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RESUMEN

Un alto porcentaje de mortalidad se presenta en plantulas de pinos que son trasplantados de vivero a campo, debido
a que no poseen hongos ectomicorrizicos los cuales forman simbiosis obligada con las plantas de forma natural en
los bosques. Estos hongos facilitan la absorcidon de nutrientes y agua, ademds de estimular su crecimiento. Debido
a la importancia ecoldgica y fisiologica de los hongos ectomicorrizicos, el presente trabajo evalu6 el efecto en
crecimiento, peso seco, porcentaje de colonizacion y contenido de nutrientes de la inoculacion de seis especies
ectomicorrizicas comestibles de los géneros Laccaria y Hebeloma en Pinus patula Schiede ex Schltdl. & Cham. y P.
pseudostrobus Lindl., en condiciones de invernadero. Después de 397 dias de la siembra se observé un efecto
benéfico en el crecimiento de ambos pinos como resultado de la inoculacién en términos de peso seco en parte
aérea y radical, asi como un mayor contenido de N, P y K. El porcentaje de micorrizaciéon en plantas inoculadas con
las especies fungicas vario de 57 % a 90 %. Cuando se efectu6 inoculaciéon combinada de especies ectomicorrizicas,
se registr6 dominancia de una de las especies inoculadas, en términos de colonizacién radical. En estos
tratamientos con inoculacion simultdnea, los efectos benéficos registrados en los hospederos fueron comparables a
los observados cuando se inoculé de manera individual a las especies ftingicas dominantes. En funcion de los
resultados encontrados se recomienda en el establecimiento de plantaciones forestales la inoculacién de ambas
especies de pinos con especies de hongos de los géneros Laccaria y Hebeloma.
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ABSTRACT

A high percentage of mortality appears in pine seedlings transplanted from nursery to field, due to the fact that
they lack ectomycorrhizal fungi which form obligated symbiosis with plants in natural conditions in the forests.
These fungi facilitate the absorption of nutrients and water, and therefore stimulate their growth. Due to the
ecological and physiological importance of the ectomycorrhizal fungi, this work evaluated the effect in terms of
growth, dry weight, percentage of colonization and nutrient content as a result of the inoculation with six edible
ectomycorrhizal fungi within the genera Laccaria and Hebeloma on Pinus patula Schiede ex Schltdl. & Cham. and
P.pseudostrobus Lindl. under greenhouse conditions. 397 days after sowing, it was observed a beneficial effect in
terms of growth and dry weight of aerial and radical parts, as well as a higher contents of N, P and K of both
pines as a result of the inoculation. The percentage of mycorrhization in plants inoculated with the fungi species
ranged from 57 % to 90 %. When combined inoculation of ectomycorrhizal species was carried out, dominance of
one of the inoculated species, in terms of root colonization, was observed. In these treatments with simultaneous
inoculation, the beneficial effects reported in the hosts were comparable with those observed in plants inoculated
exclusively with the dominant fungal species. According to the results, the inoculation of P. patula and P.
pseudostrobus with fungal species of the genera Laccaria and Hebeloma is recommended in the establishment of
forest plantations.
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INTRODUCCION

La ectomicorriza es una simbiosis que se
establece entre hongos, principalmente
Basidiomycetes y Ascomycetes y especies de
arboles y arbustos, que incluyen tanto
Gimnospermas como Angiospermas. Esta
simbiosis tiene una enorme relevancia
ecolégica debido a su importancia en la
estructura y funcionamiento de ecosistemas
boreales, templados y tropicales (Pérez-
Moreno & Read 2004, Smith & Read 2008),
consecuencia de la ancestral coevolucion entre
los hongos y las plantas involucradas (Arnold
et al. 2010, Peay et al. 2010). A través de su
micelio externo, los hongos ectomicorrizicos
son capaces de movilizar y transportar agua y
nutrientes minerales como N, P, K, asi como
nutrientes poco accesibles tales como formas
organicas de N y P. Diversas investigaciones
han demostrado que, una parte importante de
dichos nutrientes son movilizados del suelo o
de sustratos organicos naturales a las plantas
hospederas asociadas (Read & Pérez-Moreno
2003). Como intercambio en esta relacion
mutualista, las plantas proporcionan carbono
fijado fotosintéticamente a sus hongos
ectomicorrizicos asociados (Leake et al. 2004).
Por esta razon la aplicacién biotecnoldgica de
los hongos ectomicorrizicos en los viveros
forestales ha cobrado una gran importancia en
la actualidad. En el caso especifico del género
Pinus se han encontrado efectos positivos, en
términos de crecimiento y contenido de
nutrientes, principalmente en diversas
especies boreales, templadas o del
mediterraneo como Pinus sylvestris L. (Jonsson
et al. 2001), P. pinaster Aiton (Pera y Parladé
2005) y Pinus pinea L. (Rincon et al. 2001)
consecuencia de la inoculaciéon con especies
ectomicorrizicas de dichas regiones incluidas
en los géneros: Suillus, Thelephora, Lactarius,
Laccaria, Hebeloma, Paxillus y Xerocomus.
Dentro de los hongos ectomicorrizicos con
potencial para la colonizacién en viveros en los
primeros estadios ontogénicos de plantas de
importancia econdémica forestal, se encuentran
especies de los géneros Laccaria y Hebeloma.
Esto se debe a que ambos géneros poseen
especies pioneras, que prosperan en
condiciones de baja fertilidad y se asocian con
una amplia variedad de hospederos (Cairney &
Chambers 1999, Trocha et al. 2007, Obase et

al. 2009). Adicionalmente, en ambos géneros
se incluyen hongos comestibles, el cual
actualmente constituye uno de los criterios de
seleccion multipropdsito de los hongos
ectomicorrizicos a ser utilizados en programas
de inoculacion forestal (Yun y Hall 2004). Sin
embargo, a pesar de su gran interés por la
variacion inter (Guidot et al. 2005) e
intraespecifica registrada, existen aspectos
basicos que han recibido escasa atencion tales
como el efecto de la inoculaciéon simple, y
primordialmente combinada, con especies de
dichos hongos ectomicorrizicos
principalmente con arboles neotropicales. Esto
a pesar de la gran importancia que tiene la
aplicacion de indculos combinados, debido a la
potencial diversidad funcional implicita, que
poseen dichos indculos.

La hipdtesis planteada fue que la
inoculacién combinada con hongos
ectomicorrizicos de los géneros Laccaria y
Hebeloma, origina una competencia por
colonizacion de las raices de plantas del
género Pinus y dominancia de una de las
especies fungicas inoculadas sobre las otras.
Adicionalmente, se hipotetizé también que ain
en este caso de inoculacion multiple es posible
detectar también un efecto positivo, en
términos de crecimiento y contenido de
nutrientes en los hospederos, y que este efecto
es originado por la especie ectomicorrizica
dominante, dado que cuando esta se inocula
individualmente produce un efecto benéfico
equivalente.

El objetivo del presente trabajo fue evaluar
el efecto de la inoculacion simple y combinada
de seis especies de hongos ectomicorrizicos
comestibles de los géneros Laccaria y
Hebeloma en el crecimiento y contenido de
nutrientes de dos especies de pinos
neotropicales de gran importancia econdémica,
Pinus patula Schiede ex Schltdl. & Cham. y P.
pseudostrobus Lindl.

METODOS

Preparacion de inéculo e inoculacion

Las especies fungicas fueron adquiridas en el mercado
del poblado de Ozumba, Estado de México y se
clasificaron de acuerdo a las principales caracteristicas
macro y microscopicas especificadas por Largent
(1973), Largent et al. (1977) y Mueller (1992), como:
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Laccaria laccata, L. bicolor, L. proxima (Boud.) Pat.,
Hebeloma mesophaeum (Pers.) Quel., H. leucosarx P. D.
Orton y H. alpinum (J. Favre) Bruchet. El mercado de
Ozumba es conocido en México, por ser una
importante fuente de acopio y comercializacién de
hongos silvestres comestibles desde épocas
prehispanicas (Pérez-Moreno et al. 2008). Debido a
que la concentracion de esporas se localiza en las
laminas del pileo, se utilizaron exclusivamente los
pileos, los cuales fueron deshidratados a una
temperatura de 35 °C y posteriormente molidos. El
in6culo fue conservado en viales con capacidad de 1.5
mL a una temperatura de 5 °C hasta su utilizacion.

Las semillas de Pinus pseudostrobus y P. patula,
procedentes del cofre de Perote, Veracruz, fueron
esterilizadas con peroxido de hidrégeno (H,0,) al 30 %.
Se utilizaron tubetes de plastico negro de 140 mL los
cuales se lavaron y desinfectaron con alcohol previo a
su llenado con el sustrato. El sustrato utilizado
consistié en una mezcla de arena-corteza-suelo en
proporcion 2:2:1 el cual fue esterilizado con vapor de
agua durante 24 h. Los tubetes se llenaron con el
sustrato, dejando en la parte superior un espacio
aproximadamente al 10 % del volumen para aplicar el
in6culo y posteriormente se llenaron en su totalidad.
Se colocaron cinco semillas de cada pino por tubete a
una profundidad aproximada de 0.5 cm y se agregd una
capa de granos finos de roca volcanica, conocida en
México como “tezontle” (< a 0.5 cm de diametro) en la
superficie para cada tubete.

La germinacion ocurri6 tres semanas después de la
siembra y se aplicé fungicida Captan en proporcion de
2 g L1, cada tercer dia hasta que el tallo estuvo
lignificado a fin de evitar el “damping off” (enfermedad
comunmente ocasionada por un complejo de hongos
del suelo donde se encuentran Phytophthora spp.,
Pythium spp. y Fusarium spp. segun Lin et al. 2002). A
cada planta se le inoculé con alrededor de 106 a 108
esporas, de acuerdo con las especies fungicas
consideradas para cada tratamiento. Las plantas
permanecieron en condiciones de invernadero durante
397 dias, regandose cada tercer dia con agua
purificada. Con el objetivo de controlar el
esparcimiento de esporas entre los diferentes
tratamientos se disefiaron prototipos “ex profeso” en
los cuales los tubetes se colocaron en bandejas y se les
acondicion6 en la parte superior una estructura
plastica, y en la parte inferior se colocé un recipiente
para captacion del agua de riego (Fig. 3A). Estos
dispositivos experimentales controlaron de forma muy
eficiente, la “contaminacién cruzada” entre
tratamientos.

Diseidio experimental

El diseno experimental se ajusté a un modelo en
bloques al azar, con diez tratamientos para cada
especie de Pinus. Los tratamientos consistieron en
inocular a Pinus patula y P. pseudostrobus, con
diferentes especies de hongos por separado y en
combinacion (Tabla 1). Para cada tratamiento
estudiado se inocularon diez pinos por especie, lo cual
generdo en total 200 unidades experimentales,
incluyendo testigos sin inocular.

Cuantificacion y caracterizacion de las raices
Se efectuaron mediciones de altura y diametro del

cuello de la raiz (DCR) a los 397 dias después de la
siembra a diez pinos por especie. Al mismo tiempo se

realiz6 muestreo destructivo de tres pinos por
tratamiento y especie, para su andlisis del porcentaje
de raices cortas: vivas, micorrizadas vivas y muertas,
posteriormente los pinos fueron secados para evaluar
el peso seco de la parte aérea y radical. A dichas
muestras se les determin6 el contenido de N, Py K
total en parte aérea y raiz, respectivamente. La
evaluaciéon de N, se realizé por el método semimicro-
kjeldahl (Bremner 1975) y P por colorimetria Olsen y K
por fotometria de flama, segin Chapman & Parker
(1986).

TABLA 1

Combinaciones de especies fungicas en los
tratamientos evaluados para Pinus patula y P.
pseudostrobus.

Combination of fungal species in the treatments
evaluated in Pinus patula and P. pseudostrobus.

Numero del Especie Clave de
tratamiento ectomicorrizica referencia
1 Testigo (sin hongo) T

2 Laccaria laccata L1

3 Laccaria bicolor Lb

4 Laccaria proxima Lp

5 Hebeloma mesophaeum Hm

6 Hebeloma alpinum Ha

7 Hebeloma leucosarx Hl

8 Ll+Lb+Lp§ 3L

9 Hm + Ha + H1 § 3H

10 Ll+Lb+Lp+Hm+Ha+HIS§ 3L+ 3H

§ Ll=Laccaria laccata; Lb=Laccaria bicolor; Lp =
Laccaria proxima, Hm=Hebeloma mesophaeum;
Ha=Hebeloma alpinum; Hl=Hebeloma leucosarx.

El sistema radical se remojé durante 24 h,
posteriormente se retir6 la parte aérea del pino y se
enjuagd cuidadosamente la raiz, la cual fue dividida en
tres areas iguales: superior, media e inferior. Después
se extendid la raiz de cada area y se cortaron
segmentos de 5 cm, de estos se seleccionaron al azar
algunos para su posterior observacion en el
estereoscopio. Por cada area se contaron 200 raices
cortas, por lo que en total se contabilizaron 600 raices
cortas por especie de Pinus. El procedimiento llevado a
cabo fue una modificacion de la metodologia seguida
por Guerin et al. (2003), cuya cuantificaciéon se realizé
397 dias después de la siembra.

Se analizaron las caracteristicas morfologicas y
anatémicas mas comunes de las raices cortas
micorrizadas para cada especie tales como: longitud,
diametro, color, tipo de ramificacidon, forma de las
puntas no ramificadas, textura y anatomia externa del
manto de las micorrizas. El procedimiento se realizo de
acuerdo al Sistema de informacion para caracterizacion
y determinacion de ectomicorrizas (Agerer & Rambold
2009). Se tomaron fotomicrografias en un
estereoscopio Leica EZ4 a las raices cortas
micorrizadas en mejor estado y se observaron las
caracteristicas distintivas de cada especie (Fig. 3E).
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Andlisis estadistico

Se realiz6 analisis de varianza en un diseno
completamente aleatorio. Cuando existieron
diferencias entre tratamientos para las variables
respuestas analizadas, se realizaron las pruebas de
comparacion de medias, Tukey con un a = 0.05 con el
programa Statistical Analysis System (SAS 1999). Las
variables independientes en la presente investigacion
fueron las especies de pinos y las especies de hongos
inoculados y las variables dependientes fueron peso
seco de la parte aérea, radical y total, altura, didmetro
del cuello de la raiz, porcentaje de colonizacién
micorrizica y contenido de N, Py K en parte aérea, raiz
y planta total.

RESULTADOS

En general, el peso seco aéreo, radical y total
fue mayor en plantas inoculadas en
comparacion con plantas no inoculadas para
ambas especies de Pinus, independientemente
de la especie de hongo involucrado (Figs. 1,
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3B, 3C, 3D y Tabla 9). En el caso de P. patula
se observé el mayor peso seco de la parte
aérea en las plantas inoculadas con H.
leucosarx en comparacion con las plantas
inoculadas con las otras especies de hongos
simbiontes (Fig. 1A). Una tendencia distinta se
observé en el peso seco de la raiz y total de P.
patula, en donde los mayores valores fueron
registrados en plantas inoculadas en
combinacion con las tres especies de Laccaria
y Hebeloma, simultaneamente (Figs. 1By 1C).

A diferencia de lo observado en P. patula,
en el caso de P. pseudostrobus no existieron
diferencias significativas (P < 0.05), tanto en
parte aérea, radical y total entre las plantas
inoculadas con las diferentes especies de
hongo (Figs. 1D, 1E, 1F y Tabla 9).

La altura de P. patula inoculadas fue mayor,
independiente de la especie de hongo (P =
0.05) (Fig. 2 y Tabla 10). Una tendencia similar
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Fig. 1: Peso seco de Pinus patula (A, B, C) y Pinus pseudostrobus (D, E, F), 397 dias después de la siembra
inoculados con seis especies de hongos ectomicorrizicos de los géneros Hebeloma y Laccaria. Valores con la
misma letra en la parte superior de las barras, para cada variable en cada pino, son iguales segin Tukey (o =
0.05). Las abreviaturas corresponden a las sefialadas en la Tabla 1.

Dry weight of Pinus patula (A, B, C) and Pinus pseudostrobus (D, E, F), 397 days after sowing inoculated with six species of
ectomycorrhizal fungi of the genera Hebeloma and Laccaria. Values with the same letter above of the bars, for each
variable in each pine, are equal according to Tukey (o = 0.05). The abbreviations are those indicated in Table 1.
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se observo en P. pseudostrobus, a excepcion de
las plantas inoculadas con L. bicolor. En ambas
especies de pinos los valores maximos en
alturas se registraron en plantas inoculadas
con H. leucosarx (Fig. 2).

Ambas especies de Pinus tuvieron mayor (P
< 0.05) didmetro del cuello de la raiz (DCR)
cuando fueron inoculadas en comparacion con
plantas no inoculadas, independientemente de
la especie de hongo involucrado (datos no
mostrados). Los valores del didmetro del
cuello de la raiz variaron de 2.2 a 3.3 mm en
plantas inoculadas y de 1.5 a 2.2 mm en plantas
no inoculadas. Sin embargo, no existieron
diferencias (P < 0.05) entre pinos inoculados
con las diferentes especies de hongos.

La colonizacién micorrizica solo se observo
en plantas inoculadas con la especie de hongo
respectivo. En términos generales, los valores
de colonizacion micorrizica fueron superiores
a 50 % para la mayoria de los tratamientos
inoculados (Tabla 2 y 6). En P. patula el valor
mas alto en porcentaje de colonizacién (90.3
%), se encontr6 en pinos inoculados
simultaneamente con las tres especies de
Laccaria (Tabla 2). En el caso de P.
pseudostrobus, el valor con el maximo
porcentaje de colonizacion, se encontré en la
inoculaciéon de L. proxima (Tabla 2). Sin
embargo, en P. pseudostrobus también se
observaron valores muy altos de colonizacion
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cuando se inoculé con L. laccata y en la
inoculacion simultdnea con las tres especies de
Laccaria (Tabla 2). Los valores de raices
muertas para ambas especies de Pinus,
variaron de 2 a 19 %, dependiendo de las
especies de hongos involucrados (Tabla 2).

En el caso de las plantas de P. patula que
fueron inoculadas simultaneamente con las
tres especies de Hebeloma, se observo que
predominé la colonizacién por H. leucosarx y
H. alpinum, sobre H. mesophaeum. En el caso
de P. pseudostrobus, inoculados con las tres
especies de Hebeloma, la colonizacion con H.
alpinum, se encontré en mayor porcentaje (P <
0.05) con respecto a H. leucosarx, no
encontrandose morfotipos de H. mesophaeum
(Tabla3y 7).

En el caso de la inoculaciéon simultanea con
las tres especies de Laccaria, en ambas
especies de Pinus se observé en mayor
porcentaje (P < 0.05), la colonizaciéon por L.
proxima seguida de L. laccata y L. bicolor en el
caso de P. patula. En P. pseudostrobus no se
encontré ningun morfotipo de L. laccata
(Tabla 3 y 7). Finalmente en la inoculaciéon
simultianea con las tres especies de Laccaria y
Hebeloma; las unicas especies que se
encontraron fueron las del género Hebeloma.
En P. patula, se observaron los valores mas
altos para H. leucosarx y H. alpinum (Tabla 3).
Una tendencia similar se observd en P.

OF pseudostrobus
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Fig. 2: Altura de Pinus patula y P. pseudostrobus 397 dias después de la siembra. Valores con la misma letra
no presenta diferencias significativas Tukey (a = 0.05). n = 10. Las abreviaturas en el eje x corresponden a las

sefialadas en la Tabla 1.

Height of Pinus patula and P. pseudostrobus 397 days after sowing. Values with the same letter above of the bars for each
pine, are equal according to Tukey (o = 0.05). n = 10. The abbreviations in the x-axis correspond to those shown in Table 1.
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pseudostrobus, a excepcion de que en este pino
no se encontraron morfotipos de H.
mesophaeum (Tabla 3).

En P. patula se observd en términos
generales una mayor concentracion de N, Py
K total en plantas inoculadas en comparacion
con las no inoculadas. Una tendencia diferente
se encontrd en P. pseudostrobus, debido a que
en la mayoria de los tratamientos inoculados
con alguna especie fungica no existio
diferencia (P = 0.05) con respecto a las plantas
no inoculadas.

El contenido total de N, Py K en P. patula
que fueron inoculados con al menos una
especie fungica fue generalmente superior en
los tratamientos inoculados con especies
fungicas con respecto a las plantas no
inoculadas (Tabla 4). E1 N total de P. patula,

en las plantas no inoculadas fue menor (P =
0.05), con respecto a las plantas inoculadas
con cualquier especie fungica a excepcion de
H. mesophaeum (Tabla 4 y 8). Una tendencia
similar se encontré en K, debido a que se
encontré diferencia estadistica entre las
plantas no inoculadas y las inoculadas,
independientemente de la especie fungica. En
cuanto al P total de P. patula, se observo que
las plantas no inoculadas y la inoculacion
simultanea con las tres especies de Laccaria
tuvieron diferente efecto (P = 0.05) con
respecto a los tratamientos restantes (Tabla 4
y 8). En el caso de P. patula los valores mas
altos en concentracion de K se registraron en
la parte aérea. En términos generales, los
tratamientos con mayor valor de N, P y K total
en P. patula, fueron las plantas inoculadas en

TABLA 2

Porcentaje de raices cortas micorrizadas, no micorrizadas y muertas, 397 dias después de la
siembra en Pinus patula y P. pseudostrobus inoculados con seis hongos ectomicorrizicos de los
géneros Hebeloma y Laccaria. Para cada especie de pino, no hay diferencias significativas por
columna para letras iguales de acuerdo a Tukey (a = 0.05).

Percentage of mycorrhizal, non-mycorrhizal and dead short roots, 397 days after sowing in Pinus patula and P.
pseudostrobus inoculated with six ectomycorrhizal fungi of the genera Hebeloma and Laccaria. Different letters in
columns, for each pine species, indicate significant differences (Tukey a = 0.05)

Tratamientos

Vivas (%)

Muertas (%)

Micorrizadas No micorrizadas
Pinus patula
Sin hongo (Testigo) 0d 97.7 a 2.3b
Laccaria laccata (L) 71.8 ab 23.2 cd 5.0 ab
Laccaria bicolor (Lb) 84.9 ab 13.5d 1.7b
Laccaria proxima (Lp) 70.7 ab 26.1 cd 3.2b
Hebeloma mesophaeum (Hm) 30.9 cd 65.8 b 3.3b
Hebeloma alpinum (Ha) 52.7 be 44.1 be 3.1b
Hebeloma leucosarx (H1) 57.7 abc 22.8 cd 194 a
Ll+Lb+Lp (3L) 90.3 a 5.9d 3.8b
Hm + Ha + HI (3H) 78.0 ab 14.7 cd 7.3 ab
3L +3H 78.3 ab 10.7d 11.0 ab
Pinus pseudostrobus
Sin hongo (Testigo) 0c 94.9 a 5.0a
Laccaria laccata (L1) 83.2a 11.7 ¢ 51a
Laccaria bicolor (Lb) 61.4 ab 29.9 be 8.7 a
Laccaria proxima (Lp) 89.6 a 6.7 ¢ 3.6a
Hebeloma mesophaeum (Hm) 404 b 46.8 b 12.8a
Hebeloma alpinum (Ha) 51.7b 36.2 bc 12.0a
Hebeloma leucosarx (HI) 63.6 ab 25.4 be 11.0a
Ll+Lb+Lp (3L) 88.8a 8.0c 32a
Hm + Ha + HI (3H) 85.5a 10.7 ¢ 39a
3L+ 3H 63.0 ab 33.5 bc 35a
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TABLA 3

Porcentajes de colonizacion micorrizica (total y por especie flingica), segun caracteristicas
morfoanatémicas en los tratamientos en los que se inocul6 simultaneamente mas de una especie
fungica en Pinus patula y P. pseudostrobus, 397 dias después de la siembra. En cada columna no
hay diferencias significativas para letras iguales de acuerdo a Tukey (o = 0.05).

Percentage of mycorrhizal colonization (total and by fungal species), according to morphoanatomical

characterization in treatments simultaneously inoculated with more that one fungal species in Pinus patula and P.
pseudostrobus, 397 days after sowing. Different letters in columns indicate significant differences Tukey (a = 0.05).

Tratamiento” Colonizaciéon micorrizica (%)
Pinus patula Pinus pseudostrobus
Total Por especie Total Por especie
3H 78.0 50.1 a (HI) 85.5 13.2 b (HI)
4.8b (Hm) 0 b(Hm)
23.1 ab (Ha) 72.3 a (Ha)
3L 90.3 73.1a (Lp) 88.8 88.3 a (Lp)
10.2 b (LI) 0b (L)
7b (Lb) 0.5b (Lb)
3L+ 3H 78.3 39.6 a (HI) 63.0 28.9 a (HI)
0.43 a (Hm) 0b (Hm)
38.3 a (Ha) 34.1 a(Ha)
0a (Lp) 0b (Lp)
Oa (L) 0b (L)
0a (Lb) 0b (Lb)

*= Para abreviaturas ver Tabla 1.
*= Abbreviatons are shown in Table 1.

TABLA 4

Contenido de nitrégeno, fosforo y potasio totales en Pinus patula, inoculados con seis especies de
los géneros Laccaria y Hebeloma, 397 dias después de la siembra.

Contents of total nitrogen, phosphorus and potassium in Pinus patula, inoculated with six species of Laccaria and
Hebeloma, 397 days after sowing.

N P K
P.a P.r Total P.a Pr Total P.a P.r Total
mg

Testigo 3.03¢ 1.77b 4.80 b Oe 0.02 ¢ 0.02 e 1.75¢ 1.18 ¢ 293 ¢
L. laccata (L.]) 839ab 9.07ab 17.47a 0.76bcd 0.48bc 1.23cd 4.85bc 2.75bc 7.60b
L. bicolor (L.b) 7.75ab 6.43ab 14.17a 121a 0.83b 2.04ab 7.62ab 6.12a 13.74a
L. proxima (L.p) 8.18ab 7.73ab 15.92a 0.99abc 0.62bc 1.61bc 8.18ab 3.93abc 12.11a
H. mesophaeum (H.m) 6.36 bc  7.49ab 13.84ab 0.49d 053bc 1.02cd 935a 2.76bc 12.10a
H. alpinum (H.a) 10.19a 9.68ab 19.86a 0.77bcd 0.33bc 1.10cd 7.10ab 2.63bc 9.73 ab
H. leucosarx (H.1) 9.02ab 874ab 17.75a labc 0.72bc 1.72bc 7.41ab 2.68bc 10.09 ab
L1+Lb+Lp L) 7.69ab 9.05ab 16.74a 0.54d 0.17bc 0.71de 6.07ab 4.02abc 10.09 ab
H.m + H.a + H.I1 (3H) 7.98ab 14.09a 22.07a 1.08ab 1.63a 2.71a 839a 1.63bc 10.02 ab
3L+ 3H 6.9ab 14.17a 21.07a 0.66cd 1.69a 2.35ab 9.02a 4.39ab 1340a

En cada columna no hay diferencias significativas para letras iguales de acuerdo a Tukey (o = 0.05). n = 3. P.a =
parte aéreay P.r = parte radical.
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combinacion con las tres especies de Hebeloma
y en 3L + 3H (Tabla 4).

En el caso de P. pseudostrobus, en términos
generales existieron diferencias en el N, Py K
total solo para algunos de los tratamientos de
plantas inoculadas en relacién a las no
inoculadas. Tal fue el caso principalmente de
las plantas inoculadas con H. leucosarx y con
3H o 3L + 3H (Tabla 5). La acumulacién de N
total en P. pseudostrobus fue mayor (P < 0.05)
en H. leucosarx, L. laccata y en 3L + 3H, con
respecto a las plantas no inoculadas (Tabla 5y
8). En el caso del foésforo total en P.
pseudostrobus, se observé una diferencia
significativa entre las plantas no inoculadas
con respecto a las plantas inoculadas con H.
leucosarx, H. alpinum y en los tratamientos 3H
y 3L + 3H. La mayor concentracién de N se
encontro6 en la parte radical, en comparacion a
la parte aérea, mientras que una tendencia
contraria se observo en el caso de K (Tabla 5).

En el presente trabajo se observo la
formacion de esporomas de Laccaria laccata
(Fig. 3F), un ano y medio después de la

CARRASCO-HERNANDEZ ET AL.

inoculacion y adicionalmente, se observaron
primordios de Laccaria bicolor en los
tratamientos en los que se aplicé este hongo.

DISCUSION

Diversas investigaciones han demostrado un
efecto benéfico, en términos de crecimiento y
supervivencia, de la inoculacién con hongos
ectomicorrizicos individuales en plantas de
vivero asi como en el establecimiento de
plantaciones experimentales (Smith & Read
2008). Dentro de las especies ectomicorrizicas
evaluadas individualmente se encuentran
miembros de los géneros Hebeloma y Laccaria,
como por ejemplo la inoculaciéon de Pinus
pinaster Ait. con Hebeloma crustuliniforme,
Laccaria laccata (Pera & Parladé 2005) y
Laccaria bicolor (Perrin et al. 1994, Parladé et
al. 1997, 1999, Pera & Parladé 2005). También
se ha probado la eficacia micorrizica de
Laccaria bicolor en Pseudotsuga menziesii
(Mirb.) Franco (Parladé & Alvarez 1993,

TABLA 5

Contenido de nitrégeno, fésforo y potasio totales en Pinus pseudostrobus, inoculados con seis
especies de los géneros Laccaria y Hebeloma, 397 dias después de la siembra.

Contents of total nitrogen, phosphorus and potassium in Pinus pseudostrobus, inoculated with six species of

Laccaria and Hebeloma, 397 days after sowing.

N P K
P.a P.r Total P.a P.r Total P.a P.r Total
mg

Testigo 3.13b 286b 599b 0.15¢ 0.04c 0.19c 243b 130b 374D
L. laccata (L.]) 9.30ab 13.96a 23.24a 0.58bc 0.81abc 1.39abc 5.68ab 2.23ab 7.91ab
L. bicolor (L.b) 6.93ab 10.09ab 17.02ab 047bc 0.46bc 092bc 5.63ab 3.21ab 8.85ab
L. proxima (L.p) 8.60ab 991ab 1851ab 0.55bc 0.82abc 1.37abc 7.28ab 3.25ab 10.53 ab
H. mesophaeum (H.m) 10.88 ab 10.62ab 19.16ab 0.55bc 0.67abc 1.22bc 8.4ab 3.13ab 11.53 ab
H. alpinum (H.a) 7.32ab 10.21ab 17.53ab 1.08abc 1.05ab 2.12ab 6.36ab 2.5ab 8.86ab
H. leucosarx (H.]) 1599a 11.41ab 2741a 1.86a 1.07ab 293a 1227a 2.49ab 14.77a
LI+Lb+Lp (L) 6.63ab 12.18 ab 18.82ab 0.43bc 097 abc 1.39abc 6.63ab 5.03a 11.66ab
H.m + H.a + H.1 (3H) 7.05ab 10.62ab 17.67ab 1.36ab 1.13ab 2.49ab 10.57a 3.62ab 14.19a
3L+ 3H 9.24ab 14.17a 23.41a 0.79abc 1.57a 236ab 7.68ab 3.41ab 11.09ab

En cada columna no hay diferencias significativas para letras iguales de acuerdo a Tukey (o = 0.05). n = 3. P.a =
parte aéreay P.r = parte radical.
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Fig. 3: Inoculacion de Pinus patula y P. pseudostrobus con seis especies de Hebeloma y Laccaria. (A) Disposi-
tivo experimental utilizado; (B) Efecto de Hebeloma leucosarx en Pinus patula; (C) Efecto de la inoculaciéon
de Laccaria laccata en Pinus pseudostrobus; (D) Efecto de la inoculacion simultanea de tres especies de
Laccaria y Hebeloma en Pinus pseudostrobus;, (E) Micromorfologia de la raiz corta ectomicorrizada con Lacca-
ria laccata en Pinus patula; (F) Formaciéon de esporomas de Laccaria laccata en Pinus patula, afio y medio
después de la inoculacién. Las barras blancas en la Fig. 3, corresponden a 2 mm (E), 2 cm (F),4cm (B,Cy
D) y 10 cm (A).

Inoculation of Pinus patula and P. pseudostrobus with six species of Hebeloma and Laccaria (A) Used experimental device;
(B) Inoculation effect of Hebeloma leucosarx in Pinus patula; (C) Inoculation effect of Laccaria laccata in Pinus pseudostro-
bus; (D) Simultaneous inoculation effect of Laccaria and Hebeloma in Pinus pseudostrobus; (E) Micromorphology of ec-
tomycorrhizal short roots with Laccaria laccata in Pinus patula; (F) Formation of sporomes of Laccaria laccata in Pinus
patula one year and half after the inoculation. The white bars in Fig. 3, correspond to 2 mm (E), 2 cm (F), 4 cm (B, C and
D) and 10 cm (A).
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Parladé et al. 1997, 1999) y de Hebeloma
crustuliniforme (Rincon et al. 2001) y Laccaria
bicolor (Parladé et al. 1997, Rinco6n et al. 2001)
en Pinus pinea L. Perea-Estrada et al. (2009),
inocularon Pinus patula Schl. et Cham y Pinus
hartwegii Lindl con Hebeloma spp., Laccaria
spp. ¥ Clavulina aff. cinerea, y observaron un
efecto benéfico en las plantas en términos de
peso seco, altura, diametro del tallo y
contenido de N y P.

Los pinos en condiciones naturales se
encuentran asociados con una gran diversidad
de especies fungicas, por lo que diversos
trabajos se han enfocado en la inoculacion
simultanea con mas de una especie de hongo,
observando efectos positivos en términos de

TABLA 6

Cuadro resumido del ANDEVA para los datos
de la Tabla 2.

Summarized ANOVA results for data in Table 2.

crecimiento, absorcién de nutrientes y
supervivencia en campo (Parladé & Alvarez
1993, Parladé et al. 1999, Jonsson et al. 2001,
Iwanski et al. 2006, Turjaman et al. 2006,
Chavez et al. 2009). Sudhakara-Reddy y
Natarajan (1997), evaluaron la eficacia de la
coinoculacion de L. laccata y Telephora
terrestris Pers. en Pinus patula en condiciones
de invernadero. Los autores encontraron un
efecto sinérgico en el peso seco de la parte
aérea, como resultado de la inoculaciéon
simultanea con hongos ectomicorrizicos. Una
tendencia diferente se observo en el presente
trabajo, ya que en términos generales, cuando
se inocularon simultaneamente las tres
especies de Laccaria o de Hebeloma se

TABLA 7

Cuadro resumido del ANDEVA para los datos
de la Tabla 3.

Summarized ANOVA results for data in Table 3.

Especies de pinos Raices Raices Tratamiento Colonizacién micorrizica (%)
vivas (%) muertas (%) Pinus patula Pinus pseudostrobus
Micorri-  No mico-
zadas rrizadas 3H p 0.0310 <0.0001

. F 6.55 75.07
Pinus patula
P < 0.0001 < 0.0001 0.0098 gl 2 2
F 14.49 93,07 347 3L P 0.0137 <0.0001
gl 9 9 9 F 9.55 699.43
Pinus pseudostrobus gl 2 2
P <0.0001  <0.0001  0.4757 3L+3H P 0.0511 <0.0001
F 23.84 17.97 0.99 F 3.08 79.34
gl 9 9 9 gl 5 5

TABLA 8
Cuadro resumido del ANDEVA para los datos de las Tablas 4 y 5.
Summarized ANOVA results for data in Tables 4 and 5.
N P K
P.a P.r P.t P.a P.r P.t P.a P.r P.t

Pinus patula
P <0.0001 0.0027

F 7.51 4.42 7.25
gl 9 9 9
Pinus pseudostrobus
P 0.0256  0.0502  0.0103
F 2.82 2.39 3.43

gl

9 9 9

0.0001 <0.0001 <0.0001 <0.0001 <0.0001 0.0007 < 0.0001

2526 1296 2587 1131 5.58 12.37
9 9 9 9 9 9
0.0007  0.0032 0.0002 0.0171 0.0443 0.0105

5.50 4.30 6.82 3.09 2.47 3.42
9 9 9 9 9 9
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observaron efectos de competencia y
dominancia de una de las especies inoculadas.
Cuando se inocularon las tres especies de
Laccaria, L. proxima fue la especie dominante.
Cuando se inocularon las tres especies de
Hebeloma, la especie dominante varié de
acuerdo a la planta hospedera: H. leucosarx
para P. patula y H. alpinum para Pinus
pseudostrobus. Cuando se inocularon
simultineamente las seis especies de Laccaria
y Hebeloma, las especies de Hebeloma
suprimieron a las de Laccaria. En términos
generales el efecto, en términos de
crecimiento y de contenido nutrimental,
originado en los pinos por las especies
inoculadas fue similar al originado cuando
estas especies fueron inoculadas de manera
individual. Por esta razén, en términos
generales la hipotesis planteada se aceptd y se
considerd que el efecto benéfico originado en
las plantas inoculadas simultineamente con los
hongos ectomicorrizicos evaluados puede
atribuirse a las especies ectomicorrizicas
dominantes. Sin embargo, existi6 una
excepcion en la que se observd un efecto
sinérgico, ya que el contenido total de P de
Pinus patula inoculado con las tres especies de
Hebeloma, fue superior a cualquiera de los
contenidos registrados en plantas inoculadas
con las tres especies de Hebeloma
individualmente.

La importancia de los hongos micorrizicos
en la adquisicion de N por las plantas ha sido
demostrada claramente en el caso de los
hongos ectomicorrizicos (Chalot et al. 2006)
pero existe menos evidencia para otros tipos de
micorriza como la arbuscular (Govindarajulu et
al. 2005). Tradicionalmente, se ha considerado
que la transferencia de N de células fangicas a
vegetales se efectua en forma de glutamina en

el caso de la ectomicorriza (Chalot & Brun
1998) y como arginina, en el caso de micorriza
arbuscular. Sin embargo, investigaciones
recientes han indicado el potencial de una
transferencia directa de amoniaco de células
fungicas a las células radicales de sus
hospederos asociados (Chalot et al. 2006).
Diversas investigaciones han reportado el
incremento del contenido de N y P en plantas,
debido a la inoculacion con hongos
ectomicorrizicos (Read & Pérez-Moreno 2003,
Turjaman et al. 2006, Paul et al. 2007). Tibbet &
Sanders (2002), registraron una concentracion
de 12 % de Ny 8 % de P en plantas de Salix sp.
micorrizadas con Hebeloma spp., comparadas
con solo un 7 % de Ny 1 % de P cuando las
plantas no fueron inoculadas. Bandou et al.
(2006) encontraron mayor concentracion de K
en plantas de Coccoloba wuvifera L. inoculadas
con Scleroderma bermudense Coker en
comparaciéon con las plantas no inoculadas. En
el presente trabajo el contenido de N, Py K fue
mucho mayor en plantas de Pinus patula
inoculadas en comparaciéon con las no
inoculadas, independientemente de la especie
de hongo empleado. En este sentido, se ha
demostrado que los flujos de N, P y K dentro de
las hifas fungicas ectomicorrizicas, son
interdependientes. Usualmente, cuando existe
translocacion de P, este se acumula en las
vacuolas como polifosfatos, los cuales tienen
cargas negativas. Como consecuencia se origina
un desbalance electrénico, el cual facilita
conspicuamente la transferencia de cationes
como N (en forma de aminoacidos), Ky Mg. De
esta manera el flujo de cationes en el micelio de
los hongos ectomicorrizicos esta fuertemente
ligado a la translocacién de P (Jentschke et al.
2001). La mayor transferencia de N, P y K en
plantas inoculadas con hongos ectomicorrizicos

TABLA 9

Cuadro resumido del ANDEVA para los datos de peso seco de la Fig. 1.

Summarized ANOVA results for dry weight data in Fig. 1.

Pinus patula

Pinus pseudostrobus

P.a P.r P.a P.r P.t
P < 0.0001 0.0004 <0.0001 0.0368 0.0500 0.0104
F 15.03 6.12 10.73 2.59 2.39 3.43
gl 9 9 9 9 9
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en comparacion con plantas no inoculadas,
encontradas en el presente trabajo, puede ser
explicada en funcion de la habilidad de las hifas
fungicas para explotar parches de recursos,
debido a su innata plasticidad fisioldgica y
morfologica, lo cual permite una exploracion
extensiva y una rapida colonizacion en el suelo
(Pérez-Moreno & Read 2004, Read & Pérez-
Moreno 2003). Por otra parte los hongos
simbiontes ectomicorrizicos de la planta,
liberan cantidades significativas de enzimas
como quitinasas, fosfatasas y proteasas (Tibbet
& Sanders 2002). Esto permite que los
residuos organicos sean aprovechados
directamente para la obtencion de N y P
(Pérez-Moreno & Read 2001a, 2001b, 2004).
Hasta donde conocemos el efecto de algunas
de las especies estudiadas en el presente
trabajo (especificamente L. proxima, H.
leucosarx 'y H. alpinum), sobre el crecimiento y
contenido de nutrientes de pinos no habia sido
estudiado. Sin embargo, se ha estudiado con
profundidad los mecanismos de absorciéon y
transporte de N, en otras especies de
Hebeloma, principalmente H. cylindrosporum
Romagn. (Marmeisse et al. 2004, Guidot et al.
2005, Miieller et al. 2007).

En funcion de los resultados encontrados
se considera de alto potencial la utilizacion de
Hebeloma leucosarx y Laccaria proxima en
programas de inoculacion para Pinus patula y
P. pseudostrobus, en vivero. Aunque en menor
grado, las otras especies estudiadas también
serian recomendables para inocular dichas
especies de arboles. Sin embargo, es de
fundamental importancia  desarrollar
investigacion a futuro llevando a condiciones
de campo las plantas inoculadas, para conocer
cémo podrian afectan los factores edaficos
bidticos y abidticos y las practicas de manejo
forestal a las especies de hongos y plantas
estudiadas en el presente trabajo.

TABLA 10

Cuadro resumido del ANDEVA para los datos
de altura de la Fig. 2.

Summarized ANOVA results for height data in Fig. 2.

P F gl
Pinus patula <0.0001 16.19 9
Pinus pseudostrobus <0.0001 7.02 9
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