mL
e) 10 erlenmeyer de 500 mL
f) 5 erlenmeyer de 2,000 mL
g) 5 beaker de 2,000 mL
h) agitadores, pipetas serologicas de 1,5y 10 mL
7.4.3. Otros materiales:
a) cajas de madera de 1x50x50 cm
b) 12 yardas de tela de gasa
c) papel parafilm, algodén, papel para envolver, cafiamo.
7.4.4. Reactivos:
Peroxido de hidrégeno al 30 %, cloro, alcohol al 70 y 95 %, agua destilada.
7.4.5. Medios de cultivo:
Agar Melin-Norkrans Modificado (MMN), caldo y solido
Turba de Sphagnum Fafard Peat Moss
Vermiculita VERGRO
7.5. Metodologia
7.5.1. Produccion de indculo miceliar en sustrato de turbay vermiculita
La produccion de inodculo miceliar en substrato de turba y vermiculita se llevo a

cabo segun la técnica descrita por Pera (9), con algunas modificaciones.



A partir de cuerpos fructiferos de los hongos colectados en el area de Poptun,
Petén (foto 1), se obtuvo un cultivo puro de las especies ensayadas en medio de Melin-

Norkrans Modificado (MMN) (anexo 13.1).

Los cultivos puros fueron proporcionados del cepario de hongos micorricicos con
qgue cuenta el departamento de Microbiologia, de la Facultad de Ciencias Quimicas y

Farmacia de la Universidad de San Carlos de Guatemala.

Las cepas fueron trasladadas a cajas de petri conteniendo el medio MMN sdlido,
e incubandolas a 25 °C. durante 30 dias. Una vez crecidas las cepas se tomaron 5
porciones de 1 cm x 1 cm que se agregaron a frascos de tapon de rosca con capacidad
de 250 mL, conteniendo 70 mL del medio MMN liquido previamente esterilizado a 121

°C por 15 minutos.

Los frascos se incubaron a 25 °C por 30 dias aproximadamente, hasta obtener
abundante crecimiento miceliar; debido a que no era suficiente indculo, se incremento la

biomasa.

Para ello se utilizaron frascos de tapon de rosca de 2 litros de capacidad, a cada
frasco se le agreg6 1,100 mL de vermiculita mas 100 mL de turba tamizadas y 600 mL
de medio liquido MMN, mezclados homogéneamente y autoclaveados a 121 °C por 20
minutos, luego se inocularon en un ambiente estéril, fragmentos de micelio obtenido en
los frascos de 250 mL y se incubaron a 36 °C en el Laboratorio de Microbiologia, del
departamento de Microbiologia de la Escuela de Quimica Biologica de la Facultad de
Ciencias Quimicas y Farmacia de la Universidad de San Carlos de Guatemala, hasta

obtener un crecimiento uniforme, aproximadamente 60 dias.



7.5.2. Germinacién de semillas

La semillas de Pinus caribaea se lavaron en agua corriente dejandolas por 12
horas en reposo, descartando las que flotaron. Las que sedimentaron fueron tratadas
con H,0, al 30% durante 2 minutos para desinfectarlas, lavandolas con una cantidad
suficiente de agua destilada estéril, tratando de eliminar todo el peroxido de hidrégeno.
Realizado este paso, se dejaron en una caja de petri con suficiente humedad hasta su

germinacion.
7.5.3. Preparacion del substrato turba y vermiculita

Como substrato para la inoculacién de los hongos se utilizo, turba Fafard Peat
Moss y vermiculita VERGRO, las cuales se tamizaron en cedazos finos a un grado 2;
es decir, 2 mm de diametro de tamafo de particula que posteriormente se esterilizé en

bolsas de polypapel, a 121 °C por 15 minutos.

7.5.4. Lavado de contenedores
Los contenedores se lavaron muy bien con un cepillo, jabén y agua. Se agrego
cloro para desinfectarlos y posteriormente agua, evitando dejar residuos que pudieran

dafar el inodculo de los hongos.
7.5.5. Inoculacion de plantas con micelio

Para evaluar la eficiencia micorricica de Pisolithus tinctorius 17.07.98 vy
Scleroderma sp. 167.97 se establecieron dos proporciones de inoculo miceliar, 1:4 y

1:8.

Para la primera proporcién se tomo tres partes de la mezcla turba/vermiculita

tamizada y esterilizada (1:1, V/V), con una parte del micelio.



Para la proporcion 1:8 se tomo siete partes de la mezcla turba/vermiculita (1:1,
V/V) con una parte del micelio. Con la mezcla se llenaron 30 pozos en total (10 por
cada contenedor) para cada tratamiento, en los que se sembré en forma aleatoria, una

semilla de Pinus caribaea ya germinada (foto 2).

Para las plantas control, se llen6 el mismo nimero de pozos pero Unicamente

con turba/vermiculita sin indculo y la semilla germinada de Pinus caribaea.
Los tratamientos quedaron divididos de la siguiente forma:

» 30 plantas tratadas con micelio en proporcién de 1:4 de P. tinctorius 17.07.98.
» 30 plantas tratadas con micelio en proporcion de 1:8 de P. tinctorius 17.07.98.
» 30 plantas tratadas con micelio en proporcion de 1:4 de Scleroderma sp. 167.97.
» 30 plantas tratadas con micelio en proporcion de 1:8 de Scleroderma sp. 167.97.

» 30 plantas sin micelio utilizadas como control.

7.5.6. Mantenimiento de plantas micorrizadas en invernadero

Las plantas experimentales se dejaron crecer en un ambiente de invernadero, en el
Centro de Investigaciones Agronémicas (CEDA) de la Facultad de Agronomia de la
Universidad de San Carlos de Guatemala. Cada dos dias se regaron, tratando de evitar

contaminacion.

También se fertilizaron cada 15 dias por aspersion, empleando una solucién con
3.26 g de fertilizante a base de quelatos como el 20-10-20 NPK (Peter Profesional M-77) y
0.24 g de una fuente de micronutrientes (STEM Peter Profesional) disueltos en dos litros

de agua. Los contenedores se colocaron entre cajas de madera, colgadas y cubiertas con



gasa para protegerlas de las hormigas.

7.5.7. Analisis de plantas micorrizadas

Después de 5 meses de crecimiento, se midieron los siguientes parametros

indicativos de crecimiento y desarrollo de las plantas:

a) Altura: Se midié con una regla la altura de la planta desde el hipocétilo hasta la

copa.

b) Diametro del tallo: Con un vernier se tomo el diametro en la region de inicio de las

yemas primarias.

c) Numero de raices principales: Se realiz6 un conteo simple de las raices principales

formadas.

d) Longitud de la raiz principal: Se midié con una regla desde el hipocétilo hasta la

cofia.

e) Pesos frescos: Con una balanza semi-analitica se pesaron por separado las

siguientes partes de la planta:

i. Total: Se peso toda la planta incluyendo la parte foliar y radicular.

ii. Parte aérea: se peso Unicamente la parte foliar.

i. Parte radicular: se pesé Unicamente la parte de la raiz.

f) Peso seco: Se procedio igual al peso fresco, con la diferencia de que las plantas se



secaron al horno a 30° C por tres dias.

g) Porcentaje de micorrizacion: Se obtuvo por medio del conteo del namero
de raices cortas formadas en las raices laterales como en la raiz
principal y el conteo del numero de raices cortas micorrizadas,
utilizando la siguiente férmula: % M = (rm / rc) x 100
donde: % M = Porcentaje de micorrizacion

rm = NUumero de raices cortas micorrizadas
rc = Numero de raices cortas totales

h) Descripcion morfolégica de las micorrizas:

Las micorrizas formadas se observaron al esteredscopo, se anotaron las
caracteristicas como apariencia, color, tamafio, presencia de cordones miceliares
y rizomorfos. Para ello se empleé la guia de micorrizas de Varma y Hock (6) y la

tabla de colores de Methuen (59).

7.6. Disefio y analisis de la investigacion

a) El disefio del estudio fue un modelo totalmente al azar.

b) Para el andlisis de los resultados obtenidos se aplicé un analisis de varianza de
una via, no paramétrico (Kruskal-Wallis), para determinar diferencia significativa
en cada pardmetro entre tratamientos inoculados, a un nivel de significancia de
0.05 (Alfa=0.05). Ademas se realizaron comparaciones pareadas de cada
tratamiento de plantas micorrizadas vrs. plantas no micorrizadas utilizadas como
control, por medio de el estadistico de Dunnett para determinar diferencia

significativa en cada parametro, como indicadores de desarrollo.



VIIl. RESULTADOS

8.1. Pardmetros evaluados como indicativos de crecimiento y desarrollo de las

plantas

Se evalud la eficiencia micorricica de los hongos en las dos proporciones de
in6dculo, aplicando un andlisis de varianza, andeva de una via, no paramétrico,
encontrando diferencia estadisticamente significativa en la mayoria de los parametros
medidos, entre los diferentes tratamientos de plantas micorrizadas. De esta manera se

rechaza la hipétesis nula, Ho (no existe diferencia significativa entre los tratamientos).

Segun el analisis estadistico de Dunnett para cada parametro de las plantas
micorrizadas vrs. control, se encontr0 que existe diferencia estadisticamente
significativa para cada parametro (altura, diametro, peso fresco, peso seco, numero de
raices principales y longitud de raices principales) (tabla 1). Esto confirma que las
plantas de pino micorrizado presentan un mejor desarrollo que las plantas de pino sin

micorrizar (control).



TABLA 1. Parametros evaluados para determinar el desarrollo de Pinus caribaea

micorrizados comparados con plantas control

Cepas Pisolithus tinctorius Scleroderma spp 'Control
17.07.98 167.97
Relacion in6culo  / turba- 1:4 1:8 1:4 1:8
vermiculita
Parametros Variables
Altura ’X+DE 14.11cm+1.12 14.64cm%2.95 11.11cm +1.22 14.68 cm +£1.61 10.54cm=+1.56
*Min- 12.0cm 9.0cm 9.0cm 11.5cm 7.4cm
“Max. 16.0cm 21.0cm 15.0cm 17.0cm 13.0cm
*Valor P *583x 10 *583x10 % *583x10 %  *583x10 * -
®valor 3.575 4.105 0.578 4.146 1.075
Dunnett
Diametro X+DE 1.4 mm +£0.28 1.38mm+0.24 1.49 mm+0.38 1.37 mm+0.196 1.19 mm + 0.23
del tallo Min- 1.0 mm 1.0 mm 1.0 mm 1.0 mm 1.0 mm
Max. 1.9 mm 1.9 mm 2.0 mm 1.8 mm 1.9 mm
Valor P *3.16 x 10 *3.16 x10™  *3.16 x10™ *3.16 x 10 -
Valor Dunnett 0.207 0.187 0.293 0.177 0.162
Longitud X+DE 11.45cm+2.55 11.96+1.83 13.8+1.28 11.15+1.29 14.97 + 1.035
de raiz Min- 9.0cm 8.0cm 11.0cm 9.0cm 12.5cm
primaria Max. 18.5cm 15.0 cm 15.5cm 13.2cm 17.0cm
Valor P *1.53x10%° *1.53x10%°  *1.53x 10%° *1.53x10%° e
Valor Dunnett -3.527 -3.017 -1.180 -3.827 -0.987
No. de raices X+DE 1583+251 1257+354 9.67+2.09 13.53 + 2.47 16.07 +4.10
principales Min- 11 7 4 9 8
Max. 20 18 15 17 28
Valor P *1.876x10™°  *1.876x10™°  *1.876x10° *1.876x10™° *1.876x10™°

Porcentaje de
micorrizacién

Valor Dunnett

X+DE

Min-

Max.

Valor P

Valor Dunnett

-0.241

74.31+7.49
58.18

85.26
*1.04x10™%
74.306

-3.508

79.96 + 13.9

75.86

88.23

*1.044 x 107
79.968

-6.408

71.09 £7.09

56.20
96.91

*1.044 x 107%

71.086

-2.541

68.64 + 3.99
60.50

75.90

*1.044 x 107
68.344

1.747
0.00
0.00
0.00

4.5916

!Control= pinos sin micorrizar.
’X+DE= media y desviacion estandar.
*Min= valor minimo.
“Max=valor maximo.
®Valor P= valor de la probabilidad = 0.05.
® Dunnett= comparacion pareada de cada tratamiento vrs. control (test Dunnett).
* Estadisticamente diferente al control. Ver analisis en tablas de anexos.



En relacion a la altura alcanzada por las plantas (tabla 1), se puede observar que
las inoculadas con Scleroderma sp. 167.97, fueron las que alcanzaron la mayor altura
(14.68 + 1.61 cm.).

Las inoculadas con Pisolithus tinctorius 17.07.98 alcanzaron una altura similar
(14.11 £ 1.12 a 14.64 + 2.95 cm) y las plantas control una altura menor (10.54 cm =+
1.56).

Los analisis estadisticos aplicados indican la existencia de una diferencia

significativa en cuanto a este parametro, especialmente frente al control (figura 1).

Figura 1. Altura de las plantas micorrizadas comparadas con el
control

Altura (cm)

Control P. tinctorius  Scleroderma sp. P. tinctorius  Scleroderma sp.
1:4 1:4 1:8 1:8

Tratamientos



Otro de los parametros evaluados fue el diametro del tallo, el cual presenté poca
diferencia entre los tratamientos inoculados; sin embargo, al comparar con las plantas
control éstas mostraron un tallo mas delgado, que ademas indico

diferencia

estadisticamente significativa (tablal, figura 2).

Figura 2. Diametro del tallo de las plantas micorrizadas
comparadas con el control

Diametro (mm)

Control P. tinctorius 1:4 Scleroderma sp. P. tinctorius 1:8 Scleroderma sp.
1:4 1:8

Tratamientos



También se evalud la longitud de la raiz primaria, encontrando que las plantas
usadas como control desarrollaron una raiz mas larga que las plantas micorrizadas, sin

embargo la diferencia no fue estadisticamente significativa (tablal, figura 3).

Figura 3. Longitud de laraiz de las plantas micorrizadas comparadas
con el control

S
)
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0 T T T T T 1
Control P. tinctorius 1:4 Scleroderma sp. P. tinctorius 1:8 Scleroderma sp.
1:4 1:8

Tratamientos



Junto a este pardmetro se evalué el nimero de las raices principales, donde
coincidentemente las plantas control formaron més raices principales que las plantas
micorrizadas. Entre tratamientos inoculados se observo diferencia estadisticamente
significativa; donde las plantas inoculadas con Pisolithus tinctorius 17.07.98 formaron un

mayor numero de raices principales respecto a Scleroderma sp. 167.97 (tablal, figura

4).

Figura 4. Numero de raices principales de las plantas
micorrizadas comparadas con el control

NUmero de raices

Control P. tinctorius  Scleroderma P. tinctorius  Scleroderma
1:4 sp. 1:4 1:8 sp. 1:8

Tratamientos



Se realizé un conteo de micorrizas para obtener el porcentaje de micorrizacion y

evaluar la capacidad infectiva del hongo.

Con base a los resultados presentados en la Tabla 1, se puede observar que la
cepa nativa de Pisolithus tinctorius 17.07.97 fue el hongo mas efectivo y con mayor

capacidad infectiva en la produccién de micorrizas.

En cuanto a las proporciones de inoculo ensayadas, la proporcion 1:8. result6 ser
la mas efectiva. Estadisticamente también se encontré diferencia significativa en el
porcentaje de micorrizacion entre los cuatro tratamientos inoculados, asi como entre

los tratamientos y el control (figura 5, foto 3 y 4).

Figura 5: Porcentaje de micorrizacion de las plantas comparadas
con el control

% de Micorrizacion

Control P. tinctorius  Scleroderma sp. P. tinctorius Scleroderma sp.
1:4 1:4 1:8 1:8

Tratamientos



TABLA 2. Parametros evaluados para determinar el desarrollo de Pinus caribaea
micorrizados comparados con plantas control
Cepas Pisolithus tinctorius Scleroderma sp. Control
17.07.98 167.97
Relaciéon inéculo/  turba- 1:4 1.8 1:4 1:8
vermiculita
Parametros Variables
Peso Total
Fresco ’X+DE 3.64g+0.90 3.149g+069 3.07g+0.70 3.30g+0.7 2.08g+0.53
3Min 2.01g 2179 2.03g 2.34¢g 1.45¢g
“Max 4.96 g 475¢ 4.39¢ 4769 3.569
*Valor P *7.87x10" *7.87x107° *7.87x107° *7.87x10°*°
SvalorDunnett 1.55 1.05 0.98 1.21 0.42
Seco X+DE 1.079g+0.12 074g+0.11 0.68+ 0.12 0.64+0.07 0.51+0.08
Min 0.86¢g 0.59¢ 042¢g 0.34¢g 0.34¢g
Max 1.28¢ 0.95g 0.87¢g 0.78 g 0.68 ¢
Valor P *1.66x10%°  *1.66x10™ *1.66x10™*° *1.66x10™°
ValorDunnett 0.55 0.23 0.17 0.12 0.06
Peso Raiz
Fresco X+DE 1.429+0.47 1.93+0.58 1.57 £0.20 1.85+0.69 0.78+£0.17
Min 0.71g- 1.24 g- 1.07 g- 1.18g 0.36 g
Maxi 255¢g 2.86¢ 1.87¢g 2.94 ¢ 1.18¢
Valor P *275x10%  *2.75x10%  *275x10%  *2.75x 1072
ValorDunnett 0.63 1.14 0.78 1.06 0.27
Seco X+DE 0.649g+£0.10 0.42+0.09 0.14 £ 0.08 0.36 g £ 0.05 0.087 +0.10
Min 0.43¢g 0.26 g 0.04¢g 0.24¢ 0.04¢
Max 0.81g 0.66 g 0.17¢g 0.46 g 0.08g
Valor P *5.39x 10 ®° *539x10° *539x107% *539x10
ValorDunnett 0.55 0.33 0.05 0.26 0.05
Peso Parte Aérea
Fresco X+DE 220g+056 1.11g + 050 1.849g £ 065 197g+0.66 0.72+0.20
Min- 3.94¢9 0.32 g- 1.07¢ 1.09¢ 0.38¢9
Max 1569 1.84¢ 29749 3.2¢g 0.98 ¢
Valor P *264x10%° *264x10%°  *2.64x10%°  *2.64x10%
ValorDunnett 1.48 0.40 1.12 1.25 0.31
Seco X+DE 0.88g+£0.39 0.568 +£0.16 0.53g+0.14 1979+0.66 0.16g+0.24
Min- 0.61g 0.14g 0.31g- 0.18¢g 0.0549g
Max 1.00g 0.86g 0.76g 0.62g 0.102g
Valor P *6.88x10°% *6.88x10™% *6.88x10°% *6.88x10%
ValorDunnett 0.71 0.40 0.36 0.27 0.10

'Control= pinos sin micorrizar.
’X+DE=media y desviacion estandar.
*Min = valor minimo.

“Max=valor maximo.



®Valor P= valor de la probabilidad= 0.05.
*Estadisticamente diferente al control. Ver andlisis en tablas de anexos.

Ademas de los parametros anteriores, se consideré importante analizar los pesos
frescos y secos de las plantas, como indicador del desarrollo de las plantas frente a la
inoculacion (tabla 2).

Se puede observar que las plantas micorrizadas con Pisolithus tinctorius 17.07.98
en proporcion 1:4 presentaron mayor peso fresco total (3.64 g) seguido de las plantas
micorrizadas con Scleroderma sp. 167.97 en proporcion de 1:8 (3.30 g). Estos pesos
superan el valor encontrado en las plantas control (2.08 gr.). Encontrandose diferencia
significativa entre los cuatro tratamientos inoculados y las plantas control.

En cuanto al peso seco total de las plantas, los resultados fueron similares a lo

referido anteriormente (tabla 2, figuras 6y 7).

Figura 6. Peso fresco total de las plantas micorrizadas comparadas
con el control

Peso (gr)

Control P. tinctorius  Scleroderma  P. tinctorius  Scleroderma
1:4 sp. 1:4 1:8 sp. 1:8

Tratamientos



Figura 7. Peso seco total de las plantas micorrizadas comparadas
con el control

Peso (gr)

Control P. tinctorius

1:4 sp. 1:4 1:8

Scleroderma  P. tinctorius  Scleroderma

sp. 1:8
Tratamientos

Respecto al peso fresco y al peso seco de la raiz y de la parte aérea, las plantas
micorrizadas con Pisolithus tinctorius 17.07.98 presentaron un peso mayor que las plantas

control. El analisis estadistico demostr6 que existe diferencia significativa entre los

tratamientos en estos paradmetros evaluados (tabla 2, figuras 8 - 11).



Figura 8. Peso fresco de la raiz de las plantas micorrizadas
comparadas con el control

Peso (gr)

Control P. tinctorius  Scleroderma

P. tinctorius  Scleroderma
1:4

sp. 1:4 1:8 sp. 1:8
Tratamientos

Figura 9. Peso seco de laraiz de las plantas micorrizadas
comparadas con el control

Peso (gr)

Control

P. tinctorius Scleroderma P. tinctorius Scleroderma
1:4 sp. 1:4 1:8 sp. 1:8
Tratamientos



Peso (gr)

Figura 10. Peso fresco de la parte aérea de las plantas micorrizadas
comparadas con el control

Peso (gr)

Control P. tinctorius Scleroderma P. tinctorius Scleroderma

1:4 sp. 1:4 1:8 sp. 1:8

Tratamientos

Figura 11. Peso seco de la parte aérea de las plantas
micorrizadas comparadas con el control

Control

P. tinctorius 1:4 Scleroderma P. tinctorius 1:8 Scleroderma

sp. 1:4 sp. 1:8
Tratamientos



8.2. Caracteristicas morfoldgicas de las micorrizas
8.2.1. Pisolithus tinctorius 17.07.98 + Pinus caribaea
Las ectomicorrizas son pequefias y gruesas de color blanquecino, cuando
jovenes y que después cambian de color beige a café amarillento, con manto grueso,
fibroso y compacto. Rizomorfos con longitud entre 1.3 - 2.4 mm y cordones miceliares
abundantes de color café amarillento a café claro. Se observan abundantes micorrizas
simples a dicotomicas, bifurcadas y estipitadas, de 1.9 — 2.0 mm de longitud total. Cada
brazo de las micorrizas presenta una longitud promedio de 0.68 mm y diametro entre
0.25 — 0.45 mm. El pie de las micorrizas estipitadas tiene una longitud que varia entre
0.40 — 1.0 mmy diametro entre 0.30 - 0.34 mm. Las hifas poseen un didmetro entre 1.0
— 2.0 um (foto 5,6).
8.2.2. Scleroderma sp. 167.97 + Pinus caribaea
Las ectomicorrizas son simples y bifurcadas generalmente, con abundantes
cordones miceliares y rizomorfos de apariencia tomentosa. Manto de color beige claro
a café pdlido en las mas maduras y de aspecto fibriloso y compacto en micorrizas
jovenes, el manto puede cubrir la punta de las mismas micorrizas. En micorrizas
maduras los cordones y el manto se oscurecen.
Las micorrizas jovenes miden entre 1.1- 1.45 mm de largo, cada brazo tiene 0.38

mm promedio de longitud y 0.32 mm promedio de diametro (foto 7,8).



IX. DISCUSION DE RESULTADOS

Los resultados indican que las cepas nativas Pisolithus tinctorius 17.07.98 y
Scleroderma sp. 167.97 de Poptun, departamento de El Petén, utilizadas si son
efectivas en la produccion de micorrizas y que influyen notoriamente en el desarrollo de
las plantas inoculadas, tal como ha sido reportado con otras especies (8,34,60,61).

Uno de los pardmetros mas importantes que caracteriza el crecimiento y el
desarrollo de la planta asi como la etapa ideal para el trasplante, permitiéndole mayores
garantias de éxito en el campo, es la altura (5). El aumento de altura en plantas
micorrizadas esta directamente influenciado por el transporte de agua y nutrientes a la

planta, asi como por la produccién de fitohormonas en el sistema micorricico (4,5,15).

El crecimiento en el didmetro del tallo, es también un buen indicador del
desarrollo total de una planta (59). Es notorio que los hongos ectomicorricicos
incrementaron el grosor del tallo de las plantas inoculadas tal como se observa en la
tabla 1, incluso se encontré diferencia estadisticamente significativa entre los

tratamientos con Pisolithus tinctorius 17.07.98 y Scleroderma sp. 167.97.

La medicion de esta variable es importante por que se debe asegurar que la
planta posea un buen tallo para su sostenimiento y lograr su supervivencia a la hora de

trasladarla del invernadero al campo (4).

La longitud que alcance la raiz principal, es otro factor importante en el
crecimiento de una planta, ya que es un factor que contribuye a la adaptacién a campo

definitivo.



Pera (9) menciona que las micorrizas influyen en la elongacion radicular, por la
produccion de metabolitos en la simbiosis micorricica. Este hecho lo demostré en
pruebas de micorrizacidbn en cultivo puro (in vitro) donde las plantas sin inocular
presentaron desarrollo radicular deficiente.

Sin embargo, las raices principales de Pinus caribaea micorrizados con cepas
nativas de Pisolithus tinctorius 17.07.98 y Scleroderma sp. 167.97 fueron mas largas
que las de las plantas control, resultado notoriamente diferente al realizado por Pera (9).

La razon de este crecimiento puede ser debido a que las plantas control debieron
extender mas su sistema radicular para tratar de mejorar la absorcion de nutrientes y
agua del substrato.

Otros hallazgos de las pruebas in vitro de Pera (9), es que las plantas
micorrizadas pueden producir una mayor cantidad de raices principales, producto de la
unioén simbidtica.

Sin embargo, en este estudio se encontrd que el numero de raices fue mayor en
las plantas control al igual que la longitud de la raiz principal, situacion que pudo
deberse a la necesidad de aumentar el area de absorcion, como se mencioné
anteriormente.

Determinar el porcentaje de micorrizacion, es el parametro mas importante para
evaluar la capacidad infectiva de las cepas utilizadas y garantizar la sobrevivencia de la
planta inoculada al trasplante.

Segun los resultados obtenidos, el hongo Pisolithus tinctorius 17.07.98,
manifestd mayor infectividad respecto a Scleroderma sp. 167.97, especialmente en la

proporcion 1:8 (porcentaje minimo de micorrizacion con Pisolithus tinctorius 17.07.98 =



75.86% y con Scleroderma sp. 167.97 = 60.50%).

El poder de infectividad de dichas especies quedd probado en otro estudio al
inocular micelio y esporas en Pinus maximinoi (40).

Parladé (12) y Pera (9) indican que la supervivencia de una planta después del
trasplante se ve favorecida si la planta posee al menos el 50 % de micorrizacion.

En las plantas control no se produjeron micorrizas, ni siquiera con contaminantes
naturales como Thelephora (62).

Por la cantidad de nutrientes absorbidos a través de las micorrizas y metabolitos
que se sintetizan en las mismas, las plantas mejoran su desarrollo foliar y radicular,
manifestando asi un aumento de peso en las mismas (9).

Se determin6 que las plantas de Pinus caribaea inoculadas y micorrizadas con
Pisolithus tinctorius 17.07.98 y Scleroderma sp. 167.97 aumentaron notoriamente el
peso fresco y seco de sus partes aéreas y radiculares frente a las plantas sin inocular.

Las caracteristicas morfoldgicas de los dos hongos varian de una especie a otra,
Pisolithus tinctorius 17.07.98 / Pinus caribaea, presenta micorrizas mas largas, mas
oscuras, predominan las bifurcadas aunque son menos gruesas que las de
Scleroderma sp. 167.97 / Pinus caribaea.

Ademas de presentar diferencias entre si, se observa que aun el mismo hongo
pero con diferente planta, presenta caracteristicas propias diferentes, como las
obtenidas en el estudio de Urizar con Pinus maximinoi (40).

Es importante resaltar que en Guatemala existe una biodiversidad de especies
de hongos incluyendo los ectomicorricicos, razon por la cual se utilizaron cepas que

fueran nativas del lugar, con la finalidad de conocer sus caracteristicas biologicas y



morfolégicas y compararlas frente a cepas extranjeras.
Otra raz6n para ensayar con cepas hativas fue para asegurar su adaptacion y

resistencia a los factores ambientales del que sera su campo definitivo.



X. CONCLUSIONES

10.1. Se demostré la capacidad infectiva de una cepa nativa de Pisolithus tinctorius
17.07.98 y otra de Scleroderma sp. 167.97 para formar micorrizas con plantas de

Pinus caribaea.

10.2. Las dosis de inoculo miceliar 1:4 y 1:8 de los hongos estudiados resultaron

efectivas ya que produjeron un alto porcentaje de micorrizacion (75 - 96%).

10.3. Se encontro que la proporcion de inoculo 1:4 fue méas efectiva para Scleroderma
sp. 167.97 vy la proporcion 1:8 lo fue para Pisolithus tinctorius 17.07.98 en la

produccion de micorrizas.

10.4. El efecto de las micorrizas en las plantas se manifest6 en un aumento
considerable en los parametros de altura, diametro del tallo, porcentaje de
micorrizas, peso fresco total, peso fresco de la parte aérea, peso fresco de la
parte radicular, peso seco total, peso seco de la parte aérea y peso seco

radicular.

10.5. De los parametros evaluados la longitud de la raiz principal y el niumero de raices

principales fueron mayores que las plantas control.

10.6. Las plantas micorrizadas mostraron en general un mejor crecimiento y desarrollo

al compararlas con las plantas sin inocular.

10.7. La morfologia de las micorrizas observadas fue diferente de una cepa a otra; lo
gue indica que las micorrizas son Unicas y con caracteristicas propias para cada

simbiosis de hongo-planta.



11.1.

11.2.

11.38.

11.4.

XI. RECOMENDACIONES

Realizar investigaciones sobre el comportamiento de las micorrizas en las
plantas de pino a nivel de campo, para determinar su resistencia o cambios

sufridos en el sistema micorricico.

Efectuar estudios de micorrizacion utilizando esporas de Scleroderma sp. y
Pisolithus tinctorius ya que esto reduciria los costos de produccion de planta

micorrizada.

Realizar otros estudios con Pisolithus tinctorius y Scleroderma sp. para la sintesis
de micorrizas con otras especies de pino de zonas célidas (P. oocarpa, P.

pseudostrobus) especialmente zonas semi aridas o deforestadas de Guatemala.

Extender este tipo de investigaciones con otros hongos nativos de El Petén, en

los bosques de pino y pino-encino de ese departamento.
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X, ANEXOS



13.1. Preparacién del medio Melin-Norkrans Modificado:

Pesar los siguientes reactivos:

Extracto de Malta 349.
D-Glucosa 10 g.
KH,PO4 0.50g.
MgSO,.7H,0 0.15g.
CacCl, 0.05g.
FeCl; de Sol. al 1% 1.2 mL.
NaCl 0.025 g.
Tiamina-HCI 3mL
H-O 1000 mL.

Disolver en agua desmineralizada, llevar a un pH de 6.1- 6.4



Tabla 3. Analisis estadistico para el parametro

altura de las plantas

| » RESUMEN
H Tratamientos No. Muestras Suma Promedio Varianza
[P. tinctorius* 1:4 30 423.4 14.1133333 | 1.26395402
Scleroderma sp**. 1:4 30 333.4 11.1133333 | 1.49912644
|P. tinctorius* 1:8 30 439.3 14.6433333 | 8.71288506
Scleroderma sp**. 1.8 30 440.5 14.6833333 || 2.59316092
[[Control 40 421.5 10.5375 2.43625
> ANALISIS DE VARIANZA
|_Origen de las variaciones 'sc °GL ’CM F °P
|Entre tratamientos 549.554021 4 137.388505 |[42.3348681 | 5.8329E-24
[Dentro de los tratamientos | 503.018417 155 3.24528011
Total 1052.57244 159
» DUNNETT 1.07468564
|P. tinctorius* 1:4 3.57583333)]
Scleroderma sp**. 1:4 0.57583333
|P. tinctorius* 1:8 4.10583333
Scleroderma sp**. 1:8 4.14583333

*Pisolithus tinctorius (17.07.98).

**Scleroderma sp. (167.97).

1SC=suma de cuadrados.
’GL=grados de libertad.

3CM=cuadrado de medias.

“*F=frecuencia.
*P=probabilidad.




Tabla 4. Analisis estadistico para el parametro

diametro de las plantas

> RESUMEN

. » RESUMEN ]
 Treemenos o tusstas]_Suma | Promeso | Ve ||
o4 | | e | 1: commo] |
Pncons s | a0 | a4 | im | ooowoee] |
Saerosermasp 18 | a0 | a1 | 13 |oowmae] |
como | a0 | arrz | 1199 oowours] |
[ R I —
I R R S R
> ANALISIS DE VARIANZA

l

1
e
m 1.65609083 _ 0.41402271 || 5.58423608 || 0.0003167 |
Total_ l13aa7907s| 1s0 ] | | |

» DUNNETT 0.16243722

| > DUNNETT __ osedrz |
P. tinctorius* 1:4 I I 0. 207| I I I

*Plsollthus tinctorius (17.07.98).
**Scleroderma sp. (167.98).
'SC=suma de cuadrados.
’GL=grados de libertad.
3CM=cuadrado de medias.
“*F=frecuencia.

*P=probabilidad.




Tabla 5. Andlisis estadistico para el parametro

longitud de laraiz

» RESUMEN

e o
comor | w0 | owe1 | saors |romosoeer] |
I E—
11—
Dento e os vaamenos | 4zeseiany | i | oramoss] ||
I E—
m  wees| w |||
I T
IE— S ———

*Plsollthus tinctorius (17.07.98).
** Scleroderma sp. (167.97).
'SC=suma de cuadrados.
’GL=grados de libertad.
3CM=cuadrado de medias.
“*F=frecuencia.

*P=probabilidad.




Tabla 7. Andlisis estadistico para el parametro

porcentaje de micorrizacion

Sclerodermasp™14 |30 | 21326 | 71086067 sosomosrs| |
Poincorus s | a0 | zwoo¢ | rosen |iseawsros] |

Oriéen de las variaciones | 'sc ’GL ’CM iEE
I:I:I

> DUNNETT i 14 0 1 ]
ptncoius*1:4 | | o | ] ]
Sclerodermasp1:4 | | o | | |
ptncoivs*1:s | | o | ] |
Sclerodermasp1:8 | ) o | | |

*Pisolithus tinctorius (17.07.98).
**Scleroderma sp. (167.97).
'SC=suma de cuadrados.
’GL=grados de libertad.
3CM=cuadrado de medias.
“F=frecuencia.

*P=probabilidad.




Tabla 8. Analisis estadistico para el parametro

peso fresco total

> RESUMEN
. tinctorius* 1:4 109.433 _|[3.64776667 | 0.81254743

P 30

|
|
|
|

» ANALISIS DE VARIANZA
Dento ge s Tratamemos | rssrezr] 155 Josoomers] | |
[ S | R —
m Jeewe| e | ||
[ I R
[ I I
T R I V7 I I
Saerosermaspta || oowaee] | | |
Poncorus s || vosesd ||
saerocermaspte || owers || |

*Pisolithus tinctorius (17.07.98).
**Scleroderma sp. (167.97).
'SC=suma de cuadrados.
’GL=grados de libertad.
3CM=cuadrado de medias.
‘F=frecuencia.

jv)

R
AT



*P=probabilidad.

Tabla 9. Analisis estadistico para el parametro

peso fresco de la parte aérea

» RESUMEN

WWM:
P. tinctorius* 1:4 _ 66.0155 2 200516667[0.312978043 :|

T —— T T W T —
[ I S S S E—
[ S I N N R
Dento ge s Tratamemos sassoosanr] 155 Jozmazamn] | |
E— [ I —

I —
Tom Jeewm] e | ]|
[ I S S E—
BEN—— S —— —

*Plsollthus tinctorius (17.07.98).
**Scleroderma sp. (167.97).
'SC=suma de cuadrados.
’GL=grados de libertad.



3CM=cuadrado de medias.
‘F=frecuencia.
*P=probabilidad.

Tabla 10. Andlisis estadistico para el pardmetro

peso fresco de laraiz

Fncorus e |30 | we0s |Tamioseer] oomsmear] |
Scerosermasp 14| a0 | a6 |1srmoeer] oomsoims] |
Poincorus 1o | 30| svasen | soveeseer] osszemz] |
Scerosermasp 18| 30| soos | sosioassan) oarrazseas] |
comwo | w0 | waw | omn Joomsmr] |
I I S N N E—
I I I N E—

|
Dento ge s Tratameos [azzoc0rs0d] 155 ozommorem] | |
[ I S I S—
I (= I I R
I N | N R E—
I I I I S R
e o ]
Finoons 14| oesrzeeeer] ]

*Pisolithus tinctorius (17.07.98).
**Scleroderma sp. (167.97).
'SC=suma de cuadrados.
’GL=grados de libertad.




3CM=cuadrado de medias.
‘F=frecuencia.
*P=probabilidad.

Tabla 11. Analisis estadistico para el parametro

peso seco total

» RESUMEN

32.138 | 1.071266667] 0.015503651

]
1
|
|
|
|

22.282 | 0.742733333] 0.01201634
Scleroderma sp.** 1:8 19.129 ] 0.637633333] 0.00602024

> ANALISIS DE VARIANZA

Origen de las variaciones
1.66343
Entre tratamientos 5.687692008 4 1.421923002 || 135.3253866 E-49
155 | | |

T I I R
om mwsars] e | |
[ | R R
[ | I N E—
Princorus | Josooueeed] ||
Soerosermaspmta | Jowwaa | | |

*Pisolithus tinctorius (17.07.98).
**Scleroderma sp. (167.97).
'SC=suma de cuadrados.
’GL=grados de libertad.




3CM=cuadrado de medias.
‘F=frecuencia.
*P=probabilidad.

Tabla 12. Andlisis estadistico para el parametro

peso seco de la parte aérea

» RESUMEN

Control I I 6.522 I 0.16305 0 056231844i I
— — — — R —
I I R N R
> ANALISIS DE VARIANZA —I
o swee e T oo T o T =T =
e T T
m e e | ||
I I I S
I E—

| >ounnerr | Jomooseosr ]  f | |
1 |

Scerocermaspta || osormwm || |
Pz s || oaoses| | |
Scerocermaspte || ozvmeeed || |

*Pisolithus tinctorius (17.07.98).
**Scleroderma sp. (167.97).
'SC=suma de cuadrados.
’GL=grados de libertad.




3CM=cuadrado de medias.
‘F=frecuencia.
*P=probabilidad.

Tabla 13. Analisis estadistico para el parametro

peso seco de laraiz

Tratamientos No. Muestrasi Suma i Promedio i Varianza i i
Poincoista | 30 | 1o | ooas ooosseie] |
Sclerodermasp= 4|30 | 4117 |o1s7zsasasooreomesal |
RTINS N 7 Y75 YO
Control | | 3.4801 i00870025 iO 010975247i |
:I:I:I:I:I:I
|:I:I:I:I:I

‘ > ANALISIS DE VARIANZA

Orlgen de las variaciones I sc I G

|W 6.58965919 _ .647414798] 199.1986347 5.39953E-60 |
> DUNNETT 0.054251738

:I 05544975 :I:I:I

Dentro de los Tratamientos | 1.28188275 | iO 008270211i

*Pisolithus tinctorius (17.07.98).
**Scleroderma sp. (167.97).
'SC=suma de cuadrados.
’GL=grados de libertad.




3CM=cuadrado de medias.
“E=frecuencia.
*P=probabilidad.

Fotografia 1: Cuerpos fructiferos de Scleroderma sp.
167.97 colectados de bosques de Pinus caribaea en
Poptun-Peteén.

g2

Fotografia 2: Plantas de cuatro meses de desarrollo de



Pinus caribaea inoculadas con micelio de
Pisolithus tinctorius 17.07.98 y Scleroderma sp. 167.97
en contenedor en condiciones de invernadero.

Fotografia 3: Planta de seis
meses de desarrollo de
Pinus caribaea micorrizada con
Scleroderma sp. 167.97




Fotografia 4: Raices de
Pinus caribaea micorrizadas con
Scleroderma sp 167.97
Obsérvese como cubre el
micelio a la raiz.

Fotografia 5: Raices de Pinus caribaea micorrizadas con
Pisolithus tinctorius 17.07.98, observadas con microscopio
estereoscopico con aumento 4 X.

Fotografia 6: Detalle de la micorriza de



Pinus caribaea inoculada con
Pisolithus tinctorius 17.07.98, observadas
con microscopio estereoscopico con aumento
10 X.

Fotografia 7: Raices de Pinus caribaea micorrizadas
con Scleroderma sp. 167.97, observadas con microscopio
estereoscoépico con aumento 4 X.




Fotografia 8: Detalle de la micorriza de Pinus caribaea
Inoculada con Scleroderma sp. 167.97, observadas
con microscopio estereoscopico con aumento 10 X.
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