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INTRCGDUCCION

En sentido estricto, se entiende hoy por micorrizas a las estruc=-
turas morfoldgicas constituidas por micelio flngico y raices verdaderas
de plantas superiores.

Si bien en el campo de la ciencia pura subsisten alin controversias
acerca de la verdadera naturaleza bioldgica de estas asociaciones, en
la practica forestal se acepta como un hecho real la existencia de una
estrecha interrelacidn entre ellas y el crecimiento normal de muchas
especies arbdreas, entre ellas los pinos,

Cuando los arboles crecen cesponténeamente o han sido platandos
dentro de su ambiente natural, la asociacidn micorrizica se establece
en ellos también naturalmente, posibilitando su desarrollo normal,
Cuando, en cambio, los Arboles crecen fuera de su ambiente natural, la
asociacibn micorrizica suele no establecerse naturalmente, afecténdose
el desarrollo, Tal es el caso de plantaciones efectuadas en terrencs
no forestales o en forestales de ambiente ecoldgico distinto al de la
o las especies plantadas,

Ta falta de establecimiente de asociaciones micorrizicas en los
casos mencionados se atribuye a la ausencia de hongos micorrizantes
apropiados en el suelo., Para remediar esta situacidn, en la practica
forestal se ha recurrido a diversos métodos: a) el uso, en los viveros,
de tierra en la cual se ha comprobadeo la existencia de hongos micorri-
zantes; b) el empleo, en los viveros o en los sitios definitivos de
plantacidn, de plantas enteras o de raices micorrizicasj c) el uso,
especialmente en los vivercs,de hongos micorrizantes, ya sea en forma

de esporas o de cuerpos fructiferos, o bien como cultivos puros.



Aunque de aplicacidén sencilla y bastante difundidos, leos dos priw
meros métodos tienen sus inconvenientes: el uso de tierra puede resul—‘
tar muy costoso, enclerra el peligro de introducir organismos perjudi-
ciales junto con los hongos micorrizantes, y no siempre queda asegurado
el éxito debido a que se desconoce la identidad de tales hongos, ¥y
muchas veces su comportamientc con la o las especies gue se intenta mi-~
corrizar, El empleo de plantas o raices micorrizicas suele también
resultar costoso., Ambos métodos pueden ademés resultar impracticables,
al iniciarse programas de forestacidn en zonas muy apartadas,

Bl empleo directo de hongos micorrizantes estd libre de las des-
ventajas sefialadas. Desde luego, debido a gue dichos hongos exhiben
especificidad de grado variable y a que por otra parte en la formacibn
de micorrizas influyen diversos factores del medio, se requiere el co-
nocimiento previo de la capacidad de los hongos para formar asoclacio-
nes con la o las especies arbdéreas en cuestidn, y en el ambiente
particular de que se trate. Asimismo, se necesitan conocer técnicas
adecuadas de inoculacidn en viveros.

Muchos experimentos conducentes a la obtencidn de tales datos se
han llevado a cebo o se estln realizande en distintas partes del mundo,
sobre todo en Furopa, Estados Unidos y la Unidn Soviética, pero con
referencia casil exclusiva a las especies arboreas nativas de esos si-
tios, Bn América Latina, o con referencia a especies arboboreas de esia
érea, ne existen casi trabajos similares. Esta circunstancia ha alen-
tado al autor a lievar a cabo la presente investigacidn, con el objeti-
vo principal de esiudiar el comporitamiento, bajo condiciones controla-
das, de distintos hongos micorrizantes inoculados al estado de cultivos

puros sobre plantas de tres especies de plnos centroamericanocs,



Bl trabajo intenta cubrir la primera parte de un programs de in-
vestigacidn mis amplic, a completarse posteriormente con el estudio de
la influencia de los factores de sitio y de la efectividad de distintos
métodos de inoculacibn en viveros, en el establecimiento de las forma=-

ciones micorrizicas aqui estudiadas,



REVISION DE LITERATURA

S5i bien para encontrar la primera referencia sobre observacidn y
descripeidn de micorrizas deberiamos remontarnos a Teofrasto en el siglo
IV A.C, (14), es recién en la segunda mitad del siglo pasado cuando
realmente se inicila el conocimiento de cstas asociaciones. s por en~
tonces“cuando Frank publica sus clésicos trabajos sobre el tema, intro-
duciendo:éor‘primera vez el término micerriza (10, 1k, 28).

Las pontroversias que alin hoy subsisten entre los bidlogos acerca
de la naturaleza de las ascciaciones micorrizicas datan de e¢sos primeros
tiempos de Frank., En tales controversias se han definido dos posiclones
principales: la de una mayoria que sostiene gue las micorrizas son aso-
ciaciones simbidticas propiamente dichas, benéficas, y la de otro grupo
para el cual serian asociaciones simbidticas antagdnicas, de tipo para-
sitario., Existen, ademés, unros pocos que creen que las micorrizas cons-
tituyen un caso de asociaciones indifirentes (10, 1k, 15, 28).

Independientemente muchas veces de estas controversias, en la préc-
tica forestal se han venido acumulando observaciones que tienden a re-
forzar la opinidn de que las micorrizas, al menos las que se encuentran
en las especies arbbreas, son realmente benéficas., Entre las primeras
referencias significativas al respecto cabe mencionar a Hatch (12),
guien comenta ademds de sus propias observaciones, las primeras regis-
tradas en la literatura, que serian las de Melin en 1917 y de Kessell
en 1927. En afios posteriores se acumularon referencias provenientes de
distintas partes del mundo, como las de McComb (18), Routien y Dawson

(30), Wilde (42) y muchas otras, de las cuales Levisohn {15) ha hecho
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una amplia revisidén, En los (ltimos afios se han sumado otras varias
contribucienes, incluyendo zonas tropicales o latinoamericanas como
las de Briscoe (1)}, Goss (5), Mukherji y Thapar (25), Takacs (35, 36),
Raets (27) v Vega Condori (40),

Las micorrizas han sido estudiadas desde distintos puntos de vis-
ta, 8in contar las experiencias de tipo més hien.préctico, la mayor
parte de los conocimiéntos se han acumulado en dos campos principales:
morfologia y fisiologia, y en un tercero que se ha venido deslindando
entre ellos, dedicade a establecer la identidad de las especies de hon-
gos micorrizantes y su aptitud para formar micorrizas sobre distintos
hospedantes,

Varias revisiones publicadas dan cuenta de los avances registrados
en estos campos. 8in contar los tratados de Rayner (28) y de Hatch
(11}, ya algo viejos, los principales y mis recientes trabajos de este
tipo son los de Kelley (14), de Harley (10) y de Melin (21), de carvéc-
ter general; los de Melin (22, 23), dedicados a fisiologiaj y la lista

de Trappe (38) de hongos formadores de micorrizas ectdtrofas.

Anatomia y morfologie de las micorrizas de los pinos

La anatomia y la morfologia de les micorrizas de los pinos han si-
do bastante bien estudiadas, como dan cuenta las distintas revisiones
(10, 11, 14, 21, 28)., En adicién a las referencias incluidas en las
mismas, cabe mencionar las contribuciones mis recientes de Goss (5) y
MacDonel (19),

Existen fundamentalmente dos tipos distintos de micorrizas: ectd-

trofo y enddtrofo (8, 10). La difcrenciacidn ertre ellos se basa en la
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forma de penetracidn del hongo en los tejidos radicales. En las mico-
rrizas ectbétrofas 2l micelio del hongo forma una capa o manto de espe-
sor variable que envuelve exteriormente 1a porcidn de raiz infectada;
de este manto salen hifas que penetran la raiz, insinuédndose entre las
células de las primeras capas corticales y constituyendo lo que se co-
noce con el nombre de red de Hartig, visible c¢n las preparaciones
microscopicas, En las micorrizas enddtrofas no s¢ forma manto, y la
penetracién de las hifas es intracelular (3, 10). Existe ademis un es-
tzdo intermedio entre los dos tipos, denominado ccitenddtrofoe (8).

En los piros sd6lo se han hallado micorrizas ecidtrofas, las mis de
las veces, y cctenddbirofas, en forma mids restringida., Como sucede tam-
bién en otras especies, las micorrizas se forman de prefercnciz sobre
las raicillas o raices cortas, presentindose en el cazso de los pinos
una peculiaridad, que es la ramificacidn dicdtoma o hifurcacidén de la
mayor parte de las raicillas infectadas (10, 29). Bstas raicillas se
observan principalmente en la parte media de las ralices largas (29).

)l aspecto exterior de las wmicorrizas, en pinos y en otras espe-
cies, suele presentar variaciones marcadas. Se han elaborado varios
sistemas de clasificacidn para distinguir estas variaciones, habiendo
sido tradicionalmente aplicado hasta ahora a los pinos el formulado por
Melin en 1927 (10, 19, 29), Melin agrupz las micorrizas sctdtrofas de
los pinos en cinco categorias, las que designa mediante leiras. Asi,
las micorrizas del tipo A son las que muestran las ralcillas simples o
bifurcadas dispuestas regularmente a lo largo de las raices largas, y
exhibiende el manto y la red de Hartig caracteristicos. Bl tipo B, que
se suele confundir a menudo con el A, incluye las micorrizas cn las

cuales sb6lo las raicillas de la zorna apical de la raiz larga aparecen
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infectadas, mientras que las de las zZonas subyacentes permanecen sin
infeccidbn o se forman en ellas pseudomicorrizas. Ambos tipos A y B
habian sido incluidos previamente por Melin en una clase fnica que lla-~
md "Gabelmikorrhiza!" (literslmente "micorriza de horgueta"), EL tipo C
comprende las micorrizas formadas por la reunidén de numerosas raicillas
infectadas, que se agrupan sobre las ralces largas en masas semejantes
a tubéreulos o nbddulos, y que fueron denominadas previamente por Melin
tKnollenmikorrhizal (literalmente "micorriza de nbddulest), Ll tipo D
reline las micorrizas que se distinguen por su coloracidn oscura, a di-
ferencia de las de los tipos anteriores, que son de coloracidn clara.
Este tipo D incluye dos subtipos: DN, correspondiente a la infeccidn

del micorrizonte Cenococcum graniforme (Sow.) Ferd. et Winge (Mycelium

radicis nigrostrigosum Hatch), de nicelioc negro caracteristico; y DA,

correspondiente a una infeccidn secundariz del hongo 10 micorrizantie

Mycelium radicis atrovirens sobre una micorriza del tipo A (10, 19,

29).

Los términos coraloide, arbuscular o arbéreoc aplicados a veces en
la morfologia de las micorrizas ectdtrofas, se refieren al tipo de ra-
mificacidédn secundaria producida eon las ramas de las raicillas dicdto-
mas (19).

Recientemente MacDonel (19) ha propuesto un nuevo esquema de cla=-
sificacién de micorrizas, condensado de las clasificacicnes existentes,
que puede resultar de utilidad practica. En &1 da principal énfasis a
las micorrizas verdaderas de tipo ectdtrofo v ramificacién coraloide
que divide en dos subtipos: simple y dicotdmico, considerando ademis

para el 1ltimo dos formas: furcada y nodular.
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Téenicas experimentales en el estudio de las micorriszas

En los primeros estudios referentes a la identidad de los hongos
micorrizantes, &sta se determinaba mediante el simple aislamiento de
los micelios hallados sobre las raices infectadas, o bien basindose en
la identidad de los distintos hongos de sombrero cuyos cuerpos fructi-
feros se observaban cominmente asociados a los Arboles de los bosgues.,
Estos métodos no eran satisfactorios, debido a que por técnicas defi-
cientes frecuentemente se incluian en las aislaciones otros organismos
junto con los hongos micorrizantes, en el primer caso, ¥y debido al re~-
lativo empirismo, en el segundo {10).

Las técnicas usadas por Melin en sus trabajos entre 1921 y 1825,
actualigadas y descritas por el mismo en 1936 (20), vinieron a cambiar
el panorama, constituyéndose en el modelo al cual se ajustaron la mayo-
ria de los trabajos posteriores rclacionados con ¢l tema, y también
otros vinculados a aspectos fisiolégicos de las micorrizas (10, 20J.
Fundamentalmente, el método introducido por Melin consistid en la ino-
culacidn de hongos aislados mediante técnicas més depuradas, a plantas
crecidas y mantenidas en condicicnes de esterilidad, a fin de compro-
bar la aptitud micorrizante de tales hongos (10, 20).

Melin obtuvo plantas de pino estériles sembrando sobre agar semi-
llas desinfectadas, y pasandolas una vez germinadas a frascos conte~
niendo arenz embebida en solucidn nutritiva, los cuales se mantenian
luego cerrados con tapones de algodbn., La arena habia side tratada
guimicamente, el pH se habia ajustado a un valor conveniente, entre &
¥y 5, v los frascos hablan sido esterilizados en autoclave. La inocu-

lacibdn de los hongos se efectuaba luego de transcurridos dos meses del
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traspaso de las plantulas a los frascos, y los datos se tomaban luego
de seis meses adiciomales de cultive. Los frascos se mantenian en in-
vernadero y el reemplazo del agua evaporada del medio se efectuaba me-
diante jeringa esterilizada, Para la preparacidn de los inbculos,
Melin perfecciond las técnicas de aislacién a partir de raices micorri-
zicas o espordioros y utilizd medios de cultivo apropiados, principal-
mente agar de malta y extracto de malta en solucién (20).

Aproximadamente por la misma época en que Melin desarrollaba los
métodos descritos, MchArdlie (17) habla ensayado en sus experimentos la
produccién de plantazs estériles y la sintesis micorrizica en tubos de
ensayo ¥ en frascos de vidrio cerrados, aungue con resultados adversos,

En 1949, Norkrans (26) introdujo el empleo de una solucidn nutri-
tiva que modificaba ligeramente la utilizada iniclalmente por Melin,
aumentando la dosis de glucosa e incorporando tiamina, que se habia com
probado estimulaba el desarrolle inicial de los hongos.

Una modificacibn de importancia fue introducida por Hacskaylo (7)
con el uso de vermiculita en lugar de arena como sustrato de cultivo.
Lz vermiculita tendria varias ventajas sobre la arena: no reguiere tra-
tamiento previe al usoj; tiene mayer capacidad de retencién del agua;
debido a la menor evaporacidn, se elimina la necesidad de hacer reposi-
ciones frecuentes v se reduce con ello 2l peligro de contaminaciones;
proporciona excelentes condiciones de acracidn a las raices de las plan
tas v a los hongos; acelera el desarrolle de las micorrizas, acortando
el tiempo necesario para completar leos experimentos,

Mejoras adicionales a las técnicas bésicas de Melin fueron incor-

poradas por Bryan y Zak en 1961 (2), con el empleo en el invernadero de
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un sistema de refrigeracidn de la base de los frascos y la aplicacibn
parcial de sombra para reducir la excesiva radiacidn,

En los experimentos en gue se ha aplicado la técnica de culiivos
estériles, la multiplicacidn de los hongos a ser utilizados como indcu-
los se ha basado en procedimientos micolbgicos corrientes. Un medio
de multiplicacidén frecuentemente usado ha sido ¢l de Hagem, tanto sdli-
do como liguide (2, 31, 39), Para la inoculacién se han usado también
las dos formas, ya sea mediante trozos de micelio tomados del agar, o
mediante suspensiones miceliales (20, 24, 39).

Santoro y Casida (31) perfecclonaron un método especialmente apro-
piado para la multiplicacidn de hongos micorrizanies de crecimiento
lento. Variantes interesantes en las técnicas de mulitiplicacidn fueron
también aplicadas por Melin y Das (24) y por Ulrich (39).

Las sintesis positivas obtenidas mediante la aplicacidén de técndi.-
cas de cultivo estéril prucban la aptitud micorrizica,en tales condicio
nes, de los hongos censayados sobre las especles arbdreas en cuestidn.
Las sintesis negativas, sin embargo, como el mismo Melin (20) lo sefiala
ra, no demuestran que los hongos sean incapaces de formar micorrizas
sobre dichas especies. Para manifestarse, csios hongos pueden requerir
condiciones distintas a las proporcionadas en los cultivos estériles,
los cuales indudablemente constituyen un medio anormal para cl creci-
miente tanto del hongo como de la planta, especialmente en lo que res-
pecta a humedad, aeracidn, intensidad de luz y condiciones de enraiza-
miento (10).

Recientemente Trappe (37), basindose en estas consideraciones, ha

disefiado un sistema de cultivo controlado que eliminaria buena parte de
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las desventajas sefialadas, haciendo crecer la parte aérea de las plan-
tas fuera de los frascos.

S1 bien en condiciones naturales las micorrizas ectbdtrofas de los
pinos suelen ser fAcilmente distinguibles, no sucede lo mismo en los
cultivos estériles., Aparte de las condiciones anormales gue afectan en
estos casos el desarrollo micorrizico, hay evidencia de que la tipica
ramificacidn dicbétoma de las raicillas que suele acompafiar naturalmente
2 la formacidn de micorrizas,puede también producirse en estas condi-
ciones sin que se establezca la asociacidn, La bifurcacibdn puede ser
inducida por excreciones de los hongos o por sustancias reguladoras del
crecimiento de tipo sintético, incerporadas junto con el medio nutriti-
vo (5, 16, 3k),

En los trabajos experimentales con cultivos estériles, no basta
por lo tanto, para cerciorarse de una manera fehaciente de la produccidn
de asociaciones micorrizicas, la simple observacibn externz de las
raices de las plantas. S6lo mediante observacién microscépica de sec-
ciones convenientemente proparadas se podrd tener seguridad acerca de
la infeccidn por los hongos.

Ixisten en la literatura distintas referencias acerca de los méto-
dos més apropiadeos de fijacidn y coloreo de estructuras micorrizicas.
Cohen y Doak (3), ensayando distintos métodos, obtuvieron los mejores
resultados con una mezcla de sulfato crémico, formaldehido y Acido sali-
cilico como solucidn fijadora y con la combinacidn de orseillina BB-
violeta cristalina para el colorzo. Santos y Santos (32), comparando
métodos similares a los ensayados por Cohen y Doak, encontraron como
més apropiada para la fijacién la mezcla de Acido acético, formaldehido

y alcohol (FAA), vy como mis satisfactorio el coloreo con la combinacidn
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azul de anilina-safranina, Jackson (13) halld resultados semejantes a
los de Santos y Santos,

En los trabajos mhs recientes de este tipo, Doak (4) empled exito-
samente los métodos que resultaron whs satisfactorios en los experi=-
mentos que habia realizado antes con Cohen (3)., Bryan y Zak (2) utili-
zaron para la fijacidr una solucidn cromo acética débil, y para el
coloreo las combinaciones safranina~verde rapido, orseillina BB-violeta
cristalina y safranina-azul de anilira., Trappe (37) usd FAA como solu-
cién fijadora y Pianeze III-B y la combinacidn orseillina BB~-violeta

cristalina como colorantes.



MATBERIALES Y METODOS

Las especies de pino utilizadas en este trabzjo fueron: Pinus

caribaea Morelet var., hondurensis Barr., et Golf., P, cocarpa Schiede y

P. pseudostrobus Lindl, Las semillias de la primera fueron obtenidas
por intermedio del organismo FYDEP, de Guatemala, habiendo sido reco-
lectadas en la zona de Poptin, Petén, de ese pals, Las semillas de las
otras dos especies fueron adquiridas a la firma Timmers & Leyer, de
Heemstede, Holanrda,

En cuanto a los hongos, se optd por utilizar cultivos puros, que
fueron obtenidos de dos laboratorios especializados, en Estados Unidos
y Holanda, Sirvidé de base para hacer el pedido de los cultivos, una
lista preliminar que se elabord consultando el trabajo de Trappe (38).
El criterio de seleccidn aplicado fue escoger las especies gue con ma-
yor frecuencia aparecen citadas como formadoras de micorrizasen distintas
especies de pinos. También se tuvieron en cuenta los resultados obte-

nidos por Young (43), en Australia, con Pinus caribaea.

Los hongos finalmente utilizados fueron:

1. Amanita rubescens (Pers. ex Fr,) $,F. Gray (Basidiomycetes,

Agaricales)

2, Boletus luteus L, ex Fr. {(Basidiomycetes, Agaricales}

3. Paxillus rhodoxanthus (Schw.,) Ricken (Basidiomycetes,

Agaricales)

4, Russula emetica (Schaeff, ex Fr.,) S.F. Gray (Basidiomycetes,

Agaricales)

‘5. Rhizopogon roseolus (Corda) Hollos (Basidiomycetes,

Hysterangiales)
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6. Cenococcum graniforme (Sow.) Terd., & Winge (Deuteromycetes,

Mycelia Sterilia)

7. Boletus granulatus L. ex Fr, (Basidiomycetes, Agaricales)

8. Suillus aeruginascens (Secr.) Snell (Basidiomycetes,

Agaricales)

9. Rhizopogon luteolus Fr. & Nordh, (Basidiomycetes,

Hysterangiales).

Las especies numeradas del 1 al 6 fueron obtenidas mediante genti-
leza del Dr,., E, Hacskaylo, del Forest Physiology Laboratory, Beltsville,
Maryland, U.5.,A. Las especies restanies se adquirieron del Centraal-
bureau voor Schimmelculiuvres, Baarn, Holanda, WNo se pudo disponer en

el momento oportunc de cultivo de Boletus viscidus, especic gue did bue

nos resultados a Young (43), y que se habia incluide en la lista preli-
minar,

Bl estudio comprendid dos experimentos: uno bajo condiciones esté-
riles (N2 1) disefiado de acuerdo a las referencias de la literatura con
sultada; y otro bajo condiciones no estériles (N2 2). Este segundo ex-
perimento se planed con fines comparativos, a fin de obtener algin
indicio acerca de si en el ambiente de Turrialba podrian establecerse o
no asociaciones micorrizicas esponthneas por medio de esporas flngicas
transportadas por el viento,.

El trabajo experimental se desarrolld en laboratorios e invernade-
ros del Centro de Ensefianza e Investigacidn del IICA, en Turrialba., El
diseflo estadistico adoptado fue el de muestras al azar, con seis plan-

tas por tratamiento.
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Fundamentalmente, el trabajo experimental comprendid cuatro eta-
pas, que se consideraran por separado:

Obtencidn de las plantas

Multiplicacidn de los hongos y preparacidn de los indculos

Inoculacibn y cultivo

Toma y acondicionamiento de muestras

Obtencidn de las plantas

Experimento N2 1

Las plantas se obtuvieron por siembra directa de las semillas en
los frascos de cultivo, Las técnicas utilizadas se adoptaron princi-
palmente de los procedimientos usados por Melin (20), Hacskaylo
(6, 7, 9, #1) y Bryan y Zak (2).

Se usaron frasces Erlenmeyer de 500 cc, en los:cuales se colocd
como sustrato una mezcla por partes iguales de arena cuarzosa y ver-
miculita, formando una capa de alrededor de un centimetro y medio de
altura sobre el fondo de les frascos.

La arepa utilizada fue previamente tratada con solucidn de &cido
clorhidrice 0,1 N y lavada con agua destilada. La vermiculita, marca
Terra Lite de la Zonolite Co., U.8.A., fue zarandeada para eliminar la
parte pulverulenta,

Al sustrato mencionado se zgregaron aproximadamente, de modo de
dejarlo embebido, unos 120 cc por frasco de la solucidn nutritiva de
Melin (20) modificada por Norkrans (26), ILa compesicibdn por litro de

esta solucidn es la siguiente:
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Ca C1, 0,05 g
Na €1 0,025 "

KH2 POQ 0,50 n

(1\11&14)2 H PO, 0,25 "

Mg 80,. 7 H,0 0,15 "

Citrato férrico 1,2 c¢c de solucibn al 1%
Glucosa 2,2 8

HZO hasta completar 1 litro

Luego de ajustarse el pH a un valor de aproximadamente 5,3, se cew
rraron los frascos con tapones de algoddn y se los esterilizd en aunto-
clave a 15 libras de presidn durante 20 minutos.

El valor de pH mencionado es el aconsejable para el adecuado desa-
rrolle de los hongos micorrizantes, Utilizando uarenz o vermiculita
aisladamente, el ajuste se hace a otros valores, pues durante la este-
rilizacidn en la autoclave ocurren cambios que tienden a bajar el pH en
el caso de la arena y a subirlo en el caso de la vermiculita, Cuando
se mezclan ambos sustratos, como pudo comprobarse, las tendencias se
equilibran y el pH no varia,

Iuwego de la esterilizacibn se procedid a la siembra de las semi~
llas, operacidén que se llevd a cabo en cémara de transferencias, toman-
do las precauciones de asepsia de rigor, Las semillas se trataron
previamente a través de los siguientes pasos: lavade ligero en agua ja-
bonesa, enjuagado en agua de grifo, desinfeccidn en solucidn de biclo-
ruro de mercurio 1:1.000 durante 10 minutos, y enjuagado con agua desti
lada estéril.

La siembra se realizd a razén de tres semillas por frasco,
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tratando de asegurar cl nacimicnto de suficiente cantidad de plAntulas
para el experimento, y previéndose el raleo posterior de los sobrantes,
Luego de sembrados, los frascos se volvieron a tapar y se los mantuvo
en ambiente de laboratorio hasta completarse la germinacidn de las se-
milias ¥y el nacimiento de las plantulas. Posteriormente fueron lleva-
dos a invernadero, donde se los mantuve sin tocar hasta el momento de

la inoculacidn.

Experimento NQ 2

En este experimento se utilizaron macetas de cartdn parafinadeo, de
base perforada, las cuales se mantuvieron en invernadero apoyadas en
platos de pléstico para lograr una mejor conservacidn de la humedad,

Bn estas macetas se colocd como sustrato vermiculita, efectuindose tamm
bién la siembra directa de las semillas. Cowo en ¢l Experimento N2 1,
éstos fueron previamente desinfectadas con biclorurc de mercurio. ILa
vermiculita no fue tratada, sometiéndola sdlo a un ligero zarandeo luew
go de extraerla de los sacos sellados,.

La humedad del sustrateo fue mantenida mediante riegos constantes
con agua de grifo mientras durd la germinacidén y el crecimiento inicial
de las plantas. Mas adelante se utilizd la solucidn Melin-Norkrans
(sin contener glucosa ni tiamina), aplicéndola una vez a la semana a
razbn de unos 75 cc por maceta., IEstas aplicaciones se complementaron
con riegos con agua de grifo,

Poco antes de la inoculacibn se efectud un raleo, dejando en cada
maceta una solas planta., En unos pocos casos de macetas en las que no
se habia producide germinacidn, se efecituaron trasplanies a partir de

un lote de reserva.
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Multiplicacidn de los hongos y preparacidn de los indculos

La multiplicacidn de los cultivos purecs se efectud en medio de

Hagem, sdlido y liquido. La composicidn por liiro de este medic es la

siguiente:

Extracto de malta 5,0 g

Glucosa 5,0

KH2 POM 0,5 ¢

Mg 804. 7 HZO c,5 v

NH, C1 0,5 "

Citrato férrico 0,5 cc de solucidn al 1%
H_ O hasta completar 1 litro

2

(Para medic sb6lido se agregan 15 g de agar por litro)

Para la multiplizcidn en medio sbdlido se usaron tubeos de ensayo
corrientes, empledndose unos 6~7 cc de medio por tube. Para la multi-
plicacidén en medio liguido se utilizaron frascos Erlenmeyer de 125 cc,
afindiéndose a cada frasco alrededor de 20 cc de medio,

Luego de adicionado el medio, los tuboes y los frascos, taponados
con algodbn, se esterilizaron en autoclave a 15 libras de presidn dqu-
rante 20 minutos. Los tubos se dejaron enfriar luego en posiecidn in-
clinada.

La transferencia de los cultivos de los tubos originales a los
tubos y frascos de multiplicacidn se realizd asépticamente en clmara de
transferencias. Los ftubos y frascos asi preparados se mantuvieron pos-
teriormente en la oscuridad en ambiente de laboratoric (aproximadamente
230C), observéndose y anotidndose regularmente el desarrollo de micelio.

Cuando se considerd que el mismo habla side suficiente, se dio por
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terminada la multiplicacidbn y se procedid a preparar los inbdculos. Es-
te paso se efectud a los veinticinco dias de realizadas las itransferen-
clas.

Los inéculos consisiieron en suspensiones acuosas de los subculti-
vos obtenidos en los tubos y frascos de multiplicacidn. Estas suspen-
siones se prepararon mediante el uso de una méquina licuadora corriente,
mezclando para cada inbdculo 100 cc de agua esterilizada y una cantidad
de micelio equivalente a la formada en dos tubos inclinados con buen
desarrolleo., Para uniformar el grado de divisidn de los micelios se hi-
zo funcionar la licuadora durante seis a siete segundos en cada prepa-
racidn.

Las suspensiones recién preparadas se pasaron a frascos Erlenmeyer
estériles de 125 cc, a itravés de un trozo de gasa también esterilizada,
cerréndose enseguida los frascos con tapones de algoddn. Todas estas
operaciones se realizaron répidamente con todas las precauciones de
asepsia, y en un lugar del laboratorio libre de corrientesde aire y del

peligro de contaminaciones,

Inoculacidn v cultivo

Experimento NQ 1

Cuando las plantas tuvieron un tamafio apropiado, poco mis de mes
y medio después de la siembra, se¢ procedid a su inoculacidn con los
hongos. La inoculacidn se efcctud en cémara de transferenciazs, toman-
do las precauciones de asepsia corrientes. A cada frasco se le afiadie-

ron 5 cc¢ de indculo recién preparado, y ademds, cuidando no saturar el

sustrato, un promedio de 15 cc adicionales de solucidn nutritiva Melin-
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Norkrans. En los frascos que contenlan més de una planta se guitaron
las scbrantes, que en algunos casos se¢ brasplantaron a frascos donde
no habia habido germinacibdn.

Completadas las operaciocnes anteriores, se volvieron a tapar los
frascos y se los llevd nuevamente al invernadero, donde se los mantuvo
acondicionados en bandejas metdlicas conteniendo zgua en constante cir-
culacidén (véanse fotografias 1 y 2). La temperatura en el interior de
los frascos oscild entre 23°C en las horas mis frescas y 30°C en las

horas de més calor.

Experimento NQ 2

La inoculacién de las plantas crecidas en las macetas de cartdn
se llevd a cabo al cumplirse aproximadamente dos meses de la siembra,
A cada maceta se le adicionaron 5 cc de suspensidn micelial, y ademés
un promedio de 50 cc de solucidn nutritiva Melin-Norkrans completaz.

La suspensidn de Suillus aeruginascens resultd escasa para inocularla

a las plantas de las tres especies de pino, y sbdlo se la aplicd a las
de P. caribaea var. hondurensis.

Luego de la inoculacién se midid la altura del véastago de las
plantas, y & partir de este momento la atencibén se concretd a aplica-
ciones semanales de solucibn nutritiva completa, a razbén de unos 75 cc
por maceta, que se complementaron con riegos con agué de grifo. Apro-
¥imadamente un mes antes de concluirse el experimento, se suspendieron
las aplicaciones de solucidn nutritiva, efectufindose sdélo riegos con
agua. lLa temperatura media dentro del invernadero en las horas de mis

calor fue de aproximadamente 34°9C,
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Toma vy acondicionamiento de nuestras

Experimento N@ 1

Fl experimento se dio por finalizado a los cuatro meses de la ino-
culacidn, En la toma de muestras se incluyd la totalidad de las plan~
tas bajo ensayo. Esta etapa se llevd a cabo en varios pasos:

1+ Registro del peso de las plantas

2s Corte de raicillas

%+ Procesamiento de las raicillas y preparacidn de secciones

L, Observacidén al microscopio

1« Registro del peso de las plantas
Luego de guitar las plantas cuidadosamente del susirato, se

limpiaron las ralces bajo un chorro de agua de grifo. Tras un secado
rdpido con papel absorbente, se procedid a separar mediante un corte el
sistema radical del vastago, peséindose ambas partes por separado en una
balanza de torsidn. Enseguida se cortaron las raicillas a ser examina-
das y se acondicionaron las raices sobrantes en estufa de secado, to-
mandose el peso seco al cabo de 24 horas. A efectos de los calculos

se despreciaron por su infimo valor los pesos de las raicillas corta-

das.

2+ Corte de raicillas
El corte de las raicillas se efectud en base a referencias de
la literatura respectiva (29). Al efecto se escogieron en las raices
largas, las raicillas ubicadas en la parte media de las mismas, prefi-
riéndose las bifurcadas, aunque se tomaron también algunas simples

cuando su proporcidén era considerable. En cada muestra se selecciond
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un promedio de seis raicillas ubicadas sobre distintas raices largas,
separdndolas enteras sobre un trozito de la raiz larga materna, Para
los cortes se utilizd un bisturi,

Injcialmente se hizo uso de un estereomicroscopio para ubicar las
raicillas apropiadas, aungue luego se lo descartd por considerar que no
resultaba de gran ayuda, ya gque la presencia externa de micelio fue

pricticamente imposible de determinar a simple vista,.

3., Procesamiento de las raicillas y preparacibdn de secciones
Bl procesamiento adoptado se basd principalmente en los proce-
dimientos descritos por Sass (33), cumpliéndose en la siguiente forma:
a. FPijaciébn en FAA durante 24 horas.
b. Deshidratacidn en n-butancl, cen intervalos de una hora
en cada paso.
¢, Imbibicidén e infiltracidén gradual en parafina a 60°C,
cor intervalos de cambio de 4 horas.

El material se orientd en la parafina como para obtener de prefe-
rencia secclones transversales, y un promedio de tres secciones por
corte. BSe utilizd un micrdtomo rotativo, efectudndose los cortes a un
grosor de 12 micrones. Como dato complementaric se anotd para cada
corte si se trataba de raicillas simples o bifurcadas,

Luego del montaje ¢n portacbjetos, las secciones se trataton en la
forma usual para el coloreo con la combinacidn sufranina-verde répido.
Estos colorantes se aplicaron durante 60 minutos y 10 segundos, res-
pectivamente, En ensayos previeos se probaron las combinzciones de
colorantes orseillina BB-violeta cristalina y safranina-azul de anilina,

gque no dieron resuliados tan satisfactorios como la primera.
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En la combinacién de colorantes usada, el verde rapido tifie las
paredes primarias de las células de la corteza y las paredes celulares
del cilindro central. La safranina mantiene el tefildo en los engrosa-
mientos de las paredes celulares de la corteza, v en el micelio del
hongo, aunque con tonalidades distintas, lo cual, unido a la forma pe-
culiar en que el micelio del hongo se insinfa entre las paredes celula-

res para formar la red de Hartig, torna bastante obvia su presencia,

i, Observacién al microscopio
La observacidn de las secciones se efectud con un microscopio

binocular estandar con fuente de luz incorporada, oculares de 12,5 X y
juego de objetivos de 2,5 X, 10 X, 40 X y 100 X (inmersién). La obser-
vacibn microscbpica fue decisiva, pues en ella se basd la determinzcidn
sobre la presencia o ausencla de micorrizas en los distintos tratamien-
tos. Luego de la primera determinacibdn, se hicieron para cada muestra
dos més, a titulo confirmativo.

Se considerd como evidencia de micorriza ectbtrofa en las seccio-
nes observadas, la presencia de manto y red de Hartig, o sblo red de
Hartig. Aunque no se esperd su presencia, se estuve también atento a

la aparicidén de alguna otra forma de penetracibn flingica que pudiera

considerarse de tipo micorrizico, tal como un estado ectenddtrofo.

Experimento N 2

Se concluyd el experimento poco mis de cuatre meses y medio dese
pués de la inoculacidén. La toma de muestras se efectud en la mitad
de las plantas bajo ensayo, incluyendo el 50 por ciento de las corres-
pondientes a cada tratamiento, seleccionadas al azar.

Con excepcidn del registro del peso, en el acondiciconamiento de
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las muestras se siguieron los mismos pasos que en el Experimento N2 1.
En lugar del peso, se regisird la altura del vistago de las plantas an-

tes de extraerlas de las macetas.
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RESULTABCS

Germinacidn y desarrolleo de las plantas

Experimento NO 1

En P, ococarpa y P. pseudostrobus la germinacidn fue medianamente

regular, obteniéndose mls de una planta en algunos frascos, mientras
que en otros no se produjo germinacién. Con los trasplantes efectua-
dos en el momente de la inoculacidn, se reunidé finalmente un total de
cuatro plantas para cada tratamiento en P. oocarpa y de cinco plantas

por tratamiento en P. pseudostrobus,

En P. caribaea var, hondurensis el porcentaje de germinacidn fue

muy bajo, posiblemente debide a que las semillas eran ya algo viejas.
S6lo se obtuvieron 12 plantas de esta especie, lo que obligd a restrin-
gir el experimento con la misma & sdlo dos especies de hongos, reser=
vando cuatro plantas pars cada una y cuatro para los testigos. Los
hongos que se escogieron en este caso fueron los que habian mostrado el
desarrollo mis répido y el méAs lento en las multiplicaciones, con fines
comparativos,

Poco antes de cumplirse tres meses de la inoculacibn, las plan=-
tas de las tres especies de pino acusaron un desarrollo del vastago
tal, gque la mayor parte comenzdé a doblarse luego de chocar conitra el
tapdn de algoddn,

En log Graficos 1 y 2 pueden apreciarse los valores promedio de
los pesos totales, y de los pesos de vastagos y raices, tanto frescos
como secos, de las plantas de los distintos tratamientos al final del

experimento. En el Grafico 3 se han representade los valores de las
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relaciones entre los pesos de los vastagos y los de las raices.
En todos los tratamientos, y también en los testigos,se observd

la presencia de raicillas bifurcadas (véanse fotografias 4 a 6).

Experimento NQ 2
También en este experimento se obituvo germinacidn més o menos re-

gular con P, pseudostrcbus y P, oocarpa, y muy pobre con P. caribaea

var. hondurensis, Sin embargo, como se maniuvieron lotes de reserva

de las tres especies, resultd posible contar con nlimero suficiente de
plantas para realizar leos tratamientos planceados.

También en todos los tratamientos y en los testigos se observd en
este experimento la presencia de raicillas bifurcadas (véanse fotogra-

fias 7 a 9), en este caso en mayor profusidn que en el Experimento

Multiplicacidn de los hongos

Las observaciones hechas en los tubos de multiplicacidn evidencia-
ron diferencias en el grade y velocidad de desarrollo de las distintas

especies de hongos. Amanita rubescens, Paxillus rhodoxanthus,

Rhizopogon roseolus y Cenococcum graniforme tuvieron un buen desarrollo

al cabo de seis dias, Para alcanzar un desarrollo semejante Boletus

luteus requirid 10 dias y Rhizopogen Lluteolus 12.

Las especies restantes, Russula emetica, Boletus granulatus y

Suillus aeruginascens, comenzaron su desarrollo reeién =z partir de los

15 dias, siendo su rendimiento micelial més pobre.
En los frascos de multiplicacién con medio liquido, s6lo se obtu-

vieron subcultives con Amanita rubescens, Paxillus rhodoxanthus,
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Rhizopogon roseolus ¥y Cenococcun graniforme.

Bl color del micelio desarrollado en leos distintos subcultivos fue

blanco, excepto en el caso de Cenocuccum graniforme, gque desarrolld su

micelio negro caracteristico,

Formacidn de micorrizas

Experimento N© -

Con les datos de las observaclones efectuadas al microscopio se
confeccioné el Cuadro 1, en el que se registra la determinacibén hecha
en cada tratamliento y para cada repeticidén. Los signos positivos inw
dican presencia y los negativoes ausencia de infeccibn micorrizica. Se
destaca también si se trata de observaciones hechas en secciones de
raicillias bifurcadas o de raicillas simples, no bifurcadas, In el mis-
mo Cuadro 1 se incluyen los valores del porcentaje de observaciones
positivas registrado en cada tratamiento, que reflejarian la "frecuen-
cia de presencia" de micorriza en cada casa,

Las micorrizas encontradas fueron en todos los cascs de tipo ecto-
trofo, exhibiendo manto y red de Hartig no muy desarrollados, excepto

en los tratamientos con Amanita rubescens y Cenococcum graniforme, en

que el desarrecllo de la red de Hartig fue bastante considerable, abar-

cando varias capas de células corticales (véanse fotografias 10 y 11).

Experimento NQ 2

En forma semejante a la del Experimento N2 1, en el Cuadro 2 se
expone el resultado de las determinaciones efectuadas por observacibn
microscdpica de las secciones de raicillas originadas en condiciones no

estériles., BSe incluyen las plantas itestigo, donde también se observd
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presencia de micorrizas. Como la ccurrencia de contaminaciones resultod
por tal motivo obvia, no se determindé la "frecuencia de presencia' como
en el Experimento N& 1.

Las micorrizas encontradas no se diferenciarcon a simple vista de

las halladas en el Experimento N@ 1 (véanse fotografias 13 a 15).
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DISCUSION

En el capitulo correspondiente a Revisidn de Literatura se hicie~
ron algunas consideraciones acerca de las condiciones evidentemente
anormales & que tanto las plantas como los hongos estén expuestos en
experimentos como el realizado bajo condiciones estériles. Asimismo se
dijo que si un hongo es capaz de formar micorrizas bajo tales condicio-
nes, se¢ lo considera de aptitud micorrizica, pero que si no llega a
formarlas, no debe por eso considerarselo como inepto a tal fin.

Pareceria inadecuado entonces, tratar de valorar la aptiiud mico-
rrizante de los hongos en base a los resultados obtenidos en taies con-
diciones., Se pensé no obstanie gque resultaria ftil ofrecer mediante
alghn tipo de valoracién de estos resultados, una guia orientadora que
pudiese facilitar la seleccidn de hongos a ser utilizados en futuros
ensayos. Con ese criterio, se optd finalmente por la medida de lo que
se pensd corresponderia llamar "frecuencia de presencia" de micorrizas,
que se presenta en el Cuadro 1.

La falta de consistencia de las determinaciones registradas en el
Cuadro 1 dentro de cada tratamiento, podria explicarse, ya sea por el
hecho de que no todas las plantas reaccionan necesariamente en la misma
forma ante un tratamiento determinrado, o bien por la circunstancia de
que no todas las raicillas de una planta infectada se tornan micorrizi-
cas. Los limites de la zona de la parte media de las raices largas en
que se produce con mayor frecuencia la infeccidn micerrizica, y de don-
de como se explicd en el capitulo de Materiales y Métodos se tomaron

las muestras, son muy dificiles de precisar y afin la distribucidn de la
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infeccidn suele resultar en ella irregular (29), Ademés, como antes
quedd dicho, no pudieron observarse signos externos inequivocos de in=-
feceidbn, s factible, entonces, que algunas de las raicillas escogidas
no aparecieran convertidas en micorrizas, aunque otras vecinas lo estu-
vieran. Por haberse aplicado una técnica uniforme en todos log casos,
se estima sin embargo gue las posibilidades de que tal cosa sucediera
fueron las mismas en todas las repeticiones, con lo cual no se veria
afectada la "frecuencia de presencia' determinada,

En la literatura se sefiala que el efecto de las micorrizas se hace
visible en las plantas, bajc condiciones de campo, generalmente recién
a partir de unos seis meses de producida la infeccidn., Bste efecto se
manifiesta en diferencias en el desarrolle de las plantas infectadas
respecte de las no infectadas. No obstante este antecedente, se consi-
derd de interés en la presente investigacidn observar si realmente no
se manifestaria la presencia de micorrizas er un lapso de tiempo mencr,
posibilitando en caso afirmativo la aplicacidn de un patrén de medida
mis apropiade para comparar la aptitud micerrizante de los distintos
hongos, Con ese fin, en el Experimento NQ 1 se registraron los datos
de los pesos fresco y seco total, y de los vistagos y ralces de las
plantas de cada iratamiente. Con los promedios de tales valores se con
feccionarcon luego los Graficos 1 y 2.

FEl Grafico 3 ,omo se explicd antes, sec confecciond en base a la rg
lacidn entre los pesos medics de los vAstagos y de las raices. Se
pensd que este Gltimo grafico podria reflejar més cabalmente el efecto
de las micorrizas, segfin una de las hipbdtesis formuladas para explicar
el funcionamiento de estas asociaciones. Tal hipdtesis establece gque

la funcién primordial de las micorrizas consistiria en poner a
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disposicibn de la planta los elementos nutritives que las raices norma-
les no tienen a su alcance, ¥y gue en otras condiciones la planta sdlo
podria aprovechar a expensas de un desarrollo radical excesivo. En
otras palabras, la micorriza zhorraria a la planta produccidn de raices,
lo que se traduciria en una relacidn visiago-raiz mis amplia en los
casos de infeccién micorrizica que en los casos de ausencia de infec-
cidbu,

En los tres graficos confeccionados, para cada una de las especies

de pino que dio resultados comparables {(no se considerd a P, caribaea

var. hondurensis), se ordenaron las especies de hongos de acuerdo a la

"frecuencia de presencia' previamente determinada, Se esperd que, de
exlstir correlacidén, la misma se evidenclaria en los distintos graficos
por una tendencia determinada dé las lineas,

En los Gréficos 1 y 2 la falta de una fendencia definida es bas-
tante obvia. En el Grafico 3 sucede algo parecido en el caso de P.
oocarpa, mientras que, contrariamente a lo esperado, parece evidenciar-

se una tendencia negativa en el caso de P. pseudostrcbus, Sin embargo,

en un ensayo por ubicar en el grafico los valores de la relacidn para
cada muestra, se encontrd excesiva dispersidn, evidenciindose que la
linea de los valores promedio no es muy representativa. Estas obser-
vaciones conducen finalmente a la interpretacidn de que, en las condi-
ciones del Experimento N2 1 no hubo correlacidn entre la presencia de
micorrizas y el desarrollo de las plantas. IEsta falta de correlacidn
seria atribuible, segiin lo dicho antes, al corio tiempo transcurrido
entre el comienzo de la infecciéﬁ micorrizica y la toma de datos.

La distincidn hecha en el Cuadro 1 entre las secciones obtenidas

de raicillas bifurcadas y las obtenidas de raicillas simples, no
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bifurcadas, muestra al correlacionaria con las determinaciones efectua~-
das en cada caso, gque en las condiciones del Experimentc NQ 1 se produ-
jo la bifurcacidn de las raicillas independientemente de la formacidn
de micorrizas. La bifurcacidn se produjo afin en los testigos,que no fi
guran en el cuadro y, donde obvio es decirlo,no se observd presencia de
miceorrizas., Estos resultados corroborarian las referencias dadas en
la literatura (5, 16, 34),

En el Cuadro 1 puede también observarse que la respuesta de las
dos especies de pino consideradas, a los distintos tratamientos, acusa
diferencias a veces bastante marcadas. Tal es el caso de Boletus

luteus y de Paxillus rhodoxanthus. En otros casocs las diferencias son

leves, como con Amanita rubescens y Cenococcum graniforme. Sintomdtico

es asimismo el caso de Suillus aeruginascens, que dio determinaciones

negativas sin excepcibn., Estos resultados podrian interpretarse como
un indicio del mayor o menor grado de especificidad de los hongos.

Al considerar los resultados obtenidos en la multiplicacibdn de los
hongos, expuestos en el capitulo correspondiente, paralelamente a la
"frecuencia de presencia' de micorrizas en los distintos tratamientos,
expuesta en el Cuadro 1, se observa gue no hay una correspondencia di-

recta entre ambas medidas. Asi, si bien Amanita rubescens y Cenococcum

graniforme figuran entre los honges que acusaron el mejor y mis rapido

desarrolle en los subcultivos al mismo tiempo entre los que eviden-
1 q

ciaron mayor "frecuencia de presencia' de micorrizas, no sucede lo mis-

mo con Russula emetica y Rhizopogon luteolus, por ejemplo.

En el Experimento N2 1 podria resuliar por filtimo interesante des-

tacar que las especies de hongos gque mejores resultados dieron fueron

las provenientes de Estades Unidos, y que la mayor abundancia de
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micorrizas se encontrd sobre P, pseudostrobus. Esta observacidn condu-

ce a pensar en la posible influcncia de factores ecoldgicos., En el

caso de P. pscudostrobus, por ejemplo, debe tenerse presente que esta
especie habita naturalmente en una faja altitudinal relativamente eleva
da, con temperaturas medias proximas a las cxistentes en las &reas de
ccurrencia natural de la mayor parte de los hongos ensayados.

En el Bxperimento N2 2, la scla presencia de micorrizas en las
plantas testigo presupone la existencia de contaminaciones y torna vano
cualquier intento de anflisis. Por ello sdlo se exponen en el Cuadro 2
los resultades de las determinaciones efectuadas al microscopio. Con
respecto a las contaminaciones en si, resulta dificil, sin recurrir a
técnlcas especiales de aislacidn y cultivo, poder establecer su origen.
Se coansidera factible alguna de estas posibilidades: a) salpicaduras
de una maceta a otra; b) alguna otra forma casual de contacto entre las
macetas; ¢) contaminacidn por medio de esporas transportadas por el
viento desde otro lugar.

La primera de tales posibilidades no se descarta totalmente, aun-
que se tomaron las precauciones nscesarias para evitar las salpicadu-
res., La Gltima se incluye en virtud de las referencias dadas en la
literatura (29)., DNo se ha encarado, sin embargo, ningin estudio ten-
diente a establecer la posible ocurrencia de hongos de aptitud micorri-
zante en las proximidades del sitio en que estuvo establecido el

experimento,
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CONCLUSTIONES

Como conclusiocnes de la presente investigaocidn pueden derivarse

las siguientes:

L

2

Bajo condiclones de cultivo estéril similares a las aplicadas en
el Experimento N2 1, se comportan como micorrizantes los siguientes

hongos: Amanita rubescens, Boletus luteus, Russula emetica,

Rhizopogon roseolus, Cenococcum graniforme, Boletus granulatus y

Rhizopcgon luteolus sobre Pinus oocarpa; estos mismos hongos y

Paxillus rhodoxanthus sobre P. pseudostrobus. No fue posible deter

minar,por dificultades experimentales, hongos micorrizantes sobre

P. caribaea var. hondurensis.

Sin pretender establecer una verdaderaz clasificacidn de la aptitud

micorrizante de los hongos citados, se establece un ordenamiento
de los mismos basado en la "frecuencia de presencia' determinada
en cada caso, gue se estima podrd servir de orientacidn en futuros
experimentos. Este ordenamiento seria en el caso de P. oocarpa:

1) Amanita rubescens y Cenococcum graniforme; 2) Russula emetica v

Rhizopogon roseolus; 3) Boletus luteus, Boletus granulatus y

Rhizopogon luteolus. &n el caso de P. pseudostrobus seria: 1)

Amanita rubescens, Boletus luteus y Russula emetica; 2) Cenococcum

graniforme; 3) Paxillus rhodoxanthus y Rhizopogon luteolus; 4)

Rhizopogon roseolus y Boletus grapulatus.

Bajo condiciones de cultivo no estéril similares a las aplicadas en
el Experimento NQ 2, se establecen contaminaciones con hongos mico-

rrizantes.,
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Los resultados cbtenidos en el Experimento NC 1 sugieren adicionali-

mente que:

=

b

de

e

En los ensayos scbre formacidn de micorrizas influyen factores
ecoldgicos propios tanto de la planta como de los hongos ensa=-
yados,

No parece existir correlacidn entre el tipo y velocidad de cre~
cimiento de los hongos en cultivos puros y su capacidad para
formar micorrizas hajo condiciones experimentales,

Resulta evidente que la bifurcacidén de las raicillas puede pro-
ducirse también, bajo condiciones experimentales, sin que ocu-~
rra infeccidn micorrizica.

Si se desea correlacionar en los experimentos la presencia de
micorrizas con los efectos que ellas producen en las plantas,
la duracidn de los mismos debe ser suficientemente larga, BEs-
to traerla aparejada la necesidad de disefiar un tipo de acondi~
cionamiento més adecuado para las plantas.

Para reducir los efectos de la manifiesta inconsistencia en las
determinaciones de cada tratamiento, deberia asegurarse un

ntmero suficientemente grande de muestras en cada uno.
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RESUMEN

La presente investigacibn se 1llcvd a cabo con el ebjetivo principal
de estudiar el comportamiento como micorrizantes, bajo condiciones
controladas, de nueve especles de hongos inoculados al estado de culti-
vos puros sobre plantas de tres especies de pinos centroamericanos,
ensayando todas las combinaciones posibles entre ellos,

Los pinos utiliszados fueron: P. c¢caribaea var, hondurensis, P.

oocarpa y P. pseudostrobus. ©Se ensayaron las siguientes especies de

hongos: Amanita rubescens, Boletus lubteus, Paxillus rhodoxanthus,

Russula emetica, Rhizopopon roseolus, Cenccoccum graniforme, Boletus

granulatus, Suillus aeruginascens y Rhizopogon luteolus. Los cultivos

puros se obtuvieron de laboratorios especializados de Estades Unidos y
Holanda,

Se llevaron a cabo dos experimenitos: uno bajo condiciones estéri-
les, y otro bajo condiciones no estériles. En el primer experimento,
las plantas se hicieron crecer dentro de frascos Erienmeyer de 500 cc.
Como sustrato se utilizd una mezcla 1:1 de arena y vermiculita embebida
en solucidn nutritiva Melin-Norkrans, que se esterilizd en autoclave
una vez acondicionada en los frascos. Las semillas, previa desinfec-
cidn en solucidn de bicloruro de mercurio 1:1000 durante 10 minutos,
se sembrarcn directamente en el susirato. Lz inoculacidn de los hongos
se efectud luego de transcurride 1 1/2 mes de la siembra, bajo la forw
ma de suspensiones miceliales en aguz esterilizada., Enrn el momento de
la inoculacidn se afiadid una cantidad adicional de solucidn nutritiva,

Después de la inoculacidn, los frascos se mantuvieron en el invernadero

con la base sumergida en un bafio de agua, a fin de prevenir las
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temperaturas excesivas, El experimento concluyd a los custro meses de
la inoculacibn.

En el experimento bajo condiciones no estériles se efectué la siem
bra directa de las semillas desinfectadas en macetas de cartdn de apro-
ximadamente 9 ¥ 9 cm, sobre un sustrato de vermiculita s6lo. Una vez
por semana se afadid solucidn nutritiva, manteniendo el resto del tiem=
po la humedad necesaria mediante riegos con agua de grife. La inocu-
lacién se efectud a los dos meses de la siembra por medio de suspensio-
nea miceliales. El experimento concluyd a los 4 1/2 meses de la
inoculacidn.

La multiplicacidn de los hongos para la preparacidn de los inbdeu-
los se realizd en medio de Hagem, sbélido y liquido.

En el experimento bajo condiciones estériles cada tratamiento in=-
cluyd entre cuatro y cinco plantas, seghn los resultados de la germina-

cién. En P. g¢aribaea var., hondurensis sblo fue posible, debido a la

excesiva irregularidad, aplicar dos tratamientos de cuatro muestras ca-
da uno. En el otro experimento pudo disponerse de seis plantas para
cada tratamiento.

En la toma de musstras se lncluyeron todas las plantas del experi-
mento bajo condiciones estériles, y la mitad en el otro experimento.
La presencia de micorrizas se determind en base a la observacibn micros
copica de secciones de raicillas. Para la preparacidn de las seccio-
nes,las raicillas fueron sometidas a fijacidn en FAA, deshidratacidn en
n=-butanol e imbibicidn e infiltracidn en parafina. Los cortes,de secw
cibn transversal,se hicieron con un micrbdtomo rotativo, a un espesor de

12 micrones., Las sscciones se colorearon con la combinacibn de contras

te safranina-verde réapido.
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Como datos complementarics se registraron el peso final de las
plantas en el experimento bajo condiciones estériles, y las diferen-
cias en la altura del véstago en el cxperimento bajo condiciones no es-
tériles.

Los resultados logrados indican que bajo condiciones de cultivo
estéril similares a las aplicadas, se comportan como micorrizantes,

sobre P. oocarpa, los siguientes hongos: Amanita rubescens, Boletus

luteus, Russula emetica, Rhizopogon rosecolus, Cenococcum graniforme,

Boletus granulatus y Rhizopogon luteolus. Zstos mismos hongos y ade-

més Paxillus rhodoxanthus se comportan también como micorrizantes sobre

P. pseudostrobus. 4 causa de dificultades experimentales no fue posi=-

ble hacer determinaciones completas sobre P. caribaes var., hondurensis.,

S86lo a titulo de orientacldén para futuros experimentos se presenta
un ordenamiento de los hongos ensayados, basado en la "frecuencia de
presencia de micorrizas determinada para cada tratamiento. Para B,

cocarpa el ordenamiento seria el siguiente: 1) Amanita rubescens y

Cenococcum graniforme; 2) Russula emetice y Rhizopogon roseolus; 3)

Boletus luteus, Boletus granulatus y Rhizopogon luteolus. Para E.

bseudostrobus el ordenamiento seria como sigue: 1) Amanita rubescens,

Boletus luteus y Russula emetica; 2) Cenococcum graniforme; %) Paxillus

rhodoxanthus y Rhizopogon luteolus; %) Rhizopogon roseolus y Boletus

granulatus.

Comparaciones efectuadas entre la "frecuencia de presencia de mi-
corrizas y los pesos de las plantas en el experimento bajo condiciones
estériles, no mostraron correlacidrn, posiblemente debido al corto tiem-

pe transcurrido entre el comienzo de la infeccidn micorrizica y las
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observacicnes, Tampoco se encontrd correlacidn entre la "frecuencia
de presencia' y el tipo de crecimiento de los hongos en cultivos puros,
Los resultados hallados mostraron asimismo la posibilidad de que
ocuryra hifurcacidn de raicillas no acompafiada de formacidn de micorri-
zas. Los resultados hacen pensar ademés en la posibilidad de influen-
cias debidas a la ecologiz de las plantas y los hongos usados.
Bajo condiciones de cultivo no estéril se enconird presencia de
micorrizas en las plantas testipgo, evidenciando la ocurrenciz de conta-
ninaciones., Estas pueden haberse producido por esporas traidas por el

aire o por contacto entre las macetas.,
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SUMMARY

The main objective of the present investigation was to determine
the mycorrhizal behavior, under conirolled conditions, of nine fungal
species inoculated in the form of pure cultures on three Central
American pine species, trying all possible combinations between them,

The pine species used were: P. caribaea var, hondurensis, E.

occarpa and P. pseudostrobus, The fungal species were: Amanita

rubescéns, Boletus luteus, Paxillus rhodoxanthus, Russula emetiea,

Rhizopogon roseolus, Cenococcum graniforme, Boletus granulatus, Suillus

aeruginascens and Rhizopogon luteolus. The pure cultures were

introduced from specialized laboratories in United States and Holland.

Two experiments are carried out: one under sterile conditions, and
the other under non-sterile conditions. In the former experiment,
seedlings were raised in 500 ml Erlenmeyer flasks, A 1:1 sand-
vermiculite substratum was placed in the flasks and imbibed with Melinw
Norkrans nutritive solution; the flasks were then autoclaved. Seeds
which had been disinfected in 1:1000 mercuric chloride sclution for 10
minutes were sown directly on the substratum. The fungi were inoculated
after 1 1/2 months, by means of mycelial suspensions in sterilized
water, An additiornal ammount of nutritive solution was added at that
time., After inoculation, the flasks were malntained in the greenhouse,
with their bases immersed in a water bath in order to prevent excessive
temperatures. The experiment ended 4% months after the inoculation.

In the experiment under non-sterile conditions treated seeds were

sown directly in the vermiculite substratum contained in 9 x 9 cnm
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cardboard pots. HNutrient solution was added every week and the pots
were sprinkled with water in order to maintain their moisture. Inocu-
lation was made 2 months after sowing, by means of mycelial suspen- |
sions, The experiment ended 4 1/2 months afiter the inoculation.

Fungal subcultures for preparation of inccula werc made on solid
and liqﬁia.Hagem medium.

ﬁépending on the number of seeds which germinated succesfully,
each treatment included from 4 to 5 plants in the experiment under
sterile conditions. Because of excessively irregular germination, in

P. caribaea var. hondurensis it was possible to apply only two treat-

ments, with 4 samples each. In the other experiment 6 plants were
availlable for each treatment.

The final evaluation included all the seedlings in the experiment
under sterile conditions, and half of those in the other experiment,
The presence of mycorrhiza was determined by microscopic observation
of sections of short roots. Section preparation was made by fixing
in FAA solution, dehydrating in n~butyl alcohkol and embedding and ine
filtrating in paraffin. Cross sections 12 microns thick were cut with
a rotary microtome., Safranin fast-green combination was used for dif-
ferential staining,

As complementary data, records were taken of the final weight of
plants in the experiment under sterile conditions, and of the differen-
ces in height of shoots in the experimeﬁf under non-sterile conditions.

Results indicate that under sterile conditions similar to those
applied, the following fungi have a mycorrhizal behavior on P. oocarpa:

Amanita rubescens, Boletus luteus, Russula emetica, Rhizopogon
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roseolus, Cenococcum graniforme, Boletus granulatus and Rhizopogon

luteolus. The same fungl and Paxillus rhodoxanthus have a mycorrhizal

behavior on P. pseudostrobus. Owing to experimental difficulties it

was not possible to complete determinations on P. caribaea var.
hondurensis.

As an orientation for future experiments, one arrangement of the
fungl is presented, based on the "fregquency of presence! o mycorrhizae
determined in each treatment. For P. oocarpa the arrangement could be

the following: 1) Amanita rubescens and Cenococcum graniforme; 2)

Russula emetica and Rhizopogon roseolus: 3) Boletus luteus, Boletus

granulatus and Rhizopogon luteolus. For P. pseudosirobus the arrange~

ment could be as fellows: 1) Amanita rubescens, Boletus luteus and

Russula emeticaj; 2) Cenococcum graniforme; 3) Paxillus rhodoxanthus and

Rhizopogon luteolus; &) Rhizopogon roseolus and Boletus granulatus.

Comparisons made between the "frequency of presence' of mycorrhizae
and plant weight in the experiment under sterile conditions, showed no
correlation, possibly because of the short time between the start of
mycorrhizal infection and observations, Neither was a correlation
found between the presence of mycorrhizae and the growth pattern of
fungi in pure cultures.

Results showed, likewise, the possibility of the occurrence of
forked short roots in the absence of mycorrhizal formation. The
results tend to pointout the possibility of influences owing to ecology
of plants and fungi used.

Under non~sterile conditions, presence of mycorrhizae in the
controls was indicated, thus proving that contamination had occured

either through air-borne spores or through contact between the pots.
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Foto 1. Forma en que se acondicionaron los frascos en el
invernadero en el Experimento NQ 1,

Foto 2, Detalle de un frasco de culfivo en el Experimento
Ne 1.



Toto 3. Formz en gque se acondicilonaren las plantas en
el Experimento N2 2,

Foto 4, Raicillas bifurcadas de una planta de P.
pseudostrobus inoculada con el hongo Paxillus
rhodoxanthus. Condiciones estériles, Aprox.

X 3,
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Foto 5. Raicillas bifurcadas de una planta de P.
pseudostrobus inoculada con el hongo Boletus
luteus. Condiciones estériles., Aprox. X 7.

Foto 6, Raicillas bifurcadas de una planta de P,
caribaea var. hondurensis inoculada con el
hongo Suillus aeruginascens, Condiciones
estériles, Aprox. X ¢ (la bifurcacidn no es-
tuve acompafiada de infeccidn micorrizica),
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Foto 9. Raicillas bifurcadas de una planta de P,
pseudostrobus inoculada con el hongo Boletus
granulatus. Condiciones no estériles,
API'O}:. X 7a

Foto 10, Seccidn transversal de una raicilla mico-
rrizica en P. pseudostrobus inoculado con
el hongo Amanita rubescens. Condiciones
estériles (ndtense trozos de micelio a un
costado del corte).
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Foto 11,

Seccidn transversal de una raicilla mico-
rrizica en P. pseudostrobus inoculado con
el hongo Cenococcum graniforme. Condicip
nes estériles,

Foto 12,

Seccidn transversal de una raicilla no
micorrizica de una planta testigo de P.
pseudostrobus, Condiciones estériles.
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Foto 13,

Seccidn transversal de unz raicilla mico=-
rrizica en P. pocarpa inoculado con el
hongo Boletus luteus. Condiclones no
estériles.

Foto 1k,

Seceidn transversal en el origen de una hi-
furcacidn de una raicilla micorrizica, en

P. oocarpa inoculado con el hongo Cenococcum
graniforme. Condiciones no estériles,
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Toto 15.

Sececidn transversal de una raicilia
micorrizica (!) de una planta testigo de
P. caribaea var, hondurensis. Condicio-

nes no estériles.
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