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RESUMEN

El objetivo principal de este trabajo es la aplicacién de técnicas de inoculacién de
plantas de abeto de Douglas (Pseudotsuga menziesii (Mirb.)Franco) con hongos
ectomicorricicos seleccionados para las condiciones espafiolas, con el obijetivo de
mejorar la calidad de planta de reforestacion. Primeramente se ha realizado un proceso
de seleccion de hongos por habitat, especie asociada, capacidad de crecimiento en cultivo
y formacidén de micorrizas in vitro. Sobre un total de 48 cepas probadas pertenecientes
a 36 especies, se han seleccionado 32 cepas en 24 especies por su capacidad micorricica
en cultivo puro. Las técnicas de inoculacién de plantas producidas en contenedor han
incluido in6culo vegetativo, micelio incluido en gel de alginato e inéculo de esporas
aplicados a distintas dosis. El inbculo vegetativo de Hebeloma crustuliniforme,
Laccaria bicolor, L. laccata y Lyophyllum decastes ha resultado efectivo en la
formacién de ectomicorrizas, con dosis Optimas variables. La produccion de micelio
incluido en gel de alginato ha mostrado un grado variable de tolerancia de determinados
hongos a las concentraciones elevadas de CaCl, utilizadas para polimerizar el alginato y
al aimacenamiento en frio. La formacion de micorrizas con este tipo de indculo se obtuvo
Gnicamente con L. bicolor que resultd efectivo a bajas dosis de aplicacion. El in6culo de
esporas se obtuvo principalmente a partir de hongos hipogeos de fructificacion regular en
plantaciones aduitas de abeto de Douglas. Los esporocarpos de Rhizopogon
subareolatus y Melanogaster ambiguus proporcionaron un elevado ntimero de
esporas que fueron efectivas en la formacion de ectomicorrizas a dosis relativamente
bajas. Adicionalmente, se ha iniciado el desarrollo de técnicas de inoculaciones dobles con
hongos ectomicorricicos seleccionados. Los resultados in vitro han permitido determinar
la capacidad colonizadora relativa y la induccién de la formacion de raices cortas de
distintas especies de hongos. Los resultados obtenidos en estas condiciones indican que
L. bicolor y R. subareolatus son hongos de elevada capacidad competitiva. Las
inoculaciones mixtas en condiciones de contenedor han resultado en una proporcion
variable de plantas con dos hongos simbiontes coexistiendo en el mismo sistema radicular,
dependiendo de la concentracién inicial de cada hongo. Finaimente, se ha iniciado el
desarrollo de bioensayos con el objetivo de determinar la infectividad natural de suelos de
plantacion y su receptividad a las distintas especies de hongos introducidas. Los
resultados se discuten enrelacion a su aplicabilidad en el proceso de selecciéon de hongos
adaptados a las condiciones ecolbgicas de las zonas a repoblar.



ABSTRACT

The main objective of this study is the application of inoculation techniques of
Douglas-fir (Pseudotsuga menziesii (Mirb.)Franco) seedlings with ectomycorrhizal fungi
selected for Spanish conditions to improve seedling quality for reforestation purposes. A
selection of fungi has been done by habitat, associated trees, capacity of growth in culture
and ectomycorrhizal formation in vitro. A total of 32 strains in 24 species were selected
from 48 strains belonging to 36 species for their ability to form mycorrhizas in pure culture.
Inoculation techniques tested for container-grown seedlings included vegetative inocuila,
mycelia included in alginate gel, and spores inocula applied at several doses. Vegetative
inocula of Hebeloma crustuliniforme, Laccaria bicolor, L. laccata and Lyophyllum
decastes were effective in ectomycorrhizal formation, with variable optimal doses. Inocula
production of several fungi in alginate gel showed a variable degree of tolerance to the high
concentrations of CaCl, used to polymerize the alginate as well as to cold storage.
Mycorrhizal formation with this kind of inoculum was obtained only with L. bicolor which
was effective at low doses. Spores were obtained mainly from sporocarps of hypogeous
fungi which fruited reqularly in adult Douglas-fir plantations. Sporocarps of Rhizopogon
subareolatus and Melanogaster ambiguus provided a high number of spores which
were effective in ectomycorrhizal formation at relatively low doses. Additionally, the
development of techniques for dual inoculations with selected ectomycorrhizal fungi has
been initiated. /n vitro results allowed to assess both relative colonization ability and
induction of short roots formation of several fungal species. The results obtained under
such conditions indicate that L. bicolor and R. subareolatus are highly competitive
fungi. Mixed inoculations in container conditions gave a variable proportion of seedlings
with two fungi coexisting in the same root system, depending on the initial concentration
of each fungus. Finally, the development of bicassay techniques aimed to assess the
natural infectivity of plantation soils as well as their receptivity to the introduced fungi has
been initiated. Results are discussed in relation to their applicability to the selection
process of fungi adapted to the conditions of the reforestation sites.



Introduccién

1. OBJETIVOS GENERALES E INTRODUCCION

El objetivo general de este trabajo es la puesta a punto y aplicacion de
técnicas de inoculacion de plantas de abeto de Douglas (Pseudotsuga
menziesii (Mirb.)Franco) producidas en contenedor con hongos
ectomicorricicos seleccionados para las condiciones espafolas. La presencia
de micorrizas en el sistema radicular de la planta es vital para su desarrollo en
campo, por lo que es necesario considerar este parametro en la evaluacion
de la calidad de planta producida en vivero para su uso en reforestacion. La
aplicacion de técnicas de inoculacion con hongos ectomicorricicos en el
manejo de viveros puede permitir la mejora fisiolégica del sistema radicular y .
proporcionar a la planta mayores posibilidades de supervivencia y crecimiento
después del trasplante a campo. _

E!l desarrollo de un plan de inoculacién controlada debe seguir un drden
I6gico de investigacidon con objetivos concretos. Estos puntos constituyen la
diferenciacién en capitulos de esta memoria:

1. Definicion de la situacion forestal particular (Introduccién). Antes de
establecer un plan de inoculacién controlada, es importante encuadrar la zona
de aplicacién de la inoculacién y sus condiciones particulares (clima, tipo de
suelo o substrato, especie, sistema de produccion, técnicas de plantacidn,
etc.). La situacion forestal espafiola se caracteriza por el déficit creciente de
madera y sus subproductos, el descenso progresivo de la superficie anual
repoblada y el aumento de la destruccibn de la superficie arbolada por
incendios. Adicionalmente, la adhesién de Espaia a la C.E.E. conlleva la
necesidad de la reconversion de zonas agricolas marginales a uso forestal.
La utilizacion del abeto de Douglas en este trabajo responde al potencial de
utilizacidn de esta especie para la produccidon de madera en nuestro paisy
al interés de la C.E.E. en su estudio. La produccibn de esta especie en



Introduccién

contenedor centra los ensayos de este trabajo por su futuro como planta
productora de madera de calidad, su menor tiempo de produccién en vivero
y la facilidad de su manejo. En la segunda parte de la introduccién se realiza
una revision bibliografica sobre la estructura y funcion de las micorrizas y su

aplicacion en reforestacion.

2. Aislamiento y seleccion de hongos en el laboratorio. Dentro de este
punto se incluye como objetivo el seguimiento de los hongos que fructifican
de forma natural en las zonas de reforestacién para elegir las especies
fungicas potencialmente aplicables. La introduccién de una especie arborea
exdtica requiere conocer si en la zona de trasplante se encuentran hongos
ectomicorricicos compatibles. Los criterios de seleccion posteriores se basan
en la facilidad de crecimiento del hongo en cultivo puro, la resistencia a la
manipulacion y la capacidad de formacién de ectomicorrizas.

3. Técnicas de inoculacion en vivero. La obtencién de aislamientos
formadores de ectomicorrizas en cultivo puro forma parte de la primera fase
de la seleccion, que debe completarse en condiciones reales de vivero. Los
objetivos de este punto son: la puesta a punto de distintas técnicas de
inoculacion de abeto de Douglas producido en contenedor con hongos
ectomicorricicos seleccionados, la evaluacion de sus tasas de infectividad y

las dosis optimas de aplicacion.

4. Receptividad del suelo de trasplante. La respuesta en campo de la planta
inoculada es el test Gltimo y decisivo para determinar el efecto de la
inoculacién en vivero. La permanencia del hongo en campo tras la inoculacion
en vivero depende principalmente de parametros fisico-quimicos del suelo y
de su flora microbiana incluyendo los hongos micorricicos nativos. Este tipo
de investigacién requiere el seguimiento de la planta en campo durante un
largo periodo de tiempo. El objetivo de este punto es el desarrollo de técnicas



Introduccion

rapidas de evaluacion de la persistencia del hongo inoculado en diferentes
suelos de plantacién mediante bioensayos. De este modo se pretende obtener
informacién previa de gran importancia en la eleccidn del hongo a introducir

en la zona de trasplante.

1.1 SITUACION FORESTAL EN ESPANA

En Espana existen actualmente unos 12.5 millones de Ha de superficie
arbolada y 14 millones de Ha de montes desarbolados (C.E.E. 1984). De los
montes desarbolados, unos 2.5 millones de Ha corresponden a montes de la
vertiente atlantica con alturas entre 0 y 800 m. susceptibles de ser repoblados
con especies de crecimiento rapido (con produccidén superior a los 10
m®/Ha/afio).

Segln estos datos, Espana es el segundo pais de la C.E.E. en
superficie arbolada tras Francia (14.8 millones Ha). La composicion de
especies se reparte entre un 48 % de coniferas y un 52 % de frondosas. Un
6 % de los bosques son de dominio publico, un 65 % privados y un 4 %
pertenece a otras colectividades de Derecho publico (fuente: EUROSTAT,
1976-1986).

El consumo de madera a lo largo de los Ultimos afnos, con datos
disponibles en el Anuario de Estadistica Agraria publicado por el MAPA
(1988), se representa en la Figura 1.1.(a). En el grafico se observa un
mantenimiento del déficit con un maximo en 1974 (6.3 millones de m®) y
minimos en los afios 1981 y 1983 con 2.5 millones de m°. Hasta 1974 se
observa un incremento creciente del consumo, bajando en afios posteriores
como consecuencia de la crisis econdmica internacional. A partir de 1983 se
vuelve a producir una tendencia creciente al consumo y al aumento del déficit.

Las extracciones estan influidas por el consumo a través de los
precios, lo cual puede provocar un adelantc de la fecha de corta en funcién
de los precios de la madera. Las extracciones totales realizadas entre 1960
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FIGURA 1.1.(a)

Balance del consumo nacional de madera en el periodo 1964-88, y
superficies forestales repobladas en Espafia en el periodo 1964-87 por la
Administracion y por iniciativa privada.

Fuente: Anuario de Estadistica Agraria. MAPA 1988.
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y 1987, que ascienden a unos 10 millones de m®, se deben en sus 3/4 partes
a montes privados. El indice de autoabastecimiento durante los Gltimos 25
anos ha mejorado muy ligeramente (Almansa 1990). El consumo ha mostrado
un notable incremento y se estima que continlie aumentando en los préximos
afos, provocando un desequilibrio en el comercio exterior de madera y
derivados. Los costes netos de la balanza de comercio exterior de madera y
derivados durante los anos 1987, 88 y 89 ha sido de 54, 69 y 85.000
millones de pesetas respectivamente (Almansa 1990).

Actualmente se detecta una clara tendencia a la participacién creciente
de los montes privados en la producciébn de madera y al incremento de las
producciones de especies de turno corto. La propiedad forestal en la zona
productiva del norte de Espana se encuentra muy dividida y la Iegislacibn.
actual tiende a la parcelacién de los montes vecinales. El incremento de la
produccién implicaria la concentracién de propiedades para realizar en
com(in trabajos de repoblacién y manejo forestal con incentivos técnicos,
fiscales y financieros.

Las superficies repobladas han decrecido drasticamente desde 1982
y no muestran un incremento acorde con la demanda creciente de madera
(Fig. 1.1.(a)). El incremento de repoblaciones forestales con el objetivo de
incrementar la produccién de madera, deberfa considerar aquellas especies
arboreas productivas y resistentes (generalmente originarias del continente
americano) que permitan paliar la pérdida de informacion genética y la
escasez de especies arbéreas nativas en Europa (Hermann 1987).

Igualmente, la incorporacion de las tierras marginales (aquellas con
cultivos excedentarios o0 no rentables) al sector forestal puede ser una
alternativa que genere recursos forestales, actualmente deficitarios en toda la
C.E.E. Este tipo de tierras ocupan en Espana alrededor de 2 millones de
hectareas (Abreu 1990).
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1.2 TECNICAS DE PRODUCCION DE PLANTA FORESTAL EN VIVERO

La produccidn de plantas en viveros forestales puede realizarse a raiz
desnuda y en contenedor. Ambos tipos presentan ventajas e inconvenientes
(Tinus y McDonald 1979).

En los viveros a raiz desnuda, las plantas crecen en almacigas
expuestas bajo determinadas condiciones culturales, son extraidas del suelo,
seleccionadas y embaladas para su envio a la zona de plantacion.

Las principales caracteristicas de los viveros a raiz desnuda son:

- Los arboles crecen en el suelo. Como consecuencia, se requiere un
suelo adecuado para el crecimiento.

- Se requieren grandes cantidades de agua para irrigacion.

- Las plantas estan expuestas al tiempo adverso.

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

- La optimizacién de costos requiere trabajar al Iimite de la capacidad
del vivero.

- Los periodos de crecimiento estan controlados por el clima.

- Se requiere poca energia en comparacion con los invernaderos.

- Las plantas pueden ser empaquetadas en poco volumen aunque
requieren humedad y bajas temperaturas para su mantenimiento.

- La capacidad amortiguadora de las condiciones ambientales permite
minimizar los errores culturales.

La produccién de plantas en contenedor se refiere a viveros en los que
las plantas crecen en un substrato dentro de un contenedor especialmente
disefiado. Los contenedores pueden mantenerse al aire libre en climas
templados, aungue en climas mas rigurosos se sitilan en un invernadero o
umbraculo donde se puede controlar el ambiente. Las principales
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caracteristicas de este tipo de produccion son:;

- Puede establecerse en tierras con poco valor agricola.

- No se requiere una gran cantidad de agua.

- Las plantas no estan expuestas a situaciones climaticas extremas,
por lo que la produccién es mas segura.

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

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

- Los contenedores son voluminosos para embalar y enviar. Sin -
embargo, el mantenimiento de las plantas en buen estado es més facil
gue en las plantas producidas a raiz desnuda.

- El ambiente controlado del invernadero dificulta la aparicibn de
enfermedades y plagas, aunque su diseminacién e incidencia suele ser
mayor que en viveros a raiz desnuda.

- La produccién de plantas en contenedor es mas réapida que a raiz

desnuda.

El interés por la produccion de planta en contenedor se extendi6 desde
principios de la década de los 50 para acortar el periodo de produccidn y
hacer mas eficiente el uso de semilla mejorada genéticamente (Tinus y
Owston 1984). Desde entonces, se han realizado mdiltiples mejoras técnicas
que han incrementado la produccion y mejorado la respuesta en campo de las
plantas. Entre los primeros contenedores utilizados se encuentran las bolsas
perforadas de polietileno que han tenido buena aceptacion por su bajo precio.
Sin embargo, este tipo de contenedores provoca el crecimiento circular de las
raices que hacen probleméatico el sostenimiento de la planta, provocando
pérdidas importantes en la plantacién (Ben Salem 1971; Tinus 1978).
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La mayoria de los contenedores actuales tienen una capacidad entre
65 y 165 c.c. y se mantienen a densidades de 6 - 11 unidades / dm? La
forma del contenedor es importante para el correcto crecimiento de laraiz de
la planta. Los contenedores mas adecuados tienen nervios longitudinales a lo
largo de la parte interna del contenedor y un agujero en la base, lo que
permite a la raiz crecer correctamente y autopodarse al llegar al final del
contenedor, con lo que se previene la espiralizacidn radicular (Hiatt y Tinus
1974).

Las enfermedades y plagas en viveros en contenedor, asi como los
factores abibticos de estrés (temperatura, luz, deficiencias de nutrientes, pH,
irrigacion, estrés salino, polucidn, viento, etc.) son una de las principales
preocupaciones de los viveristas (Landis et al. 1989). Los efectos en
contenedor suelen ser catastréficos por las condiciones de crecimiento que
favorecen a las enfermedades y la susceptibilidad de las plantas en
crecimiento activo a los factores abidticos.

El manejo de plagas se realiza mediante medidas culturales y quimicas.
Esta (ltima medida debe considerarse como una opcidn dentro de un
programa de manejo que debe incluir medidas de prevencion, proteccion,
erradicacion y resistencia (Smith 1970; Bohmont 1983). Los substratos
artificiales de los viveros de contenedor estan inicialmente libres de patdégenos
y plagas, por lo que el principal esfuerzo debe orientarse hacia la prevencion
contra la entrada de patdgenos en el vivero y el control de las practicas
culturales para minimizar la presencia de factores de estrés abibtico.

1.3 EL ABETO DE DOUGLAS. BIOLOGIA Y USO FORESTAL.

1.3.1 Taxonomia y Distribucion.

El abeto de Douglas o pino de Oregon (Pseudotsuga menziesii
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(Mirb.) Franco 1950 sin. P. taxifolia (Lamb.) Britt. 1889, P. douglasii
(Loud.) Carr 1867) es una conifera originaria de América del Norte
perteneciente a la familia Pinaceae, la mas numerosa entre las coniferas. El
nimero de especies de Pseudotsuga es considerado actualmente como de
seis (Orr-Ewing 1966; Thomas y Ching 1968). Estas especies son nativas de
China, Formosa, Japdn y Norteamérica. P. menziesii (Mirb.) Franco es la
especie mas importante desde el punto de vista econémico y de distribucion,
extendiéndose desde la costa del Pacifico hasta la vertiente este de las
Montafnas Rocosas. P. macrocarpa Mayr. se encuentra en el sur de
California y en el norte de Baja California. Las especies asiaticas son P.
forrestii Craib., P. japonicaBeissner, P. sinensisDodey P. wilsoniana
Hayata.

P. menziesii constituye la formacién forestal mas productiva de
Norteamérica. Las variaciones morfoldgicas dentro de la especies justifican la
distincion de dos subespecies:

- P. menziesii subsp. menziesii (Mirb.) Franco (Douglas costero o
verde).
- P. menziesii subsp. glauca Mayr. (Douglas de interior o azul).

En las zonas donde &mbas subespecies coinciden de forma natural, en
la Columbia Britanica, el tipo intermedio es, en ocasiones, denominado P.
caesia Flous (Douglas gris).

A nivel infraespecifico, la especie presenta una importante variabilidad
como consecuencia de su reparticion geografica. El abeto de Douglas es la
conifera americana de distribucién mas amplia en latitud (de 19°N en México
a 55°N en la Columbia Britanica (Canada) (Figura 1.3.(a)). La distribucion
natural se extiende a lo largo de la vertiente oeste de las Cascades a
continuacién de la isla de Vancouver, hasta California con presencia a altitudes
gue van desde 0 a 1700 m. En esta zona, la altura total de los arboles
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sobrepasa a menudo los 60 m. En la zona este de las Cascades, en Sierra
Nevada y en las Montainas Rocosas, los individuos raramente sobrepasan los
30 m. de altura total y pueden encontrarse a altitudes de hasta 3300 m.

En la parte sur de su area de distribucion, la especie inicamente ocupa
la vertiente norte, mientras que a latitud o altitud elevada, se encuentra en la
vertiente sur.

Hacia el este, se extiende por Alberta, Montana, Wyoming, Colorado y
Nuevo México. También se encuentra ocasionalmente a gran altitud en
México.

Las condiciones climéaticas de su area de distribucion son también muy
variables, con temperaturas medias anuales desde 7 a 13°C y precipitaciones
desde 400 a 2000 mm / afio.

Fi 1.3.

Area de distribucion natural del abeto de
Douglas en Norteamérica.
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1.3.2 Caracteristicas Ecolégicas y Fenologia

E! abeto de Douglas es una especie plastica, aunque las condiciones
ecoldgicas mas favorables a su desarrollo son las siguientes (Arbez 1987):

- Temperatura media anual de 9 a 10°C.
- Pluviosidad de 800 a 1200 mm anuales.
- Suelo profundo y permeable con pH de 4.5 a 6.

La especie presenta una relativa resistencia al frio invernal y a la
sequia estival, aunque el viento constituye un elemento desfavorable. La tasa
de crecimiento y la resistencia al frio, insectos y enfermedades varian en
todo su rango de distribucion.

En su medio natural son relativamente frecuentes los incendios
catastréficos, resultando menos dafiado por el fuego que otras especies,
debido a su corteza espesa y acolchada. Este factor, unido a la larga
longevidad de la especie, ha motivado la constitucibn de grandes masas puras
e iguales en su area de distribucion.

El crecimiento estacional comienza cuando las yemas vegetativas se
rompen en primavera. Sin embargo, existe un considerable crecimiento dentro
de las escamas de la yema previo a la rotura y responsable de ésta. Las
yemas se forman completamente en octubre-noviembre y entran en dormicién
a principios de diciembre. En este periodo hay una reduccion de la actividad
fisiolbgica. La apariencia de formacion de yemas a finales del verano no
implica la reduccion de la actividad fisioldgica ya que, aunque no se detecten
cambios externos, continta la division celular y el crecimiento hasta finales de
otofio.

El abeto de Douglas es una especie monoica, con un numero de
cromosomas haploide de 13 en lugar de los 12 basicos de las Pinaceae. Los
estrébilos masculinos y femeninos rompen la yema desde finales de invierno
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a primavera, alrededor de un afio después de su formacién como primordios
de yemas axilares. La polinizaciéon ocurre durante un periodo de unas 2 - 3
semanas. La fertilizacion de los estrébilos femeninos ocurre unas 10 semanas
tras la polinizacion. Las semillas se desarrollan a lo largo del final de la
primavera y el verano, alcanzando la madurez entre agosto y septiembre. Las
pinas generalmente empiezan a secarse y cambiar su color a marrén en
agosto o septiembre, siendo liberadas la mayoria de las semillas en
septiembre y octubre. La fenologia varia segln la altitud y la latitud, entre
arboles individuales en una determinada localidad, y segln la posicién dentro
de cada arbol. También las condiciones climatolégicas de cada afio pueden
hacer variar las épocas en las que tienen lugar los procesos reproductores.

Las pifias maduras del abeto de Douglas se identifican facilmente por
las bracteas trilobuladas que sobresalen de las escamas. Bajo cada escama,
se forman dos semillas con alas relativamente grandes. El niimero de semillas
por pifia varia entre 20 y 30 en P. menziesii subsp. glauca y entre 26 y
50 en P. menziesii subsp. menziesii dependiendo del tamafio de la pifia.
Las semillas se diseminan por gravedad y por efecto del viento (Owston y
Stein 1974).

1.3.3 Uso Forestal

La madera del abeto de Douglas tiene gran resistencia y es
frecuentemente utilizada como elemento estructural. Otros usos incluyen

tablones para construccién, madera laminada en tres capas (plywood), postes
y pulpa. Esta especie puede producir, en turnos de unos 60 afios, hasta 20
m’/Ha/afio, con lo que se encuadra dentro de las especies de crecimiento
rapido con una elevada calidad de madera.

La corteza, que constituye alrededor del 12-15 % del volumen del
tronco en los arboles adultos y un 8 % en el arbol joven, es frecuentemente
utilizada en Estados Unidos como substrato para usos agricolas (Bollen
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1969). En muchas partes del mundo, el abeto de Douglas se utiliza para la
produccién de madera ornamental y como arbol de Navidad.

La produccién de abeto de Douglas en vivero a partir de semilla, puede
realizarse a raiz desnuda y en contenedor. La produccion en pequenos
contenedores es muy adecuada para el abeto de Douglas, ya que el
crecimiento circular de las raices es mucho menor que en otras especies de
coniferas y la produccién de plantas adecuadas para trasplante es posible en
un afo. En [a Tabla 1.3.(a) se detallan los requerimientos de crecimiento de
abeto de Douglas producido en contenedor a lo largo de una estacidn
vegetativa.

La propagacién vegetativa puede realizarse por estaquillado, injerto o
propagacion in vitro.

El potencial de enraizamiento de las estaquillas es alto para material
procedente de arboles de 9 a 12 afos, pero baja rapidamente con la edad.
El rejuvenecimiento de arboles maduros por manipulacién en el monte (poda)
o tras el injerto en el banco de clones ha sido estudiado por Franclet (1880).
El plagiotropismo es frecuente durante 3-8 anos tras la plantacion.

La incompatibilidad del injerto puede alcanzar el 40-50 % y prolongar
su aparicion hasta 15-20 afios. El descubrimiento del tipo de control genético
de la compatibilidad ha permitido establecer cruzamientos controlados
ampliamente compatibles (Copes 1973, 1974).

La micropropagacion del abeto de Douglas ha sido objeto de varios
estudios (Cheng 1975; Chengy Voqui 1977; Cheng 1978; Boulay 1979). Uno
de los obstaculos del éxito de la micropropagaciébn es la dificultad e
inconsistencia del enraizamiento. El porcentaje de enraizamiento y el nimero
de raices producidas esta influido por el substrato de enraizamiento, la
concentracién de sucrosa y boro en el medio y la altura y generacion de los
tallos (Mohammed et al. 1989).
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1.3.4 Introduccion en Europa

El abeto de Douglas fue introducido por primera vez en Inglaterra en
1827 por David Douglas y se empez a plantar extensivamente en Europa tras
la Primera Guerra Mundial y, sobre todo, tras la Segunda Guerra Mundial.
Actualmente es la especie arb6rea norteamericana mas extendida en Europa,
la primera especie utilizada para reforestacion en Francia y la primera especie
exbtica plantada en Alemania. Es también una especie importante en
numerosos paises europeos: Alemania, Austria, Bélgica, Dinamarca, Gran
Bretafia, Holanda, ltalia, Portugal, Rumania, etc. En el hemisferio sur ha sido
introducida en Australia, Chile y Nueva Zelanda. El éxito de su introduccién se
debe, probablemente, a una combinacion entre condiciones favorables y
procedencias adecuadas en las primeras plantaciones en Alemania, Dinamarca
e Islas Britanicas (Matthews 1983).

La introduccién en Francia data de mitad del siglo XIX. Las plantaciones
comenzaron a extenderse tras la creacién del Fondo Forestal Nacional en
1947. Las zonas de plantacién mas destacadas son: Beaujolais, Limousin,
Morvan y Normandie, utilizando la subespecie P. menziesii menziesii
esencialmente. La produccidn anual de plantas es de unos 25 millones en
viveros franceses. Las necesidades anuales de semillas oscilan entre 1y 2.5
toneladas. Actualmente existen entre 220.000 y 250.000 Ha plantadas con
abeto de Douglas en Francia, constituyendo probablemente la mayor
extension de la especie fuera de su area natural. La edad de explotacion se
situa en torno a los 50-60 ainos. Al ritmo actual de reforestacion (10.000-
13.000 Ha / afio que constituye del 25 al 30 % de la superficie total
reforestada), se estima que el abeto de Douglas cubrira alrededor de 500.000
Ha hacia el afio 2010. La produccitn en esta fecha se situara entre los 12 y
los 25 m®/Ha/afo.

La produccion francesa de abeto de Douglas se realiza casi
exclusivamente a raiz desnuda. La disponibilidad de terrenos adecuados y la
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concentracion de viveros en distintas areas ecologicas han hecho adecuado
este tipo de produccion.

Los mayores vigores registrados en Francia provienen de abeto de
Douglas costeros originarios de Washington (zona oeste de las Cascades a
una altitud inferior a los 500 m., sur de la Peninsula de Olympia y sur del
Estado) y Oregon (cordillera costera). Estas procedencias combinan
caracteristicas de vigor y de rotura de yemas tardia, siendo este Gltimo un
factor favorable de resistencia a las heladas tardias.

El Ministerio de Agricultura francés, bajo propuesta del CEMAGREF, ha
establecido 7 regiones de procedencia en Francia con poblaciones
productoras de semillas. Las zonas de utilizacién de abeto de Douglas en
Francia tienen definidas las regiones de procedencia recomendadas.

El abeto de Douglas muestra una excelente resistencia a los ataques
de enfermedades e insectos. Los principales agentes bibticos a los que la
especie muestra sensibilidad en Europa se representan en la Tabla 1.3.(b).

Las primeras experiencias para seleccionar procedencias adecuadas
para la utilizacion de la especie en Espana fueron llevadas a cabo en 1963
por F. Molina en el Centro Forestal de Lourizdn (Pontevedra) a partir de
procedencias comerciales de Estados Unidos. Inicialmente, se instalaron
parcelas con 14 procedencias en las provincias de Lugo y Ledn. Mas tarde,
los ensayos continuaron con 87 procedencias de la coleccién IUFRO de
semillas recolectadas en 1966 y afos sucesivos. En el mismo Centro Forestal
de Lourizan, G. Toval y equipo iniciaron en 1878 un proyecto de introduccidn
de especies forestales. Las primeras parcelas de ensayo con P. menziesii
se instalaron a partir de procedencias de la coleccién IUFRO. En 1985 se
instalaron parcelas con 33 procedencias regionales de Oregon (Siskiyou N.F.,
Umpqgua N.F. y Roque River N.F.) y 20 de California (Siuslaw N.F.) (Toval et
al. 1982).

Los primeros resultados, tras 10 afios de ensayo, de las procedencias
IUFRO de abeto de Douglas han permitido centrar las posibles areas dptimas
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de recogida de semillas para el norte de Espafa. Estos resultados se

encuentran resumidos en la Tabla 1.3.(c). El mejor crecimiento en altura

corresponde, tanto en vivero como en campo, a procedencias de la vertiente

oeste de las Cascadas, en latitudes comprendidas entre 42° y 47°N. La

vertiente oriental de la misma cordillera proporciond peores procedencias.

TABLA 1.3.(b)

Principales enfermedades y plagas que afectan al abeto de Douglas en Europa

(Arbez 1987).

AGENTE CAUSAL SINTOMATOLOGIA
ENFERMEDADES | Botrytis cinerea Podredumbre del cuello
(HONGOS) Fusarium oxysporum radicular (damping off). Elevada

Pythium sp. mortalidad de plantulas en
Phytophthora cinnamomi vivero.
Rhizoctonia solani
Phaeocryptopus gaeumannii Amarilleo de aciculas y caida
en dos o tres afos.
Armillariella mellea Podredumbre de raices y
desecacién del arbol que
comienza por la parte superior.
Rhabdocline pseudotsugae Aparicién de manchas amarillas
en aciculas y caida parcial de
éstas.
PLAGAS Hylobius abietis Descortezamiento de plantas
(INSECTOS) jovenes y destruccién total.
Gilletteella cooleyi Manchas blancas céreas en la
parte inferior de las aciculas.
También manchas amarillas y
deformaciones en hojas.
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El clima del norte de Espafia es muy apropiado para el desarrollo del
abeto de Douglas ya que esta especie puede soportar una ligera sequia. La
produccién, en turnos de 60 afos, se sita alrededor de los 20 m®/Ha/afio.

Basandose en las superficies disponibles para reforestar en el norte de
Espafia y el amplio rango de altitudes que se pueden plantar con P.
menziesii, se estima que la superficie total susceptible de ser plantada con
esta especie supera las 500.000 Ha. La superficie total plantada con esta
especie actualmente se desconoce a nivel de inventario aunque puede
estimarse a partir de los datos proporcionados por las diferentes
Comunidades Auténomas. De este modo, el nimero total de Ha se sitba en
torno a las 4500-5000, repartidas por Comunidades de la siguiente manera:
Cataluna 1000 Ha, Galicia 300 Ha, La Rioja 500 Ha, Navarra 300 Ha, Pais
Vasco 1720 Ha, con produccion anual de planta de 930.000 unidades
(Gobierno Vasco 1988), y el resto en plantaciones muy repartidas.

TABLA 1.3.(c

Origenes de semilla procedentes de los Estados de Washington y Oregon
probados para el norte de Espafa y estimacién de resultados. (Fuente:
Ensayos de Procedencias del Centro Forestal de Lourizan (Pontevedra).

Mejores Buenos Indiferentes Desaconsejables

403 202 221 402
411 430 231 001
412 041 012 622
232 042 653 631
030 440 252 641
261 052 482 662
262 251 491 511
053 452 270

061 072
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Actualmente, la utilizacibn de la especie en nuesto pais tiende a
aumentar gracias a las subvenciones proporcionadas por la C.E.E. para la
investigacion de su establecimiento como especie de interés forestal en
Europa. En estos momentos, la superficie forestal ocupada por esta especie
es muy inferior a la de otros paises como Francia, que posee una superficie
potencial de plantacién muy similar.

1.4 APLICACION DE LAS ECTOMICORRIZAS EN TECNOLOGIA
FORESTAL

La mayoria de los criterios de calidad de planta para reforestacion en
Espaia se limitan a la condicién y tamafio de la parte aérea, prestando menor
atencion a la calidad de las raices en las plantas de vivero. La funcion del
sistema radicular es la de proveer un soporte estructural y la captacion de
nutrientes y agua, por lo que resulta de vital importancia para determinar el
estado fisioldgico de la planta. La mejora de la calidad del sistema radicular
incrementa la supervivencia y el crecimiento de las plantas posteriormente al
trasplante en campo (Van Eerden y Kinghorn 1978; Sutton 1979, 1983; Gadgil
y Harris 1980; Ritchie y Dunlop 1980; Marx y Hatchell 1986). La calidad del
sistema radicular depende de la ramificacion y la abundancia de raices cortas
fisiolbgicamente capaces de establecer un contacto rapido con el suelo de
plantacién.

Tras la plantacién, las raices deben funcionar bajo condiciones
ambientales y bibticas drasticamente distintas a las del vivero (elevada
humedad y fertilizacién). En suelos naturales, todos los arboles forestales
forman simbiosis mutualisticas entre las raices y hongos del suelo
especializados. El 6rgano mixto hongo-raiz resultante se denomina
micorriza. Las micorrizas proporcionan beneficios a la planta jéven y adulta,
especialmente incrementando la superficie de absorcién de agua y nutrientes
en el sistema radicular de la planta (Harley 1969; Bowen 1973). Iguaimente,
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los hongos micorricicos requieren este tipo de simbiosis para completar su
ciclo biolégico (Hacskaylo 1971).

La dependencia de las plantas de sus micorrizas ha sido demostrada
con los fracasos obtenidos en la reforestacidn de zonas carentes de in6culo
natural con plantas no micorrizadas (Trappe 1977; Marx 1980). La presencia
y abundancia de micorrizas debe ser un factor de consideracién para evaluar
la calidad del sistema radicular de planta de reforestacion y para predecir el
éxito del trasplante (Landis et al. 1989).

1.4.1 Definicién y Tipos de Micorrizas

Las micorrizas son 6rganos complejos resultantes de la simbiosis
mutualistica entre raices de plantas vasculares y hongos. Esta asociacion
juega un papel de gran importancia en ecosistemas naturales y en los
sistemas biol6égicos creados por el hombre (Harley y Smith 1983). Se estima
que alrededor de un 95 por ciento de las especies de plantas vasculares
actuales pertenecen a familias que forman micorrizas (Trappe 1977, 1987).

En este tipo de simbiosis, dos 0 méas organismos fisiologicamente
distintos actGan como componentes de un solo organismo, en el cual el
conjunto y cada componente por separado estan sujetos a variacion,
seleccion y evolucién. Ambos componentes tienen un proceso reproductivo
distinto y, generalmente, un potencial de vida libre.

Las micorrizas pueden tomar variadas formas dependiendo de la
naturaleza de la planta y del hongo. La primera descripcion de las micorrizas
con estructura reconocible fue realizada por Frank en 1885. En esta
descripcion inicial se reconocieron micorrizas en las cuales el hongo no
penetra en las células del huésped y forma un manto externo de tejido fingico
que envuelve la raiz (micorrizas ectotréficas) y otro tipo de asociacion en la
que el hongo no forma manto y se extiende intra e intercelularmente en el
tejido del huésped, formando 6rganos o estructuras fangicas en el interior de
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las células (micorrizas endotréficas).

Posteriores revisiones de la terminologia sustituyeron los términos
descritos por Frank por los de ectomicorriza, endomicorriza y ectendomicorriza
segin la zona de desarrollo del hongo (Peyronel et al., 1969). En las
ectomicorrizas, el hongo se desarrolia alrededor de las células corticales de
la raiz, formando una estructura denominada red de Hartig, y no existe
penetracidbn en el interior de las células. En las endomicorrizas existe
penetracidn en el interior de las células radiculares y no se forma red de
Hartig. En las ectendomicorrizas se genera red de Hartig y existe penetracion
celular.

Desde un punto de vista morfolégico y en base a los taxones de los
simbiontes, se distinguieron posteriormente siete tipos de micorrizas: -
ectomicorrizas, vesiculo-arbusculares, ectendomicorrizas, arbutoides,
ericoides, monotropoides y orquidaceas (Harley y Smith 1983).

Una caracterizacion amplia de las ectomicorrizas permite englobar a las
ectomicorrizas sensu stricto con las ectendomicorrizas y las micorrizas
arbutoides. La diferencia morfolégica entre ellas radica en la ausencia de
penetracion intracelular del hongo en las ectomicorrizas, mientras que en las
ectendomicorrizas y micorrizas arbutoides, el hongo penetra las células
corticales de la raiz.

Las ectomicorrizas son formadas por casi todos los grupos de

Basidiomycetes, muchos Ascomycetes hipogeos y algunos epigeos, y por
hongos del género Endogone (aseptados). Este tipo de micorrizas se
caracteriza por la formacién de una estructura denominada manto, compuesta
de hifas del hongo densamente agrupadas que envuelve las raices finas del
huésped. El manto puede ser muy delgado en las ectomicorrizas formadas
por Endogone. A partir de esta estructura, pueden irradiar hifas o cordones
miceliares hacia el sustrato. También las hifas penetran hacia el interior del
tejido del huésped formando un complejo intercelular denominado red de
Hartig. No existe penetracién intracelular. Las plantas que forman
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ectomicorrizas son arboles o arbustos pertenecientes a las familias Pinaceae,
Fagaceae, Betulaceae, Salicaceae y Tiliaceae, asi como muchos miembros
de las Rosaceae, Leguminosae, Ericaceae, Juglandaceae, Mirtaceae y otras
(Meyer 1973; Harley y Smith 1983). En este grupo se incluyen la mayoria de
las especies arbbreas de interés forestal en climas templados.

Las ectendomicorrizas se caracterizan por un manto muy reducido o
ausente, red de Hartig bien desarrollada y penetracion de las hifas en las
células del huésped. Se encuentran asociadas con coniferas, y se encuentran
en plantas de vivero (Laiho 1965; Mikola 1965; Wilcox y Ganmore-Neumann
1974). La identidad de los hongos simbiontes fue desconocida durante
" muchos afos, nombrandolos genéricamente como "E-strains" (Laiho 1965;
Mikola 1965; Wilcox et al. 1974). Posteriormente se han identificado algunos
hongos como miembros de los Discomicetos (Yang y Korf 1985a, 1985b;
Piche et al. 1986) o pertenecientes a algunos géneros de Hongos Imperfectos
(Wilcox et al. 1974; Wilcox y Wang 1987).

Las micorrizas arbutoides estan provistas de manto, hifas de
proyeccién externa y, normalmente, red de Hartig bien desarrollada con
penetracion intracelular. Las plantas hospedadoras pertenecen a los géneros
Arbutus y Arctostaphylos (Molina y Trappe 1982b; Harley y Smith 1983).
Al ser estos géneros componentes del sotobosque en ecosistemas
ectomicorricicos, en los que los mismos hongos forman micorrizas arbutoides
con unas plantas hospedadoras y ectomicorrizas con otras, se ha considerado
que las micorrizas arbutoides estan mejor clasificadas como un tipo especial
de ectomicorrizas (Molina y Trappe 1982b).

1.4.2 Estructura y Funcién de las Ectomicorrizas

Las ectomicorrizas son 6rganos dinamicos que cambian desde un
estado juvenil a la madurez y senescencia (Harley y Smith 1983). Las
micorrizas pueden desaparecer tras un periodo de actividad, o adaptarse a
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ciclos de crecimiento (rasgo comudn en los sistemas radiculares perennes de
los arboles). Los cambios estructurales durante el desarrollo se corresponden
con diferentes situaciones fisioldgicas.

En estadios iniciales de la infeccion, las hifas se desarrollan alrededor
de células corticales diferenciadas y metabdlicamente activas formando la red
de Hartig. En estadios de madurez, las células corticales de la raiz activas
metabdlicamente se hallan rodeadas de un sistema de hifas en su practica
totalidad. El estadio de dormicibn se caracteriza por la formacion del
metacutis, consistente en una capa protectora constituida por suberificacién
de las paredes celulares y acumulaciéon de polifenoles en las células del apice
radicular. De este modo, el meristemo radicular queda protegido y separado
del hongo (Kottke y Oberwinkler 1986).

La zona distal de los sistemas de hifas que constituyen la red de Hartig
contiene un citoplasma denso rico en ribosomas, reticulo endoplasmatico
rugoso y mitocondrias, que frecuentemente recubren las paredes de las hifas.
En la zona proximal se situan grandes vacuolas. Esta estructura indica la
localizacién de un transporte de nutrientes metabdlico y bidireccional (Kottke
y Oberwinkler 1986).

El manto fingico esta formado por un plecténquima de hifas. Este
plecténquima puede estar tan densamente entrelazado que no se aprecie la
naturaleza filamentosa de las hifas, recibiendo entonces el nombre de
pseudoparénquima o sinénquima. Las estructuras pseudoparenquimaticas
pueden tener células aproximadamente isodiamétricas con paredes rectas o
en forma de puzzle con paredes onduladas. Los espacios entre hifas pueden
ser grandes o cementados con una matriz formada por las paredes de las
hifas. Si las hifas son reconocibles, la estructura se denomina plecténquima
o prosénquima (Chilvers 1968; Dominik 1969; Godbout y Fortin 1985).

En muchas ectomicorrizas se encuentran cordones miceliares y
rizomorfas, con estructura dependiente de la especie de hongo implicada. La
funcién de los cordones miceliares en el transporte de agua y nutrientes ha
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sido investigada por varios autores (Duddridge et al. 1880; Brownlee et al.
1983; Read 1984, Finlay y Read 1986a, 1986b). En algunos tipos de
cordones miceliares se diferencian conductos vasculares internas por lisis de
los septos e incremento del didmetro de la hifa. Estas hifas no contienen
citoplasma, consistiendo en tejido muerto similar al xilema de las plantas
vasculares. La estructura y funcidn de las rizomorfas con referencia a su papel
en el transporte de agua han sido estudiados por Duddridge et al (1980).

Melin y Nilsson (1950, 1952, 1953, 1954, 1955) demostraron que
existe un transporte de carbohidratos desde el huésped hacia el hongo.
Asimismo, las hifas absorben nitrbgeno, fésforo, potasio y calcio que
transportan hacia el huésped. Posteriormente, Reid (197 1) y Finlay y Read
(1986a) demostraron que los carbohidratos pueden ser transportados a largas
distancias a través de los cordones miceliares interconectados con raices. De
este modo, se suministran carbohidratos a otras micorrizas en formacion a
partir de micorrizas preexistentes.

La eficiencia de la absorcidon de nutrientes es incrementada por la
presencia de ectomicorrizas (Finlay y Read 1986b). En las micorrizas que no
poseen cordones miceliares, el manto es el responsable de la absorcién de
nutrientes desde el suelo (Harley y Smith 1983).

El nitrbgeno es absorbido preferencialmente como amonio por el hongo
(Mention y Plassard 1983). Los hongos implicados en la simbiosis también
son capaces de captar aminoacidos como glutamato y glutamina entre otros
(Abuzinadah y Read 1988).

La capacidad de captar amonio es importante en los bosques con
suelos con bajo pH y bajas tasas de nitrificacion. La gran superficie explorada
por las hifas y cordones miceliares capacita a las ectomicorrizas para captar
cantidades suficientes de amonio a pesar de la considerable inmovilidad de
este elemento. Las micorrizas también aumentan la absorcién de elementos
méas moviles como el nitrato, especialmente en zonas con bajo nivel de
nitratos en suelo (Bledsoe y Zasoski 1983).
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La absorcion de fosfatos y su transporte por el simplasto en
ectomicorrizas fue demostrada por Finlay y Read (1986b). La tasa de
absorcidn de fosforo depende de la tasa de respiracién y no puede ser
intensificada por la tasa de transpiracion. El fésforo se almacena como
polifosfatos en las vacuolas flngicas de los cordones miceliares y el manto.
Los polifosfatos se acumulan en forma de granulos metacromaticos y se
movilizan cuando es necesario.

La transferencia de fésforo al huésped se supone que esta
interconectada con la transferencia de carbohidratos al hongo (Harley y Smith
1883), aunque no ha sido demostrada todavia la fosforilacidn de los az{icares
(Smith y Smith 1986).

El potasio se absorbe con facilidad y se acumula en el manto (Harley.
y Wilson 1959). El calcio se puede encontrar en los granulos de polifosfatos
(Strullu 1882). Clement et al. (1977) demostraron que la excesiva absorcion
de calcio y potasio en suelos calcéreos es reducida por la micorrizacion.

Shemakhanova (1962) demostrd la produccién de vitaminas como la
biotina, tiamina y acido pantoténico por numerosos hongos ectomicorricicos.
Miller (1967) aisld citoquininas a partir de un filtrado de cultivos de
Rhizopogon roseolus. La produccibn de compuestos indblicos
(particularmente IAA) por hongos ectomicorricicos en cultivo puro ha sido
estudiada por Slankis (1958), Moser (1959b), Ulrich (1960), Gogala (197 1),
Gay et al (1985), Rovillon et al. (1986) y Ho y Trappe (1987).

Entre los efectos no nutricionales de las ectomicorrizas se encuentra el
control biolégico potencial contra patbgenos (Marx 1969, 1972, 1973; Trappe
1977; Sinclair et al. 1982). Entre los mecanismos de proteccion implicados se
encuentran la barrera fisica producida por las micorrizas (Marx 1973),
produccion de antibidticos (Marx 1973), produccibn de compuestos
fungistaticos como isobutanol, acido isobutirico, terpenos, fenoles y etileno
(Marx 1973; Graham y Linderman 1980; Sampagni y Perrin 1985; Perry et al.
1987), cambios en los exudados de raices micorrizadas que dificultan el
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establecimiento de patégenos en la rizosfera (Marx 1973; Malajczuk vy
McComb 1977; Linderman 1988) y presencia de poblaciones microbianas en
la rizosfera antagonistas al patégeno (Marx 1973; Malajczuk y McComb 1979;
Linderman 1988).

1.4.3 Ecologia de las Ectomicorrizas

La gran mayoria de plantas vasculares han evolucionado hacia la
dependencia de las micorrizas para su supervivencia. A pesar de que su
biomasa es relativamente pequefia, los hongos ectomicorricicos son vitales
para la absorcion y acumulacidén de agua y nutrientes desde el suelo y de su
translocacion a la planta debido a sus altas tasas metabdlicas y su distribucion
estratégicamente difusa en las capas mas superficiales del suelo (Trappe y
Fogel 1977). Los hongos ectomicorricicos producen enzimas, hormonas,
vitaminas y otros compuestos que influyen en el desarrollo de la raiz y la
protegen contra los patdgenos.

Los simbiontes f(ingicos, por otra parte, dependen de sus huéspedes
para obtener compuestos carbonados, ya que tienen poca capacidad de
descomponer la materia organica.

Harley (1973) realiz6 una estimacion del consumo de carbono
fotosintético por parte del componente flngico de las ectomicorrizas a partir
de datos de distintos autores, en la que se demostrdé que la demanda de
fotosintatos por parte de los hongos ectomicorricicos es considerablemente
alta.

Fogel (1980) estim6 que el 40 % de la incorporacién anual de nitrégeno
en un bosque de abeto de Douglas se debia a los hongos ectomicorricicos,
lo cual coincide con los resultados obtenidos en trabajos sobre fisiologia de
ectomicorrizas en los que se encontrd que el manto fingico funcionaba como
un tejido de acumulacién y almacenamiento, funcién que lieva a cabo el cortex
en raices no infectadas (Harley 1969).
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El material fingico rico en nutrientes, es aprovechado por insectos y
otros pequefios animales mic6fagos que contribuyen a su diseminacion. El
micelio de los hongos es ingerido por animales tales como colémbolos y
nematodos, y sus cuerpos fructiferos (especialmente de hongos
ectomicorricicos) y esclerocios constituyen una importante fuente de alimento
para algunos micromamaiferos (Fogel y Trappe 1978). Aunque las actividades
micofagas de los animales han sido consideradas como una contribucién a la
diseminacién de esporas de hongos (especialmente hipogeos), posiblemente
desarrollen otro papel importante en el ecosistema como la contribucién a la
rotura del eficiente ciclo cerrado de nutrientes en el sistema micorricico y la
redistribucion de material rico en nutrientes como orina, heces o cadaveres en
las distintas capas del suelo.

Existen dos aspectos de la estructura del ecosistema que resultan, al
menos en parte, de los procesos originados en la rizosfera y que influyen
directamente en los arboles: las interacciones entre plantas y la estructura del
suelo (Perry et al. 1987).

Los hongos micorricicos median directamente en las interacciones
entre plantas al menos de tres formas: en primer lugar, permitiendo a los
arboles competir con éxito con la vegetacidn herbacea por los recursos
(Bowen 1980), pudiendo ademas detoxificar el suelo de agentes
aleloguimicos producidos por estas plantas (Perry y Choquette 1987); en
segundo lugar, disminuyendo la competencia entre plantas e incrementando
la productividad de las combinaciones de especies, especialmente en suelos
con limitaciones de fosforo (Perry et al. 1987); y, en tercer lugar,
estableciendo uniones entre plantas de la misma o de distintas especies
mediante hifas que actian como rutas de transferencia de materiales
(Brownlee et al. 1983; Read et al. 1985).

La consecuencia ecologica de la formacion de este complejo social de
organismos es el establecimiento de un sistema en el que el aporte de
carbono por parte de las plantas huéspedes hacia el hongo seria efectuado
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principalmente por los arboles adultos o dominantes. Este tipo de estructura
favorece el establecimiento de plantulas bajo el dosel forestal en condiciones
de sombra (Harley y Smith 1983).

Las micorrizas y otros microorganismos afectan a la formacién del suelo
y a sus caracteristicas estructurales, produciendo compuestos himicos (Tan
et al. 1978), acelerando la descomposicién de minerales primarios (Cromack
et al. 1979) y produciendo substancias adhesivas (polisacaridos
extracelulares) que aglutinan particulas del suelo constituyendo agregados
estables (Sutton y Sheppard 1976; Forster 1979; Tisdall y Oades 1979, 1982).
Los dos primeros procesos son importantes en la fertilidad del sueloy en la
nutricién de la planta. La formacién de agregados influye en las propiedades
del suelo, proporcionando una porosidad que permite, por un lado, el drenaje -
de agua y la aireacion del suelo, y por otro, la retencién de agua (Perry et al.
1987).

La formacidn de micorrizas es esencial en la revegetacion de zonas con
bajo contenido en nutrientes como las escombreras de minas (Schramm 1966;
Marx 1976b), zonas aridas, bordes de carreteras, canteras, etc. Estas zonas
presentan en general una baja proporcibn de propagulos de hongos
simbiontes, por lo que la produccidon de plantas inoculadas con hongos
seleccionados es actualmente objeto de estudio (Trappe 1981).

1.4.4 Presencia de Ectomicorrizas en Viveros

La fumigacion del suelo es una practica rutinaria en muchos viveros
forestales a raiz desnuda que elimina o reduce drasticamente la mayoria de
la poblacién microbiana en la capa mas superficial del suelo (Mexal 1980, Le
Tacon y Garbaye 1986). Los patdgenos quedan de este modo eliminados,
pero también muchos microorganismos beneficiosos como los hongos
ectomicorricicos. La recolonizacion es lenta y erratica, pudiendo no ser
satisfactoria si se introducen especies de hongos poco eficientes. La mayoria
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de datos publicados (Richard 1975; Marx y Bryan 1975; Le Tacon 1982; Le
Tacon y Garbaye 1986) muestran la necesidad de inoculacién de viveros
fumigados para favorecer el proceso de recolonizacibn con hongos
seleccionados.

Los viveros de contenedores presentan una tasa de infeccibn con
hongos ectomicorricicos nativos muy erratica debido a la dificultad de
dispersion del hongo dentro del vivero. Las micorrizas mas comunmente
encontradas en viveras en contenedor americanos corresponden a los hongos
Endogone lactiflua, Laccaria laccata, Pisolithus tinctorius y
Thelephora terrestris (Landis et al. 1989). Entre los géneros que producen
cuerpos fructiferos en vivero se encuentran /nocybe, Laccaria,
Thelephora (Landis et al. 1989) y Hebeloma (Burdsall et al. 1986).
principalmente asociados con abeto de Douglas y pinos. El hongo
ectomicorricico mas abundante en viveros en contenedor es Thelephora
spp., bien adaptado a las condiciones de vivero en donde se disemina con
gran eficacia. Los cuerpos fructiferos de esta especie se forman a principios
de verano y constituyen una fuente de inéculo para todo el vivero.

Una reciente prospeccion del estado micorricico de plantas producidas
en contenedor en viveros canadienses mostrd una variacion desde la ausencia
de ectomicorrizas en el sistema radicular de Pinus banksiana, P. contorta
y Picea glauca hasta su micorrizacion practicamente total. La mayoria de
micorrizas eran ectomicorrizas formadas por los hongos Thelephora
terrestris y Mycelium radicis atrovirens. También se encontraron
ectendomicorrizas formadas por un hongo del tipo “E-Strain" (Complexipes)
(Danielson y Visser 1990).

La formacidn de ectendomicorrizas en viveros americanos es frecuente
en el género Pinus, mientras que en otros géneros como Abijes y
Pseudotsuga la formacion de ectendomicorrizas en viveros en contenedor
es practicamente inexistente (Landis et al. 1889).

Las plantas producidas en contenedor no micorrizadas generaimente
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crecen bien si el suministro de agua y nutrientes solubles es adecuado. Sin
embargo, la captacion de agua y nutrientes después del trasplante a campo
sera efectiva Unicamente cuando la planta se haya infectado por hongos
ectomicorricicos nativos. Se ha observado un retraso en el crecimiento y una
reduccion de la supervivencia en el trasplante de plantas no micorrizadas o
micorrizadas con hongos comunmente encontrados en viveros, en zonas que
requieren un rapido establecimiento para la supervivencia (por ejemplo en
zonas con sequia). El tiempo necesario para reemplazar los hongos del
vivero por nativos mejor adaptados provoca un incremento de la mortalidad
y la reduccidn del crecimiento inicial de la planta.

1.4.5 Seleccion de Hongos para Inoculacion en Viveros

La selecciéon de hongos ectomicorricicos es un factor indispensable
para obtener buenos resultados en un programa de inoculacién (Mikola 1973;
Trappe 1977; Harley y Smith 1983; Le Tacon y Bouchard 1986; Linderman
1987).

La seleccidn de hongos ectomicorricicos requiere la consideracion de
criterios ecofisioldgicos y operacionales. Entre los primeros cabe destacar la
capacidad de colonizar las raices cortas de la planta huésped y la extension
del potencial de absorcion del sistema radicular a través de la ramificacion de
la raiz o el desarrollo de una fase miceliar extramatricial. Otros criterios
ecofisiolbgicos importantes son: adaptabilidad al vivero y a la zona de
trasplante (Laiho 1970; Theodorou y Bowen 1971), tolerancia a la sequia
(Trappe 1977), tolerancia a la toxicidad y pH del suelo (Trappe 1862b; Laiho
1970; Marx 1976b; Trappe 1977; Hung y Trappe 1983), capacidad para
captar nutrientes y descomponer compuestos organicos (Laiho 1970; Bowen
1973; Ho y Trappe 1980; Ho 1987) y produccion de reguladores del
crecimiento (Bowen 1973; Slankis 1973).

Desde un punto de vista operativo, el hongo deberia ser capaz de
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crecer rapidamente en cultivo puro y colonizar rapidamente las plantas tras la
inoculacidn. Resulta esencial que el hongo resista la manipuiacién necesaria
que comporta el manejo del vivero y que permanezca infectivo tras un
periodo de almacenamiento, transporte, incorporacion al substrato del vivero
y cultivo de la planta (Kropp y Langlois 1990).

Finalmente, cabe remarcar que la variacion ecotipica en hongos
ectomicorricicos puede ser tan marcada como las diferencias entre especies.
La procedencia del hongo debe ser considerada junto con la procedencia de
la semilla. Sin embargo, incluso dentro de la misma zona de procedencia
pueden encontrarse diferencias en una gran variedad de caracteristicas
(Trappe 1962b; Laiho 1870).

1.4.6 Inoculacion Artificial en Viveros

Para asegurar una buena micorrizacion en plantas producidas en
viveros, se deben desarrollar procedimientos para la inoculacién con hongos
especificos y perfeccionar el suministro de nutrientes y agua para adaptar el
manejo del vivero a las condiciones necesarias para el mantenimiento de la
simbiosis planta-hongo (Ruehle y Marx 1977; Trappe 1977).

El inéculo natural que ha sido més extensamente usado, especialmente
en paises poco desarroilados, es suelo o humus conteniendo micorrizas y
micelio asociado (Mikola 1973). Esta forma de inéculo puede ser recolectado
en bosques o plantaciones establecidas y su aplicacidbn puede hacerse
mezclando el indculo con el substrato del vivero, extendiendo una capa sobre
las camas del vivero y regando a continuacidbn o mediante suspension del
suelo en agua y vertido sobre las plantulas. Los mejores resultados se
obtienen a partir de suelo fresco.

El mayor inconveniente de este procedimiento es el de no poder
controlar las especies de hongos introducidas que pueden no ser adecuadas
para la zona de transplante. Ademas, el suelo puede contener
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microorganismos perjudiciales o malas hierbas que pueden afectar a la
plantacion. Por otro lado, se requiere el manejo de grandes cantidades de
inéculo, lo cual hace desaconsejable su uso a gran escala.

Otro procedimiento relacionado es el de utilizar plantulas infectadas o
ectomicorrizas recogidas a partir de plantaciones establecidas. El micelio
extramatricial desarrollado a partir de las micorrizas de las plantas infectadas
se desarrolla rapidamente e infecta a otras plantulas (Mikola 1973). El
procedimiento consistente en la utilizacidbn de ectomicorrizas recolectadas de
plantaciones ha sido utilizado (nicamente en condiciones experimentales
(Levisohn 1956) por la dificultad que conllieva la obtencidon de cantidades
suficientes de inculo.

El indculo a partir de esporas se ha utilizado para desarrollar micorrizas
especificas con hongos conocidos. Los primeros intentos de inoculaciones
con esporas se desarrollaron en el siglo XVIII mediante la aplicacion de
esporocarpos de trufas en agujeros practicados debajo de robles en
plantaciones para asegurar la produccion de trufas (Trappe 1977).

Los Gasteromicetes, entre los que se encuentran géneros como
Rhizopogon, Scleroderma y Pisolithus, producen numerosas
basidiosporas faciles de recolectar en grandes cantidades. Las esporas se
recolectan tras la desecacion de los esporocarpos y se aplican espolvoreando
o0 mediante agua de riego (Ruehle 1980a; Castellano et al. 1985). En otras
ocasiones, el inéculo de esporas se mezcla con un carrier himedo (vermiculita
0 arena) y se aplica sobre el sustrato (Marx et al. 1976; 1978). Otra técnica
utilizada es el recubrimiento de las semillas con esporas mediante la mezcla
de semillas y esporas en agua (Theodorou 1971). Una variante de este
método consiste en mezclar las esporas con una matriz de arcilla o adhesivo
que se utiliza para recubrir o “peletizar" la semilla con el grosor adecuado para
evitar la inhibicién de la germinacion de ésta (Marx et al. 1984a). La adicion
de fungicidas adecuados (captan, benomyl o thiram) puede evitar la infecciéon
de la semilla con microorganismos patbgenos derivados de la utilizacion de
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esporas obtenidas de esporocarpos demasiado maduros o rotos (Marx y
Kenney 1982).

La falta de tests de laboratorio para determinar la viabilidad de las
esporas es uno de los inconvenientes de su utilizacidon debido a la dificultad
de germinar las esporas en el laboratorio. Por otro lado, la obtencion de
esporocarpos depende de su abundancia estacional, y no todas las especies
producen esporocarpos con un numero elevado de esporas para hacer
aplicable su uso como inéculo.

El problema mas significativo en el uso de esporas como in6culo es la
falta de definicibn genética. La combinacion de esporas recolectadas de
diferentes basidiocarpos asociados a huéspedes diferentes o en areas
geograficas distintas puede ocasionar una alta variabilidad en la capacidad de .
formacion de micorrizas.

La utilizacién de in6culo vegetativo o miceliar fue iniciada en Austria por
Moser (1958, citado por Marx (1980)) a partir de cuitivos liquidos de Suillus
plorans mantenidos bajo aireacion y transferidos posteriormente a un
substrato sélido de turba humedecida con solucién nutritiva fresca. Esta
metodologia ha sido la base para investigaciones posteriores sobre la
produccion de indculo (Marx y Bryan 1975; Marx et al. 1978; Mitchell et al.
1984; Hung y Molina 1986b; Le Tacon y Bouchard 1986). Esta técnica
requiere condiciones asépticas estrictas y ofrece buenos resultados para
hongos que crecen bien en cultivo. La aplicacion a gran escala de este tipo
de inbculo ya ha sido realizada con éxito para Pisolithus tinctorius (Marx
et al. 1982, 1984b). Los resultados obtenidos indican que se puede obtener
inbculo viable de Pisolithus tinctorius mediante procedimientos de
fermentacion industrial y ser utilizado para la formacién de ectomicorrizas en
viveros de diversas especies arbbreas de interés forestal. La utilizacion y
comercializacién de otras especies de hongos esta en fase de desarrollo,
tanto en Norteamérica como en Europa.

Otra técnica que ha resultado eficaz en la produccién de inoculo es la
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inclusién del hongo en una matriz de polimeros (Le Tacon et al. 1983).
Mediante esta técnica, se ha conseguido una mayor resistencia del indculo en

el suelo bajo condiciones ambientales desfavorables.

1.4.7 Efecto de las Ectomicorrizas en Plantacion

El test critico para determinar el éxito de la inoculacidbn con hongos
ectomicorricicos es el comportamiento de la planta en el campo (Marx 1980).
La inoculacién puede no producir un incremento de crecimiento en vivero pero
debe proporcionar a las plantas una mayor oportunidad de sobrevivir o crecer
mejor tras el trasplante. Stenstrém et al. (1985) detectaron una disminucion
inicial en el crecimiento de Pinus sylvestris inoculado en vivero con distintos
hongos ectomicorricicos, aunque a partir del segundo ano en plantacién el
volumen de las plantas micorrizadas en vivero superd a los controles no
inoculados en un porcentaje entre el 20 y el 75 %. La respuesta en campo a
la inoculacion difiere seglin el habitat y la naturaleza de los hongos y plantas
hospedadoras implicadas (Dixon 1986).

Los ejemplos mas destacados del efecto beneficioso de la inoculacién
con hongos ectomicorricicos en el establecimiento de plantaciones se
encuentran en los intentos de aforestacion de zonas desprovistas de arboles
(Mikola 1970), o carentes de inéculo natural apropiado a la especie que se
introduce (Vozzo y Hacskaylo 1971). Igualmente, fa alteracion del habitat
puede ocasionar la desaparicion del inéculo nativo, con lo que la inoculacién
con hongos ectomicorricicos es imprescindible para las posibilidades de
establecimiento de las plantaciones. Es éste el caso de la recuperacion de
escombreras de minas de carbdn (Schramm 1966) y la reforestacidn de zonas
afectadas por fuego o talas masivas (Marx 1980), o desprovistas de &rboles
durante largos periodos de tiempo como praderas y zonas de uso agricola
(Shemakhanova 1962; Mikola 1973; Molina y Trappe 1982c).

El efecto beneficioso de la inoculacion con hongos ectomicorricicos en
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plantaciones de zonas de reforestacion rutinaria no alteradas también ha sido
constatado (Shemakhanova 1962; Mikola 1973; Trappe 1977; Marx 1977a,
1980; Le Tacon 1982; Molina y Chamard 1983; Marx y Cordell 1887, 1988),
aunque los resultados no son consistentes. La respuesta de crecimiento varia
con las caracteristicas del suelo y el tipo de inbculo utilizado (Danielson 1988;
Le Tacon et al. 1988; Marx y Cordell 1988; Navratil 1988).

Los resultados obtenidos en plantaciones de abeto de Douglas
inoculados con distintos hongos ectomicorricicos han proporcionado
resultados variables. Los efectos positivos en la estimulacion del crecimiento
en campo han sido observados por Castellano y Trappe (1985) y Le Tacon
et al. (1988) mientras que Bledsoe et al. (1982) detectaron un efecto depresor
del crecimiento en plantas inoculadas de abeto de Douglas que atribuyeron a .
un indculo inadecuado.

En las zonas de reforestacién rutinarias pueden encontrarse
comunidades numerosas de hongos simbiontes (Kropp 1982). Sin embargo,
las poblaciones de estos hongos pueden fluctuar temporalmente debido a
practicas silvicolas detrimentales como talas masivas no seguidas por
repoblaciones, o por el fuego (Harvey et al. 1980; Persson 1982; Parke et al.
1984; Perry et al. 1987). Los fuegos controlados no provocan un incremento
de las temperaturas del suelo suficientemente alto como para eliminar a los
hongos micorricicos (Mikola et al. 1964). En los dltimos afios se han
desarrollado hip6tesis que postulan la existencia de una sucesion de especies
de hongos ectomicorricicos relacionada con la sucesidbn de especies
arbdreas en el bosque (Mason et al. 1983; Dighton y Mason 1985; Mason et
al. 1985; Dighton 1987). Los hongos pertenecientes a las etapas maduras de
la sucesion ("late-stage fungi") no colonizarian los sistemas radiculares de las
plantas jévenes o lo harian en menor grado que los hongos correspondientes
a la fase temprana de la sucesion ("early-stage fungi") (Dightony Mason 1985;
Danielson 1988; Marx y Cordell 1988). Estas hipStesis necesitan una
verificaciébn experimental en diversos ecosistemas para corroborar la
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universalidad del fenbmeno.

La inoculacién de plantas destinadas a plantaciones regulares se
justifica en aquellas situaciones en las que el comportamiento de la planta
inoculada sea notablemente superior al de la planta no inoculada. De este
modo, podemos considerar tres tipos de zonas que pueden beneficiarse de
la introduccion de plantas inoculadas:

1. zonas con algin tipo de estrés ambiental, como las que se
encuentran alteradas por el hombre, entre las que se encuentran las
escombreras de minas o0 zonas altamente erosionadas (Schramm 1966;
Marx 1977a, 1980; Marx y Ruehie 19889).

2. zonas con bajas poblaciones de hongos ectomicorricicos
nativos, que generalmente han estado deforestadas durante un largo
periodo de tiempo (Shemakhanova 1962; Mikola 1970).

3. zonas donde se introducen especies exoticas que requieren la
presencia de determinados hongos ectomicorricicos (Vozzo y
Hacskaylo 197 1). Las especies forestales de crecimiento rapido pueden
beneficiarse del incremento del crecimiento inicial promovido por el
hongo simbionte, que puede mantenerse durante varios afios (Marx y
Cordell 1988).
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2. SELECCION DE HONGOS ECTOMICORRICICOS

El objetivo de este capitulo es la obtencion de una coleccién de
cultivos puros de hongos ectomicorricicos y la seleccién de estos hongos
para su posterior aplicacion en inoculaciones de vivero. La primera parte se
dedica a la recoleccidon, identificacibn y aislamiento de los hongos
ectomicorricicos que fructifican en una plantacidn de abeto de Douglas de
unos 40 afios de edad. Igualmente, se obtendran aislamientos a partir de
esporocarpos asociados a otras especies arbbreas.

En la seleccién de aislamientos para su uso como inéculo, se considera
su existencia en la zona ecoldgica donde se introducira posteriormente y, por
tanto, su potencial adaptacién a las condiciones de clima y suelo existentes,
asi como la facilidad de crecimiento en cultivo puro y su capacidad de
formacién de ectomicorrizas.

Los resultados obtenidos en este capitulo se utilizaran para la
determinar los aislamientos que se utilizaran posteriormente en la produccion
de inbculo vegetativo, para la inoculacién de plantas de abeto de Douglas
producidas en contenedor.

2.1 HONGOS ASOCIADOS AL ABETO DE DOUGLAS

E! abeto de Douglas es una de las coniferas mas estudiadas desde el
punto de vista de sus asociaciones micorricicas. Trappe (1977) estimd que
existen unas 2000 especies de hongos potencialmente micorricicas de esta
especie. Algunas de ellas parecen ser especificas y otras se asocian con
otros géneros y familias de plantas (Trappe 1862a).

La dependencia de las especies forestales, tanto arbdreas como
componentes del sotobosque, de la simbiosis micorricica ha sido
sobradamente demostrada (Harley y Smith 1983). La introduccion de especies
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arbéreas exoticas debe considerar la existencia de hongos nativos
micorricicos, y la posibilidad de la introduccidbn de hongos simbiontes
asociados en caso de no existir aquellos (Bowen 1973). En este sentido, cabe
destacar los repetidos fracasos en la reforestacidn con especies de pinos
ex6ticos en zonas carentes de hongos ectomicorricicos adecuados en el
hemisferio sur e islas tropicales (Briscoe 1959; Mikola 1970; Vozzo y
Hacskaylo 1971).

El inventario de la microflora fungica ectomicorricica natural y su
evolucion tras la desaparicion de los arboles y después de la introduccion de
nuevas especies arboéreas forestales, son estudios indispensables para la
comprension de los problemas que aparecen durante las primeras fases de
la plantacién (Bonneau 1972).

Los hongos asociados a especies arb6reas introducidas pueden tener
tres origenes (Le Tacon et al. 1984):

- micelio, esporas u otras formas de resistencia (cordones miceliares,
esclerocios) preexistentes en el suelo.

- esporas aportadas por el viento o animales, procedentes de otras
poblaciones arbéreas mas o menos alejadas.

- indculo aportado en forma de micorrizas y procedente del vivero de
origen.

Le Tacon et al. (1984) estudiaron la recolonizacion de plantas de
Pseudotsuga menziesii y Picea abies trasplantadas en la regién del
Limousin (Francia) en tres tipos de zonas: previamente ocupadas por
coniferas, previamente ocupadas por caducifolios y landas de Calluna sp.
y de helechos. En las dos zonas previamente forestadas, las plantas se
micorrizaban rapidamente y la crisis de trasplante no duraba méas de uno o
dos afios. En el caso de las landas, la reconstitucibn del sistema
ectomicorricico llegaba a durar hasta 15 afios (en el caso de landas de
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Calluna sp.) por la falta de simbiontes en el suelo y la sensibilidad de
muchos hongos a los exudados de Calluna sp.

La mayoria de inventarios sobre hongos ectomicorricicos que
fructifican en plantaciones europeas se ha realizado sobre hongos epigeos,
prestando poca o nula atencidn a los hongos hipogeos que fructifican en el
subsuelo. La importancia de este grupo de hongos como formadores de
micorrizas (Trappe 1962a, 1971; Miller 1983; Trappe y Molina 1986;
Castellano et al. 1989) justifica su consideracién en la seleccion de hongos
candidatos para inoculaciones artificiales en viveros. La especificidad de
muchas especies de hongos hipogeos hacia determinados huéspedes (Molina
y Trappe 1882a), hace que su presencia se asocie (nicamente a
determinadas especies arbéreas.

Los estudios realizados en Estados Unidos muestran la relativa
abundancia de hongos hipogeos que fructifican en distintas poblaciones de
coniferas (24 especies con Pinus ponderosa (States 1983, 1984), 22
especies con Abjes grandis (Terwilliger 1985), 47 especies con abeto de
Douglas (Luoma et al. 1991)). Los estudios sobre hongos hipogeos en
Espafna fueron iniciados por Lazaro Ibiza en 1908. La Ultima revision del
catalogo de hongos hipogeos en Espana ofrece un total de 85 especies, de
las que 28 especies en 11 géneros han sido encontradas en zonas
potencialmente plantables con abeto de Douglas (Alvarez et al. 1992). Ei
escaso numero de especies de hongos hipogeos reportados para Europa
puede deberse a la falta de atencién a su estudio, pero también a otros
factores como el impacto sostenido que ha tenido el hombre sobre el medio
natural con consecuencias detrimentales para los organismos vectores de
estos hongos, la relativa baja diversidad de especies arbbreas y la evoluciéon
climatica que tuvo lugar en Europa.

La obtencién de datos sobre hongos hipogeos requiere realizar
recolecciones durante un periodo largo de tiempo. La dificultad afadida de
la toma de muestras y la identificacion ha limitado los estudios cuantitativos o
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taxondmicos sobre este grupo de hongos (Hunt y Trappe 1987). En este
capitulo se presentan los resultados de la recoleccidn sistematica de hongos
epigeos e hipogeos asociados a una plantacion de abeto de Douglas para su

utilizacién posterior en inoculaciones de vivero.

2.1.1 Material y Métodos

Durante cinco anos (1987-91) se ha realizado un seguimiento de los
hongos ectomicorricicos que fructifican en una parcela de abeto de Douglas
de unos 40 afios situada en el Parque Natural del Montseny (Barcelona /
Girona), con el objetivo de obtener hongos potencialmente simbiontes de
abeto de Douglas, tanto epigeos como hipogeos, para su uso en
inoculaciones. La parcela de recoleccion esta situada a unos 1.100 m. de
altitud y tiene un suelo arenoso con un pH de 5.5 (el andlisis del suelo se
detalla en la Tabla 4.b. (Suelo Douglas)). La vegetacion arb6rea circundante
estd compuesta casi exclusivamente por Fagus sylvatica y Abies spp. El
sotobosque de la parcela de recoleccion es muy escaso debido a la densidad
de la plantacién, y esta constituido (nicamente por plantas herbaceas.

La prospeccion de la parcela se ha realizado en las principales épocas
de formacién de esporocarpos (primavera y otofio) mediante observacién
visual para la recoleccion de hongos epigeos y con la ayuda de un rastrillo
para los hongos hipogeos, cuidando de volver a reponer el mantillo tras la
exploracién de cada zona.

Los esporocarpos recolectados fueron identificados y se intentd el
aislamiento del hongo en medio MMN modificado (Marx 1969). Paralelamente,
se secaron los esporocarpos a 40°C con el fin de mantener viables las
esporas para su utilizacion posterior como indculo.
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2.1.2 Resultados y Discusion

En total se recolectaron 21 especies de hongos considerados como
ectomicorricicos (segun Trappe (1962a)), de las cuales 15 corresponden a
hongos epigeos y 6 a hongos hipogeos (Tabla 2.1.(a)). El nimero total de
especies de hongos hipogeos recolectados es significativamente bajo si lo
comparamos con las especies flngicas que fructifican en el Parque (alrededor
de 700 segun revision de Girbal (1986)). Sin embargo, es de destacar que la
totalidad de las especies de hongos hipogeos recolectadas no habian sido
previamente citadas. La aparicion regular y abundante de este grupo de
hongos denota su importancia funcional relativa en el ecosistema. La
dispersion de estos hongos se realiza por fa ingestion de esporocarpos por
parte de micromamziferos e insectos principalmente (Maser et al. 1978; Maser
et al. 1985; Malajczuk et al. 1987; Blaschke y Baumler 1989). En este sentido,
se observaron numerosas excavaciones en el suelo de la plantacion durante
la época de produccién de esporocarpos, probablemente debidas a la
blusqueda de hongos hipogeos como fuente de alimento.

Un total de cuatro especies de hongos hipogeos (Hymenogaster
vulgaris, Melanogaster ambiguus, Rhizopogon subareolatus y
Tuber maculatum) mostraron una aparicidbn regular y abundante,
constituyendo la mayor parte de la produccion. En la Figura 2.1.(a) se
representa el nUmero de esporocarpos recolectados de cada una de las
cuatro especies de hongos hipogeos dominantes durante el periodo 1989-91
(afos en los que la recoleccion fue sistematica). La aparicion de esporocarpos
de hongos hipogeos se detecta sobre todo en los meses de octubre y
noviembre de cada afio, coincidiendo con la fructificaciébn de hongos epigeos.
La produccién de esporocarpos en primavera ocurre en todas las especies
entre abril y junio, aunque en nimero muy escaso. Estos resultados
contrastan con los obtenidos por Luoma et al. (1991) en bosques de abeto
de Douglas en Oregon, donde la produccion de esporocarpos de hongos
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TABLA 2.1.(a

Especies de hongos asociados a Pseudotsuga menziesii recolectados en
una plantacion de 40 afnos situada en el Parque Natural del Montseny (Girona)
durante los afios 1987-1991.

(*) : A-xxx : NOmero de aislamiento en coleccion
( + ) : No se dispone de aislamiento pero la especie puede aislarse
en cultivo puro
(- ) : No ha podido aislarse en cultivo puro

ESPECIES Y AUTORIDADES ANO AISLAMIENTO
COLECCION *)

Hongos epigeos

Amanita citrina (scrt)sF. Gray 1990 A-145
A. muscaria (L. exFr)Hooker 1991 (+)
A. pantherina (oc ex. Fr.)secr. 1990 A-149
Boletus pulverulentus opat 1990 A-146
Clitocybe gibba (ers. ex Fr.kummer 1990-91 (+)
Hebeloma sp. 1991 (+)
Laccaria amethystina (ot ex HookerMurr. 1991 (+)
Laccaria sp. 1990 (+)
Macrolepiota procera (scop. exFr.)sing. 1988 (+)
M. rhacodes vit)sing. 1991 (+)
Scleroderma verrucosum vail. ex pers. 1990 A-152
Thelephora terrestris Ennyr. 1990 (+)
Tricholoma caligatum vw.ricken 1988 (-)
T. saponaceum (. yummer 1988 A-121
Xerocomus chrysenteron (gun. exst am.Quel. 1988, 1990 A-119, A-147

Hongos hipogeos

Hymenogaster vulgaris Tu. 1989-81 (-)
Melanogaster ambiguus iy 1989-91 A-132
Rhizopogon subareolatus smin 1987-91 A-116, A-118
Tuber levissimum aixey 1989-90 (-)

T. maculatum vu. 1989-91 (-)

T. rufum picoexrr. 1989 (-)
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FIGURA 2.1.(a)

Abundancia estacional de esporocarpos de Rhizopogon subareolatus,
Hymenogaster vulgaris, Melanogaster ambiguusy Tuber maculatum
durante el periodo 1989-91 en una parcela de abeto de Douglas de 40 afios
situada en el Parque Natural del Montseny (Girona).

90 T T T | T T T T ] | T T

Rhizopogon subareolatus

-
o un o

T 1

0

772 2277772777777
1

1 ] {

(]
w
-

25 |- Hymenogaster vulgaris

| A A S S LSS S P A VS S SYYl)

-

5k
o | N
1 I ] T I I 1 1 |

40 I Melanogaster ambiguus R

30

20 -

NUMERO DE ESPOROCARPOS
wm
o

10 -

7z A

o
I
7
O
[

40 ] | } [ 1 ¥ i i i
35 b -
30 —
05 Tuber maculatum

20 —
15 - -
10 |-

S+ I -
oL 0 I
] 1 { 1 | i ] | i 1 | I

ENE FEB MAR ABR MAY JUN JUL AGO SEP OCT NOV DIC

MESES

NN : 1989 R 1920 [1: 1991



Hongos Asociados al Abeto de Douglas Seleccion de Hongos

hipogeos se produjo principalmente en primavera, a diferencia de los hongos
epigeos que fructificaron en otofio. Las fructificaciones de hongos hipogeos
observadas en la parcela de recoleccidn fueron abundantes en los afios 1989
y 1991, decreciendo sensiblemente en 1930.

El mayor nimero de esporocarpos encontrados correspondié a
Rhizopogon subareolatus, aunque todas las especies fructificaron en
mayor 0 menor grado durante los tres aflos de prospeccion. Esta especie
pertenece a la seccion Villosuli que comprende especies consideradas
especificas de abeto de Douglas (Molina y Trappe 1982a), por lo que su
introduccidn posiblemente se produjo a partir de plantas ya inoculadas en el
vivero de origen. El resto de las especies de hongos epigeos e hipogeos
recolectados no muestran especificidad hacia abeto de Douglas.

La mayoria de los géneros de hongos recolectados pueden asociarse
también con Fagus sylvatica (Trappe 1962a) que es la especie arb6rea
dominante de la zona. Segln Le Tacon et al. (1984), la presencia previa de
Fagus sylvatica en una zona de plantacion permite disponer de un grupo
de simbiontes no especificos que pueden asociarse posteriormente a
Pseudotsuga menziesii.

La falta de disponibiidad de suficientes esporas de hongos
ectomicorricicos, es uno de los factores limitantes en su utilizacibn como
indculo (Marx 1980). Sin embargo, la regularidad de fructificacion de los
hongos hipogeos y su elevada produccion de esporas por esporocarpo,

pueden hacer viable su uso en la inoculacién de viveros.

2.2 AISLAMIENTO Y CULTIVO DE HONGOS ECTOMICORRICICOS

El desarrollo de determinadas &reas de investigacion sobre las
ectomicorrizas ha sido posible gracias a la posibilidad de aislamiento y
manipulacion experimental de los hongos ectomicorricicos. Los estudios in
vitro de aislamientos han proporcionado informacién sobre procesos
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bioldgicos basicos de los hongos ectomicorricicos tales como los
requerimientos fisiolégicos de crecimiento, produccion de enzimas y
hormonas, interacciones con microorganismos patdégenos y pautas de
especificidad (Molina y Palmer 1982).

Los hongos ectomicorricicos se aislan normalmente del tejido del
esporocarpo, aunque también pueden obtenerse a partir de ectomicorrizas
desinfectadas superficialmente (Zak y Bryan 1963; Zak y Marx 1964; Zak
1971, 1973; Chu-Chou 1979), de esclerocios (Trappe 1969), y, en algin
caso, de esporas sexuales (Fries 1978, 1981; Fries y Birraux 1980).

Todos los aislamientos utilizados en este trabajo, excepto los
aislamientos de Cenococcum geophilum que provienen de micorrizas y
esclerocios, se obtuvieron de aislamientos a partir de esporocarpos siguiendo
la técnica descrita por Molina y Palmer (1982). Segun esta técnica, los
esporocarpos se recogen preferiblemente jovenes y en buen estado. A
continuacidn se identifican y se limpian cuidadosamente con un pincel en seco
para quitar el suelo adherido. Seguidamente, en camara de flujo laminar (o en
una camara lo mas limpia y aislada posible si se realiza en campo) se practica
una incision longitudinal de 1-2 mm de profundidad a lo largo de la superficie
del sombrero y a lo largo del pie en el caso de que el esporocarpo pertenezca
a los Agaricales, o rodeando el esporocarpo en el caso de los Gasteromicetos.
La incisidbn debe realizarse con un bisturi desinfectado. A continuacién se
separan las dos mitades del esporocarpo divididas por el corte, utilizando la
presion de los dedos. De este modo, queda al descubierto tejido no expuesto
al exterior ni contaminado por el bistur{. De este tejido no expuesto se toma
un fragmento utilizando un instrumento, previamente flameado y enfriado, que
puede ser una aguja o unas pinzas. Seguidamente, se siembra el tejido en
tubos o placas conteniendo medio nutritivo agarificado.

Los intentos de aislamiento deben hacerse de varios puntos del
esporocarpo, ya que existen zonas a partir de las cuales es mas facil obtener
el cultivo. Las zonas que han proporcionado mejores resultados para realizar
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aislamientos son: la parte inmediatamente superior a las laminas en
Agaricales, y el centro de la gleba en hongos hipogeos.

La obtencion de aislamientos para establecer la colecciéon de cultivos,
se ha realizado sistematicamente desde 1987. El nimero de intentos de
aislamiento para cada coleccidn de esporocarpos perteneciente a una especie
de hongo, ha sido en promedio de 10. Las siembras se han realizado en
tubos de vidrio de 90 x 13 mm. tapados con tapdn de rosca y conteniendo
3 ml. de medio Melin Norkrans modificado (en adelante MMN) (Tabla 2.2.(a)).
Esta formulacion corresponde a un medio semisintético, inicialmente creado
por Norkrans (1949) como un medio sintético, y posteriormente modificado
por Marx (1969).

La aparicién de micelio tras la siembra se puede observar en 2-3 dias
o, por el contrario, se puede producir a los 20-30 dias dependiendo del
hongo que se trata de aislar. Cuando el micelio en crecimiento se extendié por
el agar, se tom6 un fragmento de la zona de crecimiento y se transfirid a
tubos con medio fresco. A continuacion se les asignd un namero de cultivo
y, cuando el crecimiento era visible, se introdujeron en fa coleccion de cultivos.
Los ejemplares a partir de los cuales se obtuvieron los aislamientos se secaron
a 40°C, asignandoles un nimero de herbario para futuras referencias y
comprobaciones (Ammirati 1979). Los datos de recoleccidbn de cada
esporocarpo (fecha, localidad, elevacion y orientacion de la zona, tipo de
suelo y pH, vegetacién acompafante, etc.) se archivaron junto a los niUmeros
de herbario y de cultivo en una base de datos.

La coleccion de cultivos se mantiene refrigerada a 5°C para evitar un
crecimiento rapido y una transferencia frecuente a medio fresco. En estas
condiciones, se realiza la transferencia de toda la coleccién de cultivos cada
3 meses. Actualmente se dispone de una coleccién de unos 100 aislamientos
de hongos potencialmente ectomicorricicos. Los géneros de hongos
ectomicorricicos que han podido aislarse en cultivo puro en MMN y se
mantienen regularmente en coleccibn son Amanita, Boletus,
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Cenococcum, Hebeloma, Laccaria, Lactarius, Lyophyllum,
Melanogaster, Paxillus, Pisolithus, Rhizopogon, Scleroderma,
Suillus, Thelephora y Xerocomus.

TABLA 2.2.(a)

Composicién del medio Melin Norkrans (MMN) segin Marx (1969) modificado
por Molina y Palmer (1982).

NUTRIENTES MMN (AGAR) MMN (LIQUIDO)
CaCl, 0.050 g. 0.050 g.
NaCl 0.025 g. 0.025 g.
KH,PO, 0.500 g. 0.500 g.
(NH,),HPO, 0.250 g. 0.250 g.
MgSO0,.7H,0 0.150 g. 0.150 g.
Sequestrene (Geigy) 0.020 g. 0.020 g.
Thiamina HCI 100 ug. 100 ug.
Extracto de Malta 3.000 g. -
Glucosa 10.000 g. 2500 g.
Agar 156.000 g. -
Agua destilada Hasta 1000 ml. Hasta 1000 ml.
HCI 2% Acidificar a pH 5.5 Acidificar a pH 5.5

Los géneros que presentan mejor crecimiento en cultivo puro son
Laccaria, Lyophyllum, Rhizopogon, Suillus, Thelephora vy
Xerocomus. Los géneros Amanita, Cenococcum y alguna especie de
Hebeloma crecen bien aunque lentamente. Los géneros Paxillus,
Pisolithus y Scleroderma requieren transferencias a medio fresco
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frecuentes, posiblemente por la abundante produccién de metabolitos que
pueden llegar a resultar autotdxicos en el medio.

En la Figura 2.2.(a) se representa el crecimiento radial en placa de 9
aislamientos de hongos ectomicorricicos de la coleccion de cultivos, durante
un periodo de 35 dias en medio MMN. El crecimiento de Lyophyllum
decastes y Pisolithus tinctorius muestra un rapido inicio y una fase de
parada del crecimiento a partir de 20-25 dias, posiblemente debida al exceso
de metabolitos en el medio. Este factor debe tenerse en cuenta durante la
produccitn de indculo miceliar para evitar la posible pérdida de efectividad del
hongo tras periodos de incubacién del inGculo excesivamente largos.
Laccaria laccata, L. bicolor, Rhizopogon subareolatus, Suillus
collinitus y Thelephora terrestris crecieron rapidamente y mantuvieron -
la tendencia al crecimiento después de 35 dias en placa. Hebeloma
cylindrosporum y, sobre todo, H. sinapizans crecieron mas lentamente
aunque de manera constante durante todo el periodo de crecimiento.

Entre los hongos que se han perdido con relativa facilidad tras
sucesivas transferencias, se encuentran aislamientos de Boletus, Lactarius
y Melanogaster, todos ellos con crecimiento muy lento. Otros géneros no
han podido ser aislados aunque se han realizado repetidos intentos. Entre
éstos se encuentran Balsamia, GCantharellus, Cortinarius,
Elaphomyces, Genea, Hydnum, Hymenogaster, Hysterangium,
Russula, Terfezia y Tuber. La ausencia de aislamientos de éstos y otros
géneros de hongos ectomicorricicos se debe, probablemente, a la falta de
conocimientos sobre los requerimientos nutritivos que obtienen de las plantas
huéspedes y que no se encuentran en los medios de cultivo mas
frecuentemente utilizados para el aislamiento de hongos ectomicorricicos
(Molina y Paimer 1982).
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FIGURA 2.2.(a)

Crecimiento radial en medio MMN de nueve aislamientos de hongos
ectomicorricicos mantenidos en placa a 25°C durante 35 dias.
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2.3 SINTESIS DE ECTOMICORRIZAS EN CULTIVO PURO

El objetivo de este estudio es la determinacibn de la capacidad
simbiéntica de hongos supuestamente ectomicorricicos a partir de una
coleccibn de aislamientos obtenida, mayoritariamente, a partir de
esporocarpos recolectados en distintas zonas ecoldgicas, y asociados a
diferentes especies arbbreas. La informacion obtenida permitira la seleccion
de aquellos aislamientos que formen un elevado porcentaje de micorrizas con
abeto de Douglas para su posterior utilizacion en inoculaciones artificiales en
condiciones de vivero.

La técnica de sintesis de ectomicorrizas en cultivo puro fue
desarrollada inicialmente en los trabajos de Melin (1921, 1922, 1923, 1936,
citados por Molina y Palmer (1982)) para demostrar experimentalmente la
capacidad de formacidén de ectomicorrizas de determinados aislamientos
fangicos con hospedadores especificos en condiciones axénicas. La
informacién obtenida en este tipo de ensayos ha servido para complementar
las observaciones de campo de las asociaciones hospedador-hongo (Trappe
1962a) y ha permitido el estudio de aspectos fisiologicos importantes de la
simbiosis en condiciones controladas. Entre estos cabe citar la absorcion de
nutrientes y agua por parte del hongo simbionte y su traslocaciéon al
hospedador (Duddridge et al. 1980; Melin y Nilsson 1950, 1958), el
movimiento de fotosintatos desde el hospedador al hongo (Melin y Nilsson
1957), la produccién de reguladores del crecimiento (Graham y Linderman
1980; Slankis 1973), la transferencia de carbohidratos entre hospedadores
via hifas fungicas (Reid y Woods 1969), la proteccidn frente a patégenos de
la raiz (Marx y Davey 1968), los efectos de la temperatura en el desarrolio de
las micorrizas (Marx et al. 1970) y la especificidad y compatibilidad entre
hongo y hospedador (Molina 1979a, 1981; Molina y Trappe 1982a) entre
otros procesos.

Los resultados obtenidos mediante este procedimiento deben ser
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interpretados dentro del contexto de artificialidad de las condiciones
experimentales, limitando la extrapolacién de los resultados a las condiciones
naturales. Los resultados positivos son conclusivos para confirmar la
capacidad de una combinacién particular hospedador-hongo para formar
ectomicorrizas. Los resultados negativos, sin embargo, sugieren que la union
de los organismos es improbable aunque el resultado no puede considerarse
como definitivo. De cualquier modo, un resultado positivo debe confirmarse
con la observacion microscépica para confirmar la penetracion intercelular del
hongo en el cértex radicular (Molina y Palmer 1982).

La metodologia desarrollada inicialmente por Melin (1921) utilizaba
recipientes conteniendo arena estéril humedecida con solucién nutritiva. En su
interior se introducia una semilla germinada asépticamente y un cultivo
fangico. Posteriormente, Hacskaylo (1953) perfeccion6 el método utilizando
vermiculita, de mayor capacidad de aireacion y retencién de agua que la
arena. Marx y Zak (1965) estabilizaron el pH del substrato mediante la adicién
de turba finamente dividida.

Trappe (1967) utilizo recipientes que mantenian la parte aérea de la
planta en contacto con el aire exterior y la raiz en condiciones asépticas para
no limitar la disponibilidad de CO, que se producia en los otros sistemas.

Piché y Fortin (1982) utilizaron bolsas de plastico conteniendo un papel
secante y solucién nutritiva en condiciones no asépticas. De este modo, el
sistema radicular de la planta crece en un solo plano sobre la superficie del
papel y es faciimente observable. La formacion de micorrizas tiene lugar en
pocos dias. Entre los inconvenientes se encuentra la condicion no aséptica
del conjunto, la cual no permite el control de los microorganismos que pueden
variar entre experimentos, y la dificultad de controlar el grado de humedad y
disponibilidad de nutrientes en el papel.

Yang y Wilcox (1984) desarrollaron un método consistente en unos
tubos tapados con corcho y aireados con un tubo de vidrio que permitian a
la parte aérea de la planta el crecimiento en el exterior. El interior de los tubos
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se revestia de papel para cromatografia relleno de una mezcla de turba y
vermiculita humedecida con solucidn nutritiva. La planta se disponia entre la
pared del tubo y el papel, manteniendo la parte aérea en el exterior a través
de un agujero en el corcho.

Otros autores han utilizado un medio nutritivo agarificado donde crecen
juntos hongo y planta hospedadora en un contenedor de cristal (Mason 1980).
Este método ha resultado efectivo para la formacién de micorrizas en Betula
sp. con especies de Amanita, Laccariay Leccinum.

En Oregdn se disend un sistema que ofrece excelentes resultados
(Molina 1979a; Molina y Palmer 1982). Como recipientes se utilizan tubos de
vidrio de 300 x 38 mm en los que se afade un substrato compuesto por
vermiculita y turba, humedecido con medio liquido MMN (Marx 1969) vy .
tapado con un vaso invertido de vidrio. El conjunto se autoclava a 120°C
durante 15 minutos. Durante este proceso, el liquido queda incorporado
totaimente al substrato permitiendo la existencia de numerosas cavidades que
mantienen aireada la mezcla. Posteriormente, se introduce la semilla
previamente desinfectada superficialmente y germinada. El hongo puede ser
introducido al mismo tiempo que la semilla o antes en el caso de hongos de
crecimiento muy lento. La inoculacién consiste en la transferencia de discos
de micelio obtenidos de colonias creciendo en medio agarificado o de cultivos
liquidos. Las condiciones ambientales de los tubos pueden ser variadas,
aungue ha de evitarse el calentamiento del sistema radicular por lo que ha
dado buenos resultados la utilizacidbn de un tanque lleno de agua corriente
continuamente renovada, donde se colocan los tubos para enfriar el substrato
y las raices, mientras que la parte aérea estd expuesta una fuente de
iluminacién de 11.000 lux durante 15 horas al dia (Molina y Palmer 1982).

Aunque el niOmero de especies de hongos asociados a abeto de
Douglas se supone muy elevado (Trappe 1977), se requiere una demostracion
experimental para determinar la capacidad simbiontica de un aislamiento. La

Tabla 2.3.(a) recoge la bibliografia existente en la que se ha demostrado la
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TABLA 2.3.(a)

Revision bibliogréfica de las especies de hongos ectomicorricicos asociadas
experimentalmente a abeto de Douglas (Pseudotsuga menzijesii (Mirb.)Franco).

ESPECIE DE HONGO

TIPO DE
EXPERIENCIA

REFERENCIA

Amanita muscaria
Astraeus pteridis
Boletus sp.
Cantharellus cibarius
Cenococcum geophilum
Cortinarius croceifolius
C. sanguineus

C. semisanguineus
Endogone flammicorona
Fuscoboletinus aeruginascens
Gastroboletus subalpinus
Hebeloma cylindrosporum
H. crustuliniforme
Inocybe corydalina

1. geophylla

l. jurana

I. maculata

/. xanthomelas

Laccaria bicolor

L. laccata

Lactarius deliciosus

L. sanguifluus
Leccinum manzanitae
Melanogaster intermedius
Paxillus involutus
Piloderma byssinum
Pisolithus tinctorius
Poria terrestris
Rhizopogon sp.

R. colossus

R. villosulus

R. vinicolor

Russula ochroleuca
Scleroderma bovista

S. citrinum

S. hypogaeum

Suillus brevipes

S. cavipes

S. grevillej

S. lakey

S. subolivaceus
Thelephora terrestris
Tricholoma flavovirens
Truncocolumella citrina
Tuber sp.

Zelleromyces gilkeyae

Inoculaciébn con esporas
Sintesis cultivo puro
Comparacién cultivos
Asociacibn con micorriza
Sintesis cultivo puro
Asociacibn con micorriza
Asociacibn con micorriza
Asociaciébn con micorriza
Inoculacién con esporas
Sintesis cultivo puro
Sintesis cultivo puro
Inoculacién vivero
Sintesis cultivo puro
Inoculacién con esporas
Asociacibn con micorriza
Inoculacién con esporas
Inoculacidn con esporas
Asociacion con micorriza
Inoculacién vivero
Inoculacién vivero
Sintesis cultivo puro
Asociacidbn con micorriza
Sintesis cultivo puro
Sintesis cultivo puro
Sintesis cultivo puro
Asociacién con micorriza
Inoculacién experimental
Asociacién con micorriza
Comparacion cultivos
Sintesis cultivo puro
Asociacibn con micorriza
ldentificacién micelio
Identificacién micorriza
Inoculacidn con esporas
Identificacibn micorriza
Slntesis cultivo puro
Sintesis cultivo puro
Sintesis cultivo puro
Sintesis cuitivo puro
Sintesis cultivo puro
Sintesis cultivo puro
Inoculacién vivero
Sintesis cultivo puro
Sintesis cultivo puro
Inoculacidn con esporas
Sintesis cultivo puro

Chu-Chou y Grace 1981
Trappe 1967

Chu-Chou y Grace 1983
Froidevaux 1975
Trappe 1962b

Zak 1969b

Zak 1969b

Zak 1969b

Fassi y Palenzona 1969
Molina y Trappe 1982a
Molina y Trappe 1982a
Le Tacon y Valdenaire 1980
Trappe 1967

Chu-Chou y Grace 1981
Froidevaux 1975
Chu-Chou y Grace 1981
Chu-Chou y Grace 1981
Zak 1969b

Hung 1984

Trappe y Strand 1969
Molina y Trappe 1982a
Zak 1969b

Molina y Trappe 1982a
Molina y Trappe 1982a
Laiho 1970

Froidevaux 1975

Marx 1977b

Zak 1969a

Chu-Chou y Grace 1983
Trappe 1967

Acsai y Largent 1983
Zak 1971

Jansen y De Nie 1988
Chu-Chou y Grace 1981
Jansen y De Nie 1988
Moiina y Trappe 1982a
Motina y Trappe 1982a
Molina y Trappe 1982a
Molina y Trappe 1982a
Molina y Trappe 1982a
Trappe 1967

Trappe y Strand 1969
Molina y Trappe 1982a
Molina y Trappe 1982a
Chu-Chou y Grace 1981
Molina y Trappe 1982a
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formacidn de ectomicorrizas de abeto de Douglas con distintas especies de
hongos ectomicorricicos, incluyendo el método utilizado que consiste en la
sintesis en cultivo puro en la mayoria de los casos. En la citada tabla,
Unicamente se incluye la primera referencia cronoldgica para cada especie de
hongo probada.

2.3.1 Material y métodos

Las semillas de abeto de Douglas que se utilizaron en los ensayos de
sintesis de ectomicorrizas fueron importadas del estado de Oregon (origen
261, lote n= 313-1980). Las semillas se desinfectaron superficialmente con
H,0, (30%) siguiendo los siguientes pasos:

-1. Lavado con agua corriente durante 12 horas.

-2. Mantener en agitacion con agua y Tween 20 durante 1 hora.
-3. Lavado en agua corriente durante 1 hora.

-4. Inmersion en H,0, en agitador durante 1 hora.

-5. Lavado con 2 litros de agua destilada estéril.

Durante los procesos de desinfeccidn, las semillas se mantuvieron en
un recipiente de plastico perforado en la base para sumergirlo en los
sucesivos liquidos.

Posteriormente a la desinfeccion, las semillas se introdujeron para su
germinacion en viales de vidrio conteniendo agar malta (Difco) al 2%. Cuando
las plantulas presentaban una radicula de unos 2 cm. de longitud, se
transfirieron al interior de tubos de vidrio esterilizados que contenian una
mezcla de 110 ml. de vermiculita y 20 ml. de turba humedecida con medio
liquido MMN, segin la técnica descrita por Molina y Palmer (1982)
modificada con doble cantidad de turba para acidificar el sustrato hasta pH 5.
La vermiculita (Asfaltex, grado 3) fue previamente tamizada con luz de 5 mm.
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recogiendo la parte gruesa, mientras que la turba (Floratorf 300 no fertilizada)
fue tamizada con luz de 1 mm. recogiendo la parte fina.

Los aislamientos probados en este ensayo provienen, en su mayor
parte, de esporocarpos recolectados en distintas zonas del norte de Espana
asociados a diversas especies arbOreas. Parte de los cultivos fueron obtenidos
a partir de una coleccién procedente de Estados Unidos (Oregon State
University Culture Collection) o a través de intercambios con el Reino Unido
(University of Surrey) e ltalia (Istituto Sperimentale per la Patologia Vegetale).

Un mes después de la siembra, se comprobd la ausencia de
contaminantes en los tubos y se inocularon con un homogeneizado miceliar
de las diferentes especies de hongos a probar. El indculo se obtuvo mediante
una trituradora con recipiente metalico esterilizable (Waring blendor) -
conteniendo agua destilada a la que se afadieron colonias de 25 dias de
hongos ectomicorricicos que se sembraron previamente en MMN agarificado.
La homogeneizacion de las colonias se realizé por trituracion a alta velocidad
durante 20 s. y se dispensdé el contenido a razdn de 12 ml. de
homogeneizado por tubo de sintesis. En total se prepararon 5 repeticiones
para cada aislamiento probado y se mantuvieron durante un periodo medio
de tres meses en un aparato de sintesis, en el que las temperaturas de
exposicion del sistema radicular no sobrepasaron los 25°C y la intensidad
luminica se mantuvo alrededor de 150 wmol.s™.m? mediante tubos
fluorescentes "cool white" de alta intensidad, con un fotoperiodo de 16 horas.

Al final del periodo de crecimiento, las plantas se extrajeron
cuidadosamente del tubo de sintesis y se lavaron con agua corriente. El
sistema radicular se examind bajo el estereomicroscopio a 40X y se tomaron
datos sobre el porcentaje de raices cortas micorrizadas respecto al total de
raices cortas (infectadas y no infectadas). La confirmacion de la infeccion se
realiz6 mediante observacion de la red de Hartig al microscopio. Una parte del
substrato se sembré en placas de MMN para detectar posibles contaminantes
y reaislar el hongo originalmente introducido. Las micorrizas obtenidas a partir
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de cada hongo probado fueron fotografiadas y posteriormente fijadas en FAA
(formalina - acido acético - etanol) para referencias futuras.

2.3.2 Resultados

En total se probaron 48 aislamientos correspondientes a 36 especies
de hongos. Un total de 24 especies (32 aislamientos) formaron ectomicorrizas
en las condiciones experimentales establecidas (Tabla 2.3.(b)). Un total de 15
especies (16 aislamientos) formaron un porcentaje de micorrizas superior al
50% de las raices cortas. La mayoria de los aislamientos crecieron
rapidamente y de manera homogénea en el sustrato (Laccaria spp,
Paxillus involutus, Pisolithus tinctorius, Rhizopogon spp.,
Scleroderma citrinum, Suillus spp.) mientras que otros crecieron
desarrollando densas agrupaciones de micelio irregularmente localizadas
(Amanita spp., Cenococcum geophilum, Melanogaster
broomeianus). El género Lactarius desarrolld un caracteristico micelio
muy ténue apenas visible a simple vista con hifas laticiferas mas gruesas y
de color blanco.

La abundancia y aparicién de ectomicorrizas varid marcadamente de
forma inter- e intraespecifica. De las cuatro especies de Amanita probadas,
A. aspera, dos aislamientos de A. muscaria y A. rubescens formaron
micorrizas, siendo esta Gltima especie la que desarrolld un mayor porcentaje
de infeccion. A. citrina no formé micorrizas

Cenococcum geophilum A-144 formd un bajo porcentaje de
micorrizas y mantuvo un crecimiento muy lento en el tubo de sintesis.

Las dos especies de Hebel/oma probadas mostraron una capacidad
formadora de micorrizas muy elevada, a pesar del lento crecimiento de H.
sinapizans (Figura 2.2.(a)). Laccaria spp. mostro un excelente crecimiento
y capacidad de formar ectomicorrizas con abeto de Douglas. L. bicolory L.
laccata formaron un porcentaje de micorrizacion superior al 90 %.
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TJABLA 2.3.(b)

Resultados de los ensayos de sintesis de ectomicorrizas en cultivo puro
realizados con abeto de Douglas inoculado con cultivos [iquidos de distintas
especies de hongos.

ESPECIE N¢ LOCALIDAD ESPECIE %
CULT. ASOC. MIC.
(*)

Amanita aspera A-48 Oviedo Q.rob 33
A. citrina A-145 Girona A.gra |10
A. muscaria A-17 Pontevedra C.sat 40
A. muscaria A-124 Girona A.gra 18
A. rubescens A-148 Girona F.syl 93
Boletus edulis A-39 Oviedo P.syl
B. erythropus A-45 Oviedo F.syl
B. pulverulentus A-146 Girona P.men 0
C. geophilum A-144 Girona F.syl 20
Cortinarius purpurascens A-14 Pontevedra C.sat 0
Hebeloma cylindrosporum S-20 UK. ? 92
H. sinapizans A-126 Barcelona P.abi 80
Laccaria bicolor $-238 U.S.A. L.occ 94
L. laccata A-127 Girona Q.ile 100
Lactarius deliciosus A-81 Oviedo P.pin 0
L. deliciosus A-120 Girona P.pin 0
L. deliciosus A-159 Barcelona P.pin 16
L. rufus A-34 Oviedo P.syl 22
Lyophyllum decastes A-71 Oviedo P.rad g0
Melanogaster ambiguus A-132 Girona P.men 30
Paxillus involutus A-87 Pontevedra C.sat 67
Pisolithus tinctorius A-93 Girona Q.sub 94
Rhizopogon colossus S-148 U.S.A. P.men 25
R. ellenae 8974 U.S.A. P.pon 0
R. hawkeri $-274 U.S.A. P.men 64
R. hawkeri 7433 US.A. ? 53
R. luteolus A-5 Pontevedra P.pin
R. luteolus A-106 Pontevedra P.pin

(...) Continta
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TABLA 2.3.(b)
Continuacion.
ESPECIE Ne LOCALIDAD ESPECIE %
CULT. ASOC. MIC.
*)

R. mutabilis S-483 U.SA. ? 42
R. occidentalis 7544 U.SA P.pon 0
R. roseolus A-7 Oviedo P.rad 30
R. roseolus A-96 Tarragona P.syl 25
R. roseolus M-1 Murcia P.hal 58
R. roseolus M-2 Albacete P.pin | 14
R. subareolatus A-116 Girona P.men 95
R. subcaerulescens E-138 US.A. A.gra 0
R. ventricisporus A-97 Tarragona P.syl 0
R. vulgaris A-56 Oviedo P.rad 54
R. vulgaris A-98 Pontevedra P.pin 23
R. vulgaris A-101 Pontevedra P.pin 12
Scleroderma citrinum A-37 Oviedo C.sat 76
Suillus bovinus A-75 Pontevedra C.sat 70
S. bovinus A-21 Oviedo P.rad 17
S. collinitus 11 ITALIA P.nig 73
S. luteus A-33 Oviedo P.rad 10
Tricholoma saponaceum A-121 Gerona P.men 0
Xerocomus chrysenteron A-119 Gerona P.men 0
X. chrysenteron A-147 Gerona P.men 0

(*)

A.gra: Abies grandis
C.sat: Castanea sativa
F.syl: Fagus sylvatica
L.occ: Larix occidentalis
P.abi: Picea abies

P.hal: Pinus halepensis
P.men: Pseudotsuga menziesii
P.nig: Pinus nigra

P.pin: Pinus pinaster
P.pon: Pinus ponderosa
P.rad: Pinus radiata
P.syl: Pinus sylvestris
Q.ile: Quercus ilex
Q.rob: Quercus robur
Q.sub: Quercus suber
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Lactariusdeliciosus A-159y Lactarius rufus, consideradoscomo
asociados al género Pinus, formaron un porcentaje bajo de ectomicorrizas
con abeto de Douglas en las condiciones ensayadas. Se probaron también
otros dos aislamientos de L. deliciosus con resultados negativos.

Lyophillum decastes form& un elevado porcentaje de micorrizas y
mostrd un buen crecimiento, al igual que Paxillus involutus, Pisolithus
tinctorius y Scleroderma citrinum.

De los 18 aislamientos de Rhizopogon probados en un total de 11
especies, todos los pertenecientes a la seccién Villosuli (R. colossus, R.
hawkeri, R. mutabilisy R. subareolatus) formaron micorrizas, siendo R.
subareolatus la especie que formé un porcentaje mas alto. Las especies
pertenecientes a la seccibn Amylopogon (R. ellenae y R..
subcaerulescens) no formaron micorrizas, mientras que de las especies
pertenecientes a la seccién Rhizopogon (R. luteolus, R. occidentalis,
R. roseolus, R. ventricisporusy R. vulgaris), inicamente R. roseolus
Y R. vulgaris formaron ectomicorrizas.

Las tres especies de Suillus probadas formaron micorrizas. S.
collinitus y el aislamiento A-75 de S. bovinus formaron un porcentaje de
micorrizas superior al 50%.

No se observé formacion de ectomicorrizas en Boletus spp.,
Cortinarius purpurascens, Tricholoma saponaceum ni Xerocomus
chrysenteron.

A continuacidbn se describen macroscoOpicamente las micorrizas
formadas en abeto de Douglas mediante sintesis en cultivo puro. Inicialmente
se indica el periodo de tiempo transcurrido desde la inoculacidén con el cultivo
liquido del hongo hasta la lectura del experimento. Los numeros de cultivo
corresponden a los aislamientos probados. En el caso de que se hayan
probado varios aislamientos, la descripcion corresponde al primero. Los
hongos subrayados indican que su capacidad de formar micorrizas con abeto

de Douglas no habia sido descrita anteriormente.
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Amanita aspera (Fr.)Hooker. A-48

Periodo de crecimiento: 100 dias

Elementos simples de color blanco brillante y aspecto algodonoso con micelio
compacto en la superficie formando un entramado de hifas visible al
estereomicroscopio. Recubrimiento miceliar abundante en raices laterales.
Rizomorfas muy escasas y finas de color blanco. Crecimiento local y lento del
micelio en el tubo de sintesis.

Amanita muscaria (L. ex Fr.)Hooker. A-17 (A-124)

Periodo de crecimiento: 120 dias

Elementos simples y de aspecto engrosado, con superficie blanca-beige
brillante y lisa con escaso micelio emergente. Cordones miceliares abundantes
en la base de las micorrizas recubriendo parcialmente las raices laterales.
Recubrimiento miceliar parcial en raices laterales. Crecimiento escaso del
micelio en el tubo de sintesis, formando zonas blancas locales con micelio

denso y bien visibles.

Amanita rubescens (Pers. ex Fr.)Gray. A-148

Periodo de crecimiento: 124 dias

Elementos simples o ramificados, de color blanco-beige brillante y superficie
lisa aterciopelada. Presencia de rizomorfas blancas, de aspecto delicado y
escasas aunque bien visibles en la base de las micorrizas y dispersas por el
substrato del tubo de sintesis. Micelio ténue y poco visible en el substrato.

Cenococcum geophilum Fr. A-144

Periodo de crecimiento: 125 dias

Elementos simples, de color negro brillante y recubiertos de filamentos
hirsutos y gruesos. Presencia de micelio negro recubriendo localmente
algunas zonas de las raices laterales. No se aprecian rizomorfas. Presencia
de escasos esclerocios negros y recubiertos de hifas negras hirsutas
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alrededor de algunas micorrizas. Micelio negro locaimente visible en el tubo

de sintesis.

Hebeloma cylindrosporum Romagn. S-20

Periodo de crecimiento: 100 dias

Elementos simples de color blanco sucio a beige brillante y aspecto
algodonoso con la capa de micelio externa faciimente desprendible.
Abundante micelio externo laxo y algodonoso alrededor de las micorrizas.
Presencia de micelio blanco recubriendo las raices laterales y parte de la
principal. No se detectaron rizomorfas. Abundancia de micelio en el tubo de
sintesis apelmazando el substrato alrededor de las raices.

Hebeloma sinapizans (Paulet ex Fr.)Gill. A-126

Periodo de crecimiento: 90 dias

Elementos simples, de color blanco brillante y con abundante micelio externo
blanco recubriendo la micorriza completamente. Recubrimiento de micelio en
raices laterales. No se aprecian rizomorfas. Presencia de abundante micelio
en el tubo de sintesis aunque poco aparente.

Laccaria bicolor (R. Mre.)Orton. S-238

Periodo de crecimiento: 60 dias

Elementos simples o ramificados. Superficie lisa ligeramente aterciopelada de
color blanco a anaranjado o marrén claro con reflejos violdceos en las puntas
en algunos casos (generalmente en micorrizas jovenes). Micelio externo muy
tenue y poco visible. No se aprecian rizomorfas. Micelio abundante en el tubo

de sintesis aunque poco aparente.
Laccaria laccata (Scop. ex Fr.)Bk. e Br. A-127

Periodo de crecimiento: 93 dias
Elementos simples o ramificados, lisos, de color rosado a anaranjado en
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ocasiones con reflejos violaceos. Micelio externo ténue hialino. Sin rizomorfas.
Abundante crecimiento del micelio en el tubo aunque poco aparente por el

aspecto laxo e hialino.

Lactarius deliciosus Fr. A-159

Periodo de crecimiento: 134 dias

Elementos simples, lisos, de color verde oscuro y sin micelio externo visible.
No se aprecian rizomorfas. Sin recubrimiento miceliar de raices laterales.
Presencia de micelio muy ténue y laxo en el tubo de sintesis juntamente con
abundantes hifas gruesas de color blanco conteniendo latex.

Lactarius rufus (Scop.)Fr. A-34

Periodo de crecimiento: 84 dias

Elementos simples, lisos y de color marrdn rojizo. No se aprecia recubrimiento
de micelio alrededor de las raices laterales ni rizomorfas. Micelio muy tenue
y apenas visible en el interior del tubo de sintesis.

Lyophyllum decastes (Fr.)Sing. A-71

Periodo de crecimiento: 108 dias

Elementos simples o pinnados de color blanco sucio. Aspecto granuloso con
abundante micelio externo. Raices laterales recubiertas de micelio. No se
aprecian rizomorfas. Crecimiento del hongo abundante, rapido y visible en el

tubo de sintesis.

Melan ster ambiguus (Vitt.)Tul. A-132

Periodo de crecimiento: 93 dias

Elementos simples, con aspecto aterciopelado, de color marrén dorado.
Rizomorfas muy abundantes y largas, de igual color que el manto, recubriendo
toda la raiz. Crecimiento del hongo en el tubo muy lento aunque aparente por

la densidad del micelio.
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Paxillus involutus (Batsch)Fr. A-87

Periodo de crecimiento: 90 dias

Elementos simples, aterciopelados y de color blanco sucio. Abundante micelio
externo de color marrén claro. No se apreciaron rizomorfas. Crecimiento

denso del micelio en el interior del tubo.

Pisolithus tinctorius (Pers.)Coker & Couch. A-93

Periodo de crecimiento: 107 dias

Elementos simples o ramificados, en ocasiones alargados y con formas

retorcidas. Aspecto brillante liso o aterciopelado si se observa con aumento

por la laxa disposicion de la trama de hifas del manto. Color amarilio intenso.

Rizomorfas abundantes de color amarillo, gruesas y ramificadas. Crecimiento -
denso y abundante del micelio en el interior del tubo. En ocasiones, se forman

esclerocios redondeados con rizomorfas.

Rhizopogon colossus Smith. S-148

Periodo de crecimiento: 120 dias

Elementos simples, con superficie algodonosa blanco-beige de aspecto
deshilachado. No se observan rizomorfas. Presencia de hifas marrones de
pared gruesa intercaladas en el manto. Micelio abundante visible en el tubo de
sintesis.

Rhizo on hawkeri Smith. S-274 (74

Periodo de crecimiento: 74 dias

Elementos simples, alargados, de aspecto algodonoso y de color blanco con
manto facilmente desprendible. Al microscopio se observan hifas gruesas de
color marrén oscuro intercaladas en el manto. Rizomorfas de escasas a
abundantes, marrones y ramificadas. Crecimiento escaso de hongo en el tubo.
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Rhizopogon mutabilis Smith. S-483

Periodo de crecimiento: 90 dias

Elementos simples, algodonosos y de color blanco. Micelio externo blanco y
abundante recubriendo las raices laterales. Se aprecian hifas gruesas
marrcnes caracteristicas en el manto. Rizomorfas no detectadas. Buen
crecimiento del hongo en el tubo de sintesis.

Rhizo on roseolus rda)Hollos. A- M-1, M-2, A-7

Periodo de crecimiento: 90 dias

Elementos simples, en ocasiones muy largos por transformacién de una lateral
en crecimiento. Aspecto algodonoso o granuloso de color blanco y con
abundante micelio externo fino y denso con escaso recubrimiento radicular.
Formacion aparentemente en estado inicial. No se aprecian rizomorfas.
Abundante crecimiento miceliar en el tubo.

Rhizopogon subareolatus Smith. A-116

Periodo de crecimiento: 82 dias

Elementos simples o pinnados de aspecto algodonoso y color blanco intenso,
con abundante micelio externo blanco que llega a recubrir las raices laterales
y principal. Presencia abundante de hifas gruesas marrones intercaladas en
el manto y bien visibles al microscopio. Este mismo tipo de hifas puede
observarse en el interior del peridio de los esporocarpos. Rizomorfas
abundantes, marrones y ramificadas. Colonizacién del tubo de sintesis muy
visible y rapida.

Rhiz on vulgaris (Vitt.)M. Lange. A-56 (A-9

Periodo de crecimiento: 90 dias

Elementos simples, de superficie algodonosa con abundante micelio externo
blanco. Recubrimiento miceliar abundante en raices laterales y principal.
Rizomorfas abundantes de color blanco y ramificadas. Micelio abundante y
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visible en el tubo.

Scleroderma citrinum Pers. A-37

Periodo de crecimiento: 119 dias

Elementos simples, de color blanco brillante y superficie lisa recubierta de
abundante micelio externo blanco. Recubrimiento miceliar a lo largo de
laterales y raiz principal. Cordones miceliares abundantes de color blanco.

Crecimiento del micelio muy visible en el tubo de sintesis.

Suillus bovinus (L. ex Fr.)O. Kuntze. A-75 (A-21)

Periodo de crecimiento: 140 dias

Elementos simples, de color blanco brillante y recubiertas de abundante.
micelio externo de aspecto compacto. Abundante recubrimiento miceliar de la
raiz principal y laterales. Rizomorfas abundantes, de color blanco vy
ramificadas. Presencia de abundante micelio blanco muy visible en el tubo de
sintesis.

Suillus_collinitus (Fr.)O. Kuntze. I-1

Periodo de crecimiento: 80 dias
Elementos simples de color anaranjado claro y de aspecto liso con micelio
externo blanco escaso. No se aprecian rizomorfas. Abundante y denso micelio

blanco visible en el tubo de sintesis.

Suillus luteus (L. ex Fr.)S.F. Gray. A-33

Periodo de crecimiento: 136 dias
Elementos simples, lisos y de color miel, con micelio externo ténue y escaso.
Aspecto inmaduro. Recubrimiento de micelio escaso en raices laterales. No

se aprecian rizomorfas.
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2.3.3. Discusion

Los ensayos de sintesis de ectomicorrizas en cultivo puro han
permitido realizar una seleccién de los aislamientos que pueden formar
ectomicorrizas con abeto de Douglas. Se ha demostrado la formacién de
ectomicorrizas de un total de 14 especies (20 aislamientos) que no habian
sido descritas anteriormente. De estas especies, se habia observado
previamente la asociacidn en campo con abeto de Douglas en Amanita
aspera, Lactarius rufus, Rhizopogon roseolus y Suillus luteus
(Trappe 1962a), aunque la formaciébn de ectomicorrizas no habia sido
demostrada experimentalmente (Tabla 2.3.(a)). Un total de 8 de las 14 nuevas
asociaciones demostradas formaron un porcentaje de micorrizas superior al
50 %.

Los aislamientos probados incluyeron 14 especies de plantas
hospedadoras distintas. Muchos hongos asociados a especies arbbreas
frecuentes en Europa formaron ectomicorrizas con abeto de Douglas,
demostrando que esta especie puede ser infectada por hongos
ectomicorricicos ya existentes en el suelo. Este aspecto es de gran
importancia para su utilizacién en reforestacidbn en Europa (Le Tacon et al.
1984).

Entre las especies recolectadas con abeto de Douglas y probadas en
sintesis, Unicamente los hongos hipogeos formaron micorrizas en las
condiciones ensayadas. En este grupo de hongos, cabe destacar la
consistencia entre las asociaciones micorricicas de Rhizopogon spp.
pertenecientes a la seccion Villosuli (Smith y Zeller 1966) con abeto de
Douglas. R. roseolusy R. vulgaris pertenecientes a la seccidn Rhizopogon
son especies consideradas como ectomicorricicas de Pinus sp. (Molina y
Trappe 1982a), aungue mostraron una cierta afinidad con abeto de Douglas
con una marcada variabilidad infraespecifica.

La variabilidad entre cepas de una misma especie en el porcentaje de
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micorrizas formado, ha sido observada en la practica totalidad de las especies
probadas. En Lactarius deliciosus se han encontrado cepas formadoras
y no formadoras de ectomicorrizas con abeto de Douglas. Sin embargo, en
la mayoria de especies se ha observado una gradacién en el porcentaje de
micorrizas formado por los distintos aislamientos. La variacién ecotipica entre
cepas de la misma especie puede ser tan marcada como las diferencias entre
especies (Trappe 1977) por lo que la seleccién debe realizarse a nivel de
cepa.
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3. TECNICAS DE INOCULACION DE ABETO DE DOUGLAS EN
CONTENEDOR

El manejo integrado de las micorrizas y los microorganismos del suelo
puede constituir un factor importante en programas de reforestacion (Perry
et al. 1987). Sus tres principales componentes son:

1. Proteccion de la comunidad microbiana indigena del suelo (incluyendo
a los hongos ectomicorricicos) y evaluacibn de las necesidades de
inoculacién. Este componente incluye el estudio de los factores gue influyen
en la formacién de micorrizas por hongos indigenas en las zonas alteradas, |
como el balance entre la mortalidad y aporte de propagulos, establecimiento
de plantas huésped y diversidad de especies fungicas. Igualmente se debe
realizar un seguimiento de la formacidén de micorrizas y su relacién con el
crecimiento y supervivencia de la planta.

2. Integracion de las técnicas de inoculacion en el manejo de viveros. La
presencia natural de ectomicorrizas en viveros forestales tecnificados puede
ser erratica y principalmente constituida por hongos adaptados a las
condiciones de vivero, pero posiblemente poco eficaces en las condiciones de
las zonas de trasplante. Los programas de inoculacion se deben dirigir hacia
un objetivo concreto, ya sea incrementar el crecimiento o la uniformidad de la
planta en vivero, la resistencia a enfermedades, su supervivencia en
condiciones adversas, o0 incrementar su crecimiento en plantaciones rutinarias.
Cada objetivo requiere la utilizacidn de estrategias distintas. Los programas de
inoculacibn con hongos seleccionados y adaptados a las zonas de
reforestacion constituyen una de las formas de aplicacidn de la tecnologia de
las micorrizas en viveros y el objetivo de estudio en este capitulo.
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3. Necesidades de investigacibn para una mejor comprension de las
interacciones entre los hongos ectomicorricicos, las plantas huéspedes y el
ambiente. La investigacidn futura debe incluir la micorrizosfera y el ecosistema
en conjunto, considerando el estudio de las adaptaciones de los hongos
ectomicorricicos a factores ambientales particulares, las interacciones entre
plantas y los procesos que ocurren en la zona de influencia de las raices
(rizosfera) y las micorrizas (micorrizosfera), y el papel de las micorrizas y otros
microorganismos en la estructura y procesos del ecosistema, particularmente
en los ciclos de nutrientes, estructura del suelo e interacciones entre plantas.

Los objetivos de este capitulo se encuadran dentro de la aplicacion de
la tecnologia de las micorrizas en la produccion de plantas destinadas a
reforestacion y son: la puesta a punto de técnicas de inoculacion de abeto de .
Douglas producido en contenedor con hongos ectomicorricicos
seleccionados, la evaluacion del porcentaje de colonizacién radicular y la
determinacion de la dosis 6ptima de aplicacion.

La primera parte del capitulo se dedica a la revisién de las condiciones
de crecimiento Optimas para el desarrollo de las plantas de abeto de Douglas
producidas en contenedor y para el establecimiento de los hongos simbiontes
introducidos.

Los ensayos de inoculacidn se realizaron con tres tipos de indculo:

- In6culo vegetativo o miceliar. Este tipo de in6culo permite la
utilizacion de hongos previamente seleccionados en funcidn de su
capacidad de formacién de ectomicorrizas en cuitivo puro con abeto de
Douglas y su facilidad de mantenimiento en cultivo. La formacion de
ectomicorrizas en cultivo puro proporciona una informacién basica para
determinar la capacidad simbiftica de un aislamiento con una
determinada especie arb6rea en condiciones éptimas. Sin embargo, la
formacioén de ectomicorrizas en condiciones de vivero dependera de

multiples factores entre los que se encuentran la capacidad del hongo
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para sobrevivir a la manipulacién que conlleva la produccion de indculo
y su aplicaciébn, asi como las practicas viveristas que se realizaran a
lo largo del ciclo de produccidn de las plantas.

- Indculo miceliar incluido en gel de alginato. Esta técnica permite
proteger al inbculo mediante la inclusidn de micelio en un gel de
alginato polimerizado. La protecciébn permite una mejor conservacion

del hongo vy facilita su dosificacion.

- Inéculo en forma de esporas. La recoleccion sistematica de
esporocarpos de determinados hongos ha permitido la seleccién de
aquellas especies recolectadas con regularidad en distintos bosques y
plantaciones. La recoleccidbn se ha centrado basicamente en hongos
hipogeos que producen un gran nimero de esporas y se encuentran
frecuentemente asociados al abeto de Douglas. Sin embargo, se han
utilizado también como fuente de indculo algunos Gasteromicetos
epigeos. Algunos de estos hongos no han podido ser aislados en
cultivo puro, pero la confirmacidn de su capacidad micorricica fue
realizada a partir de la inoculacibn con sus esporas de la planta
huésped apropiada.

La utilizaciéon optima del indculo requiere la realizacion de estudios de
dosis para determinar la cantidad m1inima de indculo requerida para maximizar
el porcentaje de micorrizacion. Los estudios de dosis se han realizado con los
tres tipos de inbculo para establecer dosis dptimas de aplicacion.
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3.1 PRODUCCION DE ABETO DE DOUGLAS EN CONTENEDOR

Tipo de contenedor

Los ensayos de inoculacion se han realizado en contenedores root-
trainers Spencer-Lemaire (Spencer 1974) fabricados en Canada, modelo
Sherwood de 175 cc de capacidad. Este tipo de contenedores consisten en
dos mitades de plastico rigido negro con cuatro celdas que se cierran a
modo de libro delimitando cuatro compartimentos. Las paredes estan
recorridas por surcos que guian a las raices hacia la parte inferior, cuya
exposicion al aire permite la autopoda del sistema radicular. Este sistema
previene la espiralizacion radicular (Hiatt y Tinus 1974).

Substrato

El substrato de crecimiento se ha elaborado a partir de una mezcla de
turba y vermiculita. Este tipo de substrato tiene ventajas econdmicas y
funcionales (Phipps 1974). Entre sus principales caracteristicas se

encuentran:

- ligereza de peso, o que permite facilidad de operacion.

- uniformidad en la composicién, precio relativamente bajo y facilmente
disponible.

- relativamente libre de plagas y enfermedades.

- elevada capacidad de intercambio catidnico.

- elevada capacidad de almacenamiento de agua, con lo cual se
requiere menor frecuencia de irrigacion.

- pH &cido.

- buena aireacién y drenaje, lo que favorece el desarrollo de las raices
cortas (Ruark et al. 1982) .
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La turba utilizada procede del musgo Sphagnum sp. y no tiene ningin
fertilizante afiadido. Este tipo de turba tiene una gran capacidad de retencién
de agua y es la mas adecuada para su utilizacibn como substrato de
contenedores (Armson y Sadrieka 1974; Brix y van den Driessche 1974;
Hellum 1975).

La vermiculita es un material micaceo que se expande a altas
temperaturas (1100°C), formando unas particulas que encierran pequefas
cavidades de aire. Quimicamente es un silicato de magnesio, aluminio y hierro
hidratado. Cuando est4 expandida es muy ligera (100-140 kg. / m®) de
reaccion neutra y con buena capacidad tampén. Tiene ademas una elevada
capacidad de intercambio catidnico con lo que puede almacenar nutrientes y
liberarlos lentamente.

La mezcla de turba y vermiculita se ha realizado en la proporcién 1:1
(v:v) con la que se han obtenido buenos resultados en el desarrollo de la
mayoria de especies de coniferas (Barnett 1974; Tinus 1974). El pH final de
la mezcla es de 5.5, favorable para el crecimiento de la mayoria de hongos
ectomicorricicos (Hung y Trappe 1983).

Irrigacién

El riego se ha realizado de forma manual en funcién de las necesidades
de la época de crecimiento. El exceso o defecto de agua puede reducir la
formaciéon de raices finas del abeto de Douglas (Ruark et al. 1982). La
sobreirrigacion produce la formacién de raices de agua, de aspecto carnoso
y engrosado con ausencia de pelos radiculares. La produccion de este tipo de
raices no es deseable, ya que se descomponen rapidamente después del
trasplante e impiden la formacidn de raices cortas susceptibles de ser
transformadas en ectomicorrizas (Dixon et al. 1983).

La composicién del agua de riego se ha analizado para determinar la

formulacién de la solucidén nutritiva. El resultado del analisis se representa en
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la Tabla 3.1.(a).

TABLA 3.1.(a)

Andlisis del agua de riego utilizada en los ensayos de inoculaciéon de plantas
producidas en contenedor.

DETERMINACION RESULTADO METODO ANALITICO
pH 7.80 POTENCIOMETRICO
Cond. Elect. a 25°C 1.101 mS/cm CONDUCTIMETRICO
Nitratos (NOj) 1.2 meq./l. ELECTROQUIMICO
Sulfatos (S0O,*) 2.33 meq./I. COLORIMETRICO
Cloruros (CI") 2.44 meq./I. VAL. AMPEROMETRICA
Bicarbonatos (HCO;’) 6.0 meq./l. VOLUMETRICO
Carbonatos (CO;) 0.0 meq./l. VOLUMETRICO
Potasio (K*) 0.05 meq./I. FOTOMETRIA DE LLAMA
Calcio (Ca®*) 8.71 meq./I. ABSORCION ATOMICA
Magnesio (Mg®*) 2.01 meq./I. ABSORCION ATOMICA
Sodio (Na*) 1.97 meq./I. FOTOMETRIA DE LLAMA

Fertilizacion

Los hongos ectomicorricicos estan adaptados a condiciones de baja
fertilizacion tipicas de suelos forestales. Los niveles elevados de fertilizacion
en viveros pueden inhibir la formacion de ectomicorrizas en algunas especies
de hongos. Se ha comprobado en Pisolithus tinctorius que la formacion
de ectomicorrizas se reduce a niveles elevados de fertilizante NPK soluble
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(Marx et al. 1977b; Crowley et al. 1986; Danielson et al. 1984; Dixon et al.
1985; Ekwebelam y Reid 1983; Maronek et al. 1981; Maronek et al. 1982;
Marx et al. 1982; Pope y Chaney 1984; Ruehle 1980b; Ruehle y Wells 1984;
Rupp y Mudge 1985). Otros hongos como Laccaria laccata y
Rhizopogon vinicolor son poco sensibles a niveles elevados de fertilizante
soluble y han sido introducidos con éxito en viveros comerciales sin necesidad
de alterar el régimen normal de fertilizacidn (Castellano et al. 1985; Danielson
et al. 1984; Hung y Molina 1986b; Molina y Chamard 1983; Tyminska et al.
1986).

El tipo de fertilizante también puede influir en el desarrollo de las
micorrizas. Los fertilizantes de liberacion lenta pueden reducir la micorrizacion
producida por Rhizopogon vinicolor, mientras que los fertilizantes solubles
no han mostrado ningln efecto inhibidor en esta especie (Castellano et al.
1985).

En general es preferible el nitrtbgeno en forma de amonio que en forma
de nitrato (Bledsoe y Zasoski 1983; Littke et al. 1984; Harley y Smith 1983).
El nitrato incrementa el pH del medio, mientras que el amonio lo disminuye. La
mayoria de los hongos ectomicorricicos requieren condiciones acidas, por
lo que la fertilizaciobn con nitrato afectara negativamente a los hongos
sensibles a valores elevados de pH.

La fertilizacién de las plantas se ha realizado con un fertilizante soluble
NPK (Kristalon 17-6-18, Shell). Este fertilizante se ha combinado con otros dos
preparados solubles a base de quelatos: Fetrilon 13 (Basf) y Hortrilon (Basf)
para proporcionar hierro y micronutrientes respectivamente. Las
composiciones de estos fertilizantes se representan en la Tabla 3.1.(b).

La aplicacion de los fertilizantes se ha realizado cada tres semanas a
partir de un mes después de la siembra, combinando 2.15 g. de Kristaion,
0.24 g. de Hortrilon y 0.18 g. de Fetrilon por litro de fertilizante preparado con
agua corriente. De esta solucién se dispensaron 10 ml. por planta. El aporte
de nutrientes por planta en cada fertilizacidn se representa en la Tabla 3.1.(c).
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TABLA 3.1.(b)

Composicién de los fertilizantes solubles utilizados en la produccién de plantas

de abeto de Douglas en contenedor.

ELEMENTO KRISTALON (NPK) HORTRILON FETRILON
N 5.1 % (NOy)
11.9 % (NH,*)
P 6.0 % (P,0;)
K 18.0 % (K,0)
Fe 5.0 % 13.0 %
Mg 3.0 %
Mn 2.5%
Zn 0.5 %
Cu 0.01 % 2.5 %
B 0.025 % 0.5 %
Mo 0.001 % 0.5 %
TABLA 3.1.(c)
Aporte de nutrientes por planta en cada fertilizacién (en mg.).
ELEMENTO KRISTALON HORTRILON FETRILON TOTAL
(NPK)
N 3.65 3.65
P 1.29 1.29
K 3.87 3.87
Fe 0.12 0.23 0.35
Mg 0.07 0.07
Mn 0.06 0.06
Zn 0.01 0.01
Cu 0.002 0.06 0.062
B 0.005 0.01 0.015
Mo 0.0002 0.01 0.0102
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Este grado de fertilizacion es relativamente bajo (aproximadamente la mitad
de la dosis estandar de viveros en contenedor recomendada por Owston
(1974)). Esta dosificacién ha sido utilizada por Castellano et al. (1985) para
abeto de Douglas producido en contenedor e inoculado con Rhizopogon
spp., con resultados positivos en la formacidn de ectomicorrizas.

Condiciones ambientales

La plantas se mantuvieron en un médulo de invernadero con paredes
de cristal, sombreado con malla blanca (40 %) y con control de temperatura
y humedad. La temperatura se establecié en un rango de 25°C como maximo
y 20°C como minimo, que resulta adecuado para el desarrollo de plantas de
abeto de Douglas (Heninger y White 1974). La humedad relativa se mantuvo
siempre por encima del 40 %.

La intensidad luminica de saturacion para el abeto de Douglas se sitta
alrededor de 800 umol.s™.m? (Krueger y Ruth 1969). La intensidad de luz
solar en el invernadero medida un dia claro de Julio a las 12:00 (hora solar)
es de unos 772 umol.s™.m? en el rango 400 - 700 nm. .

La utilizaciébn de sistemas de luces suplementarias se adoptd para
alargar el periodo vegetativo durante los meses de otofio e invierno, evitando
la entrada de la planta en dormicion.

La induccidn de la dormicién puede evitarse por tres sistemas (Tinus
y McDonald 1979):

- extensidn del fotoperiodo
- interrupcion del periodo de oscuridad (2-5 horas)
- realizacion de breves interrupciones de luz cada 5-30 min. a lo largo

del periodo de oscuridad.

En la producciéon experimental de plantas en épocas de fotoperiodo
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inferior a 16 horas, se utilizaron lamparas de sodio de alta presion. La
disposicidn espacial de las lamparas se realizd6 de manera que la intensidad
de luz minima en cualquier punto de la banqueta del invernadero no fuera
inferior a 200 pmol.s™.m™. en el rango 400-700 nm. Este tipo de lAmparas
tiene un maximo a 590 nm., con niveles aceptables de infrarrojo y nulos de

ultravioleta.

Formacion de raices cortas

El sistema radicular de las plantas consiste en raices morfologica y
funcionalmente distintas. En la mayoria de arboles esta constituido por una
raiz principal de tendencia geotrbpica y sus ramificaciones laterales con
tendencia al plagiotropismo o sin tendencia geotrdpica (Wilson 1970).

Wilcox (1964) clasifics las raices en raices largas o laterales y raices
cortas o finas. Las raices largas tienen el apice puntiagudo y su vida es
relativamente larga, llegando incluso a formar parte de la masa radicular
permanente. Slankis (1958) propuso que las auxinas excretadas por los
hongos micorricicos eran traslocadas a las raices largas, determinando la
secuenciay la frecuencia de las raices largas y cortas producidas. Las raices
cortas tienen los apices redondeados en la mayoria de las especies, se
elongan lentamente y suelen ser de vida corta. Este tipo de raices constituye
la zona de establecimiento principal de los hongos ectomicorricicos (Wilcox
1967), aunque su presencia puede extenderse a las raices largas (Wilcox
1968).

La expectativa de vida de las raices cortas oscila entre pocos dias en
raices no micorrizadas y varios afos en raices micorrizadas (Hermann
1977). Este factor se considera importante en el aumento de la efectividad en
la captacién de agua y nutrientes en plantas micorrizadas frente a las no
micorrizadas, ya que las raices cortas permanecen activas durante un
periodo de tiempo mas largo (Bowen y Theodorou 1967).
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El crecimiento radicular de las plantas esta regulado inicialmente por un
control genético y, posteriormente, por un complejo conjunto de factores entre
los que se encuentran parametros ambientales, estado nutricional de la raiz
y parte aérea, y reguladores del crecimiento (Hermann 1877). Por
consiguiente, la extensibn del sistema radicular puede variar
considerablemente para la misma especie en condiciones diferentes.

El desarrollo del sistema radicular del abeto de Douglas en las
condiciones de crecimiento descritas ha sido estudiado para determinar el
modelo de produccion de raices cortas desde el momento de la germinacion.
Este factor es de gran importancia para predecir el tiempo que transcurre
entre la inoculacion del hongo en el momento de la siembra y la formacién de
raices cortas susceptibles de ser micorrizadas. Los datos obtenidos han sido -
utilizados para coordinar el momento de la inoculaciébn con esporas con la
produccién de raices cortas y para interpretar los resultados de las
inoculaciones miceliares. La producciobn de raices cortas desde la
germinacion se ha modelizado graficamente en funciébn de los grados de
temperatura acumulados sumando las temperaturas medias de cada dia
desde el inicio del experimento (Figura 3.1.(a)).

Los datos obtenidos indican que la formacién de raices cortas no se
produce hasta un mes después de la siembra. Este periodo es
considerablemente largo en comparacion con los valores obtenidos para
Pinus pinaster en ensayos paralelos en condiciones idénticas (R. Perrin,
comunicacion personal).
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FIGURA 3.1.(a)

Modelo de formacién de raices cortas en Pseudotsuga menziesii en funcién de los
grados de temperatura acumulados sumando la temperatura media diaria desde el
momento de la germinacién. Cada valor representa la media de cinco repeticiones. Se
representan los intervalos de confianza para las medias (lineas mas préximas a la curva
de regresidn) y para los valores de prediccion (lineas mas alejadas de la curva) para un
limite de confianza del 99%. Los valores residuales frente a los valores de x se
representan en el grafico inferior como medida del ajuste de los datos.
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3.2 INOCULACIONES MONOESPECIFICAS

En este apartado se incluyen los ensayos sobre inoculaciones de abeto
de Douglas en contenedor con aislamientos de hongos ectomicorricicos
seleccionados y con esporas. En todos los métodos probados, se utilizara
una dnica especie de hongo ectomicorricico aplicada a distintas dosis. La
determinacion de la dosis minima de inbculo para obtener el maximo
porcentaje de raices cortas infectadas, constituye una informacion basica
para mantener al minimo los costes de la inoculacién.

3.2.1 INOCULO MICELIAR

El inéculo miceliar ha sido especialmente recomendado por varios
autores por su eficacia para especies de hongos que crecen bien en cultivo
puro (Shemakhanova 1962; Bowen 1965; Mikola 1973; Marx 1977a; Trappe
1977; Marx 1980). Este método permite la seleccidon previa de los
aislamientos por distintos parametros fisioldgicos y operativos, aunque el
crecimiento lento de los hongos ectomicorricicos en cultivo puro hace dificil
la obtencion de micelio suficiente para llevar a cabo la inoculacién de un vivero
comercial a gran escala (Trappe 1977; Marx y Kenney 1982).

Los métodos de inoculacidon con micelio de hongos ectomicorricicos,
han sido probados experimentalmente con los aislamientos seleccionados
previamente por habitat, localidad geografica, especies asociadas, crecimiento
en cultivo y capacidad de formacion de ectomicorrizas en cultivo puro. La
produccién de inéculo se ha realizado en un substrato de turba-vermiculita
(inbculo vegetativo) y mediante la inclusién en un gel de alginato.
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3.2.1.1 In6culo vegetativo

La utilizacién de un soporte fisico fertilizado para el crecimiento del
hongo y su incorporacion posterior al substrato o suelo del vivero, ha
constituido un método clasico para la produccién y aplicacidén de inéculo de
hongos ectomicorricicos. Moser (1958) utilizb este método en Austria para
la produccién de Suillus plorans en un substrato de turba humedecida con
solucién nutritiva. Esta misma técnica fue utilizada posteriormente para
Suillus placides, S. grevillei, S. aeruginascens, Paxillus involutus,
Phlegmacium glaucopus, Amanita muscariay Lactarius porninsis
(Moser 1959a, 1963). También en Austria, Golb (1975) utilizé micelio cultivado
en granos de cereales esterilizados que posteriormente mezclaba con turba
enriquecida con nitrégeno y carbohidratos. Mediante este método se produjo
inbculo de Suillus plorans, S. grevillei, Boletinus cavipes, Amanita
muscariay Hebeloma crustuliniforme.

La técnica de Moser fue modificada en Argentina por Takacs (1967),
quien utilizd como substrato de crecimiento una mezcla de granos de cereales
germinados y turba, enriquecidos con solucidn nutritiva, para la produccién de
inéculo de Amanita verna, Suillus granulatus, S. luteus, Hebeloma
crustuliniforme, Russulasp., Sclerodermaverrucosumy S. vulgare.
Theodorou (1967) y Theodorou y Bowen (1970) utilizaron una mezcla de
vermiculita, salvado y maiz, enriquecida con solucidn nutritiva para la
produccidn de inéculo de Rhizopogon luteolus, Suillus granulatus, S.
luteus y Cenococcum geophilum. Hacskaylo y Vozzo (1967) utilizaron
en Estados Unidos la técnica general descrita por Moser (1963) para la
produccién de inéculo de Cenococcum geophilum, Corticium bicolor,
Rhizopogon roseolus y Suillus cothuranatus en un substrato de turba
y vermiculita enriquecido con solucidn nutritiva. Le Tacon y Valdenaire (1980)
utilizaron inoculo de Hebeloma cylindrosporum y Boletus granulatus
producido en turba y vermiculita para la inoculacion de viveros franceses.
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Marx (1980) prob6 varios métodos para la produccién de in6culo de
Pisolithus tinctorius, Thelephora terrestris y GCenococcum
geophilum. La produccidén en substratos a base de granos de cereales
presentd muchos problemas de contaminaciones con hongos saprofitos y
patdgenos tras la incorporacién del in6culo al suelo. La produccion de indculo
en un substrato de turba y vermiculita humedecido con medio I1quido MMN
ofrecid excelentes resultados. Marx y Bryan (1975) utilizaron las proporciones
de 1400 ml. de vermiculita y 50 ml. de turba mezcladas y humedecidas con
750 ml. de MMN |iquido en recipientes de cristal autoclavables que permitian
el mantenimiento de la humedad del substrato. La incorporacién del hongo
como cultivo iniciador del indculo, puede realizarse afiadiendo discos de
micelio extraidos a partir de colonias creciendo en agar 0 mediante cultivos -
Iiquidos. El tiempo de incubacion para hongos de crecimiento rapido se sitlia
entre los 2 y 3 meses, aunque algunos hongos de crecimiento lento como
Cenococcum geophilum pueden tardar hasta 10 meses en colonizar el
substrato (Marx y Kenney 1982). Antes de incorporar el inbculo al substrato,
algunos autores recomiendan lavarlo con agua para eliminar el exceso de
nutrientes (Marx 1980) y secarlo para eliminar el exceso de agua (Marx y
Rowan 1981).

La produccidon de indculo vegetativo comercial fue desarrollada
inicialmente para Pisolithus tinctorius (Marx 1980, Smith 1982). El in6culo
producido tenia como caracteristicas la proteccion del micelio en las
particulas de turba y vermiculita, un pH entre 4.5 y 6, niveles bajos de
contaminacién bacteriana y fingica probablemente debida a la manipulacién
durante el lavado y secado, y niveles bajos de glucosa residual. Actuaimente
se produce inGculo comercial de Pisolithus tinctorius en bolsas de plastico
conteniendo una mezcla de turba y vermiculita con una proporcion de
nutrientes ajustada para ser totalmente consumida por el hongo, eliminando
asi la necesidad de lavar y secar el indculo (Marx et al. 1991).

La produccibn de indculo vegetativo comercial de hongos
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ectomicorricicos en Estados Unidos fue iniciada en 1976 para Pisolithus
tinctorius por el "Institute for Mycorrhizal Research and Development" (IMRD)
y "Abbott Laboratories’, North Chicago, lllinois. La serie de estudios
cronolégicos entre 1977 y 1980 que llevaron a la produccién de inbculo
comercial de Pisolithus tinctorius y a su aplicacibn en viveros fue
publicada por Marx et al. (1982) para viveros en contenedor y por Marx et al.
(1984b) para viveros a raiz desnuda. Posteriormente, una sociedad
especializada en la produccién de champifiones (Sylvan Spawn Laboratory)
inici6 la produccién de inéculo vegetativo de P. tinctorius que fue
comercializado en 1984 por Mycorr Tech, Inc. en la Universidad de Pittsburgh
en Pennsylvania. En 1987 se inocularon 5 millones de pinos con este tipo de
inéculo.

En Francia, los objetivos de la produccion de inbculo vegetativo
comercial son dos: la produccion de plantas para reforestacion inoculadas con
Laccaria bicolor y Hebeloma crustuliniforme, y la produccidn de
plantas inoculadas con Svuillus granulatus para la obtencién de
esporocarpos comestibles (Le Tacon et al., 1988). La compania francesa
Somycel (también especializada en la produccion de champifiones) inici6 la
produccién de inbéculo del hongo ectomicorricico Laccaria bicolor. La
Sociedad Forestar comercializd el inbculo en 1989 bajo etiqueta del INRA,
aunque la produccidn se detuvo posteriormente por problemas en la calidad
del in6culo producido.

El estudio que se expone a continuacidbn se ha disefado para
establecer la efectividad de la inoculacién de abeto de Douglas, producido en
contenedor, con indculo vegetativo obtenido a partir de distintos hongos
ectomicorricicos seleccionados, y aplicado a distintas dosis.

3.2.1.1.1 Material y Métodos

Para la produccién de plantas se utilizaron semillas de abeto de
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Douglas origen 261 (lote n= 313-1980) procedentes de Oregon (EE.UU.). Las
semillas se lavaron durante 12 horas con agua corriente y se desinfectaron
superficialimente con H,0, 30% durante 30 minutos en agitacion.
Posteriormente, se lavaron con agua corriente y se colocaron en pequefios
grupos en el interior de bolsas de plastico cerradas durante 35 dias a 5°C
para su estratificacion.

El indculo vegetativo se produjo a partir de aislamientos de hongos
ectomicorricicos previamente seleccionados por su capacidad de formacién
de ectomicorrizas en cultivo puro (Tabla 2.2.(a)). Los aislamientos utilizados
y los datos de recoleccibn se presentan en la Tabla 3.2.1.(a). Los
esporocarpos a partir de los que se realizaron los aislamientos se encuentran
depositados en la micoteca del Centro de Cabrils del IRTA (Ctra. de Cabrils -
s/n., 08343 Cabrils (Barcelona)).

Los aislamientos flngicos se cultivaron durante un mes en placas de
Petri con medio MMN agarificado. Seguidamente, se tomaron las colonias con
un escalpelo estéril y se introdujeron en el recipiente metalico esterilizado de
un homogeneizador Waring blender con 150 ml. de agua destilada estéril. Las
colonias se trituraron durante 10 s. y se obtuvo un homogeneizado miceliar
para cada especie que constituyd el cultivo liquido iniciador para la
produccién de indculo.

La preparacion del indculo se realizd en botellas de Pyrex de 2 I. con
tapdn de rosca a las que se anadieron 1100 ml. de vermiculita y 100 ml. de
turba mezcladas de manera homogénea y humedecidas con 600 ml. de MMN
I quido ajustado a pH 5.5. Estas proporciones representan una modificacion
de la técnica descrita por Marx y Bryan (1975), adaptada a las caracteristicas
particulares de los substratos y recipientes utilizados. Las botellas preparadas
de este modo, se autoclavaron durante 20 minutos a 120°C y 1 Kg./m? de
presion. Al final de la esterilizacién, toda la parte liquida quedd incluida en
el interior de las particulas de vermiculita, formando pequefias cavidades de
aire entre las particulas. Estas condiciones facilitan el desarrollo del hongo.
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TABLA 3.2.1.(a)

Aislamientos de hongos ectomicorricicos utilizados para la produccién de

indculo vegetativo.

ESPECIE Ne LOCALIDAD | ANO ESPECIE
CULT RECOL. | ASOC. *

Hebeloma cylindrosporum S-20 UK. ? ?
H. sinapizans A-126 | Barcelona 1990 P.abi
Laccaria bicolor S-238 US.A. 1982 L.occ
L. laccata A-127 | Girona 1989 Q.ile
Lyophyllum decastes A-71 Oviedo 1986 P.rad
Paxillus involutus A-87 Pontevedra 1986 C.sat
Pisolithus tinctorius A-93 Girona 1986 Q.sub
R. roseolus A-96 Tarragona 1987 P.syl
R. subareolatus A-116 | Girona 1987 P.men
R. vulgaris A-56 Oviedo 1986 P.rad
Suillus bovinus A-75 Pontevedra 1986 C.sat
S. bovinus A-21 Oviedo 1985 P.rad
S. collinitus I-1 ITALIA 1990 P.nig

(*) C.sat: Castanea sativa, L.occ: Larix occidentalis, P.abi: Picea abies, P.men:
Pseudotsuga menziesii, P.nig: Pinus nigra, P.rad: Pinus radiata, P.syl: Pinus
sylvestris, Q.ile: Quercus ilex, Q.sub: Quercus suber

La introduccidn de los cultivos Iiquidos iniciadores se efectud unos
dias después de autoclavar las botellas, tras comprobar la ausencia de
contaminantes mediante transferencia de particulas del substrato a placas con
MMN. Se dispensaron unos 10 ml. de suspensién miceliar por botella que
contenian cantidades variables de micelio en funcién de la densidad y tamafio
de las colonias formadas. Las botellas inoculadas se mantuvieron en una

87



Inoculaciones Monoespecificas Técnicas de Inoculacién

incubadora a 25°C hasta que todo el substrato habia sido colonizado por el
hongo (entre uno y tres meses). Cada botella produjo alrededor de un litro de
indculo al final del periodo de incubacion.

Los contenedores utilizados para el crecimiento de las plantas fueron
root-trainers Spencer-Lemaire de 175 cc. de capacidad. El substrato de
crecimiento se produjo a base de una mezcla de turba Floratorf 300 tamizada,
y vermiculita (Asfaltex) grado 2 (1:1, v:v) previamente esterilizada en autoclave
a 120°C y 1 Kg./cm? de presion durante una hora. El pH de la mezcla tras
autoclavar era de 5.5.

Los contenedores se llenaron con una mezcla de indculo y substrato
combinados en diferentes proporciones para establecer diferentes dosis de
aplicacion. Las combinaciones probadas fueron 1:4, 1:8, 1:16 y 1:32 (vuv,
inbculo:substrato) y controles no inoculados. La mezcla se realizb a mano,
distribuyendo el inéculo de manera homogénea en el substrato. Una vez
preparado el substrato inoculado, se distribuyd en los contenedores y se
introdujeron dos semillas de abeto de Douglas en cada contenedor para
asegurar la germinacion (el lote de semillas utilizado presentd una germinacion
del 93% tras 35 dias de estratificacion). Una vez sembradas las semillas, se
cubrieron superficialmente con una fina capa de substrato. El nUmero total de
contenedores preparados fue de 32 por cada dosis probada.

Tras la germinacion, se mantuvieron todos los contenedores con una
sOla planta, extrayendo las sobrantes en los contenedores en los que
germinaron las dos semillas, colocandose en un invernadero cuyas
condiciones fisicas, asi como las practicas de manejo ya fueron descritas en
la seccion 3.1.

Las plantas se mantuvieron en crecimiento activo entre 14 y 30
semanas, cambiando peridédicamente su situacién en la banqueta para evitar
la exposicidn prolongada a distintos microambientes que pudieran interferir en
los resultados. Al final de cada periodo de crecimiento, se tomaron datos

sobre altura de las plantas, diametro basal, peso seco de la parte aérea y
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radicular y nUmero de raices cortas infectadas respecto al nUmero total de
raices cortas formadas en un total de 20 plantas tomadas al azar en cada
tratamiento.

Los resultados obtenidos para cada aislamiento probado se sometieron
a un analisis de la varianza de una via. En todos los andlisis se comprobé la
distribucién normal y la homogeneidad de las varianzas del error experimental.
Los datos de porcentajes de ectomicorrizas fueron modificados por
transformaciéon angular (arco seno v porcentaje /100)) previamente al analisis,
para homogeneizar la varianza del error experimental (Snedecor y Cochran
1980). Las diferencias entre medias fueron detectadas por el test de rango
multiple de Tukey (P < 0.05). En el caso en que los datos no cumplieran las
condiciones de normalidad y homogeneidad de varianzas, se analizaron
mediante la prueba no paramétrica de Kruskal-Wallis.

3.2.1.1.2. Resultados

De las 13 cepas de hongos ectomicorricicos probadas, Unicamente
formaron ectomicorrizas Hebeloma sinapizans A-126, Laccaria bicolor
S-238, L. laccata A-127 y Lyophyllum decastes A-71 en las condiciones
ensayadas. Todos los hongos probados crecieron bien durante la produccidn
de inéculo. La colonizacidn total del substrato en este periodo tuvo lugar en
un tiempo que oscilé entre un mes en Pisolithus tinctoriusy Rhizopogon
spp., Yy tres meses en el caso de Hebeloma sinapizans.

La formacidon de micorrizas en Hebeloma sinapizans A-126 se
representa en la Figura 3.2.1.(a). Todas las dosis probadas (1:4, 1:8, 1:16 y
1:32 (viv, indculo:substrato)) se mostraron efectivas y no se detectaron
diferencias significativas entre ellas. El porcentaje de micorrizacién obtenido
fue muy elevado (entre el 70 y el 80 % de las raices cortas infectadas). Las
plantas inoculadas con esta especie no mostraron diferencias significativas
con los controles en los parametros de crecimiento medidos (Figura 3.2.1.(a)),
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aunque se detecté una tendencia a la disminucién del tamafo de la parte
aérea en las plantas inoculadas frente a los controles.

El tiempo de incubacién del in6culo de Laccaria bicolor S-238
requerido para que el hongo colonizara todo el substrato fue de dos meses.
Este aislamiento form& micorrizas a todas las dosis probadas (1:4, 1:8y 1:16
(v:v, inéculo:substrato)). No se detectaron diferencias significativas entre dosis,
aunque se observo una tendencia al incremento de la micorrizacién al bajar
la dosis de inéculo (Figura 3.2.1.(b)). El porcentaje de micorrizacion obtenido
oscild entre el 40-50% de las raices cortas infectadas. Las plantas no
mostraron diferencias de crecimiento significativas respecto a los controles,
aunque se observd una ligera disminucion de la biomasa radicular y del
diametro basal en la dosis 1:4 (Figura 3.2.1.(b)).

El inbculo de Laccaria laccata A-127 se utilizb tras dos meses de
incubacidn. Este aislamiento formd micorrizas a todas las dosis probadas (1:4,
1:8 y 1:16 (v:v, in6culo:substrato). El porcentaje de ectomicorrizas aument6
de una manera lineal al aumentar la dosis de inéculo, mostrando diferencias
significativas entre la dosis maxima y las dos dosis menores. Las plantas
inoculadas con la dosis 1:4 mostraron un maximo de micorrizacion de un 50
% de las raices cortas infectadas (Figura 3.2.1.(c)). Las plantas inoculadas
mostraron una ligera disminucién de los parametros de crecimiento, excepto
en la altura, al aumentar las dosis de inéculo. Las plantas inoculadas con la
dosis 1:4 mostraron un desarrollo en altura significativamente mayor que las
plantas controles, aunque su didametro basal fue significativamente menor
(Figura 3.2.1.(c)).

El tiempo de incubacidn del inéculo de Lyophyllum decastes A-71
fue de dos meses. Todas las dosis probadas (1:4, 1:8, 1:16 y 1:32 (viv,
inGculo:substrato) resultaron efectivas en la formacion de ectomicorrizas y no
se encontraron diferencias significativas entre ellas. El porcentaje de
ectomicorrizas formado fue muy bajo y oscild entre el 10 - 20% de las raices
cortas infectadas (Figura 3.2.1.(d)). Las plantas inoculadas mostraron una

90



Inoculaciones Monoespecificas Técnicas de Inoculacién

FIGURA 3.2.1.(a)

Crecimiento y colonizacion del sistema radicular de plantas de abeto de Douglas
inoculadas con inéculo vegetativo de Hebeloma sinapizans A-126.
Periodo de crecimiento tras inoculacién: 18 semanas.

DOSIS ALTURA DIAMETRO | PESO SECO (9)
INOCULO (v:v) (cm) BASAL(mm) | AEREO RAIZ TOTAL

1:4 20.7 ab 220 a 1.06 a 0.47 a 1.53 a
1:8 19.4 a 2.17 a 1.07 a 0.49 a 1.56 a
1:16 22.0 ab 2.24 a 1.27 a 0.46 a 1.73 a
1:32 20.7 ab 214 a 1.07 a 0.45a 1.53 a
CONTROL 23.1b 2.39a 1.20 a 0.49 a 1.69 a

100

90

80

o
o2

o
a

—o—

70

60

50

40

% micorrizas

30

20

10

a

IIIllllllllIllllllllrllllllllll’llllllllllllllIllllr
ll'lllllllll'lllllllllIlllllllIllllllllllllllllllllL

! ! ! 1 1 ! 1 ] |
0 1:32 1:16 1:8 1:4

Dosis inoculo (v:v)

Los valores que comparten la misma letra en el grafico, y dentro de la misma columna en la tabla,
no son significativamente distintos por el test de Tukey (P < 0.05). Las barras representan el error

estandar interno de la media de 20 plantas.
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FIGURA 3.2.1.(b)

Crecimiento y colonizacion del sistema radicular de plantas de abeto de Douglas
inoculadas con indculo vegetativo de Laccaria bicolor S-238.
Periodo de crecimiento tras inoculacidon: 28 semanas

DOSIS ALTURA DIAMETRO PESO SECO (9)

INOCULO (v:v) (cm) BASAL(mm) | AEREO RAIZ TOTAL

1:4 25.6 b 3.05a 1.54 a 0.83 a 2.37 a

1:8 21.0a 3.54 b 1.40 a 1.26 b 2.66 a

1:16 23.0 ab 3.43 ab 1.56 a 1.09 ab 3.65 a

CONTROL 23.1 ab 3.65b 1.73 a 1.26 b 2.99 a
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Los valores que comparten la misma letra en el grafico, y dentro de la misma columna en la tabla,
no son significativamente distintos por el test de Tukey (P < 0.05). Las barras representan el error

estandar interno de ia media de 20 plantas.
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FIGURA 3.2.1.(c)

Crecimiento y colonizacion del sistema radicular de plantas de abeto de Douglas
inoculadas con in6culo vegetativo de Laccaria laccata A-127.
Periodo de crecimiento tras inoculacidén: 28 semanas.

DOSIS ALTURA DIAMETRO | PESO SECO {9)
INOCULO (v:v) (cm) BASAL(mm) | AEREO RAIZ TOTAL
1:4 277 b 3.21a 1.79 a 0.97 a 2.77 a
1:8 26.0b 3.39 ab 1.78 a 1.11a 2.90 a
1:16 23.9 ab 3.68b 1.75a 1.25a 3.00 a
CONTROL 23.1a 3.65b 1.73 a 1.26 b 2.99 a
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Los valores que comparten la misma letra en el grafico, y dentro de la misma cofumna en la tabla,
no son significativamente distintos por el test de Tukey (P < 0.05). Las barras representan el error
estandar interno de la media de 20 plantas.
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FIGURA 3.2.1.(d)

Crecimiento y colonizacion del sistema radicular de plantas de abeto de Douglas
inoculadas con inéculo vegetativo de Lyophyllum decastes A-71.
Periodo de crecimiento tras inoculacién: 14 semanas.

DOSIS ALTURA DIAMETRO | PESO SECO (9)
INOCULO (v:v) (cm) BASAL(mm) | AEREO RAIZ TOTAL
1:4 15.3 ab 1.88 a 0.64 ab 0.31 ab 0.95 ab
1:8 16.4 b 2.04 a 0.79 b 0.37 ab 1.16 ab
1:16 14.1 ab 1.79 a 0.64 ab 0.37 ab 1.01 ab
1:32 12.3 a 1.70 a 0.49 a 0.29 a 0.79 a
CONTROL 15.5 ab 2.09a 0.84 a 0.44 b 1.28 b
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Los valores que comparten la misma letra en el grafico, y dentro de la misma columna en la tabla,
no son significativamente distintos por el test de Tukey (P < 0.05). Las barras representan el error
estandar interno de la media de 20 plantas.
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menor biomasa que las plantas control, siendo estas diferencias significativas
en los parametros de biomasa radicular y biomasa total para la dosis 1:32
(Figura 3.2.1.(d)).

La morfologia de las ectomicorrizas formadas por las distintas especies
no difirid de las sintetizadas en cultivo puro, por lo que las descripciones son
esencialmente iguales a las que se presentaron en la seccion 2.3. Las plantas
no inoculadas presentaron un sistema radicular totalmente libre de hongos
simbiontes al final del experimento.

3.2.1.1.3 Discusion

Del total de 13 aislamientos seleccionados por su capacidad de
formacidn de ectomicorrizas en cultivo puro y probados para la inoculacién de
plantas de abeto de Douglas en contenedor, Unicamente cuatro formaron
ectomicorrizas. La formaciébn de ectomicorrizas de algunos hongos en
condiciones asépticas y la falta de efectividad en condiciones no asépticas es
un fendmeno que ha sido descrito por varios autores (Molina 1980; Shaw et
al. 1982; Danielson et al. 1984).

De las dos especies de Hebeloma probadas, Unicamente resultd
efectiva H. sinapizans, mientras que H cylindrosporum no formd
micorrizas en las condiciones de ensayo. Hebeloma sinapizans mostrd una
elevada infectividad incluso a dosis bajas de inbculo. Este aislamiento mostrd
un umbral de micorrizacidn (alrededor del 75 %) a partir del cual no aumenté
el nUmero de micorrizas al aumentar la dosis de indculo. La efectividad de
este aislamiento lo convierte en un buen candidato para su utilizacién en
vivero, aunque el mayor problema para su obtencidn reside en su lenta tasa
de crecimiento en cultivo puro. El género Hebeloma no habia sido
previamente utilizado para la inoculacién de abeto de Douglas en contenedor,
aunque H. crustuliniformey H. cylindrosporum habian sido utilizados
previamente como inéculo vegetativo en viveros de abeto de Douglas a raiz
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desnuda (Le Tacon et al. 1985; Le Tacon et al. 1988).

Las dos especies de Laccaria probadas formaron un porcentaje de
micorrizacion maximo de un 50 %, aunque L. bicolor se mostrd mas
efectiva a dosis bajas que L. /accata. La cepa S-238 de L. bicolor ha sido
ampliamente utilizado por varios autores y se conocen datos sobre su
efectividad con distintas especies arboreas en viveros a raiz desnuda (Le
Tacon et al. 1988), asi como su efecto en la supervivencia y crecimiento de
las plantas en plantacion (Le Tacon et al. 1981). El uso de la cepa S-238 de
Laccaria bicolor como indculo vegetativo ha resultado igualmente efectivo,
incluso a bajas dosis, en la inoculacion de abeto de Douglas producido en
contenedor en Estados Unidos (Molina 1982; Hung y Molina 1886b; Hung y
Trappe 1987).

Lyophyllum decastes fue probado por primera vez como indculo y
formé unas micorrizas muy similares a las de Laccaria sp. a todas las dosis,
aunque en un porcentaje bajo (alrededor del 20 %).

La falta de efectividad del inbculo vegetativo de Rhizopogon spp. y
Suillus spp. habia sido descrita por Molina (1980). La inoculacién con
distintas especies dentro de estos géneros ha sido efectiva en algunos
ensayos de inoculaciones a raiz desnuda en Pinus spp. (Moser 1959c;
Theodorou y Bowen 1970; Vozzo y Hacskayio 1971) y en contenedor con
Quercus spp. (Dixon et al. 1984). Entre las posibles causas de la falta de
efectividad del indculo vegetativo de Rhizopogon y Suillus se ha sugerido
la sensibilidad a la manipulacién del inbculo durante su preparacion y la falta
de adaptacién a la permanencia en el substrato en condiciones saprofiticas
hasta la formacion de raices cortas (Molina 1980).

La inoculacién de abeto de Douglas con inéculo vegetativo de Paxillus
involutus en contenedor Unicamente habia sido probada previamente por
Molina (1980), obteniendo un porcentaje muy bajo de plantas micorrizadas.

La falta de efectividad en la inoculacibn de abeto de Douglas con

in6culo vegetativo de Pisolithus tinctorius en este ensayo coincide con los
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resultados obtenidos en tres viveros a raiz desnuda en Estados Unidos (Marx
et al. 1884b). Sin embargo, los resultados de las inoculaciones de la misma
especie arbbrea en contenedor han sido inconsistentes, variando desde la
baja o nula efectividad (Molina 1980; Hung y Molina 1986a; Hung y Trappe
1987) hasta la formacién mas o menos abundandante de micorrizas (Molina
1979b; Marx et al. 1982; France y Cline 1987). La diferencia de efectividad
entre distintos ecotipos de Pisolithus tinctorius fue demostrada por Molina
(1979b). Entre las causas de los resultados inconsistentes de Pisolithus
tinctorius podria estar la pérdida de la capacidad micorricica que puede
derivar del mantenimiento de la cepa en cultivo puro, con sucesivas
transferencias durante un periodo largo de tiempo (Marx 1981). Otra
posibilidad a considerar es la existencia de algun tipo de especificidad en
determinadas localidades como sugirié Marx (1980), a pesar del amplio rango
de plantas huésped que pueden ser micorrizadas por esta especie de hongo
(Marx 1977b).

El crecimiento de las plantas en las condiciones experimentaies
ensayadas ha superado, a partir de los 7 meses de edad, los valores
morfoldgicos considerados como obijetivo en viveros comerciales americanos
de abeto de Douglas para plantas 1+0, consistentes en una altura de 11.5
cm. y un didametro basal de 3 mm. (Duryea y Landis 1984). Los resultados de
crecimiento obtenidos en las plantas micorrizadas y no micorrizadas no han
mostrado en general diferencias significativas. En algunos casos, la ligera
disminucidn del crecimiento observada podria deberse al consumo elevado
de fotosintatos por parte del hongo o al cambio en las condiciones del
substrato de crecimiento, provocado por un aumento de vermiculita en el
substrato en las inoculaciones a dosis elevadas. La micorrizacion en
condiciones de contenedor con substrato artificial y la utilizacion de fertilizantes
solubles raramente ha incrementado el crecimiento de las plantas micorrizadas
en la fase de vivero en ensayos precedentes (Marx y Barnett 1974; Molina
1979b, 1980).
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3.2.1.2. In6culo incluido en gel de alginato polimerizado

Le Tacon et al. (1983) propusieron un nuevo método para la
produccion de indculo vegetativo de hongos ectomicorricicos, consistente en
la produccién del micelio en fermentadores y su inclusidn en un gel de
polimeros. Esta técnica fue propuesta inicialmente para la produccidén de
diferentes microorganismos (Le Tacon et al. 1983).

La técnica de produccién de indculo de hongos ectomicorricicos
mediante la inclusidon del micelio en geles de polimeros se inici® con
Hebeloma cylindrosporum (Le Tacon et al. 1983, 1985). Estos autores
produjeron indculo a partir de micelio cultivado en fermentador que se aplicd
de tres formas distintas: 1.) directamente, 2.) en substrato de turba y
vermiculita y 3.) incluido en alginato de sodio mezclado con silice
macroporoso o sepiolita. La inclusidn en alginato se realizO mediante la
incorporacién del micelio obtenido en un fermentador a una solucién de 10 g./
litro de alginato de sodio y agua. A esta solucién se afadié una solucién
concentrada de CaCl, que provoco la polimerizacion inmediata del gel a causa
de la reticulacion del alginato por la substitucién de los iones Na* por iones
Ca’*. La polimerizacion de la mezcla de alginato y micelio también ha sido
realizada mediante su incorporacion gota a gota en una solucién concentrada
de CaCl,, con lo que se obtienen pequenas bolas sélidas de 2 a 3 mm. de
didmetro que pueden ser utilizables directamente.

Los resultados obtenidos en los primeros ensayos indicaron que el
micelio incluido en polimeros mantuvo la infectividad durante méas tiempo
que el inéculo de turba y vermiculita. Aunque la micorrizacion de las plantas
no mostroé diferencias entre los dos tipos de indculo, si se detectdé un
incremento de los pardmetros de crecimiento de las plantas inoculadas con
micelio incluido en polimeros. Este efecto es probablemente debido a la alta
actividad metabolica del micelio activo producido en fermentadores y protegido
en gel de alginato (Le Tacon et al. 1985). Littke et al. (1980) demostraron que
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las hifas que se encuentran en crecimiento activo tienen un nivel de ATP mas
alto que las hifas de 3 6 4 semanas, lo cual puede ser un indicador del
potencial de infeccidn del micelio.

Mauperin et al. (1987) recomendaron la utilizacién del gel de alginato
a baja concentracion para la inclusidbn del hongo, ya que el gel resultante
mantiene una porosidad Optima para el intercambio de gases y se minimizan
los posibles efectos perjudiciales.

La viabilidad del inéculo de Hebeloma crustuliniforme incluido en
gel de alginato ha sido probada en distintas condiciones (Mauperin et al.
1987). La viabilidad del inbculo no varidé con el tiempo de permanencia de las
gotas polimerizadas en una solucién 0.7 M de CaCl, ni con la adicion de turba
finamente dividida o bentonita al gel. La adicibn de turba o bentonita
incrementd la retencibn de agua del gel aunque s6lamente la bentonita
disminuy0 la pérdida de agua por evaporacion. Sin embargo, la supervivencia
del inbculo fue mejor cuando se incluyd turba en el gel. En condiciones de
humedad, la viabilidad del in6culo se mantuvo al menos cinco meses, mientras
que una desecacidn parcial de las gotas polimerizadas disminuyd el tiempo de
conservacion a un mes.

Mortier et al. (1988) compararon la efectividad del indbculo de Laccaria
bicolor producido en turba-vermiculita con el producido en alginato en un
vivero a raiz desnuda de abeto de Douglas. La cantidad de micelio utilizado
fue similar en &mbos tipos de inéculo (de 2 a 5 g. de peso seco por m?). El
porcentaje de micorrizacion obtenido y el incremento del desarrollo de las
plantas resultaron mayores con el inbculo de alginato que con el inéculo de
turba y vermiculita. La mayor supervivencia de! indculo de alginato permitid un
efecto mas duradero en la produccion de infecciones primarias que el inbculo
de turba y vermiculita, cuya capacidad infectiva no se mantuvo por encima de
las 15 semanas. La incidencia de necrosis radiculares causadas por
Fusarium oxysporum fue menor en las plantas inoculadas con inéculo de
alginato de sodio que en plantas inoculadas con indculo de turba y vermiculita.
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La totalidad de los trabajos realizados con en gel de alginato como
forma de indculo se han realizado en viveros a raiz desnuda. En este estudio
se pretende probar esta técnica por primera vez en plantas producidas en
contenedor. Los objetivos de este ensayo son:

- puesta a punto de las técnicas de produccitn de inéculo en forma de
gel de alginato para distintas especies de hongos ectomicorricicos.

- optimizacion de las condiciones de producciébn para maximizar la
viabilidad del indculo.

- determinacion de la efectividad de inbculo en la formacién de
ectomicorrizas con plantas de abeto de Douglas producidas en
contenedor y establecimiento de las dosis 6ptimas de inoculo.

3.2.1.2.1 Material y Métodos

Produccion de micelio de hongos ectomicorricicos

seleccionados e inclusidén en alginato de sodio.

Las cepas utilizadas en este ensayo fueron: Laccaria bicolor S-238,
Pisolithus tinctorius A-83 y Rhizopogon subareolatus A-116. Los
datos de aislamiento y recoleccién de estos hongos se describen en la Tabla
3.2.1.(a). Las tres cepas ya habian sido probadas en sintesis en cultivo puro
con resultados que indicaban un elevado porcentaje de formacion de
micorrizas (Tabla 2.3.(b)).

Los aislamientos se cultivaron previamente en placas de Petri con
medio MMN (Marx 1869) durante 25 dias. Posteriormente se prepararon
suspensiones de micelio para cada hongo a partir de la trituracién de las
colonias en un homogeneizador Waring blender equipado con un recipiente
metalico, previamente esterilizado conteniendo 150 ml. de agua destilada. En
total se anadieron siete colonias de cada aislamiento que se trituraron a baja
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velocidad durante 10 s. A continuacién y para cada hongo, se dispensaron 10
ml. de la suspension miceliar obtenida en 10 botellas de Pyrex de 250 cc.
esterilizadas (10 ml. por botella), que contenian 100 ml. de solucién nutritiva
MMN modificada con 5 g./I. de glucosa. Las botellas se incubaron a 25°C en
cultivo estatico durante 21 dias, al final de los cuales se produjo un
crecimiento miceliar abundante y de aspecto algodonoso.

El micelio se obtuvo por filtracibn con una malla fina esterilizada,
eliminando el exceso de nutrientes mediante lavado con agua destilada estéril.
Posteriormente, se obtuvo el peso fresco del micelio para cada hongo, cuyos
valores promedio para 100 ml. de solucion nutritiva fueron los siguientes: 1.34
g. de Laccaria bicolor S-238, 1.92 g. de Pisolithus tinctorius A-93 y
1.03 g. de Rhizopogon subareolatus A-116.

El alginato de sodio utilizado pertenece a la serie SOBALG FD 100
(valor de granulometriay viscosidad: 174). Este compuesto procede del alga
parda Laminaria y se utiliza habitualmente en aplicaciones alimentarias.

Se prepararon soluciones de 1y 2% de alginato de sodio comercial en
agua destilada, agitdndose fa mezcla hasta que la consistencia de la solucién
se volvid viscosa. Posteriormente se autoclavd (120°C; 1 Kg./m? de presién)
durante 20 minutos. Una vez enfriado, se anadieron 40 g./l. de turba estéril
triturada y 10 g. de micelio de peso fresco de micelio triturado por litro de
alginato.

Las botellas conteniendo la solucién de alginato, turba y micelio se
mantuvieron en un agitador provisto de iman giratorio bajo cabina de flujo
laminar. Su contenido se dispens® gota a gota mediante una bomba
peristaltica con el tubo esterilizado sobre una cubeta de poca profundidad
conteniendo una solucién concentrada de CaCl, previamente esterilizada. Se
utilizaron tres concentraciones de CaCl,: 0.3 M, 0.5 My 0.7 M. Las gotas que
cayeron sobre la solucion de cloruro calcico polimerizaron instantaneamente
y se mantuvieron en la solucién durante 30 minutos para que la polimerizacion
alcanzase la zona central. Las gotas polimerizadas sélidas se recogieron con
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una red metalica esterilizada y se guardaron en bolsas de plastico a 5°C hasta
su utilizacion.

Al final del proceso se obtuvo micelio incluido en gel de alginato a dos
concentraciones de alginato de sodio (1y 2 g./ I.) y polimerizado en tres
concentraciones de CaCl, (0.3, 0.5 y 0.7 M.). En total, se prepararon 6
variaciones de inéculo para cada uno de los tres hongos probados.

Viabilidad del in6culo incluido en gel de alginato.

Una parte del inbculo preparado se sembrd en placas de Petri
conteniendo medio MMN a razdn de 20 gotas polimerizadas por placa y tres
replicados por tipo de indculo, lo que supuso un total de 54 placas. Las placas .
se mantuvieron durante un mes en incubacidbn y fueron controladas
peribédicamente para contar y extraer las gotas polimerizadas que mostraron
crecimiento miceliar. El resto de las gotas polimerizadas se mantuvo en
refrigeracion a 5°C en bolsas de plastico cerradas. Este ensayo se repitid
periddicamente con el mismo in6culo hasta cinco meses después de su
produccion para detectar una posible pérdida de viabilidad del micelio
incluido en el polimero.

En este ensayo se consideran los factores de produccion del inéculo
(concentraciones de alginato y de CaCl,) y tiempo, con el objetivo de
determinar las condiciones 6ptimas de produccién para mantener la viabilidad
del inéculo. Los datos de viabilidad se expresaron en porcentaje de gotas
polimerizadas con crecimiento miceliar del total de las sembradas para cada

tipo de in6culo.

Inoculacion de abeto de Douglas en contenedor y
determinacién de la dosis 6ptima de indéculo.

La produccioén de plantas de abeto de Douglas para su inoculacion se
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realizd a partir de semillas de abeto de Douglas (origen 261, lote n= 313-
1980) que se esterilizaron superficialmente con H,O, 30 % y se estratificaron
durante 35 dias a 5°C. Las plantas de abeto de Douglas pregerminadas en
semillero se trasplantaron a contenedores Spencer Lemaire root-trainers de
175 cc. de capacidad. Los contenedores se llenaron con una mezcla de turba
y vermiculita (1:1, viv) previamente esterilizada en autoclave (120°C; 1
Kg./cm? de presion), y mezclada con distintas proporciones de inculo.

El in6culo de alginato se mezcl6 a mano con el substrato para
uniformizar su dispersion. Las concentraciones de inéculo probadas para cada
uno de los tres hongos estudiados fueron: 1:10, 1:20, 1:40, 1:80 (v:v, in6culo
: substrato) y un tratamiento control consistente en alginato sin micelio
incluido. En total se prepararon 416 contenedores que representaban 32 .
contenedores para cada tratamiento.

Las plantas se mantuvieron durante cuatro meses en crecimiento
vegetativo, cambiando peribdicamente su posicibn en las banquetas del
invernadero. Las condiciones ambientales y de manejo de las plantas fueron
descritas en la seccién 3.1.

Tras el periodo de crecimiento, se extrajeron las plantas de los
contenedores y se registraron los parametros de crecimiento (altura, didmetro
basal y biomasa aérea y radicular) asi como el porcentaje de micorrizacion
de las raices cortas de 20 plantas tomadas al azar de cada tratamiento.

Los datos de crecimiento de las plantas y el grado de micorrizacion de
sus raices para cada hongo estudiado, se analizaron mediante anélisis de la
varianza de una via. Previamente, se realizé la transformacioén angular de los
datos de porcentajes de micorrizacién (arco seno vporcentaje /100) y se
comprobd la distribucion normal y homogeneidad de las varianzas del error
experimental (Snedecor y Cochran 1980). Las diferencias entre medias se
detectaron por el test de rango mdltiple de Tukey (P < 0.05). Los datos que
no cumplieron las condiciones de normalidad y homogeneidad de las

varianzas se analizaron mediante la prueba no paramétrica de Kruskal-Wallis.
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3.2.1.2.2. Resultados

La polimerizacién del inGculo tuvo lugar a las dos concentraciones de
alginato probadas eh las tres concentraciones de cloruro célcico. Las gotas
polimerizadas utilizando alginato al 1% presentaron una menor consistencia
que las formadas con alginato al 2%, independientemente de la concentracion
de CaCl,.

El porcentaje de gotas polimerizadas que mostraron crecimiento miceliar
de los tres hongos probados, tras la siembra en medio MMN, se expresa en
la Tabla 3.2.1.(b). La viabilidad se expresa como el porcentaje de gotas
polimerizadas que mostraron crecimiento miceliar.

inmediatamente después de su produccion, el indculo de Laccaria
bicolor incluido en gel de alginato mantuvo la viabilidad al 100 %,
independientemente de la concentracion de alginato de sodio utilizado para su
preparacidbn y de la concentracibn de CaCl, en la que se realizb la
polimerizacion. Igualmente, el mantenimiento del indculo en condiciones de
refrigeracion durante 44 y 160 dias a 5°C, no alteré la viabilidad del inbculo.

Pisolithus tinctorius mostré una marcada sensibilidad a la
concentracion de CaCl, y Unicamente crecid en un porcentaje elevado a partir
de las gotas polimerizadas a la concentracibn mas baja (0.3 M). La
refrigeracion del inéculo durante 44 o mas dias ocasion6 la muerte del
hongo.

La viabilidad inicial del indéculo de Rhizopogon subareolatus
decrecid con concentraciones crecientes de CaCl,, independientemente de la
concentracion de alginato de sodio utilizada. Un 100% de las gotas
polimerizadas en CaCl, 0.3 M crecieron en estas condiciones, bajando hasta
un minimo de un 60% cuando se polimerizaron en CaCl, 0.7 M. Tras su
almacenamiento a 5°C, se produjo un descenso de la viabilidad que acentud
el efecto producido por las concentraciones crecientes de CaCl, desde una
pérdida de viabilidad entre el 30-40% a las concentraciones 0.3 y 0.7 M a
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TABLA 3.2.1.(b)

Viabilidad del inéculo de tres hongos ectomicorricicos incluidos en gel de
alginato preparado a 2 concentraciones y polimerizado en 3 concentraciones
de CaCl,, tras su produccién y almacenamiento hasta 160 dias a 5°C. Cada
valor representa el porcentaje de gotas polimerizadas viables en medio MMN
sobre un total de 60.

HONGO 1 [1 DIAS
ALGINATO | CaCl, 0 44 160
Laccaria bicolor 1% 0.3 M 100% 100% 97%
S$-238 05 M 100% 100% 100%

0.7 M 100% 100% 100%

2% 0.3M | 100% | 100% 100%
05M | 100% 100% 100%

0.7M | 100% | 100% 100%
e e e e ]

Pisolithus tinctorius 1% 0.3 M 97% 3%
A-93 05 M 12% 0 0
0.7 M 0 0
2% 0.3 M 88% 0 0
05 M 0 0
0.7 M 3% 0
S R R R R R R R EEmmEE—————
—-——*—_——_-—W—
Rhizopogon subareolatus 1% 0.3 M | 100% 80% 76%
A-116 0.5 M 83% 23% -
0.7 M 60% 43% 32%
2% 0.3 M | 100% 88% 97%
05M 80% 48% 43%
0.7M 70% 53% 50%
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tiempo 0, hasta del 50% tras 160 dias de refrigeracion. La viabilidad
descendi6 aproximadamente un 25% en el inbculo polimerizado en CaCl, 0.3
My preparado con un 1 % de alginato y se mantuvo cercana al 100% cuando
se prepard con un 2% de alginato de sodio tras 160 dias de almacenamiento.
El resto de concentraciones de CaCl, probadas reflejaron una tendencia a la
disminucidn de la viabilidad tras la refrigeracién a la concentraciéon de 1% de
alginato respecto al 2%. Los datos de 160 dias sobre la viabilidad del indculo
de R. subareolatus preparado con un 1% de alginato y CaCl, 0.5 M no se
incluyen en la tabla porque se detectaron contaminaciones bacterianas.

De los tres aislamientos probados para la formacién de ectomicorrizas
en abeto de Douglas producido en contenedor, Unicamente el aislamiento de
Laccaria bicolor S-238 resultd efectivo. La formacidon de micorrizas se -
produjo a todas las dosis probadas (Figura 3.2.1.(e)). Las tres dosis mas
elevadas (1:10, 1:20 y 1:40) produjeron un porcentaje de micorrizas cercano
al 70% de las raices cortas infectadas, sin detectarse diferencias significativas
entre ellas. A la dosis 1:80, el porcentaje de micorrizas formadas fue
ligeramente superior al 50% , resultando significativamente menor que el
obtenido a la dosis 1:40.

El crecimiento de las plantas inoculadas fue similar al de lasplantas no
inoculadas. El mejor crecimiento se obtuvo a la dosis 1:40, aunque
estadisticamente, la Unica diferencia significativa se obtuvo en la biomasa

aerea (Figura 3.2.1.(e)).

3.2.1.2.3. Discusion

Los estudios sobre almacenamiento de indculo de hongos
ectomicorricicos son escasos en la literatura a pesar de su importancia en la
produccion comercial (Marx et al. 1982). Los ensayos de viabilidad de inéculo
de hongos ectomicorricicos incluido en gel de alginato habian sido
realizados Unicamente para Hebeloma crustuliniforme (Mauperin et al.
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FIGURA 3.2.1.(e)

Crecimiento y colonizacidn del sistema radicular de plantas de abeto de Douglas
inoculadas con in6éculo de alginato de Laccaria bicolor S-238.
Periodo de crecimiento tras inoculacién: 16 semanas.

DOSIS ALTURA DIAMETRO | PESO SECO (9)
INOCULO (v:v) {cm) BASAL(mm) | AEREO RAIZ TOTAL
1:10 19.9 a 1.78 a 0.67 ab 0.35a 1.02 a
1:20 23.8 a 1.94 a 0.88 ab 0.3%8 a 1.28 a
1:40 23.1a 2.10 a 091 b 0.41 a 1.32 a
1:80 23.3a 2.00 a 0.83 ab 0.38 a 1.22a
CONTROL 19.6 a 1.85a 0.65a 0.32a 0.97 a
100 I — T T T —
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Los valores que comparten la misma letra en el grafico, y dentro de la misma columna en |a tabla,
no son significativamente distintos por el test de Tukey (P < 0.05). Las barras representan el error

estandar interno de la media de 20 plantas.
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1987), en los que se observd su tolerancia a elevadas concentraciones de
CaCl, y el mantenimiento de la viabilidad del inéculo refrigerado en
condiciones himedas durante 5 meses. Los resultados obtenidos en este
ensayo sobre la viabilidad del inbculo de L. bicolor S-238 muestran
igualmente una tolerancia a todas las concentraciones de alginato y de CaCl,
utilizadas sin que su capacidad de crecimiento sea alterada tras 160 dias a
5°C. La viabilidad del indculo vegetativo comercial de la cepa S-238 de L.
bicolor tras un periodo de almacenamiento fue estudiada por Hung (1984)
que observd un mantenimiento en la capacidad de formacion de
ectomicorrizas mas prolongado tras el almacenamiento en frio que a
temperatura ambiente.

La tolerancia de L. bicolor a la refrigeracion y a elevadas.
concentraciones de CaCl, contrasta con los resultados obtenidos para P.
tinctorius A-93 en los que se observé que las concentraciones de CaCl,
iguales o superiores a 0.5 M provocaron la mortalidad del hongo. Igualmente,
este hongo mostrd una elevada sensibilidad al almacenamiento, con pérdida
practicamente total de viabilidad tras 44 dias en refrigeracion. Estos
resultados coinciden con los obtenidos por Maronek y Hendrix (1980) y Hung
(1984) que detectaron la pérdida de viabilidad de P. tinctorius tras su
almacenamiento en frio. Sin embargo, las micorrizas de esta especie pueden
mantener la viabilidad durante al menos cuatro meses cuando se almacena la
planta huésped a 5°C (Marx 1979).

La viabilidad de R. subareolatus mostré una disminucién gradual al
aumentar la concentracién de CaCl, que se fue acentuando al aumentar el
tiempo de almacenamiento en fr1o. No existen en la literatura estudios previos
sobre la viabilidad de inéculo vegetativo de Rhizopogon spp.; sin embargo,
las suspensiones de esporas de algunas especies pueden mantenerse al
menos hasta siete meses sin pérdida de capacidad germinativa de las esporas
(Castellano et al. 1985).

Los estudios previos sobre la utilizaciéon de inbculo de alginato se
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realizaron con especies tolerantes a altas concentraciones de CaCl, y no se
detect6 la posible sensibilidad de determinados aislamientos. Los resultados
obtenidos en este ensayo, indican la existencia de distintos niveles de
tolerancia al CaCl, entre distintas especies de hongos ectomicorricicos, por
lo que es recomendable el estudio previo para cada hongo de la
concentracibn maxima tolerable de CaCl, que permita realizar la
polimerizacién. La utilizacibn de concentraciones bajas de CaCl, para
polimerizar el alginato requiere la renovacion periddica de la solucién para
reponer los iones Ca*".

La sensibilidad al aimacenamiento en frio es también dependiente de
la especie implicada, aunque la tolerancia de R. subareol/atus es mayor si
se realiza la polimerizacibn a bajas concentraciones de CaCl,. La
concentracion de alginato al 2 % produce una polimerizacidbn mas consistente
y no se ha detectado una pérdida de viabilidad acusada en los aislamientos
probados debida a este factor, por lo que es preferible a la concentracion del
1 %.

La inoculacion con indculo de alginato y el estudio de las dosis 6ptimas
de aplicacién se ha realizado por primera vez en contenedor. En viveros a
raiz desnuda se habia utilizado este tipo de inbculo para Hebeloma
crustuliniforme (Mauperin et al. 1987), H. cylindrosporum (Le Tacon et
al. 1983) y Laccaria bicolor (Mortier et al. 1988). La inoculacion
experimental realizada en contenedor fue efectiva Gnicamente para L. bicolor
a todas las dosis probadas, demostrando la efectividad de esta cepa aplicada
en distintos tipos de ind6culo y su efectividad a bajas concentraciones ya
demostrada para el indculo vegetativo (Hung 1984 y seccion 3.2.1.1.). Los
porcentajes de micorrizacion obtenidos con este tipo de inéculo fueron
mayores que los obtenidos con indculo vegetativo. Estos resultados coinciden
con los obtenidos por Mortier et al. (1988) para la misma cepa en viveros a
raiz desnuda. La dosis minima que produjo el maximo porcentaje de

micorrizas fue de 1:40 (v:v inGculo:substrato), aunque la dosis de 1:80
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produjo una micorrizacién superior al 50 %. A la dosis 6ptima (1:40), un litro
de inéculo de L. bicolor incluido en gel de alginato (10 g. de micelio en
peso fresco) puede utilizarse para inocular unas 250 plantas en contenedor.

A diferencia de los resultados obtenidos a raiz desnuda por Mortier et
al. (1988), la inoculacién con el mismo aislamiento de L. bicolor en
contenedor no incrementd significativamente el crecimiento de las plantas
inoculadas respecto a las no inoculadas. Estos resultados son coherentes con
los obtenidos con distintos tipos de indculo en condiciones de contenedor con
substratos artificiales en los que se afiaden fertilizantes solubles (Marx y
Barnett 1974; Molina 1979b; Molina 1880; Landis et al. 1989).

La inoculacidbn con R. subareolatus y P. tinctorius no resultd
efectiva en la formacién de ectomicorrizas. Molina (1980) sugirié que la falta
de efectividad del inéculo vegetativo de Rhizopogon spp. puede deberse a
la manipulacién durante la inoculacibn y a la existencia de micelio
posiblemente inviable y de crecimiento lento tras la zona de crecimiento activo.
La falta de efectividad de P. tinctorius puede explicarse por la utilizacion de
una cepa inadecuada para la micorrizacién de abeto de Douglas. La existencia
de un cierto grado de especificidad para este hongo fue observada por Marx
(1980) para determinadas cepas de esta especie. Adicionalmente, la
manipulacién que conlleva la produccidn de este tipo de indculo no parece ser
adecuada para una especie como P. tinctorius que ha mostrado una
elevada sensibilidad a la rotura del micelio (Hung y Trappe 1983).

3.2.1. INOCULO EN FORMA DE ESPORAS

La utilizacién de esporas como inGculo empezd a aplicarse en el siglo
XVIil, como consecuencia del interés en la produccion de trufas y antes del
descubrimiento de la naturaleza de las micorrizas (Trappe 1977). La aplicacion
consistia en enterrar trozos de esporocarpo que esencialmente constituye un
inbculo de esporas, ya que los tejidos fungicos del esporocarpo no
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constituian un indculo viable.

La obtencion de elevadas cantidades de basidiosporas puede realizarse
a partir de los esporocarpos maduros de Gasteromicetos principalmente
(Theodorou 197 1; Theodorou y Bowen 1973; Marx y Bryan 1975; Marx et al.
1976). La obtencion de esporas a partir de Agaricales y Afiloforales es mas
laboriosa y puede realizarse a partir de la esporada de himenios maduros
(Marx y Ross 1970; Lamb y Richards 1974a; Richard 1975; Stack et al. 1975).

Las basidiosporas de Pisolithus tinctorius han sido utilizadas como
indculo en viveros en contenedor y a raiz desnuda. Este hongo es
cosmopolita (Marx 1977b) y forma esporocarpos que suelen ser obtenidos en
abundancia (Marx y Bryan 1975), extrayendose un elevado nimero de
esporas de cada uno de ellos (Marx 1976a). Este tipo de inéculo ha sido
utilizado de forma efectiva mezclado con un soporte fisico humedecido como
vermiculita, arena o caolin, antes de su aplicacion en viveros a raiz desnuda
(Marx 1976a; Marx et al. 1976; Marx et al. 1978; Marx et al. 1979) y en
contenedor (Marx y Barnett 1974; Ruehle y Marx 1977), en forma de
suspension en agua (Marx et al. 1979), pulverizando suspensién esporal en
suelo y plantas o en seco (Marx et al. 1979; Ruehle 1980a), en forma de
precipitados de esporas (Marx y Bell 1985) y anadidas a un compuesto para
encapsular semillas (Marx y Kenney 1982; Marx et al. 1984a).

Los ensayos sobre efectividad del indculo de esporas de P. tinctorius
en la estimulacidn del crecimiento de las plantas en vivero, y el incremento de
supervivencia y crecimiento en campo, han sido revisados por Marx (1980)
en el sureste de Estados Unidos. Sin embargo, en algunas zonas del oeste y
para otras coniferas, los resultados han sido mas erraticos (Alvarez y Trappe
1983a, 1983b).

Otras especies de hongos han sido utilizadas en forma efectiva para la
inoculacidbn con esporas, generaimente aplicadas en un recubrimiento
adhesivo de las semillas o como suspensidn en agua. Entre las especies
utilizadas se encuentran Rhizopogon colossus (Castellano y Trappe 1985;
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Castellano et al. 1985), R. Iuteolus (Theodorou 197 1; Theodorou y Bowen
1970, 1973; Lamb y Richards 1974a, 1974b; Donald 1975; Azevedo 1982;
lvory y Munga 1983), R. nigrescens (lvory y Munga 1983), R. roseolus
(Lamb y Richards 1974a, 1974b), R. vinicolor (Parke et al. 1983; Castellano
y Trappe 1985; Castellano et al. 1885), S. citrinum (Azevedo 1882),
Scleroderma texense (Ilvory y Munga 1983), Suillus granulatus (Lamb
y Richards 1974a, 1974b)y Thelephora terrestris (Marx y Ross 1970).

El género Rhizopogon resulta de particular interés para las
inoculaciones en vivero por la abundancia local de esporocarpos en
determinadas zonas, y la especificidad que muestran algunas especies con el
abeto de Douglas (Molina y Trappe 1982a). Adicionalmente, se ha demostrado
que Rhizopogon vinicolor puede inhibir el crecimiento de microorganismos -
patbgenos de la raiz in vitro (Zak 1971) y favorecer la recuperaciobn de
plantas sometidas a estrés hidrico (Parke et al. 1983).

La inoculacién con esporas presenta ventajas e inconvenientes frente
al inéculo vegetativo. Entre las ventajas, se considera que este tipo de indculo
no requiere una fase de crecimiento en cultivo puro, es ligero, puede
obtenerse en grandes cantidades y algunas especies pueden tolerar largos
periodos de almacenamiento sin ver su viabilidad drasticamente reducida.
Entre los inconvenientes, se encuentra la carencia de metodologia para
determinar la viabilidad de las esporas, la irregular fructificaciébn de
esporocarpos, el mayor tiempo requerido para la formacion de micorrizas en
comparacidn con el indculo vegetativo y la falta de definicibn genética en el
in6culo (Marx y Kenney 1982).

La produccion comercial de inbculo de esporas se reduce a una
compania de Oregon (EE.UU.) denominada Forest Mycorrhizal Application y
a la International Forest Seed Company de Alabama (EE.UU.) que produce
semillas encapsuladas con esporas.

Los ensayos de inoculaciones con esporas que se presentan a
continuacién, han sido realizados a partir de esporas de hongos hipogeos y
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de Pisolithus tinctorius que han proporcionado suficiente material para la
realizacion de ensayos de dosis.

3.2.1.1. Material y Métodos

Se utilizaron semillas de abeto de Douglas origen 261 (lote ne 313-
1980) que se desinfectaron superficialmente con H,0, durante 30 minutos en
agitacion, y se estratificaron a 5°C durante 35 dias.

Los esporocarpos utilizados en el ensayo fueron recolectados
sistematicamente durante varios afios en bosques y plantaciones de distintas
especies arbbreas, previamente seleccionadas por la presencia de
determinadas especies de hongos y la regularidad de fructificacion. Las
especies utilizadas en los ensayos de inoculaciébn con esporas y los datos de
recoleccién se describen en la Tabla 3.2.1.(c). Parte de las colecciones
utilizadas se guardaron en el herbario del Centro de Cabrils del IRTA, Ctra. de
Cabrils s/n, 08348 Cabrils (Barcelona).

Tras la recoleccion, los esporocarpos se identificaron y se limpiaron
cuidadosamente con un pincel de cerdas gruesas. Posteriormente se
desecaron a 40°C en una estufa con circulacion de aire y se guardaron en un
sobre de papel en herbario hasta su uso.

Las suspensidbnes de esporas hidréfilas de Hymenogaster,
Melanogaster, Rhizopogon, Scleroderma y Tuber se prepararon a
partir de esporocarpos secos que fueron macerados en agua durante 12
horas y posteriormente triturados en un homogeneizador Waring blender con
200 ml. de agua a alta velocidad durante varios minutos para la liberaciéon de
las esporas. Las esporas obtenidas en la solucion madre se contaron con un
hematocitdmetro y se prepararon soluciones de distintas concentraciones de
esporas por diluciébn en agua. El niumero total de esporas por gramo de
esporocarpo se determind previamente para realizar los célculos (Tabla
3.2.1.(d)).
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TABLA 3.2.1.(c)

Especies de hongos utilizadas para la obtencién de inbdculo de esporas.

ESPECIE LOCALIDAD ANO ESPECIE
RECOL. | ASOCIADA *

Hymenogaster vulgaris Girona 1989 P.men
Melanogaster ambiguus Girona 1990 P.men
Pisolithus tinctorius Girona 1990 Q.coc
Rhizopogon luteolus Pontevedra 1987 P.pin

R. roseolus Tarragona 1988 P.syl

R. subareolatus Girona 1989 | P.men
R. vulgaris Pontevedra 1987 P.pin

Scleroderma verrucosum Girona 1990 P.men
Tuber maculatum Girona 1990 P.men

* P.men: Pseudotsuga menziesii, P.pin: Pinus pinaster, P.syl: Pinus sylvestris,

Q.coc: Quercus coccifera.

Las esporas hidréfobas de Pisolithus tinctorius se prepararon para
la inoculacién mediante su mezcla con vermiculita humedecida con agua. Este
método ha resultado ser mas efectivo que la incorporacién de esporas en
agua o arena. La suspension en agua causa la pérdida de un pigmento que
podria ser responsable de la disminucién de viabilidad de las esporas (Marx
1976a).

La produccién de plantas se realizb en contenedores Spencer Lemaire
root-trainers de 175 cc. de capacidad con substrato de turba-vermiculita (1:1,
viv) previamente esterilizado en autoclave (120°C; 1 Kg./cm® de presion)
durante una hora. Las semillas se introdujeron por duplicado en cada
contenedor. Las plantas se redujeron a una por contenedor tras la

germinacién.
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TABLA 3.2.1.(d)

NUmero de esporas producidas por gramo de esporocarpo en distintas
especies de hongos ectomicorricicos utilizados en los ensayos de inoculacion
con esporas.

ESPECIE DE HONGO PESO SECO MEDIO / | ESPORAS / g.
ESPOROCARPO (g) ESPOROCARPO

Hymenogaster vulgaris 0.20 2.6 x 10°
Melanogaster ambiguus 217 1.8 x 10°
Pisolithus tinctorius 45.50 1.6 x 10°
Rhizopogon spp. 0.87 1.0x 10"
Scleroderma verrucosum 4.20 1.0 x 10°
Tuber maculatum 0.26 7.4x 10

La inoculacion con la suspensidn de esporas en agua se realizé un mes
tras la germinacion para asegurar la presencia de raices finas. La
determinacién del tiempo de inoculacion se realizd a partir de los resultados
obtenidos en la modelizacibn de la produccidon de raices cortas de
Pseudotsuga menziesii en las condiciones de crecimiento del invernadero.
La presencia de raices cortas en el momento de la inoculacion puede ser
importante por el efecto de las raices en la estimulacion de la germinacion de
las esporas de algunas especies de hongos (Fries y Birraux 1980).

La dosificacibn de esporas se realizb dispensando 10 ml. de
suspensiones esporales de distinta concentracién en cada contenedor para
proporcionar 10%, 10°, 10%, 10°, 10° y 10’ esporas por planta.

La aplicacion de Pisolithus tinctorius se realiz6 en el momento de
la siembra, mezclando la vermiculita conteniendo diferentes dosis de esporas
con el substrato de crecimiento en la proporcién 1:10 (v:v, in6culo:substrato).
La preparacion de las distintas dosis se realizd6 mediante la mezcla de esporas
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y vermiculita a la dosis maxima y diluyendo a dosis menores mediante la
mezcla con la proporcion adecuada de vermiculita. En total se prepararon seis
mezclas de vermiculita y esporas, de manera que las dosis de esporas por
planta en cada tratamiento fueron de 10°, 10*, 10°, 10°, 107, y 10°.

Entodos los ensayos se introdujo un tratamiento control (no inoculado)
que se utilizd para la comparacion de parametros de crecimiento en los
tratamientos en los que todas las dosis probadas fueron efectivas.

En total se prepararon 32 plantas inoculadas con cada una de las dosis
de esporas de cada hongo. Las plantas se mantuvieron en un invernadero
climatizado en las condiciones ambientales y de manejo descritas en la
seccion 3.1. durante un periodo de tiempo entre 14 y 30 semanas. La
variacion del intervalo de tiempo entre ensayos se debe a la realizacion de los.
mismos en distintas épocas de! afio.

La situacion de las plantas en el invernadero fue cambiada
peribdicamente para evitar posibles efectos microambientales que pudieran
interferir en los resultados. Al final del periodo de crecimiento se tomaron
datos de altura, didmetro basal, biomasa aérea y radicular y porcentaje de
raices cortas micorrizadas de 20 plantas tomadas al azar en cada tratamiento.
Los datos obtenidos se analizaron mediante analisis de la varianza de una
via. Los datos de porcentajes se normalizaron previamente mediante
transformacién angular (arco seno vporcentaje /100), y se comprobd la
distribucidn normal y homogeneidad de las varianzas del error experimental
(Snedecor y Cochran 1980). Las diferencias entre medias se detectaron por
el test de rango multiple de Tukey (P < 0.05). Los datos que no cumplieron
las condiciones de normalidad y homogeneidad de varianzas se analizaron
mediante la prueba no paramétrica de Kruskal-Wallis.

3.2.1.2. Resultados

De un total de 9 especies probadas, 5 formaron ectomicorrizas en las
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condiciones ensayadas (Hymenogaster vulgaris, Melanogaster
ambiguus, Pisolithus tinctorius, Rhizopogon subareolatusy Tuber
maculatum). Las micorrizas formadas por Hymenogaster vulgaris y
Tuber maculatum con abeto de Douglas no habian sido descritas
anteriormente, ya que estas especies no pudieron ser aisladas en cultivo puro.
Estas micorrizas se describen posteriormente en esta seccidn. El resto de
micorrizas formadas se describieron anteriormente en la seccién 2.3.2. ya que
no difieren de las formadas en cultivo puro.

Hymenogaster vulgaris se probd (inicamente a tres dosis (10%, 10*
y 10° esporas / planta). Las dosis 10* y 10° esporas / planta resultaron
efectivas en la formacién de ectomicorrizas. La dosis 10° esporas / planta
formé un porcentaje maximo de micorrizas del 35% de las raices cortas. Este
porcentaje fue significativamente mayor que el obtenido a la dosis 10* esporas
/ planta (Figura 3.2.1.(f)).

Las micorrizas formadas por Hymenogaster vulgaris son de color
blanco-amarillento, con elementos lisos, alargados y ligeramente sinuosos. La
ramificacion es simple o, mas raramente, pinnada. La superficie de la micorriza
esta recubierta por diminutas espiculas similares a las de Tuber, aunque
mas cortas. No presenta rizomorfas ni micelio externo.

Los parametros de crecimiento de las plantas inoculadas con H.
vulgaris no mostraron diferencias significativas entre dosis, aunque se
detectd una tendencia al incremento de la biomasa y del didmetro basal de las
plantas al incrementar las dosis y la micorrizacién (Figura 3.2.1.(f)).

Melanogaster ambiguus formé micorrizas a las dosis iguales o
superiores a 10° esporas / planta. El porcentaje de micorrizas formado
aument6 linealmente al incrementar la dosis a partir de 10* esporas planta,
con un maximo de micorrizacion de un 65% de las raices cortas a la dosis
de 107 esporas / planta (Figura 3.2.1.(g)). Los porcentajes de micorrizacion
obtenidos a las dosis 10° y 107 esporas / planta no mostraron diferencias
significativas entre ellos, aunque dmbos difirieron de forma significativa con el
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porcentaje obtenido a la dosis de 10° esporas / planta. La inoculacién no
incrementd los parametros de crecimiento de las plantas de forma significativa
ni se detectaron tendencias claras excepto en la altura de las plantas que
aumento ligeramente al aumentar la micorrizaciéon (Figura 3.2.1.(g)).

Pisolithus tinctorius formé un bajo porcentaje de micorrizas (entre
un 5 y un 15% de las raices cortas infectadas) a las dosis superiores o
iguales a 10° esporas / planta. Las dosis de esporas que resultaron efectivas
no reflejaron diferencias significativas en los porcentajes de micorrizas
obtenidos (Figura 3.2.1.(h)). Las plantas inoculadas no mostraron ninguna
diferencia significativa entre ellas y con los controles en los parametros de
crecimiento medidos (Figura 3.2.1.(h).

Rhizopogon subareolatus formd micorrizas a las dosis iguales o
superiores a 10* esporas / planta. Todas las dosis efectivas formaron
micorrizas en un rango del 40-50% de las raices cortas sin diferencias
significativas entre ellas, aunque la dosis de 10* esporas / planta formé un
porcentaje de micorrizas medio ligeramente inferior al 40% de las raices
cortas (Figura 3.2.1.(i)). Las plantas micorrizadas mostraron un incremento
significativo de la altura y biomasa aérea de las plantas a la dosis mayor (10’
esporas / planta) respecto a las plantas no micorrizadas (Figura 3.2.1.(i)).

La baja produccién de esporas de Tuber maculatum motivd la
realizacién del ensayo a las dosis de 10% 10°y 10* esporas / planta. Las tres
dosis resultaron efectivas y no se detectaron diferencias significativas en el
porcentaje de ectomicorrizas formado, que oscild entre un 45% y un 75% de
raices cortas micorrizadas (Figura 3.2.1.(j)). Las dos dosis superiores (10° y
10* esporas / planta) formaron un porcentaje de micorrizacion sensiblemente
superior a la dosis menor (10? esporas / planta), aunque la variabilidad no
permitid establecer diferencias estadisticas.

Las micorrizas formadas por Tuber maculatum son lisas, de color
miel o anaranjadas, con ramificacién mayoritariamente pinnada o simple, de
tamafo grande y conspicuas. La superficie de la micorriza esta recubierta por
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FIGURA 3.2.1.(f)

Crecimiento y colonizacion del sistema radicular de plantas de abeto de Douglas
inoculadas con esporas de Hymenogaster vulgaris.
Periodo de crecimiento tras inoculacion: 26 semanas.

DOSIS ALTURA DIAMETRO | PESO SECO (9)
ESPORAS/PLANTA (em) BASAL(mm) | AEREO RAIZ TOTAL

10° 228 a 359a 1.79 a 1.16 a 2.95a

10* 239a 3.23 a 1.40 a 1.05 a 2.45 a

102 22.0a 3.23a 1.32a 0.96 a 2.28 a

0 226 a 3.22a 1.46 a 0.97 a 2.44 a
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Los valores que comparten la misma letra en el grafico, y dentro de la misma columna en la tabla,
no son significativamente distintos por el test de Tukey (P < 0.05). Las barras representan el error

estandar interno de la media de 20 plantas.
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FIGURA 3.2.1.(g)

Crecimiento y colonizacion del sistema radicular de plantas de abeto de Douglas
inoculadas con esporas de Melanogaster ambiguus.
Periodo de crecimiento tras inoculacién: 14 semanas.

DOSIS ALTURA DIAMETRO | PESO SECO (9)
ESPORAS/PLANTA (cm) BASAL(mm) | AEREO RAIZ TOTAL
107 211a 2.34 ab 1.10 ab 0.49 a 1.59 ab
108 199 a 2.80 b 1.30 b 0.81b 2.11b
10° 17.8a 2.37 ab 1.00 ab 0.56 a 1.56 ab
10* 179 a 2.43 ab 1.00 ab 0.50 a 1.49 a
10° 16.5 a 221a 0.80 a 0.44 a 1.24 a
102 17.3 a 2.27a 0.89 a 0.44 a 1.33 a
0 17.1a 2.23a 0.85 a 0.43 a 1.28 a
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Los valores que comparten la misma letra en el grafico, y dentro de la misma columna en la tabla,
no son significativamente distintos por el test de Tukey (P < 0.05). Las barras representan el error
estandar interno de la media de 20 plantas.
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FIGURA 3.2.1.(h)

Crecimiento y colonizacion del sistema radicular de plantas de abeto de Douglas
inoculadas con esporas de Pisolithus tinctorius.
Periodo de crecimiento tras inoculacidén; 22 semanas.

DOSIS ALTURA DIAMETRO | PESO SECO (9)
ESPORAS/PLANTA (cm) BASAL(mm) | AEREO RAIZ TOTAL

10® 25.0 a 2.88 a 1.71 a 0.68 a 2.39a

10’ 26.7 a 3.06 a 1.69 a 0.67 a 2.35a

10° 31.0 a 3.40 a 2.32a 0.87 a 3.19a

10° 30.6 a 3.05 a 2.17 a 0.75 a 292a

10* 28.8 a 3.14a 1.79 a 0.70 a 248 a

10° 299 a 3.27 a 1.96 a 0.85a 281 a

0 27.0a 3.09 a 1.75a 0.69 a 2.44 a
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Los valores que comparten [a misma letra en el grafico, y dentro de la misma columna en la tabla,
no son significativamente distintos por el test de Tukey (P < 0.05). Las barras representan el error
estandar interno de la media de 20 plantas.
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FIGURA 3.2.1.(i)

Crecimiento y colonizacion del sistema radicular de plantas de abeto de Douglas
inoculadas con esporas de Rhizopogon subareolatus.
Periodo de crecimiento tras inoculacién: 30 semanas.

DOSIS ALTURA DIAMETRO | PESO SECO (9)
ESPORAS/PLANTA (cm) BASAL mm | AEREO RAIZ TOTAL
107 26.6 ¢ 3.80 a 2.06 b 1.46 b 3.52 b
10° 20.4 a 3.62a 1.52 a 1.30 ab 2.82 ab
10° 27.2 be 3.64 a 2.08 ab 1.28 ab 3.36 ab
10* 24.1 abc 3.53a 1.70 ab 1.20 ab 2.91 ab
10° 22.6 abc 3.65a 1.63 a 1.24 ab 2.87 ab
102 22.7 abc 348 a 1.56 a 1.13a 270 a
0 21.5 ab 3.29a 1.39 a 0.99 a 2.38 a
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Los valores que comparten la misma letra en el gréfico, y dentro de la misma columna en la tabla,
no son significativamente distintos por el test de Tukey (P < 0.05). Las barras representan el error

estandar interno de la media de 20 plantas.
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FIGURA 3.2.1.(j)

Crecimiento y colonizacién del sistema radicular de plantas de abeto de Douglas
inoculadas con esporas de Tuber maculatum.
Periodo de crecimiento tras inoculacién: 14 semanas.

DOSIS ALTURA DIAMETRO | PESO SECO (9)
ESPORAS/PLANTA (cm) BASAL(mm) | AEREO RAIZ TOTAL

10* 17.3 a 2.35a 0.99 a 0.55 ab 1.54 ab

10° 18.1 a 2.39a 0.89 a 0.54 ab 1.43 ab

10? 214 a 267 a 1.39 a 0.76 b 2.15b
0 16.7 a 2.27 a 0.85 a 0.43 a 1.29 a
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Los valores que comparten la misma letra en el grafico, y dentro de la misma columna en ia tabla,
no son significativamente distintos por el test de Tukey (P < 0.05). Las barras representan el error
estandar interno de la media de 20 plantas.



Inoculaciones Monoespecificas Técnicas de Inoculaciéon

espiculas alargadas caracteristicas de las micorrizas del género Tuber. No
se apreciaron rizomorfas ni micelio externo.

Las plantas inoculadas con Tuber maculatum mostraron un
incremento en todos los parametros de crecimiento respecto a las plantas
control, aunque Unicamente las diferencias entre la biomasa radicular y total
de los controles no inoculados respecto a las plantas inoculadas a la dosis 107
esporas / planta, resultaron estadisticamente significativas (Figura 3.2.1.(j)).

3.2.1.3. Discusidn

El incremento de las dosis de esporas suspendidas en agua ha
representado un aumento proporcional y significativo del porcentaje de
micorrizas Unicamente en H. vul/garis. La respuesta de M. ambiguus, R.
subareolatus y Tuber maculatum ha mostrado una tendencia a la
estabilizacion del porcentaje de micorrizacidén a un valor umbral a partir del
cual el incremento de la dosis de esporas no resulta significativamente eficaz.

La dosis 6ptima de aplicacion para establecer el maximo porcentaje de
micorrizas con el minimo nimero de esporas en las condiciones ensayadas
es de 10° esporas / planta para H. vulgaris y M. ambiguus, 10* esporas
/ planta para R. subareolatusy 10° esporas / planta para T. maculatum.
E! porcentaje de micorrizacién méaximo para todas las especies de hongos
inoculadas en forma de esporas suspendidas en agua, se ha situado entre el
40 - 50 % para H. vulgarisy R. subareolatus y alrededor del 70 % para
M. ambiguusy T. maculatum.

R.subareolatus y T. maculatum han formado micorrizas a
concentraciones de esporas relativamente bajas. Resultados similares sobre
concentraciones de dosis optimas fueron obtenidos en inoculaciones de abeto
de Douglas en contenedor con esporas de R. vinicolor y R. colossus
(Castellano et al. 1985). Las dos especies formaron un elevado porcentaje de
micorrizas a dosis iguales o superiores a 10* esporas / planta, sin diferencias
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significativas entre los porcentajes de raices cortas infectados al incrementar
la dosis de esporas hasta 107 esporas / planta. La inoculacién con esporas
de Rhizopogon spp. ha resultado en formacion de micorrizas Unicamente en
R. subareolatus que pertenece a una seccidn taxondmica considerada
especifica de abeto de Douglas (Molina y Trappe 1982a). El resto de las
especies de Rhizopogon probadas en este ensayo fueron recolectadas con
Pinus spp. y muestran una cierta esvpeciﬁcidad genérica hacia este género
(Trappe 1962a). La capacidad de formacion de ectomicorrizas de 7.
maculatum con coniferas ya habia sido probada experimentaimente con
Pinus strobus (Fontana 1967), aunque no se realizd un estudio de dosis.

La aplicacién de esporas de P. tinctorius incluidas en un substrato
de turba y vermiculita ha resultado eficaz aunque el porcentaje de micorrizas
formado ha sido inferior al 15 %. Las dosis efectivas en la formacién de
micorrizas han sido de 10° esporas / planta y superiores sin detectarse
diferencias significativas entre ellas. Este tipo de respuesta podria deberse a
una distribucién poco homogénea de las esporas en la vermiculita.

La aplicacién de indculo de P. tinctorius en forma de esporas ha
resultado efectiva en la formacibn de micorrizas en ensayos previos con
Pinus sp. (Marx 1876a, 1980; Ruehle 1980a), mientras que en Abies spp.
y Pseudotsuga menziesii no ha mostrado efectividad (Alvarez y Trappe
1983a, 1983b). El bajo porcentaje de micorrizas obtenido para este hongo no
ofrece garantias sobre el comportamiento de la planta después del trasplante
a campo. El umbral a partir del cual se detecta efectividad en la estimulacion
del crecimiento en campo de plantas inoculadas con Pisolithus tinctorius,
se ha establecido en un 50 % de las raices cortas infectadas en Pinus sp.
(Marx et al. 1991).

Los parametros de crecimiento de las plantas producidas en las
condiciones experimentales, han alcanzado los valores medios considerados
como obijetivo en la produccién comercial de plantas de abeto de Douglas
1+0 en viveros norteamericanos (11.5 cm. de altura y 3 mm. de diametro)
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(Duryea y Landis 1984) tras un periodo de crecimiento comprendido entre 6
y 7 meses.

La estimulacidn del crecimiento de las plantas inoculadas en
condiciones de contenedor respecto a plantas no inoculadas, no ha sido
significativa para ninguno de los hongos estudiados. La aplicacion de
fertilizante soluble y el crecimiento en un substrato artificial limitado no ofrece
a las micorrizas la posibilidad de aumentar la disponibilidad de nutrientes ni la
superficie de contacto con el suelo, como ocurre cuando las inoculaciones se
realizan en planta producida a raiz desnuda. En la mayoria de los ensayos
realizados hasta el momento con distintas especies forestales, el efecto de la
inoculacién en el crecimiento de la planta no ha sido detectado (Landis et al.
1989). Sin embargo, Castellano et al. (1985) indicaron la subestimacion de la-
biomasa flingica, en forma de micelio externo y rizomorfas producidas en
abundancia en géneros como Rhizopogon, que se destruye durante el
muestreo. Esta biomasa flingica podria representar un incremento de la
biomasa radicular en las plantas inoculadas significativamente mayor que en
los controles.

La investigacién sobre la metodologia de las inoculaciones artificiales
en vivero se ha centrado principalmente en la problematica de la produccién
de indculo vegetativo (Trappe 1977; Marx 1980), aunque algunas especies de
hongos como P. tinctorius y R. vinicolor han sido utilizadas con éxito en
forma de indculo de esporas para la inoculacién de plantas producidas en
viveros forestales a raiz desnuda y en contenedor (Marx et al. 1991).

La regularidad y abundancia de la produccién de esporocarpos en las
parcelas de abeto de Douglas prospectadas (ver seccidn 2.1) ofrece la
posibilidad de obtener in6culo de esporas de R. subareolatus y M.
ambiguus en nimero suficiente para la inoculacion rutinaria de viveros
forestales. En base a los datos de dosis efectivas y produccién de esporas
por esporocarpo (Tabla 3.2.1.(c)), se puede especular que con un solo
esporocarpo de R. subareolatus se podrian inocular aproximadamente un
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millén de plantas producidas en contenedor. En el caso de M. ambiguus, el
numero de plantas factibles de ser inoculadas a la dosis 6ptima se reduce a
4000 por esporocarpo.

La economia y facilidad de aplicacidbn a nivel comercial mediante
irrigacién son los principales argumentos a favor de este tipo de indculo. La
investigacion futura en el campo de las inoculaciones con esporas debe
incluir estudios del comportamiento en campo de plantas inoculadas, asi
como la determinacién de los valores umbrales de micorrizacion requeridos
para cada especie de hongo.
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3.3 INOCULACIONES MIXTAS

La capacidad de los hongos ectomicorricicos introducidos
artificialmente para competir con éxito con otros microorganismos de la
rizosfera, es uno de los factores considerados en la seleccién de hongos para
su uso en practicas de inoculacion en viveros (Trappe 1977). Los
microorganismos de la rizosfera pueden interaccionar de forma positiva o
negativa con los hongos ectomicorricicos, estimulando o inhibiendo
respectivamente su efecto sobre la planta hospedadora (Ridge y Theodorou
1972; Bowen y Theodorou 1979; Garbaye y Bowen 1987).

La competitividad de un hongo ectomicorricico, definida por Garbaye
(1983) como su capacidad de crecer y formar asociaciones micorricicas bajo
condiciones ecologicas impuestas, depende de las especies simbiontes
consideradas (Garbaye 1984). La inoculacidon con dosis de inéculo elevadas
puede permitir al hongo la colonizacién de las raices cortas de la planta
hospedadora, incluso en condiciones de crecimiento en suelos naturales con
una elevada presion competitiva. Garbaye (1983) demostré que el tipo de
suelo y la intensidad de inoculacidn eran factores que influian en la tasa de
colonizacibn de Hebeloma crustuliniforme sobre raices de Fagus
sylvatica.

Las relaciones de colonizacibn y competencia entre hongos
ectomicorricicos, introducidos y nativos, fueron estudiadas por Fleming
(1985) y McAfee y Fortin (1986) en condiciones de campo, y por Grogan y
Mitchell (1990) en suelos de vivero, encontrando en ambos casos que la
naturaleza de los hongos y plantas huésped implicados, asi como las
condiciones ambientales eran los factores que determinaban la persistencia de
una determinada especie fingica formando micorrizas.

El establecimiento de varias especies de hongos ectomicorricicos en
el mismo sistema radicular es un fendbmeno comdn en la naturaleza (Zak y
Marx 1964; Laiho 1970; Benecke y GObl 1974; Trappe 1977). Se ha
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demostrado que las proporciones de varios tipos de micorrizas varian
después de una alteracidén del suelo (Schoeneberger y Perry 1982; Perry y
Rose 1983; Pilz y Perry 1984), probablemente debido a diferencias en la
respuesta flngica a los cambios ambientales.

Sinclair (1974) observé que las plantas de abeto de Douglas
producidas a raiz desnuda crecian mejor con dos hongos formando
ectomicorrizas que con uno solo. Chu-Chou y Grace (1985) inocularon plantas
de Pinus radiata con tres hongos simuitdneamente, obteniendo plantas que
mostraban caracteristicas intermedias a las que presentaban las plantas
inoculadas con cada uno de los tres hongos. Una respuesta similar fue
encontrada por Daft (1983) en inoculaciones con cuatro especies del hongo
vesiculo-arbuscular Glomus spp. Estos resultados indican que las
inoculaciones muitiples podrian ser mas efectivas en la produccion de
plantulas de calidad (medida en parametros fisiologicos mas que
morfolégicos) capaces de tolerar un rango de condiciones ecolégicas mas
amplio que las plantas inoculadas con una sola especie de hongo
ectomicorricico.

La produccidn de plantas inoculadas con diversas especies de hongos
ectomicorricicos requiere estudios previos sobre la capacidad colonizadora
relativa de los hongos implicados bajo distintas dosis de inoculacidén. Estos
estudios pueden permitir la definicibn de las condiciones de inoculacién
necesarias para el establecimiento de dos especies simultaneamente en el
mismo sistema radicular. De igual modo, pueden obtenerse datos sobre
relaciones de competencia entre hongos ectomicorricicos y sobre el efecto
parcial de cada hongo en el desarrolio de la planta.

En la primera parte de esta seccidon, se presentan los estudios
preliminares Jin vitro sobre combinaciones dobles de hongos
ectomicorricicos, aplicados en diferentes proporciones relativas sobre
plantulas de abeto de Douglas. La segunda parte muestra la aplicacion

experimental de las inoculaciones dobles de abeto de Douglas producido en
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contenedor con distintos hongos seleccionados.

3.3.1. INOCULACIONES DOBLES EN CULTIVO PURO

E! objetivo de este trabajo es el estudio, en condiciones controladas in
vitro, del efecto de la inoculacion de abeto de Douglas con dos especies
distintas de hongos ectomicorricicos aplicadas simultdneamente. La variacion
de las proporciones de cada simbionte permitira determinar la capacidad de
micorrizacion relativa de cada hongo y su efecto en la formacidén de raices
cortas y produccién de biomasa.

Este estudio con un modelo de dos hongos introducidos junto con una
misma planta hospedadora, se considera una primera aproximacién al
desarrollo de métodos para producir plantulas de abeto de Douglas
inoculadas en contenedor con mas de una especie de hongo ectomicorricico,
con el objetivo de incrementar la diversidad de simbiontes fungicos en un
mismo sistema radicular y mejorar la adaptabilidad al trasplante de la planta
de reforestacién.

3.3.1.1. Material y métodos

Se esterilizaron superficialmente semillas de abeto de Douglas con H,0,
30% y se introdujeron para su germinacion en viales de vidrio conteniendo
agar malta (2%) para la deteccidén de posibles contaminantes. Cuando las
plantulas formaron una radicula de unos 2 cm. de longitud, se transfirieron
al interior de tubos de sintesis esterilizados que contenian una mezcia de
turba-vermiculita (1:10, v:v) humedecida con medio liquido MMN segln la
técnica descrita por Molina y Palmer (1982). La seleccion de hongos se
realizb en base a estudios previos segin su capacidad de formar
ectomicorrizas con el abeto Douglas en cultivo puro (Tabla 2.3.(a)) y por

caracteristicas morfolégicas distintivas de las micorrizas para facilitar su
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reconocimiento.

Las cepas de hongos ectomicorricicos utilizadas en este ensayo
fueron: Pisolithus tinctorius A-93, Rhizopogon subareolatus A-116,
R. roseolus A-96 y Laccaria bicolor S-238. Los ejemplares de herbario
correspondientes a cada cepa (excepto Laccaria bicolor S-238) se
encuentran depositados en el herbario del Centro de Cabrils del IRTA (Ctra.
de Cabrils s/n, Cabrils, Barcelona). Los datos de aislamiento y recoleccion se
presentan en la Tabla 3.2.1.(a).

Los aislamientos se cultivaron separadamente en placas de Petri
conteniendo medio agarificado MMN modificado con 5 g./I. de glucosa. Tras
25 dias en incubacién a 25°C, se trituraron las colonias durante 15 segundos
a baja velocidad en un homogeneizador Waring-blendor previamente
autoclavado conteniendo agua destilada. A partir de los homogeneizados de
micelio, se ajustaron las densidades de inéculo a un mismo valor anadiendo
agua destilada.

Los tubos de sintesis conteniendo plantulas de un mes se inocularon
con una suspension de micelio afadida desde la parte superior del tubo y
conteniendo una combinacibn de dos hongos ectomicorricicos. Las
combinaciones probadas fueron: Pisolithus tinctorius + Rhizopogon
subareolatus, P. tinctorius + R. roseolus, Laccaria bicolor + R.
subareolatusy L. bicolor + P. tinctorius. Se aplico un total de 12 ml.
de suspension de micelio por planta en las proporciones: 12:0, 9:3, 6:6, 3:9
y 0:12 (v:v, Hongo A:Hongo B).

Tras la inoculacién, los tubos se mantuvieron durante tres meses en un
aparato de sintesis bajo condiciones experimentales iguales a las descritas
en la seccién 2.3. (sustrato a 20-25° de temperatura y 16 horas de
fotoperiodo con 150 umol.s™.m? de intensidad luminica obtenida mediante
fluorescentes "Cool white"). Se prepararon cinco replicados para cada
proporcién en cada combinacién doble con lo que el nUmero de tubos

preparados fue de 90 para el experimento completo.
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Al final del perfodo de crecimiento, se extrajeron cuidadosamente las
plantas de los tubos afadiendo agua corriente. El sistema radicular se
examind bajo el estereomicroscopio para contar el nimero total de raices
cortas y de micorrizas formadas por cada especie de hongo. Las diferencias
de color y aspecto entre los dos hongos de cada combinacion permitié la
distincién de las micorrizas formadas por cada especie (ver descripcion
morfologica en la seccidn 2.3.).

El desarrollo de las plantas inoculadas y no inoculadas se determiné
mediante la medicidn del peso seco de la planta completa tras 48 horas en
una estufa de desecacién a 80°C.

Los datos sobre la formacion de raices cortas y nimero total de
ectomicorrizas formadas por cada especie se representaron graficamente. Los
resultados de produccién de biomasa se analizaron mediante andlisis de la
varianza de una via, previa comprobacién de la distribucién normal y la
homogeneidad de las varianzas del error experimental (Snedecor y Cochran
1980). Las diferencias entre medias se detectaron mediante el test de rango
multiple de Tukey (P < 0.05).

3.3.1.2 Resultados

Las plantas inoculadas con la combinacién P. tinctorius (Pt) + R.
subareolatus (Rs) (Figura 3.3.1.(a)(A)) formaron un namero similar de
raices cortas independientemente de la proporcién de &mbos inoculantes. R.
subareolatus formd micorrizas en todas las proporciones dobles, mientras
que P. tinctorius Gnicamente formd micorrizas en la proporcién Pt3:Rs3. En
esta proporcion, las dos especies formaron ectomicorrizas simultaneamente
en el mismo sistema radicular, con porcentajes del 45 y del 20 % para R.
subareolatus y P. tinctorius respectivamente. La presencia de dos
hongos formando micorrizas en el mismo sistema radicular, no implicé un
aumento en el nimero total de micorrizas por planta.
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La inoculacién con la combinacion P. tinctorius + R. roseolus (Rr)
(Figura 3.3.1.(a)(B)) di6é como resultado una disminucién del nimero total de
raices cortas a medida que se incrementaba la proporcién de R. roseolus
y, simultdneamente, se reducia la de P. tinctorius. P. tinctorius formb
micorrizas cuando se aplico a una dosis igual o superior a lade R. roseolus.
La combinacién Pt3:Rr9 dié como resultado una ausencia casi completa de
micorrizas de P. tinctoriusy la presencia de micorrizas de R. roseolus en
un porcentaje bajo. Esta (ltima especie Unicamente formé micorrizas en la
proporcién Pt3:Rr9 y en ausencia de P. tinctorius, con unos porcentajes de
micorrizacion inferiores al 30 %.

Las plantas inoculadas con la combinacién L. bicolor (Lb) + P.
tinctorius (Figura 3.3.1.(a)(C)) mostraron un incremento en la produccion de
raices cortas relacionado directamente con el aumento de la proporcién de
P. tinctorius y, consecuentemente, con la disminucién de la proporciéon de
L. bicolor en las combinaciones dobles. Un incremento en la proporcién de
P. tinctorius también se reflejb en la estimulaciébn de la formacién de
ectomicorrizas de los dos hongos, especialmente de L. bicolor a pesar de
la disminucién de inéculo de esta especie. En todas las combinaciones dobles
se aprecid la coexistencia de los dos tipos de micorrizas en el mismo sistema
radicular, aunque en una proporcidn muy baja para P. tinctorius.

Las plantas inoculadas con la combinacién L. bicolor + R.
subareolatus (Figura 3.3.1.(a)(D)) mostraron el mismo efecto que la
combinacioén anterior, con un incremento en la produccion total de raices
cortas al incrementar la proporcién de R. subareolatus sobre L. bicolor.
De igual modo, se encontré una relacidon directa entre el nimero total de
raices cortas formadas y el nimero de micorrizas formadas por L. bicolor.
R. subareolatus llegd a colonizar el sustrato parciaimente y a formar
micorrizas en ausencia de L. bicolor pero no formd micorrizas bajo las
condiciones experimentales ensayadas en ninguna de las proporciones
dobles.
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FIGURA 3.3.1.(a)

NUmero total de raices cortas y micorrizas formadas en abeto de Douglas
producido asépticamente en un substrato de turba y vermiculita, e inoculado con
12 ml. de suspensién miceliar compuesta por combinaciones dobles de hongos
ectomicorricicos aplicados a distintas dosis relativas.

Las barras representan el error estandar interno de la media de 5 plantas.
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Todas las plantas no inoculadas mostraron sistemas radiculares muy
poco desarrollados con un numero de raices finas muy bajo o nulo en
algunas plantas.

El efecto en la produccion de biomasa por la planta fue
significativamente mayor en las plantas inoculadas que en las no inoculadas
(Tabla 3.3.1.(a)).

TABLA 3.3.1.(a

Peso seco relativo de plantas de abeto de Douglas producidas axénicamente
in vitro e inoculadas con 12 mi. de suspension miceliar compuesta por
diferentes combinaciones duales de cuatro hongos ectomicorricicos
inoculados en diferentes proporciones. Los valores son referidos al control
(0:0)

Pt: Pisolithus tinctorius A-93 Rs: Rhizopogon subareolatus A-116

Rr: R. roseolus A-86 Lb: Laccaria bicolor S-238

PROPORCIONES COMBIN. DOBLE

INOCULO (ml.) Pt:Rs Pt : Rr Lb: Rs Lb: Pt
0:0 1i0a 1.0a 10a 10a
12:0 39b 46d 20b 20b
9:3 41b 4.2 cd 2.6 bc 29c
6:6 39b 4.4 cd 3.4 cd 3.0¢c
3:9 41D 3.6 bc 3.2cd 26¢
0:12 3.9b 30b 3.6d 26¢c

Los valores que comparten la misma letra dentro de la misma columna no son
significativamente distintos por el test de Tukey (P < 0.05).
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El efecto en el crecimiento estuvo directamente relacionado con la
produccion total de raices cortas en cada combinacion doble, siendo
significativamente mayor a concentraciones crecientes de P. tinctorius o R.
subareolatus. Estas especies también estimularon ia formacién de raices
cortas en mayor grado que R. roseolus o L. bicolor.

3.3.1.3. Discusién

La produccién total de raices cortas en todas las combinaciones
probadas estuvo directamente relacionada con la presencia de hongos
ectomicorricicos en el sustrato de crecimiento. Este efecto es debido
probablemente a la producciéon de compuestos reguladores del crecimiento
de naturaleza hormonal por algunos hongos ectomicorricicos, que estimulan
la produccion de raices (Marx et al. 1970; Slankis 1973; Graham y Linderman
1980). Las condiciones experimentales de crecimiento en tubos cerrados
probablemente contribuyeron a incrementar este efecto que podria ser
desempefiado por diferentes microorganismos en suelos naturales.

R. subareolatus y P. tinctorius fueron las especies mas efectivas
en la induccién de la formacion de raices finas en abeto de Douglas. R.
subareolatus (un hongo especifico de abeto de Douglas) se comport6
como un colonizador radicular agresivo que desplazd a P. tinctorius (un
hongo no especifico), incluso cuando se inoculd en pequefias dosis.

De acuerdo con los resultados obtenidos por McAfee y Fortin (1986),
P. tinctorius es un buen colonizador radicular pero un mal competidor en
suelos naturales, mientras que R. rubescens es un buen competidor en
suelos de pinares. Nuestros resultados indican que P. tinctorius desplaza
a R. roseolus (un hongo especifico de Pinus spp.) el cual probablemente
solo forma micorrizas con abeto de Douglas en condiciones axénicas aunque
no es efectivo en la estimulacion de la produccién de raices cortas en esta

especie hospedadora.
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L. bicolor (un hongo no especifico) desplazb a P. tinctoriusy R.
subareolatus aunque la formacién de micorrizas estuvo condicionada por
la presencia de otro simbionte inductor de la formacién de raices cortas como
P. tinctorius y R. subareolatus. Este papel inductor podria ser
desempefiado por otros microorganismos del suelo, lo cual podria ser uno
de los factores que explicarian el éxito del mismo aislamiento de L. bicolor
en la estimulacién del crecimiento de abeto de Douglas en condiciones de
vivero a raiz desnuda que ha sido descrito por Le Tacon et al. (1988). L.
bicolor ha resultado ser un buen competidor en suelos donde esta
normalmente asociado con bacterias (McAfee y Fortin 1986; Grogan y Mitchell
1990). El efecto de determinadas bacterias del suelo en la estimulacion de la
formacidn de ectomicorrizas de L. bicolor en abeto de Douglas ha sido
descrito por Garbaye et al. (1990) y Duponnois y Garbaye (1991). |

Los efectos en la produccién de biomasa estuvieron significativamente
relacionados con la presencia de hongos inductores de la produccién de
raices cortas (Graham y Linderman 1880). El escaso desarrollo de las
plantulas control no inoculadas indica la dependencia del abeto de Douglas
de la presencia de microorganismos rizosféricos entre los que se incluyen los
hongos ectomicorricicos (Garbaye et al. 1990; Duponnois y Garbaye 1991).

De acuerdo con resultados obtenidos, la seleccion de hongos
ectomicorricicos para ser combinados en inoculaciones multiples deberia
considerar en primer lugar la capacidad relativa de colonizacion radicular por
parte de cada hongo, y en segundo lugar la capacidad de inducir la formacion
de raices cortas en la planta hospedadora. Eil primer punto sera de utilidad
en la seleccion de combinaciones compatibles en el mismo sistema radicular
y la proporcién adecuada de in6culo. El segundo punto puede ser de especial
interés en viveros de produccién en contenedor con sustratos artificiales
desinfectados, donde la producciébn de raices cortas puede depender,
ademas de los factores genéticos, nutricionales y ambientales, de los hongos
micorricicos introducidos artificialmente.
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3.3.2. INOCULACIONES DOBLES EN CONTENEDOR

Las inoculaciones mixtas con hongos ectomicorricicos en viveros no
han sido desarrolladas experimentalmente, a pesar de que se ha reconocido
el interés de su realizacién (Trappe 1977).

Chu-Chou y Grace (1985) utilizaron indculo mixto de esporas obtenido
a partir de esporocarpos de Laccaria laccata, Rhizopogon luteolus y
R. rubescens. El efecto de este inbculo en la estimulacion del crecimiento
y absorcién de nutrientes de Pinus radiata fue comparado con el efecto de
cada hongo por separado. Igualmente se examind la colonizacién relativa de
cada hongo. Los resultados obtenidos indicaron que el inbculo mixto provocd
un efecto en el crecimiento y captaciébn de nutrientes intermedio entre los
efectos producidos por cada hongo por separado. La colonizacion inicial del
sistema radicular por el indculo mixto, expresada en el porcentaje de
micorrizas formado, mostré una dominancia de R. /uteolus a los 6 meses y
un equilibrio entre los tres hongos a los 9 y 11 meses.

La importancia de combinar hongos seleccionados con diferentes
estrategias para la inoculacién de plantas, fue también puesta de manifiesto
por Daft (1983) para hongos endomicorricicos. Las plantas inoculadas con
inbculo mixto mostraron un crecimiento intermedio al producido por cada
hongo por separado.

La expresion del efecto de varios hongos seleccionados en una misma
planta es de gran interés en la mejora de la adaptabilidad de las plantas
forestales producidas en vivero. Las investigaciones sobre las funciones de los
hongos ectomicorricicos han permitido seleccionar hongos capaces de
estimular el crecimiento de diferentes especies arboreas en plantacién como
Laccaria bicolor (Le Tacon et al. 1988) y Pisolithus tinctorius (Marx
1977b; Marx et al. 1977a; Berry y Marx 1978; Marx y Artman 1979; Ruehle
et al. 1981; Marx et al. 1988; Garbaye et al. 1988). Algunos géneros como
Rhizopogon estan asociados a una mayor tolerancia de la planta a la
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sequia como ha sido demostrado para Rhizopogon luteolus (Theodorou
y Bowen 1970) y R. vinicolor (Parke et al. 1983). R. vinicolor también ha
inhibido el crecimiento de algunos patbgenos in vitro (Zak 1971). La
importancia de la combinacibn de los efectos de varios hongos
ectomicorricicos en una misma planta es obvia, por lo que el estudio de las
técnicas de inoculacidbn con varias especies de hongos ectomicorricicos
merece un considerable esfuerzo investigador.

En esta secciébn se ha realizado un estudio sobre la capacidad de
colonizacibn relativa de dos hongos ectomicorricicos aplicados
simultaneamente en plantas de abeto de Douglas producidas en contenedor.
El principal objetivo de este trabajo es la determinacién de la combinacion
6ptima de aplicacién de indculo para obtener plantas con dos simbiontes
seleccionados coexistiendo en un mismo sistema radicular en condiciones de

contenedor.

3.3.2.1. Material y Métodos

La seleccion de hongos y del método de inoculacion para su utilizacion
en combinaciones dobles se realizaron en funcidn de los resultados obtenidos
en los ensayos de inoculaciones en contenedor y en las combinaciones
dobles in vitro.

Se utilizaron dos combinaciones dobles de hongos ectomicorricicos:
Laccaria bicolor $-238 + Rhizopogon subareolatus (aplicados en
forma de micelio en turba : vermiculita y esporas respectivamente) y
Melanogaster ambiguus + R. subareolatus (aplicados ambos en forma
de esporas). En cada combinacién se varid la proporcion de L. bicolory M.
ambiguus respectivamente y se mantuvo fija la dosis de R. subareolatus.
De este modo, se eligieron dosis variables y efectivas de dos especies de
hongos para graduar la presidon competitiva sobre R. subareolatus.

De las cuatro combinaciones dobles de hongos ectomicorricicos
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probadas en sintesis en cultivo puro, Unicamente se probd en contenedor la
combinacién Laccaria bicolor S-238 + Rhizopogon Subareolatus. El
resto de combinaciones incluian a Pisolithus tinctorius que no resultd
efectivo en los ensayos en contenedor en forma de in6culo vegetativo.

Se utilizaron semillas de abeto de Douglas procedentes de Oregon
(origen 261, lote n® 313-1980) desinfectadas superficialmente con H,0,
durante 30 minutos y estratificadas a 5°C durante 35 dias. La siembra se
realizd en contenedores root trainers Spencer-Lemaire de 175 cc. de
capacidad, conteniendo una mezcla esterilizada de turba:vermiculita (1:1, v:v).

La inoculacién de L. bicolor se realizd en el momento de la siembra
en la primera combinacion y se utilizaron tres dosis: 1:8, 1:16 y 1:32 (v:v,
inGculo: substrato). Estos tres tratamientos se combinaron con una Unica -
dosis de esporas de R. subareolatus (10° esporas / planta) que se
aplicaron un mes después de la germinacion de las semillas.

En la segunda combinacién de hongos, se aplicaron las esporas un
mes después de la siembra y de manera simultanea en plantas preparadas de
igual forma que en la combinacidén anterior. En esta combinacion se mantuvo
igualmente fija la dosis de R. subareolatus a 10° esporas / planta y se varid
la dosis de M. ambiguus a 10°, 10° y 107 esporas / planta.

Se prepararon un total de 64 plantas por cada tratamiento dentro de
cada combinacion (64 x 3 x 2 = 394 plantas) que se mantuvieron durante 5
meses en condiciones controladas dentro de un invernadero en las
condiciones ambientales y de manejo establecidas en la seccibn 3.1. La
uniformidad de condiciones ambientales entre tratamientos se mantuvo por
intercambios periddicos de fa posicion de las plantas dentro del invernadero.

Al final del periodo de crecimiento, se examinaron los sistemas
radiculares de todas las plantas y se determind el nimero de plantas
infectadas por cada uno de los hongos introducidos en cada combinacién y
el porcentaje de micorrizas formado por cada hongo en las plantas con
infecciones simultaneas. Para cada combinacion, las diferencias entre
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frecuencias de plantas infectadas con uno 6 dos hongos en cada tratamiento
se analizaron mediante tablas de contingencia, con un nivel de significacion
< 0.05.

3.3.2.2. Resultados

La inoculacidn de plantas con la combinacidn doble: Laccaria
bicolor S-238 + Rhizopogon subareolatus proporciond plantas
micorrizadas con una séla o con dos especies de hongos simultaneamente
en los tres tratamientos probados (Figura 3.3.2 (a)).

La disminucién progresiva de la dosis de L. bicolor desde 1:8 hasta
1:32 (viv) provocd un incremento significativo del numero de plantas
micorrizadas con esta especie desde el 23% del total de plantas infectadas en
la combinacion L. bicolor 1:8 + R. subareolatus, hasta un 87% de las
plantas infectadas de forma monoespecifica por L. bicolor en la
combinacién L. bicolor 1:32 + R. subareolatus. Este incremento de
plantas infectadas exclusivamente con L. bicolor contrasta con el nimero
de plantas infectadas con R. subareolatus que descendio significativamente
desde un 32% de plantas infectadas exclusivamente con este hongo cuando
se combind con la dosis 1:8 de L. bicolor, hasta ninguna planta infectada
con este hongo cuando L. bicolor se aplicd a la dosis 1:32.

El porcentaje de plantas con dos hongos formando micorrizas
simultaneamente en el sistema radicular, se mantuvo entre un 41y un 45% del
total de plantas infectadas cuando L. bicolor se aplicd a las dosis 1:8 6
1:16, y descendi6 al 11% a la dosis 1:32.

Todas las plantas con infecciones dobles mostraron un porcentaje de
micorrizas mayor para R. subareolatus que para L. bicolor (Figura
3.3.2.(a))., aumentando progresivamente el porcentaje de micorrizas formado
por L. bicolor desde un 7% a la dosis 1.8 hasta un 16% a la dosis 1:32.

Las plantas inoculadas con la combinacibn M. ambiguus + R.
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FIGURA 3.3.2.(a)

Porcentaje de plantas de abeto de Douglas con micorrizas monoespecificas
y dobles tras la inoculaciébn mixta con Rhizopogon subareolatus (10°
esporas/planta) + Laccaria bicolor S-238 aplicada a 3 dosis de in6culo
vegetativo (1:8, 1:16 y 1:32 v:v, inbculo:substrato).

Las frecuencias obtenidas entre tratamientos se compararon mediante tablas
de contingencia. Los tratamientos que comparten la misma letra no difieren
significativamente (P < 0.05).
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subareolatus se infectaron Unicamente con R. subareolatus cuando M.
ambiguus se aplico a la dosis de 10° esporas / planta (Figura 3.3.2.(b)). E
incremento de la dosis de M. ambiguus a 10° y 107 esporas / planta,
disminuyd en forma significativa el porcentaje de plantas infectadas
Unicamente con R. subareolatus que fue del 71 y 23% respectivamente.
Simultaneamente, estas dosis fueron efectivas en la produccidn de plantas
infectadas Unicamente con M. ambiguus que constituyeron un 19% y un
42% de las plantas infectadas respectivamente.

Las plantas con infecciones dobles constituyeron un 10% de las plantas
micorrizadas en la combinacién M. ambiguus 10°% + R. subareolatus 10°
esporas / planta. Este porcentaje aumenté significativamente al 35% en la
combinacién M. ambiguus 10° + R. subareolatus 10° esporas / planta.
Las plantas con infecciones dobles mostraron un predominio de las micorrizas
de M. ambiguus sobre las de R. subareolatus cuando la primera especie
se aplicod a la dosis de 10° esporas / planta. La dosis de 10’ esporas / planta
de M. ambiguus provocd un porcentaje de micorrizacion similar de entre el

30 y 40% de raices cortas infectadas por cada especie de hongo.

3.3.2.3. Discusion

La coexistencia de L. bicolor con R. subareolatus no pudo ser
obtenida en condiciones axénicas y uniformes in vitro mediante inéculo
I1quido. Sin embargo, en contenedor las condiciones del substrato varian al
incorporar el indculo miceliar, compuesto principalmente por vermiculita. El
incremento de vermiculita al incrementar la dosis de L. bicolor implica una
ligera subida del pH del substrato y un descenso de la capacidad de retencion
de agua por la disminucién de la proporcién de turba. La inoculaciéon con una
dosis 1:8 de indculo miceliar supone una proporcion final aproximada de turba
y vermiculita de 1:1.3 (v:v) en el substrato, que conlleva un ligero aumento del
pH. Estas condiciones pudieron permitir el desarrollo de R. subareolatus
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FIGURA 3.3.2.(b)

Porcentaje de plantas de abeto de Douglas con micorrizas monoespecificas
y dobles tras la inoculacién mixta con Rhizopogon subareolatus (10°
esporas/planta) + Melanogaster ambiguus aplicado a 3 dosis de esporas
(10°, 10° y 107 esporas/planta).

Las frecuencias obtenidas entre tratamientos se compararon mediante tablas
de contingencia. Los tratamientos que comparten la misma letra no difieren
significativamente (P < 0.05).
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Unicamente cuando L. bicolor encontrd mas dificultades para crecer y
colonizar el sistema radicular al cambiar las condiciones del substrato. Las
dosis menores de L. bicolor no disminuyeron su infectividad ya que este
aislamiento puede formar ectomicorrizas a bajas concentraciones de indculo.
Esta hipétesis explicaria el incremento de plantas micorrizadas con L.
bicolor al disminuir la dosis de éste hongo hasta la desaparicién de las
plantas micorrizadas con R. subareolatus en condiciones de crecimiento
mas favorables para L. bicolor. En este caso, la capacidad competitiva de
L. bicolor y, probablemente, la presencia de micelio infectivo antes de la
germinacion de esporas de R. subareolatus impidid el desarrollo de
micorrizas de esta especie.

Las plantas con infecciones dobles estaban micorrizadas principalmente
con R. subareolatus. Segun la hipbtesis anterior, el establecimiento de R.
subareolatus en el sistema radicular implica la presencia muy escasa de L.
bicolor. En estas condiciones, las micorrizas formadas por esta Gltima
especie se limitan a la colonizacidn de la parte inferior del sistema radicular
tras el relativamente rapido establecimiento de un hongo especifico como R.
subareolatus que coloniza principalmente la zona superior del sistema
radicular de la planta.

Estos resultados coinciden con los obtenidos en cultivo puro en cuanto
a la capacidad competitiva de L. bicolor frente a R. subareolatus. Los
resultados obtenidos por Chu-Chou y Grace (1985) con R. /uteolus y R.
roseolus inoculados conjuntamente con L. /accata muestran un reparto
equitativo de las micorrizas en el mismo sistema radicular. En este caso, la
inoculacién de L. /accata se realizd en forma de esporas, por lo que la
capacidad de germinacion de éstas puede condicionar el resultado del ensayo
y lo hace dificilmante comparable a los resultados obtenidos con micelio de
inmediata capacidad colonizadora.

La combinacién éptima de indculo para obtener plantas con infecciones
dobles de L. bicolory R. subareolatus en las condiciones ensayadas es
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L. bicolor 1:16 + R. subareolatus 10° esporas / planta. En estas
condiciones, se pueden conseguir alrededor de un 40 % de plantas con los
dos tipos de micorrizas en el mismo sistema radicular, aunque la dificultad de
controlar las condiciones experimentales hace que el equilibrio se desplace en
un 60 % de las plantas hacia la presencia monoespecifica de L. bicolor o
R. subareolatus.

La capacidad colonizadora de M. ambiguus frente a R.
subareolatus mostrd un comportamiento directamente proporcional a la
dosis de esporas aplicada. La obtencién de plantas con micorrizas de M.
ambiguus fue posible Gnicamente a las dosis superiores a 10° esporas /
planta, a pesar de que a esta dosis se obtuvo un porcentaje de micorrizas
superior al 10 % en las inoculaciones monoespecificas. La obtencidn de un -
35 % de plantas con dos tipos de micorrizas fue posible incrementando la
dosis de M. ambiguus a 107 esporas / planta. A esta dosis es posible una
presidbn competitiva sobre R. subareolatus que, a igualdad de propagulos,
muestra una mayor capacidad colonizadora relativa del sistema radicular que
M. ambiguus (un hongo no especifico de abeto de Douglas). Las plantas
con los dos tipos de micorrizas mostraron un porcentaje de micorrizas de M.
ambiguus ligeramente superior o superior al de R. subareolatus.

Los patrones de competencia entre distintas especies de hongos en las
condiciones probadas muestran una dependencia de la capacidad de
colonizacion relativa del sistema radicular de cada hongo. Esta capacidad
colonizadora depende, en primer lugar, del reconocimiento mituo planta-
hongo a nivel de la superficie radicular mediante la secrecion de substancias
por ambos simbiontes (Piché et al. 1982, 1983a, 1983b) y, posteriormente,
de la extensién rapida de las hifas en el sistema radicular (Piché et al. 1988).
Esta proliferacion de hifas varia segin la combinacion hongo-planta (Piché
et al. 1988). En el caso de L. bicolor, la velocidad de establecimiento de
ectomicorrizas es muy elevada y puede impedir el establecimiento de otros

hongos en determinadas condiciones ambientales. En las combinaciones
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probadas, parece que el factor de la extensidn de la infeccion tras el
reconocimiento es el implicado en la coexistencia de dos tipos de micorrizas
simultdneamente.

La distribucidn espacial y temporal del inoculo y las condiciones de
crecimiento, son factores que pueden controlarse en la produccion de planta
forestal en vivero para la obtencidn de distintos tipos de micorrizas en el
mismo sistema radicular.
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4. INFECTIVIDAD Y RECEPTIVIDAD DE SUELOS FORESTALES

La efectividad de la inoculacidon de plantas de vivero con hongos
ectomicorricicos requiere la persistencia del hongo posterior al trasplante a
campo, siendo deseable que el hongo se extienda rapidamente en el suelo
durante el establecimiento inicial de la planta (Trappe 1977; Marx 1980).

Uno de los pardmetros mas importantes para la seleccidon de hongos
ectomicorricicos es su adaptacion a la zona de reforestacion (Mikola 1973;
Perry et al. 1987). La introduccidén de hongos ectomicorricicos adaptados
puede reducir el estrés de trasplante. Por el contrario, la falta de adaptacién
del hongo inutiliza los esfuerzos realizados en la inoculacidén de las plantas en
la fase de produccién en vivero, y puede llegar a dificultar la supervivencia y
crecimiento de la planta (Kropp y Langlois 1990). La adaptabilidad ecol6gica
de un hongo ectomicorricico depende de los mecanismos metabdlicos
desarrollados para hacer frente a la variacibn ambiental, ya sea el tipo de
suelo, clima o interacciones con otros microorganismos (Trappe 1977).

La presencia o carencia de hongos ectomicorricicos nativos capaces
de infectar la especie forestal con la que se va a repoblar, debe ser evaluada
en las zonas de plantacidn para determinar la necesidad de utilizar plantones
que ya vengan inoculados del vivero (Kendrick 1988). Es generalmente
aceptado que aquellas zonas forestales que mantienen una elevada poblacion
de hongos simbiontes no requieren la introduccién de plantas micorrizadas
artificialmente en viveros (Mikola 1973; Kropp 1982). Sin embargo, diversos
estudios ecolégicos indican que la poblacidn nativa de hongos simbiontes
disminuye o es modificada en su composicion tras la tala generalizada de
arboles que no es seguida de repoblacion, o por efecto del fuego (Harvey et
al. 1980; Persson 1982; Parke et al. 1984; Perry et al. 1987). Diversos
trabajos realizados en el Reino Unido indican que las especies flngicas

evolucionan desplazandose una a otras a lo largo de la sucesién del bosque
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(Mason et al. 1983; Dighton y Mason 1985; Mason et al. 1985; Dighton 1987).
Se postula que los hongos propios de las etapas maduras de la sucesioén no
colonizan las raices de plantas jévenes o lo hacen escasamente (Danielson
1988; Marx y Cordell 1988).

La receptividad de un suelo forestal a la simbiosis micorricica, definida
por Duvert (1987) como su aptitud para mantener la simbiosis y permitir su
desarrollo, depende de las propiedades fisico-quimicas del suelo y de sus
propiedades microbianas (Garbaye 1983; De Oliveira 1988). En Ia rizosfera
existen comunidades microbianas muy complejas que pueden interaccionar
con los hongos ectomicorricicos favoreciendo o inhibiendo la simbiosis
(Bowen y Theodorou 1879; Garbaye y Bowen 1987; De Oliveira y Garbaye
1889; Duponnois y Garbaye 1991).

Los hongos ectomicorricicos nativos existentes en el suelo de la
plantacién, constituyen una competencia directa para el hongo micorricico
introducido con las plantas inoculadas. En este sentido, es preciso evaluar la
competitividad de un hongo ectomicorricico definida por Garbaye (1983)
como su capacidad de mantenerse bajo determinadas condiciones ecoldgicas
en plantacion y de colonizar las nuevas raices producidas por la planta. El
efecto beneficioso de las micorrizas sobre la planta dependera, en parte, de
la capacidad competitiva del hongo ectomicorricico.

Perrin et al. (1988) definieron los conceptos de infectividad vy
receptividad para abordar el estudio del comportamiento de distintas cepas de
hongos ectomicorricicos introducidos en diferentes suelos. La infectividad de
un suelo se definid como su capacidad para inducir la micorrizacidn en una
poblacién de plantas hospedadoras. La receptividad de un suelo se definid
como su capacidad de permitir el desarrollo de la asociacién micorricica en
plantas hospedadoras a partir de un in6culo introducido.

Actualmente no existen pruebas de laboratorio simples y fiables para
determinar de una manera rapida la receptividad de un suelo forestal a la
introducciéon de una determinada cepa de hongo ectomicorricico, y su

149



Infectividad y Receptividad de Suelos Forestales

competitividad frente a otros simbiontes. El objetivo de este capitulo es el
estudio de la evolucién del sistema radicular de plantas micorrizadas con
distintos hongos ectomicorricicos y trasplantadas a contenedores con
distintos suelos de plantacidn. La primera parte del estudio se dedica a la
determinacién del potencial infectivo de los suelos utilizados, para establecer
una primera prediccién del potencial infectivo de distintos suelos de plantacion
y valorar la presién competitiva de los hongos ectomicorricicos nativos. La
segunda parte tiene como objetivo la determinacion de la persistencia de las
micorrizas de un determinado hongo, asi como su efecto en el crecimiento
de la planta posteriormente al trasplante a distintos suelos en contenedor. Los
datos obtenidos se discutiran en funcién de su aplicacién para seleccionar
aquellas cepas de hongos con posibilidades de establecimiento en
condiciones reales de campo, a partir de una aproximacioén experimental en
condiciones controladas.

4.1 MATERIAL Y METODOS

Determinacién _del potencial infectivo de distintos suelos

forestales

La recoleccion de un total de cuatro suelos forestales para la realizacion
de este ensayo se efectud en otono de 1991 en distintas zonas ecoldgicas,
dentro del area potencial de plantacion del abeto de Douglas. Las
denominaciones y caracteristicas de las areas de recoleccion de los distintos
suelos se presentan en la Tabla 4.(a).

El procedimiento de recoleccidn consistié en la excavacion del suelo
hasta una profundidéd de 20 cm., considerada como la zona en inmediato
contacto con el sistema radicular de la planta tras la plantacién, y su tamizado
a través de una luz de 5 mm. para extraer piedras y restos de vegetacion. El
suelo tamizado se mezcldé para homogeneizar las fracciones de suelo
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TABLA 4.(a)

Denominacion y caracteristicas de las areas de recoleccion de los suelos

utilizados en los ensayos de infectividad y receptividad.

DENOMINACION

PLANTACION

FECHA
RECOLECCION

Octubre 1991

LOCALIDAD
RECOLECCION

e ————ty

Sta. Fe del
Montseny
(Girona)

CARACTERISTICAS
ECOLOGICAS

Altitud: 1000 m.
Plantacién de abeto de
Douglas de 4 afios.
Vegetacién circundante de
Fagus sylvatica y
Pseudotsuga menziesii.
Previamente ocupado por
vegetacion arbustiva de
Sarothamnus sp.y
Pteridium sp. tras abandono
de artigas donde se
cultivaban patatas.

DOUGLAS

Sept. 1991

Sta. Fe del
Montseny
(Girona)

Altitud: 1100 m.
Plantacién densa de abeto
de Douglas de 40 anos.
Vegetacion circundante de
Pseudotsuga menziesiiy
Fagus sylvatica.
Previamente existia una
artiga donde se cultivaban
patatas.

HAYEDO

Sept. 1991

Sta. Fe del
Montseny
(Girona)

Altitud: 1100 m.

Bosque de hayas de unos 50
afos. Entorno compuesto
exclusivamente por Fagus
sylvatica.

EUSKADI

Sept. 1991

Zegama
(Gipuzkoa)

Altitud: 1300 m.

Prado abandonado dedicado
antiguamente al pastoreo y
colonizado por
Sarothamnus sp. y Ulex sp.
Entorno compuesto por
bosques de Fagus sylvatica
y plantaciones de Larix
decldua.

H

correspondientes a los distintos horizontes recolectados. Una muestra de cada

suelo se analizd para determinar textura y composicion quimica y el resto se

transporté a una camara refrigerada a 4°C, donde se mantuvo durante un

periodo maximo de 2 dias hasta su utilizacion. Los resultados de los andlisis
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de suelo se presentan en la Tabla 4.(b).

La determinacion del potencial infectivo de cada suelo se realiz a partir
de una serie de diluciones, mediante la mezcla del suelo con distintas
proporciones del mismo suelo autoclavado a 120°C durante una hora, segln
la técnica descrita por Perrin et al. (1988). Las diluciones realizadas para cada
suelo y expresadas en porcentaje de suelo natural (no estéril) respecto al total
fueron: 100, 50, 25, 12, 6, y 3. Las distintas diluciones de suelo preparadas
se distribuyeron en contenedores Spencer-Lemaire root-trainers de 300 cc. de
capacidad en los que se trasplantaron plantas de abeto de Douglas de 5
meses de edad producidas previamente en contenedores Spencer Lemaire
root-trainers de 175 cc. en un substrato de turba y vermiculita (1:1, v:v). El
origen de la semilla utilizada fue 261 (lote n= 313-1980).

Previamente al trasplante, se lavaron cuidadosamente con agua los
sistemas radiculares de las plantas y se comprobd la ausencia de
ectomicorrizas. Se prepararon un total de cinco repeticiones para cada dilucion
y para cada uno de los cuatro tipos de suelo, con lo que el nimero total de
contenedores preparados fue de 120.

Las plantas se mantuvieron durante 110 dias en un invernadero de
cristal climatizado con temperaturas entre 20 y 25°C y humedad superior al
40% bajo condiciones de crecimiento descritas anteriormente en la seccidn
3.1,, con la salvedad que no se realizd ninguna fertilizacién durante el periodo
de crecimiento de las plantas.

Al final del periodo de crecimiento, se limpiaron cuidadosamente con
agua los sistemas radiculares de las plantas, y se determiné el porcentaje de
micorrizas formadas en cada dilucién de suelo.

Los resultados se expresaron graficamente para cada suelo como el
porcentaje de micorrizas nativas obtenido respecto a la dilucibn de suelo
expresada en una escala logaritmica. La expresién de la densidad de indculo
en una escala logaritmica ha sido recomendada para su uso en la
representacion de infecciones de patbgenos en plantas por Van der Plank

152



Infectividad y Receptividad de Suelos Forestales

TABLA 4.(b)

Analisis de los distintos suelos utilizados.

SUELOS

PARAMETROS PLANTACION | DOUGLAS | HAYEDO | EUSKADI
pH (agua) 4.93 4.95 5.18 4.94
pH (KCI) 3.83 4.07 4.36 3.96
C org. (%) 4.02 3.34 4.57 2.65
Mat. org. (%) 6.93 5.76 7.88 5.30
N total (%) 0.30 0.24 0.33 0.25
C/N 13.40 13.90 13.80 10.41
NO,; (mg./Kg.) 83.20 68.10 59.70 49.62
P. ext. (mg./Kg.) 41.70 49.70 1.40 0.65
Na (meq./100g.) 0.05 0.10 0.12 0.29
K (meq./100g.) 0.04 0.22 0.19 0.39
Mg (meq./100g.) 0.28 0.57 1.07 3.59
Ca (meq./100g.) 2.22 6.01 8.08 2.58
C.I.C. (meq./100g.) 5.53 8.12 11.72 13.80
GRANULOMETRIA franco- franco- franco- arcilloso

arenoso arenoso arcilloso

(1975), por la concentraciébn de los datos en una escala de diluciones
proporcional. Igualmente, se determind para cada suelo la diversidad de tipos

morfolégicos de micorrizas detectados.
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Determinacién de Ia receptividad de distintos suelos
forestales

A partir de los resultados obtenidos en el capitulo 3, se seleccionaron
aquellos hongos ectomicorricicos que formaron un porcentaje elevado de
micorrizas en condiciones de contenedor. A partir de los hongos
seleccionados, se produjeron distintos tipos de inéculo segiin metodologia
descrita en el capitulo 3. Los hongos utilizados y el método de produccion
de inbculo se representan en la Tabla 4.(c).

Los distintos tipos de inbdculo preparados se aplicaron a plantas de
abeto de Douglas producidas a partir de semillas procedentes de Oregon
(origen 261, lote n= 313-1980). Las plantas se produjeron en contenedores -
Spencer-Lemaire root-trainers de 175 cc. de capacidad con un substrato de
turba y vermiculita (1:1, viv). Los distintos tipos de inéculo vegetativo se
aplicaron en el momento de la siembra de las semillas, mediante mezcla
manual del inéculo con el substrato de crecimiento a las dosis Optimas
descritas en el capitulo 3. Las esporas se aplicaron en forma de suspension
en agua un mes después de la germinacion de las semilias, e igualmente a las
dosis 6ptimas establecidas en el capitulo 3. La combinacién doble se aplicd
a la dosis 1:8 (v:v, inéculo:substrato) para L. bicolor S-238 en el momento
de la siembra + 10° esporas de R. subareolatus por planta, que se
aplicaron un mes después de la germinacién de las semillas. La utilizacién de
dos tipos de in6culo de L. bicolor y la variabilidad del porcentaje de
micorrizas formado tras la inoculacidbn con esporas de R. subareolatus,
permitib separar lotes de plantas con dos niveles de micorrizacién, superior
e inferior al 50%, para las dos especies. Se prepararon 64 plantas para cada
tratamiento de inoculacibn estudiado, incluyendo plantas control no
inoculadas, con lo que el total de plantas utilizadas fue de 448.

Las plantas se mantuvieron durante cinco meses (de Mayo a
Septiembre) en un invernadero de cristal climatizado a 20-25°C de temperatura
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TABLA 4.(c)

Hongos ectomicorricicos utilizados para la produccién de inbéculo en los
ensayos de receptividad de suelos y método de produccién. Los datos de
recoleccion de cada hongo se detallan en el capitulo 3.

HONGOS TIPO DE INOCULO
Laccaria bicolor $-238 Vegetativo (turba:vermiculita)
L. bicolor $-238 Inclusién en alginato
Melanogaster ambiguus Suspension de esporas
Rhizopogon subareolatus Suspension de esporas
Tuber maculatum Suspension de esporas
L. bicolor $-238 + R. subareolatus Vegetativo: Lb + esporas: Rs

y con humedad relativa superior al 40%. Las condiciones de riego, luz y
fertilizacién se detallan en la seccién 3.1. La localizacidn de las plantas dentro
del invernadero se sometid a rotacion periédica para eliminar los posibles
efectos posicionales.

Tras el periodo de crecimiento, se examind el sistema radicular de las
plantas para determinar el porcentaje de micorrizas formadas y se tomaron los
datos de crecimiento (altura y didmetro basal) de cada planta. Posteriormente
se trasplantaron ocho plantas de cada tratamiento a contenedores Spencer-
Lemaire root-trainers de 300 cc. de capacidad conteniendo los distintos suelos
probados en los ensayos de infectividad. La realizacidbn de este ensayo se
efectud simultaneamente a la determinacion de la infectividad para uniformizar

las condiciones ambientales bajo las que se realizaron ambos experimentos.
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Después del trasplante, los contenedores se mantuvieron en las mismas
condiciones de crecimiento en invernadero, en ausencia de fertilizacién,
durante 110 dias (de Septiembre a Diciembre). El crecimiento activo de las
plantas se mantuvo durante toda la duracién del ensayo mediante el control
de luz y temperatura. Al final de este periodo, se determind el porcentaje de
micorrizas formadas por el hongo estudiado y el porcentaje de micorrizas
formadas por otros hongos, a partir de un submuestreo estratificado de
raices laterales primarias. Previamente a la realizacidn del submuestreo de
raices para la determinacién del porcentaje de micorrizacion, se determind el
nimero de raices necesario para obtener una representatividad
estadisticamente aceptable. igualmente, se registraron los parametros de
crecimiento (altura y diametro basal) de cada planta.

Los resultados de micorrizacion se expresaron en porcentajes de
micorrizas formadas por el hongo/s introducido/s antes y después del
trasplante, comparando los porcentajes medios mediante analisis de la
varianza y representando el nivel de significacion de F. Los datos de
porcentajes de micorrizas se modificaron mediante transformacion angular
(arcsen v % mic/100) y se comprobb la distribucién normal y homogeneidad
de las varianzas del error experimental (Snedecor y Cochran 1980).

Andlisis de pardmetros de crecimiento

Los datos de diametro basal, altura y volumen de las plantas ((Diametro
basal)® x Altura) al final del ensayo, se procesaron globalmente mediante
analisis de la covarianza de dos vias. Los factores considerados fueron: el
tratamiento de inoculacién con los distintos hongos probados vy el tipo de
suelo (Plantacién, Douglas y Hayedo), considerando como covariables el
didmetro basal, altura y volumen inicial de las plantas. A partir de este primer
analisis de los datos, se determiné el nivel de significacién de la interaccion:
hongo x suelo para cada parametro de crecimiento considerado, con lo que

156



Infectividad y Receptividad de Suelos Forestales

se establecio el tipo de analisis mas adecuado para la comparacion del efecto
de cada hongo. En el caso de interacciones no significativas (nivel de
significacién > 0.05), los datos se analizaron globalmente. Para interacciones
significativas (nivel de significacion < 0.05) los datos se analizaron
separadamente para cada suelo.

4.2 RESULTADOS

Ensayos de infectividad de suelos

La representacion del porcentaje de micorrizas formado en las distintas
diluciones de los suelos utilizados se representa en la Figura 4.(a) sobre una
escala de diluciones logaritmica.

La formacion de micorrizas en plantas trasplantadas al suelo de
Plantacién ha tenido lugar Unicamente en el suelo sin diluir, con un porcentaje
ligeramente superior al 20% de raices cortas micorrizadas.

En el suelo de Douglas se ha detectado la formacién de micorrizas a
todas las diluciones probadas, aunque el porcentaje de micorrizas formado ha
resultado bajo, oscilando entre el 10 y el 15% a las proporciones de suelo
natural mas elevadas. La formacién de micorrizas en el suelo de Hayedo ha
resultado elevada a todas las diluciones probadas, con porcentajes entre el 40
y 75%. Los porcentajes maximos de micorrizacidn se obtuvieron a las
concentraciones de suelo natural iguales o superiores al 12%. Las plantas
trasplantadas al suelo de Euskadi no mostraron ningln tipo de micorriza en
el sistema radicular tras el periodo de crecimiento.

Los tipos morfolégicos de micorrizas detectados en cada suelo se
describen en la Tabla 4.(d). La mayor diversidad de tipos morfolégicos de
micorrizas se detectd en el suelo de Hayedo, con ocho tipos distintos. En el
suelo de Douglas se describieron seis tipos morfoldgicos y en el suelo de
Plantacién, Gnicamente tres.
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FIGURA 4.(a)

Porcentaje de micorrizacion de plantas de abeto de Douglas de 5 meses
trasplantadas a contenedores con distintos suelos para determinar su
infectividad. El volumen inicial de cada tipo de suelo (300 cc.) se diluy6
sucesivamente a la mitad con el mismo suelo estéril. El porcentaje de suelo
natural se representa sobre escala logaritmica. Cada punto corresponde a la
media de 5 plantas.
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Infectividad y Receptividad de Suelos Forestales

TABLA 4.(d)

Tipos de micorrizas nativas detectadas en distintos suelos forestales mediante
bioensayo con plantas de abeto de Douglas de 5 meses trasplantadas en
contenedores de 300 cc.

DENOMINACION TIPOS DESCRIPCION (*)
SUELO MICORRIZAS
PLANTACION 3 Tipos: ¢, d, e.
DOUGLAS 6 Tipos: a, b, d, e, {, g.
HAYEDO 8 Tipos: b, ¢, d, f, g, h, i, j.
EUSKADI 0 Tipos: -

(*):

Tipo a Micorrizas lisas de color marrén oscuro en forma de maza, simples y con manto
muy delgado.

Tipo b Micorrizas lisas tipo Laccaria de color rosado y ramificacion simple.
Tipo ¢ Cenococcum geophilum

Tipo d Micorrizas lisas de color miel tipo Tuber con ramificacion
pinnada o simple.

Tipo e Micorrizas blancas con abundante micelio externo y rizomorfas tipo Rhizopogon.
Tipo T Micorrizas lisas de color verdoso oscuro.

Tipo g Micorrizas negras lisas parecidas al tipo Cenococcum aunque sin micelio
externo.

Tipo h Micorrizas lisas con micelio externo ténue tipo Hebeloma.

Tipo i Micorrizas blancas con abundante micelio externo tipo Suillus sin rizomorfas
aparentes.

Tipo j Micorrizas lisas de color lila vivo y cortas con micelio externo ténue.
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Ensayos de receptividad de suelos

El porcentaje de micorrizacion de plantas de abeto de Douglas
inoculadas con L. bicolor S-238 (inbculo vegetativo), antes y después del
trasplante a los cuatro tipos de suelos probados, se representa en la Figura
4.(b). Aunque el porcentaje de micorrizacién inicial de las plantas fue bajo
(alrededor del 30%), el porcentaje de micorrizas final aumentd
significativamente en los cuatro suelos y practicamente no se detectd la
presencia de micorrizas nativas. Es de destacar el elevado porcentaje final de
micorrizas, cercano al 90% de las raices cortas infectadas, obtenido en el
suelo de Plantacion. El porcentaje final de micorrizas en el suelo de Douglas
resulté también significativamente mayor que el inicial, aunque fue el suelo
menos receptivo a L. bicolor y donde se detectd el mayor porcentaje de
micorrizas formadas por hongos nativos.

Las plantas inoculadas con L. bicolor S-238 (inbculo de alginato)
formaron un porcentaje de micorrizas cercano al 70% (Figura 4.(c)). Después
del trasplante a los tres suelos probados (Plantacion, Douglas y Hayedo), no
se detectd un cambio significativo del porcentaje de micorrizacién tras 110
dias y la presencia de hongos nativos fue baja. Las plantas inoculadas
con M. ambiguus presentaron un porcentaje de micorrizacion inicial entre el
50 y el 80% de las raices cortas, por lo que el nivel inicial no ha sido el
mismo para todos los suelos estudiados (Figura 4.(d)). El porcentaje de
micorrizacidn inicial de las plantas se mantuvo sin variacion significativa en los
suelos de Plantacion, Douglas y Hayedo al final del ensayo. Sin embargo, el
porcentaje de micorrizas de M. ambiguus disminuyd significativamente
después del trasplante en el suelo de Euskadi. La presencia de micorrizas
nativas representd® cerca de un 20% de las micorrizas en el suelo de
Plantacion y el 5 y el 15% en los suelos de Douglas y Hayedo
respectivamente. En el suelo de Euskadi no se detectd la presencia de

micorrizas nativas.

160



Infectividad y Receptividad de Suelos Forestales

Las plantas con un porcentaje inicial de micorrizas de AR.
subareolatus superior al 50% fluctuaban entre el 70 y el 75% de las raices
cortas micorrizadas (Figura 4.(e)). Después del periodo de trasplante a los
cuatro tipos de suelo, el porcentaje de micorrizas aumento significativamente
en el suelo de Plantacion y de Douglas, y disminuyd significativamente en el
suelo de Hayedo y Euskadi. El porcentaje de micorrizas nativas formadas en
el suelo de Hayedo fue muy alto, representando casi el 60% del total de las
raices cortas, mientras que en el resto de los suelos no se detectaron.

Las plantas con un porcentaje inicial de micorrizas de R.
subareolatus inferior al 50% presentaron una media de casi el 35% de
raices cortas micorrizadas (Figura 4.(f)). El porcentaje de micorrizacion inicial
aumentd significativamente al final del periodo de trasplante al suelo de
Plantacion y se mantuvo sin diferencias significativas en el suelo de Douglas,
mientras que disminuyd significativamente en los suelos de Hayedo y Euskadi.
Las micorrizas nativas constituyeron alrededor del 40% de las raices cortas
en el suelo de Hayedo y se detectd su presencia en menos del 5% de las
raices cortas de las plantas trasplantadas a los suelos de Plantacion y
Douglas.

Las plantas inoculadas con T. maculatum formaron un porcentaje de
micorrizas entre el 80 y el 85%. Este porcentaje inicial se mantuvo sin
diferencias significativas tras el crecimiento en los tres suelos probados
(Plantacién, Douglas y Hayedo)(Figura 4.(g)). La presencia de micorrizas
nativas se detectd en un porcentaje de raices cortas del 10 y el 15% en
plantas trasplantadas a los suelos de Plantacion y Douglas respectivamente.
La presencia de micorrizas nativas en el suelo de Hayedo resultd muy escasa.

Las plantas con inoculaciones dobles de L. bicolor + R.
subareolatus mostraron infecciones simultaneas en el mismo sistema
radicular, con un porcentaje de micorrizas de R. subareolatus cercano al
60%, mientras que las micorrizas formadas por L. bico/or constituyeron entre
el 10 y el 20% de las raices cortas infectadas (Figura 4.(h)). El porcentaje
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FIGURA 4.(b)

Evolucién de la micorrizacidn de plantas de abeto de Douglas de 5 meses
colonizadas por L. bicolor S-238 (< 50%) y trasplantadas durante 4 meses
en contenedores con distintos suelos forestales. Los porcentajes de
micorrizacion antes y después del trasplante se compararon mediante analisis
de la varianza.

Nivel de significaciébn de F: *: < 0.1; **: < 0.05; ***: < 0.01; n.s.: no
significativo.
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FIGURA 4.(c)

Evolucidn de la micorrizacién de plantas de abeto de Douglas de 5 meses
colonizadas por L. bicolor S-238 (> 50%) y trasplantadas durante 4 meses
en contenedores con distintos suelos forestales. Los porcentajes de
micorrizacion antes y después del trasplante se compararon mediante analisis
de la varianza.

Nivel de significacion de F: *: < 0.1; **: < 0.05; ***: < 0.01; n.s.: no
significativo.
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FIGURA 4.(d)

Evolucién de la micorrizacidn de plantas de abeto de Douglas de 5 meses
colonizadas por M. ambiguus y trasplantadas durante 4 meses en
contenedores con distintos suelos forestales. Los porcentajes de micorrizacion
antes y después del trasplante se compararon mediante andlisis de la
varianza.

Nivel de significacion de F: *: < 0.1; **: < 0.05; ***: < 0.01; n.s.: no
significativo.
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FIGURA 4.(e)

Evolucién de la micorrizacién de plantas de abeto de Douglas de 5 meses
colonizadas por R. subareolatus (> 50%) y trasplantadas durante 4 meses
en contenedores con distintos suelos forestales. Los porcentajes de
micorrizacidn antes y después del trasplante se compararon mediante analisis
de la varianza.

Nivel de significaciébn de F: *: < 0.1; **. < 0.05; ***: < 0.01; n.s.: no
significativo.
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FIGURA 4.(f)

Evolucion de la micorrizacion de plantas de abeto de Douglas de 5 meses
colonizadas por R. subareolatus (< 50%) y trasplantadas durante 4 meses
en contenedores con distintos suelos forestales. Los porcentajes de
micorrizacion antes y después del trasplante se compararon mediante analisis
de la varianza.

Nivel de significacidbn de F: *: < 0.1; **: < 0.05; ***: < 0.01; n.s.: no
significativo.
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FIGURA 4.(g)

Evolucién de la micorrizacion de plantas de abeto de Douglas de 5 meses
colonizadas por 7. maculatum y trasplantadas durante 4 meses en
contenedores con distintos suelos forestales. Los porcentajes de micorrizacion
antes y después del trasplante se compararon mediante analisis de la
varianza.

Nivel de significacion de F: *: < 0.1; **: < 0.05; ***: < 0.01; n.s.: no
significativo.
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FIGURA 4.(h)

Evolucion de la micorrizacion de plantas de abeto de Douglas de 5 meses
colonizadas simultaneamente por L. bicolor S-238 y R. subareolatus y
trasplantadas durante 4 meses en contenedores con distintos suelos
forestales. Los porcentajes de micorrizacion antes y después del trasplante se
compararon mediante anélisis de la varianza.

Nivel de significacion de F: *: < 0.1; **: < 0.05; ***: < 0.01; n.s.: no
significativo.
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total de micorrizas oscilé entre el 70 y el 80% de las raices cortas de la
planta. El porcentaje de micorrizas de L. bicolor al final del ensayo aument6
significativamente en los suelos de Plantacibn y Hayedo, disminuyendo
simultaneamente y de forma significativa el porcentaje de micorrizas formadas
por R. subareolatus, que desaparecieron por completo en el suelo de
Hayedo. Por el contrario, el porcentaje de micorrizas de R. subareolatus
aumentd significativamente en el suelo de Douglas, disminuyendo el
porcentaje de micorrizas de L. bicolor. Las micorrizas formadas por hongos
nativos se detectaron Unicamente en las plantas trasplantadas al suelo de
Hayedo, donde constituyeron un porcentaje cercano al 10% de las raices
cortas.

Parametros de crecimiento

Los resultados del andlisis global de la varianza de dos vias para los
tres parametros de crecimiento medidos (diémetro, altura y volumen de las
plantas), se representan en la Tabla 4.(e). Los datos de didmetro basal y de
volumen final de las plantas se analizaron globalmente en los tres suelos, ya
gue la interaccion entre los factores "hongo" y "suelo” no resulté significativa.
La interaccion entre estos factores resultd significativa para el parametro de
altura final, por lo que su analisis se realizb para cada suelo separadamente.

Los valores de incremento de didmetro basal y volumen de las plantas
al final del experimento se representan en la Tabla 4.(f). No se detectd
ninguna diferencia significativa entre los valores de diametro final de las
plantas no inoculadas o inoculadas con los hongos estudiados. Las plantas
inoculadas con 7. maculatum mostraron un volumen final significativamente
menor que en el resto de tratamientos exceptuando las plantas inoculadas con
M. ambiguus. Los valores maximos de crecimiento en didmetro y volumen
de las plantas correspondieron a las plantas inoculadas con los hongos L.
bicolor < 50% y R. subareolatus > 50% , aunque las diferencias no
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resultaron significativas respecto a las plantas control no inoculadas.

TABLA 4.(e)

Cuadro de resultados del anélisis de la varianza para distintos parametros de
crecimiento.

VARIABLE FUENTE DE VARIACION NIVEL DE

SIGNIFICACION
ALTURA FINAL COVARIABLE
Altura inicial 0.0000
EFECTOS PRINCIPALES
Hongo 0.0000
Suelo ~0.0000
INTERACCION
Hongo x Suelo 0.0051
DIAMETRO FINAL COVARIABLE
Diametro inicial 0.0000
EFECTOS PRINCIPALES
Hongo 0.9675
Suelo 0.0199
INTERACCION
Hongo x Suelo 0.4546
VOLUMEN FINAL COVARIABLE
Volumen inicial 0.0000

(Diametro)? x Altura
EFECTOS PRINCIPALES

Hongo 0.0011

Suelo 0.0001
INTERACCION

Hongo x Suelo 0.2349

Los valores de altura de las plantas al final del ensayo se representan
en la Tabla 4.(gA). La altura final de las plantas trasplantadas en el suelo de
Plantacion resultd mayor en las plantas inicialmente colonizadas con niveles
altos de R. subareolatus, aunque las diferencias con el resto de
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TABLA 4.(f)

Diametro basal y volumen final de plantas de abeto de Douglas inoculadas y
no inoculadas tras 110 dias de crecimiento en contenedores con distintos
suelos. Los datos se procesaron mediante analisis de la covarianza, utilizando
el diametro basal y volumen inicial, respectivamente, como covariables. La
comparacion de medias se realizdé mediante el test de rango mitiple de Tukey
(P < 0.05).

HONGO DIAMETRO BASAL VOLUMEN (cc)
(mm) (Diametro)®x Altura
Control (no inoculado) 3.46 a 3.39b
L. bicolor > 50% 3.39 a 3.14 b
L. bicolor < 50% 3.47 a 3.66 b
M. ambiguus 3.37a 3.038 ab
R. subareolatus > 50% 3.37 a 3.44Db
R. subareolatus < 50% 3.41 a 3.24 b
T. maculatum 3.43 a 2.00 a
TABLA 4.(q)

Altura final de plantas de abeto de Douglas inoculadas y no inoculadas tras
110 dias de crecimiento en contenedores con distintos suelos. Los datos se
procesaron mediante analisis de la covarianza, utilizando la altura inicial en
cada suelo como covariable. La comparacion de medias se realizd mediante
el test de rango mdltiple de Tukey (P < 0.05).

HONGO ALTURA (cm)

PLANTACION DOUGLAS HAYEDO
Control (no inoculado) 25.12 ab 29.48 bed 25.50 bde
L. bicolor > 50% 24.36 ab 28.43 abcd 22.91 ab
L. bicolor < 50% 25.16 ab 31.03 cd 25.83 e
M. ambiguus 25.29 ab 25.57 ab 23.34 abed
R. subareolatus > 50% 26.56 b 3256d 22.35 a
R. subareolatus < 50% 24.19 ab 27.08 abc 23.03 abc
T. maculatum 21.01 a 24.32 a 21.59 a
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tratamientos no resultaron significativas excepto con las plantas inoculadas
con 7. maculatum. En el suelo de Douglas, las plantas inoculadas con
niveles altos de R. subareolatus ocon L. bicolor, independientemente del
nivel inicial de micorrizacion, fueron las que mostraron un mayor crecimiento
en altura, sin detectarse diferencias significativas entre ellas y con las plantas
control no inoculadas. En el suelo de Hayedo, el mayor crecimiento en altura
se detectd en las plantas micorrizadas con L. bicolor < 50%, aunque no
difirieron significativamente de las plantas control no inoculadas. Las plantas
micorrizadas con T. maculatumy R. subareolatus > 50%, mostraron una
altura final significativamente menor que las plantas no inoculadas o
inoculadas con L. bicolor < 50%. Aunque las diferencias no fueron
significativas, los valores mayores de crecimiento en altura correspondieron
a las plantas inoculadas con L. bicolor y R. subareolatus en los suélos
de Plantacién y Douglas, aunque la micorrizacién con R. subareolatus ha
resultado detrimental para en crecimiento en altura de las plantas
trasplantadas al suelo de Hayedo donde las micorrizas formadas por este
hongo no se mantuvieron.

4.3. DISCUSION

nsa infectivi suel

A partir de la representacion grafica de los porcentajes de micorrizacion
formados en plantas de abeto de Douglas trasplantadas a distintas diluciones
de suelos, se ha realizado una prediccién inicial de su potencial infectivo bajo
determinadas condiciones ambientales.

El suelo de Plantacibn ha mostrado una baja concentracion de
propagulos infectivos de hongos ectomicorricicos. La escasa presencia de
hongos nativos puede resultar, en cierto modo, inesperada en una zona
rodeada de bosques y plantaciones, aunque la falta de cobertura arbérea y
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el historial previo agricola de la zona podrian explicar la escasa deteccion de
hongos. Sin embargo, algunos investigadores han comprobado la persistencia
de una parte de hongos ectomicorricicos tras el uso agricola prolongado del
suelo, o en ausencia de plantas hospedadoras (Mikola et al. 1964, Mikola
1973).

Los resultados obtenidos con el suelo de Douglas indicarian una
densidad de hongos ectomicorricicos relativamente elevada y diversificada,
aunque poco infectivos en las condiciones experimentales establecidas,
utiizando plantas jévenes. La presencia de esporocarpos de hongos
ectomicorricicos epigeos recolectados en la zona de muestreo ha resultado
escasa en comparacién con la abundancia de hongos hipogeos. La dispersién
de estos Ultimos se realiza a través de la ingestion por micromamiferos e.
insectos (Maser et al. 1978, 1985; Malajczuk et al. 1987), por lo qué la
distribucién del indculo en el suelo podria resultar mas puntual que los
hongos que diseminan las esporas por el viento, siendo mas dificil de evaluar
su abundancia en los muestreos de suelos. La utilizacion previa del suelo en
cultivos agricolas sugiere que el origen mas probable de la mayoria de los
hongos ectomicorricicos presentes sea la diseminacion de esporas y las
micorrizas que pudieran presentar las plantas en el momento del trasplante.

En el suelo de Hayedo se ha detectado la presencia de una
diversificada comunidad de hongos ectomicorricicos nativos, que han
formado un porcentaje elevado de ectomicorrizas incluso a bajas
concentraciones de suelo natural. Estos resuitados pueden considerarse como
normales para un suelo de historial forestal. El hecho de que la zona
muestreada corresponda a un bosque monoespecifico de Fagus sylvatica
permite destacar la capacidad de los hongos ectomicorricicos de esta especie
para formar micorrizas con Pseudotsuga menziesiji. Esta coincidencia de
determinados hongos simbiontes entre las dos especies arbbreas fue
previamente observada en Francia por Le Tacon et al. (1983).

La falta de micorrizas detectada en las plantas trasplantadas al suelo de
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Euskadi podria deberse a la escasez de propagulos de hongos
ectomicorricicos, debida a la ausencia de arboles durante los Ultimos afos
en la zona de recoleccién, donde se realizaban actividades de pastoreo.
Segln estos resultados, la presencia de bosques de F. sylvatica y
plantaciones de P. menziesii en los alrededores de la zona de recoleccion,
no constituiria una fuente efectiva de esporas de hongos ectomicorricicos,
a pesar de que la recoleccién del suelo se realizd a finales de otofio tras la
fructificacion de los esporocarpos.

Las predicciones sobre infectividad son complejas y deben realizarse
con precaucion, ya que las condiciones de ensayo pretenden realizar una
aproximacion a una situacién real muy distinta. La recoleccion y transporte del
suelo modifica su estructura y puede alterar la viabilidad de los propagulos
fungicos y de otros microorganismos del suelo. No obstante, en condiciones
reales de plantacion, la alteracion de los horizontes del suelo es una practica
habitual durante la preparacién del terreno. Igualmente, la época de realizacién
del ensayo puede influir tanto en la densidad y viabilidad de propagulos en
el suelo, como en la receptividad de la planta a la micorrizacién. Es también
necesario considerar todos los factores climaticos que pueden influir en la
viabilidad de una determinada comunidad de hongos ectomicorricicos.
Consecuentemente, la verificacidn posterior en condiciones de campo debe
determinar la fiabilidad de este método de deteccibn de hongos
ectomicorricicos nativos, con el objetivo final de poder esclarecer la
necesidad de realizar la repoblacidn con plantas previamente inoculadas en

vivero.
En ceptivi suel
Los resultados obtenidos en los ensayos de receptividad de suelos han

mostrado diferencias en el comportamiento de los hongos introducidos en
funcion de la especie, la intensidad de micorrizacidn inicial y el tipo de suelo
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de trasplante. El crecimiento radicular se ha producido de forma similar en
todos los suelos probados, por o que la variacidn del porcentaje inicial de
micorrizaciéon ha constitufdo un buen indicador de la presencia del hongo.

La cepa S-238 de L. bicolor (previamente identificada como L.
laccatay reclasificada por Armstrong et al. (1989)) ha mostrado una elevada
capacidad competitiva en todos los suelos probados. En ensayos precedentes
con abetos de Douglas inoculados con la misma cepa en Francia, se observo
la colonizacién de nuevas raices y una reduccién de las micorrizas formadas
por hongos nativos en plantacion (Villeneuve et al. 1991). Resultados similares
se obtuvieron en plantaciones canadienses de Pinus banksiana inoculados
con otra cepa de L. bicolor (McAfee y Fortin 1986). Sin embargo, en
plantaciones de abeto de Douglas norteamericanas se ha observado un
desplazamiento de L. proximay L. laccata por hongos nativos (Danielson
1988; Bledsoe et al. 1982). La elevada competitividad de L. bicolor frente
a otras cepas de Laccaria nativas en plantaciones de abeto de Douglas
europeas, podria deberse a la ausencia de hongos competidores de la cepa
americana que hayan podido evolucionar conjuntamente (Villeneuve et al.
1991).

La micorrizacidn inicial de L. bicolor en plantas inoculadas con inéculo
vegetativo fue considerablemente baja (entre el 25 y 30% de raices cortas
micorrizadas), aumentando posteriormente de forma significativa después del
trasplante a todos los suelos probados. Marx (1980) establecié para
Pisolithus tinctorius un umbral de micorrizacién del 50% a partir del cual
se obtiene una mejora significativa de la supervivencia y crecimiento de las
plantas inoculadas, en comparacion con las no inoculadas, en plantacion. En
el caso de L. bicolor, la rapida colonizacibn del sistema radicular permitiria
sobrepasar este umbral minimo incluso partiendo de bajos porcentajes de
micorrizacién iniciales y en presencia de una elevada presidn competitiva.
Igualmente, es de destacar la practica ausencia de micorrizas nativas, incluso
en suelos con una densidad de propagulos infectivos elevada. Este hecho
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podria explicarse por la capacidad competitiva de L. bicolor que impediria
el establecimiento de otros hongos.

El tipo de suelo condicioné la persistencia de las micorrizas formadas
por R. subareolatus. Las plantas micorrizadas con esta especie,
mantuvieron o aumentaron el porcentaje inicial de micorrizas en los suelos de
Plantacién y Douglas. En los suelos de Hayedo y Euskadi, el porcentaje inicial
de micorrizas de R. subareolatus descendi6 significativamente, siendo
sustituidas por micorrizas nativas en el suelo de Hayedo. Experiencias previas
con plantas de abeto de Douglas inoculadas con R. vinicolor, indicaron que
las micorrizas se mantenian tras dos afios de plantacion, a pesar de la
presencia de hongos micorricicos nativos (Castellano y Trappe 1985). La
intensidad de colonizacién inicial de R. subareolatus resultd indiferente en
los suelos no receptivos, aunque el incremento del porcentaje de micorrizacion
final en plantas con un porcentaje de micorrizas inicial inferior al 50% no
resulté significativo en el suelo de Douglas. Los resultados obtenidos en este
suelo coinciden con los obtenidos por Garbaye (1983) en los que se observd
que la intensidad de micorrizacién inicial condicionaba la colonizacion posterior
de las raices cortas en plantaciones experimentales.

Los porcentajes finales de micorrizacion obtenidos para M. ambiguus
y T. maculatum indican una alta receptividad de los tres suelos probados
para esta especie, ya que el elevado porcentaje de micorrizacion inicial se
mantuvo sin diferencias significativas. Es de destacar la capacidad competitiva
de T. maculatum en el suelo de Hayedo, ya que se mantuvo un elevado
porcentaje de esta especie de hongo y no se detectd ninguna micorriza nativa.

Los resultados de micorrizacidon final obtenidos en las plantas con
inoculaciones dobles de L. bicolor + R. subareolatus, apoyan la hipbtesis
formulada en el capitulo 3, donde se postulaba una mayor flexibilidad
adaptativa de las plantas con dos hongos simbiontes en el sistema radicular.
La elevada competitividad de L. bicolor permitié la predominancia de esta
especie y el desplazamiento de R. subareolatus en los suelos de Plantacion
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y Hayedo. Por el contrario, R. subareolatus se mostré mas competitivo en
el suelo de Douglas y desplazé a L. bicolor. Segun estos resultados, parece
que la tendencia de colonizacién radicular en las plantas con los dos hongos
simbiontes utilizados se decanta hacia la micorrizacién monoespecifica. Los
resultados obtenidos por otros autores con Pinus radiata inoculado con una
mezcla de esporas de Rhizopogon rubescens, R. luteolusy L. laccata
manifestaron una tendencia al mantenimiento de los tres hongos en el sistema
radicular en proporciones similares (Chu-Chou y Grace 1985). Sin embargo,
estos resultados son dificiimente comparables a los obtenidos en este
ensayo, ya que se utilizb un substrato semiartificial y una especie arbbrea
distinta.

Las micorrizas formadas por hongos nativos con micorrizas.
morfolégicamente similares a las formadas por Laccaria, Rhizopogbn Yy
Tuber (Tabla 4.(d)), no han podido ser distinguidas de las micorrizas
formadas por especies de los mismos géneros utilizadas en los experimentos.
Sin embargo, su presencia ha constituido una proporcién siempre menor al
10% del total de micorrizas nativas detectadas en los ensayos de infectividad,
por lo que su efecto en los resultados no se ha considerado como
significativo.

Parametros de crecimiento

El efecto de la inoculacidn con distintos hongos ectomicorricicos sobre
los parametros de crecimiento de las plantas ha podido ser constatado para
determinados tratamientos, aunque el corto intervalo de tiempo considerado
hace dificil su interpretacién. El crecimiento de las plantas, inoculadas y no
inoculadas, fue mayor en los suelos de Plantacion y Douglas. Este efecto es
probablemente debido a la elevada concentracién de fésforo asimilable
presente en estos suelos (probablemente por su historial agricola), en
comparacién con los suelos de Hayedo y Euskadi.
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Los parametros de crecimiento en didametro basal y volumen de las
plantas, se consideran buenos indicadores de su respuesta a un determinado
tratamiento de inoculacion. Estos parametros se correlacionan con la biomasa
total y su medicion no implica la destruccién de la planta, por lo que han sido
frecuentemente utilizados en la medicién de plantaciones experimentales (Marx
et al. 1991). La inoculacién con T. macul/atum ha resultado, en general,
detrimental para el crecimiento en diametro y volumen de las plantas, a pesar
de que en determinados suelos las plantas mantuvieron un porcentaje de
micorrizacién elevado. Los resultados obtenidos con este hongo no implican
necesariamente su falta de eficacia en la estimulacién del crecimiento, ya que
la manifestacion del efecto de la inoculacibn con un hongo ectomicorricico
sobre el crecimiento de la planta puede expresarse tras un periodo de tiempo
méas o menos largo en plantacion, e incluso después de una fase de
crecimiento mas lenta que la de plantas no inoculadas (Stenstrdm et al. 1985).

Todos los hongos que tuvieron un efecto significativo en el incremento
de algin parametro de crecimiento, mostraron simultaneamente un porcentaje
de micorrizacion final superior al 50%, independientemente del porcentaje de
micorrizacién inicial. El mayor crecimiento de las plantas con porcentajes de
micorrizacion elevados de determinados hongos, en relacion con las plantas
colonizadas en porcentajes menores, coincide con la observacion de Marx
(1980) sobre la existencia de valores umbrales de micorrizacibn en
Pisolithus tinctorius para inducir efectos significativos en el crecimiento.

El analisis global de estos resuitados debe interpretarse en el contexto
de la artificialidad de las condiciones experimentales. Sin embargo, pueden
realizarse determinadas extrapolaciones que pueden resultar de utilidad en la
prediccion del comportamiento de determinados hongos en plantacion que
constituye el objetvo de este ensayo. Este método ha resultado
suficientemente sensible para detectar la capacidad competitiva de la cepa S-
238 de L. bicolor, previamente observada en plantacion por Le Tacon et al.
(1991) y su efecto en la estimulacioén del crecimiento del abeto de Douglas
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que habia sido previamente descrito en plantacién por Le Tacon et al. (1988)
y Villeneuve et al. (1991). Igualmente, se ha detectado la efectividad de R.
subareolatus en la estimulaciéon del crecimiento en altura de las plantas en
determinados suelos. Igualmente, la desaparicion de esta especie en el suelo
de Hayedo ha resultado detrimental para el crecimiento en altura de las
plantas inoculadas. Estos resultados apoyan la sugerencia de Kropp y
Langlois (1990) sobre los posibles efectos perjudiciales de determinados
hongos no adaptados al suelo de trasplante durante la fase inicial de su
desplazamiento por los hongos nativos. Aungue no se dispone de informacién
concreta para R. subareolatus, ensayos previos con R. vinicolor
(igualmente especifico de abeto de Douglas), demostraron que el crecimiento
en plantacion de plantas de abeto de Douglas inoculadas con este hongo.
resultd superior al de plantas no inoculadas (Castellano y Trappe 1985).

Los resultados obtenidos han mostrado las diferencias de receptividad
de distintos suelos a los hongos introducidos. Igualmente, se ha comprobado
que el mantenimiento o sustitucibn de un hongo ectomicorricico en las
condiciones del ensayo puede detectarse en un intervalo de tiempo corto. Los
estudios complementarios con otros objetivos, como la deteccibn de los
factores concretos que determinan la receptividad (que podrian incluir
ensayos con suelos esterilizados como tratamiento) y las comparaciones de
los resultados experimentales con los obtenidos en plantaciones, son los
puntos que constituyen la investigacidn futura en este campo a medio y largo
plazo.
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5. CONCLUSIONES GENERALES

1.- Se ha probado por primera vez la capacidad formadora de micorrizas con
abeto de Douglas de 16 especies de hongos que fueron recolectados en
asociacion con un amplio rango de especies arbéreas, indicando la capacidad
infectiva de la flora micorricica nativa a la especie introducida.

2.- El aislamiento de hongos en cultivo puro a partir de esporocarpos
recolectados en las plantaciones estudiadas, ha permitido la seleccidn por su
capacidad de formacidén de ectomicorrizas in vitro. Mediante este proceso,
se han obtenido un total de 32 cepas en 24 especies de hongos micorricicos
con abeto de Douglas. Entre los hongos que han mostrado una mayor
capacidad micorricica se encuentran especies de Amanita, Hebeloma, -
Laccaria, Lyophyllum, Paxillus, Pisolithus, Rhizopogon,
Sclerodermay Suillus. La elevada variabilidad intraespecifica observada,
indica que la seleccidén debe realizarse a nivel de cepa.

3.- La utilizacién de inbéculo vegetativo ha resultado efectiva Unicamente en 4
de las 13 cepas de hongos micorricicos probadas para la formacién de
ectomicorrizas de abeto de Douglas producido en contenedor. Los estudios
de dosis 6ptima de aplicacion, criticos para reducir los costos de produccion,
permiten destacar la efectividad de Laccaria bicolor y Hebeloma
sinapizans a bajas dosis de in6culo. La falta de efectividad de los géneros
Paxillus, Pisolithus, Rhizopogon y Suillus puede deberse a su
sensibilidad a la manipulacibn que conlleva la aplicacibn de este tipo de
inGculo.

4._- La produccion de in6culo mediante la inclusion de micelio en gel de
alginato ha mostrado que determinados hongos no son tolerantes a
concentraciones elevadas de CaCl, utilizadas en la polimerizacion, ni al
almacenamiento en frio. Este tipo de indculo ha sido probado por primera vez
en la produccion de planta en contenedor con tres especies de hongos y ha
resultado efectivo en la formacién de ectomicorrizas de Laccaria bicolor,
incluso a bajas dosis de aplicacion.
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5.- La inoculacién con esporas ha resultado efectiva en 5 de las 9 especies
de hongos probadas. La capacidad formadora de micorrizas con abeto de
Douglas ha sido descrita por primera vez para todas las especies que
resultaron efectivas excepto Pisolithus tinctorius. Los ensayos de dosis
permiten destacar la capacidad micorricica de Melanogaster ambiguus,
Rhizopogon subareolatus y Tuber maculatum. La elevada produccién
de esporas de las dos primeras especies hacen viable la utilizacién comercial
en vivero de este tipo de indculo una vez comprobada su eficacia en campo.

6.- Las inoculaciones dobles realizadas in vitro, han mostrado diferencias
entre los distintos hongos probados en su capacidad colonizadora relativa del
sistema radicular y en la induccién de la formacién de raices cortas. Los
hongos mas competitivos han sido Laccaria bicolor y Rhizopogon
subareolatus. Se ha probado que la coexistencia de distintas especies de
hongos en el mismo sistema radicular puede obtenerse modificando las
concentraciones iniciales de inéculo para cada hongo. La realizacién de
inoculaciones dobles en abeto de Douglas producido en contenedor en
invernadero, ha dado como resultado una proporcion variable de plantas con
los dos hongos simbiontes coexistiendo en el mismo sistema radicular. La
combinacién éptima de Rhizopogon subareolatus y Laccaria bicolor
produjo un 45% de plantas con los dos tipos de micorrizas, mientras que en
lacombinaciénde R. subareolatusy Melanogaster ambiguus se obtuvo
un 35% de plantas con micorrizas de ambas especies.

7.- Los bioensayos de infectividad y receptividad de suelos en contenedor
detectaron una menor abundancia y diversidad de hongos simbiontes en
zonas previamente deforestadas respecto a zonas forestadas. La persistencia
de las micorrizas en las condiciones probadas depende de la combinacion
hongo-suelo y del porcentaje inicial de micorrizas de las plantas. Las plantas
con inoculaciones dobles han mostrado una alternancia en la persistencia de
un determinado hongo segin el suelo probado que demuestra su mayor
adaptabilidad respecto a las plantas inoculadas con una sola especie de
hongo simbionte.
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ANEXO 1

Resultados globales de los ensayos de inoculaciones monoespecificas de
abeto de Douglas (Pseudotsuga menziesii (Mirb.)Franco) con diferentes
tipos de inéculo de hongos ectomicorricicos seleccionados.

HONGO TIPO RESULTADO °

1 INOCULO ®
Hebeloma cylindrosporum S-20 TV -

) H. sinapizans A-126 TV +

“\ Hymenogaster vulgaris ES +

| Laccaria bicolor S-238 AL / TV i)+
L. laccata A-127 TV +
Lyophyllum decastes A-71 TV +
Melanogaster broomeianus ES +
Paxillus involutus A-87 TV -
Pisolithus tinctorius A-93 AL/ES/ TV -/ + /-
Rhizopogon luteolus ES -
R. roseolus A-96 ES/TvV -/-
R. subareolatus A-116 AL/ES/TV -/ + /-
R. vulgaris A-56 ES/ TV -/-
Scleroderma verrucosum A-21 ES -
Suillus bovinus A-21 TV -
S. bovinus A-75 TV -
S. collinitus 1-1 TV -
Tuber maculatum ES +

(a): Tipo de inbculo

AL: Inclusidn de micelio en alginato de sodio
ES: Inéculo de esporas
T:V: Inéculo vegetativo en turba y vermiculita

(b): Resultados de la inoculacion (en el mismo 6rden que ios métodos)

+: Formacion de micorrizas
-:  No formacién de micorrizas
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ANEXO 2

Especies de hongos utilizadas en los ensayos de formacién de ectomicorrizas.

Amanita aspera (Fr.)Hooker

A. citrina (Schff.)S.F. Gray (= A. mappa (Bastch ex Lasch)Quél.)
A. muscaria (L. ex Fr.)Hooker

A. rubescens (Pers. ex Fr.)Gray

Boletus edulis Bull ex Fr. (= B. bulbosus Schaeff.)

B. erythropus Fr. ex Pers. (= Tubiporus erythropus (Fr.)Maire)
B. pulverulentus Opat.

C. geophilum Fr.

Cortinarius purpurascens Fr.

Hebeloma cylindrosporum Romagn.

H. sinapizans (Paulet ex Fr.)Gill.

Hymenogaster vulgaris Tul.

Laccaria bicolor (R. Mre.)Orton

L. laccata (Scop. ex Fr.)Bk. e Br.

Lactarius deliciosus Fr.

L. rufus (Scop.)Fr.

Lyophyllum decastes (Fr.)Sing. (= Clitocybe aggregata (Fr.)Gill.)
Melanogaster ambiguus (Vitt.)Tul.

Paxillus involutus (Batsch)Fr.

Pisolithus tinctorius (Pers.)Coker & Couch (= P. arhizus (Scop. ex Pers.))
Rhizopogon colossus Smith

. ellenae Smith

. hawkeri Smith

. luteolus Fr. & Nord.

. mutabilis Smith

. occidentalis Zeller & Dodge

. roseolus (Corda)Hollos

. subareolatus Smith

. subcaerulescens Smith

. ventricisporus Smith

. vulgaris (Vitt.)M. Lange

Scleroderma citrinum Pers. (= S. vulgare Horn.)

S. verrucosum Vaill. ex Pers.

Suillus bovinus (L. ex Fr.)O. Kuntze

S. collinitus (Fr.)O. Kuntze

S. luteus (L. ex Fr.)S.F. Gray (= Boletus luteus L. ex Fr.)
Tricholoma saponaceum (Fr.)Kummer

Tuber maculatum Vitt.

Xerocomus chrysenteron (Bull. ex St. Am.)Quél.
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