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ASPECTOS ECOFISIOLOGICOS DE LA RAIZ DE Pinus pseudostrobus y
P. patula Y ESPECIES ECTOMICORRIZICAS COMESTIBLES DE
Hebeloma spp. y Laccaria spp.

Violeta Carrasco Hernandez, M. C.
Colegio de Postgraduados, 2010

Resumen
Un alto porcentaje de mortandad se presenta en pinos que son transplantados de vivero a
campo, debido a que no poseen en sus raices hongos ectomicorrizicos los cuales forman
simbiosis obligada con los pinos de forma natural en los bosques. Estos hongos facilitan
la absorcion de nutrimentos y agua, ademas de estimular su crecimiento. Debido a la
importancia de los hongos ectomicorrizicos, el presente trabajo evalud el efecto en
crecimiento, peso seco, porcentaje de colonizacion y contenido nutrimental de la
inoculacion de seis especies ectomicorrizicas comestibles de los géneros Laccaria y
Hebeloma en Pinus patula y P. pseudostrobus, en condiciones de invernadero. Las
especies inoculadas fueron previamente caracterizadas. Después de 397 dias de la
siembra se observé un efecto benéfico en el crecimiento de ambos pinos como resultado
de la inoculacion en términos de peso seco en parte aérea y radical, asi como una mayor
transferencia de N, P y K. El porcentaje de micorrizacion en plantas inoculadas con las
especies fungicas vari6 de 57 % a 90 %. Asi mismo se realizd la descripcién
micormorfolégica de las micorrizas presentes en plantas inoculadas. En funcion de los
resultados encontrados y los aspectos ecofisiologicos de las raices de Pinus
pseudostrobus y P. patula se recomienda la inoculacion de ambas especies de pinos con

las especies de hongos de los géneros Laccaria y Hebeloma.

Palabras claves: hongo silvestre, indculo, micorriza, pinos.



ECOPHYSIOLOGICAL ASPECTS OF Pinus pseudostrobus AND P. patula ROOT
AND EDIBLE ECTOMYCORRHIZAE SPECIES OF Hebeloma spp. y Laccaria

SPP.

Violeta Carrasco Hernandez, M. C.
Colegio de Postgraduados, 2010

Abstract
A high percentage of mortality appears in pines that are transplanted from nursery to
field, due to the fact that they do not have ectomycorrhizal fungi in their roots which
form obligated symbiosis with the pines in natural conditions in the forests. These fungi
facilitate the absorption of nutrients and water, and therefore stimulate their growth. Due
to the importance of the ectomycorrhizal fungi, the present work evaluated the effect in
terms of growth, dry weight, percentage of colonization and nutrimental content as a
result of the inoculation of six edible ectomycorrhizal fungi included in the genera
Laccaria and Hebeloma on Pinus patula and P. pseudostrobus under greenhouse
conditions. The inoculated species previously were characterized. 397 days after sowing,
it was observed a beneficial effect in terms of growth and dry weight of aerial and
radical part, as well as a greater transference of N, P and K of both pines as a result of
the inoculation. The percentage of mycorrhization in plants inoculated with the fungi
species ranged from 57% to 90%. Also the micromorpholy description of the mycorrhiza
presented in plants inoculated was realised. According to these results found and the
ecophysiological root of Pinus pseudostrobus y P. patula, the inoculation of both
studied pines is recommended with the fungal species of the genera Laccaria and

Hebeloma.

Key words: fungi wild, inoculum, mycorrhiza, pines.



DEDICATORIAS

A mis padres por darme lo mejor de ellos. A mi Madre, por su trabajo y dedicacion
brindados para mi formacion. A mi Padre por confiar en mi, por su comprension y

apoyo.

A mi hermana, por brindarme siempre una palabra de aliento en los momentos mas

dificiles y por los buenos recuerdos.

A mi hermano Gabriel, por los momentos felices de nuestra nifiez.

A Victor Manuel Duarte Zaragoza por los gratos momentos gque compartimos.

Al Dr. Jesus Pérez Moreno por sus sabios consejos, su valiosa amistad y el apoyo

brindado en todo momento.

Al Dr. Juan José Almaraz Suérez, por brindarme su amistad y confianza.



AGRADECIMIENTOS

Al Consejo Nacional de Ciencia y Tecnologia (CONACYT), por el apoyo en el
financiamiento de la maestria, asi mismo a todo el pueblo mexicano que con su aporte

econdmico a través de esta institucion tuve la oportunidad de adquirir esta beca.

Al Consejo Mexiquense de Ciencia y Tecnologia (COMECYT), por la beca tesis

otorgada para concluir la escritura de la presente tesis.

Al Dr. Vicente Espinosa Hernandez, por su apoyo y consejos brindados durante mi

estancia en el colegio.

Al Dr. Roberto Quintero Lizaola y la Dra. Margarita Torres Aquino por su apoyo
brindado en el presente trabajo.

A M.C. Juliana Padilla Cuevas, del Laboratorio de Fertilidad de Suelos, por su

asesoramiento en la determinacion de Nitrégeno, Fésforo y Potasio.

Al Dr. Jorge Valdez Carrasco, por su amable asesoramiento en la toma de fotografias y

en el manejo del programa Adope Photoshop CS.

A Magdalena Reyes Martinez y Victor Perea Estrada, por compartir sus conocimientos

conmigo.

A mis amigos: Rosalba Argumedo Arguello, Magdalena Martinez Reyes, Victor Perea
Estrada, Ariadna Sanchez Lopez, Ana L. Bautista Olivas, Ruth Sandoval, Gabriela

Viveros y Luis Manuel Carrillo Lopez por brindarme su amistad sincera.



INDICE GENERAL

Paginas

RESUMEN . .. il
A B S T R A C T .. e e il
INDICE GENERAL. ... .ot 1
INDICE DE CUADROS. ...t e e e e e e e, 3
INDICE DE FIGURAS . . ..o 4
L. INTRODUCCION......coouiriiiieeieteieieeeeses sttt sas st ses s ss st tensns 5
[1. REVISION DE LITERATURA . ......ooitietieeetees ettt es st ene s sn st 6
2.1 HONQGOS MICOITIZICOS ..c.vecvveiieeitr ettt ettt sttt ste e sreeneaneesreenee s 6
2.1.1. Produccion de reguladores de CreCimiento .........cooevverereeerenieneeeseseesee e 6
2.1.2. Proteccion contra enfermedades ..........cooeerereieneninesceeee e 6

2.2. DefiniCiOn de MICOITIZA .......ccveeeieie et 7
2.3. DefiniCiONn de eCtOMICOITIZA. .......couiiviiiiiieiieieie e 10
2.3.1. Descripcion del género Hebeloma..........cccoeeiiiieiniie e 10
2.3.2. Descripcion del género LaCCarial........ccccoveieiieiieeiiesie e 12

2.4. Importancia de la ectomicorriza en la propagacion de plantas en viveros ........... 13
2.5. Criterios de seleccion de hongos ectomicorrizicos comestibles..............ccccueneee. 14
2.6. Hongos ectomicorrizicos en especies forestales..........ccocuvvveieienniencisiencns 15
2.6.1. Descripcidn de Pinus patula...........ccccooveiieiiiiiieccc e 16
2.6.2. Descripcion de Pinus pseudostrobus ...........cocviiieiieneiseseese e 17

T OBUIETIVOS ...ttt ettt st b ens 19
3.1 ODJEtIVO GENETAL. ..o 19
3.1.1 ObjJetivOSs PArtICUIAIES ........cccveeieieieiie ettt 19

IV HIPOTESIS ..ottt 20
4.1 HIPOLESIS gENETAL.......c.eiiieeie et sttt 20
4.1.1 HipOtesis PArtiCUIAIES. ........ccerveeiiieiecee et 20

V. MATERIALES Y METODOS ......ooviieteiieesieeseeieetesesenessesieses s sensssessessssensenessenes 21
5.1. Descripcion del eXPeriMento ..........ccuoirririrenieeeese e 21
5.2. Disefio eXPerimental ...........c.ccoveiiiiiii et 21
5.3. Montaje del eXPEriMENTO .........ociiiiiiiiieiee e 22
5. 3.1. Identificacion y descripcion de los hongos de Hebeloma spp. y Laccaria spp.
................................................................................................................................. 22
5.3.2. Preparacion de iNOCUI0..........c.coveiuiiieie e 22
5.3.3. Dispositivos eXperimentales ..o 23
5.3.4. Desinfeccidn de semilla y tUDEtES...........coveiiiiiiice e 23
5.3.5. Sustrato para la siembra de PinuS SP. ...ccoeveiiiiniiiieneee e 24
5.3.6. Siembra e inoculacion de PiNUS SP. ....cccvciveiiiiciecie e 26

5.4. Variables eValuadas ...........cccocveiiiiiiiieiice e 26
5.4.1. CONtEO 0 FAICES COMAS ...o.veveveriiriiereeiieieie et sie e re et sresresreens 26



5.4.2. Analisis de nutrimentos (N, P Y K) c.oovriiriice e 27

5.5. Caracterizacion micromorfologica de raices cortas y toma de fotografias........... 28
5.6 ANALISIS ESTATISTICO ....eiveivieiieiieieie e bbb 29
VI. RESULTADOS Y DISCUSION .....cooiuiiieitieceeeteeete ettt s s 30
6.1. Descripcion de esporomas de Hebeloma spp. y Laccaria Spp. .....cccevevveviverieennnne 30
6.1.1. Descripcion de esporomas de Hebeloma Spp. .....coevvereiinineininc e 30
6.1.2. Descripcion de esporomas de LacCaria SPP. .o.veceevveveereeivesieesieeseeseeseeenenns 35

6.2. Caracterizacion micromorfoldgica de raiCes COras........ccoouvvvererieiesesesesnennns 40
6.2.1. Caracterizacion micromorfologica de Hebeloma Spp........cccccevveveiveviecnennn, 40
6.2.2. Caracterizacion micromorfoldgica de Laccaria Spp.......ccoeeeereenereeieneneenns 47

6.3 Variables eValuadas ..o 54
5.3.1 PESO SBCO ...ttt et nreas 54
6.3.2 ColoNiZaCioN MICOITIZICA.......cceiiiieieieieie ettt e 56
6.3.3 AIUra Y QIAMELIO ....cveeieeicece e s 58
6.3.4 Contenido NUEFIMENTAl ...........cccoiiiiiiiiiee s 60
CTR TSI I 1Y U] o PR 65

VI CONCLUSIONES ..ottt 72
VI LITERATURA CITADA .ttt ettt 73



INDICE DE CUADROS
Paginas

Cuadro 1. Resultados de la sintesis en cultivos puros de Hebeloma mesophaeum, H. alpinum'y
H. leucosarx €n PINUS VIFGINIBNA. ............c.ccceeiriiieeisisieeisisieiese s es 12
Cuadro 2. Género y familias de plantas que forman ectomicorrizas con especies de Laccaria... 13
Cuadro 3. Combinaciones de especies fungicas en los tratamientos para Pinus patula y

P. PSEUAOSIIODUS. ..ottt ettt b e e st 22
Cuadro 4. Comparacion de caracteristicas diagnésticas en Hebeloma leucosarx, H. mesophaeum
Y H. @IDINUM. ..ottt ettt ettt ee 32
Cuadro 5. Caracteristicas diagnésticas de Hebeloma mesophaeum (Arora, 1979)........cccceunee. 33
Cuadro 6. Comparacion de las caracteristicas diagnésticas de las especies de Laccaria proxima,
L. 1ACCALA Y L. DICOIOL. ........coceeiieeieieieee ettt 36
Cuadro 7. Comparacion de las caracteristicas diagnésticas de las especies de Laccaria spp.,
SEGUN MUEIIET, (1992). ...t 38
Cuadro 8. Caracteristicas distintivas entre las especies de Hebeloma mesophaeum, H. alpinum,
y H. leucosarx de las raices micorrizadas en Pinus patula y P.pseudostrobus. .......................... 42
Cuadro 9. Caracteristicas distintivas de Hebeloma mesophaeum de acuerdo a Agerery
RAMDOIA, 2000. ...t 43
Cuadro 10. Caracteristicas distintivas entre las especies de Laccaria laccata, L. bicolory L.
proxima de las raices cortas micorrizadas en Pinus patula y P.pseudostrobus................c........... 49
Cuadro 11. Caracteristicas micromorfologicas de las raices cortas micorrizadas con Laccaria
SpP., reportados €N eStUIOS PrEVIOS .......cviiiiiiririririrrisie st ees 50
Cuadro 12. Porcentaje de raices cortas micorrizadas, no micorrizadas y muertas...................... o7
Cuadro 13. Porcentajes de colonizacidn micorrizica total y por especie fungica..........ccccccevuenees 58
Cuadro 14. Contenido de nitrégeno, fésforo y potasio totales en Pinus patula............................ 62
Cuadro 15. Contenido de nitrégeno, fésforo y potasio totales en Pinus pseudostrobus .............. 63



INDICE DE FIGURAS

Paginas
Figura 1. Tip0S A€ MICOIMIZAS. .......cviveieiiiieieirisieees ettt snnas 9
Figura 2. Principales géneros de la familia de las Cortinariaceas..............cocoeeevvrniniccvnnines 11
Figura 3. Distribucion natural de Pinus patula €n MEXICO .........cccvvvieeriririeeeriseeesesieeess e 17
Figura 4. Distribucion de Pinus pseudostrobus en MEXICO...........cccevririveeiiniseieiinesseesesevenns 18
Figura 5. Preparacion de iNOCUIO ...........cceuiiiiiiieiee s 25
Figura 6. Fotos taxondmicas de Hebeloma SP. .........ccucceiiireeiniieeecise e 34
Figura 7. Fotos taxon0micas de LACCArIa SP.........ccoeueurriieurieirirriiisieise s 39
Figura 8. Micromorfologia de Hebeloma IBUCOSEIX..............cceirriiiirinisiceess s 44
Figura 9. Micromorfologia de Hebeloma mesophaeum ................c.ccccceueeucececceieieisieieeeeeen, 45
Figura 10. Micromorfologia de Hebeloma alpinuim ..............cccocvrnniiinnnnees s 46
Figura 11. Micromorfologia de Laccaria proXima...............cccccceeeeucvererereuereeeeeeesss e, 91
Figura 12. Micromorfologia de Laccaria 1acCata ................ccccceeeeueuercrereeeeeeeeeeee e 92
Figura 13. Micromorfologia de Laccaria DiColOr ... 53
Figura 14. Peso seco de Pinus patula y Pinus pSeUdoStrobUS ...............ccccveeirveeeivnsieeiesisrerenns 99
Figura 15. Altura de Pinus patula y P. pSEUAOSIIODUS .............ccccevrviveeiiisieieiniseesseseeess s 99
Figura 16. Pinus patula'y P. pseudostrobus con y Sin iNOCUIACION...........c.oviriueirirnniieinieiniines 64



I. INTRODUCCION

La explotacion de los recursos micolégicos de los bosques es un hecho relativamente
reciente que tiene una gran importancia economica (Royo et al., 1998). Ademas, los
hongos ectomicorrizicos comestibles, poseen una gran relevancia ecoldgica debido a su
enorme importancia en la estructura y funcion de los ecosistemas forestales, incluyendo
la transferencia de agua y nutrimentos hacia los arboles asociados (Pérez-Moreno y
Read 2004; Smith y Read, 2008). La utilizacién de plantas ectomicorrizadas en el sector
forestal es de gran interés actualmente desde el punto de vista tanto econémico como
ecoldgico al contribuir al mantenimiento del equilibrio biolégico natural de las areas
forestales. Adicional a su gran relevancia ecoldgica, la posibilidad de producir especies
de hongos comestibles micorrizicos de importancia econémica puede aumentar el interés
de los propietarios privados por la reforestacion y de esta forma podrian revalorizarse
areas marginales actualmente abandonadas. Sin embargo, a pesar de su gran interés
existen aspectos basicos que han recibido escasa atencion tales como el efecto de la
inoculacion sola, y primordialmente simultdnea, con especies de hongos
ectomicorrizicos comestibles en arboles forestales, principalmente del neotrépico. El
objetivo del presente trabajo fue evaluar el efecto de la inoculacion sola o combinada de
seis especies de hongos ectomicorrizicos comestibles de los géneros Laccaria y
Hebeloma en el crecimiento y contenido nutrimental de dos pinos de gran importancia
econdmica, Pinus patula y P. pseudostrobus. Asi mismo se realizo la caracterizacion de

los carpdforos y morfotipos de cada especie fangica estudiada.



I1. REVISION DE LITERATURA

2.1 Hongos micorrizicos

Un hongo micorrizico, es aquel que tiene la capacidad de asociarse y formar una
simbiosis, llamada micorriza, con las raices de una planta (Martinez y Pugnaire, 2009).
En general, los hongos micorrizicos y en particular los ectomicorrizicos, realizan
diversas aportaciones positivas a las plantas con las que se asocian, participan en la
absorcion de agua y nutrientes, ayudan a las plantas a absorber aquellos que son
dificilmente aprovechables por los pelos absorbentes de las raices de las plantas, por lo
que las plantas ectomicorrizadas presentan un mayor grado de tolerancia a los suelos con

baja fertilidad y a las condiciones de extrema sequedad (Trappe, 1987).

2.1.1. Produccidn de reguladores de crecimiento

De acuerdo con Cuesta (2009), los hongos ectomicorrizicos producen diversas hormonas
como auxinas, fitoquininas y otros compuestos, que afectan positivamente al desarrollo
de la planta micorrizada (movilizacion de nutrientes, iniciacion del crecimiento de las

raices después de la parada invernal, etc.).

2.1.2. Proteccién contra enfermedades

Existen diferentes mecanismos por los que pueden llegar a actuar las micorrizas contra
los diversos agentes patdgenos; en primer lugar se podria considerar que actian como
una barrera fisica, impidiendo que en el lugar ocupado por ellas se instale cualquier otro
agente perjudicial (Espifieira et al.,, 2001). Otro mecanismo es la produccion de

compuestos fungiestaticos y antibidticos que pueden eliminar al patdgeno en caso de que



consiguiera instalarse (Cuesta, 2009). Aungue de acuerdo con Le Tacon (1985) el efecto
mas importante sea el aumento de la tolerancia de la planta contra los patégenos como
consecuencia de los cambios fisiologicos causados por la simbiosis micorrizica en la
misma.

Los hongos micorrizicos que acomparian a las diferentes especies forestales varia con la
edad de los arboles, las especies fungicas con mayor interés gastronémico y econémico
son la Amanita caesarea, Boletus del grupo edulis (B. edulis, B. pinophilus,
B. reticulatus y B. aereus), Lactarius deliciosus, etc. Estas especies aparecen cuando los
arboles con las que micorrizan han superado las fases iniciales de su desarrollo. En las
fases iniciales los hongos que se pueden encontrar son: Laccaria bicolor, L. laccata,
Suillus granulatus, S. luteus, Thelephora terrestris, diversas especies del genero

Rhizopogon, etc. (Martinez y Fernandez, 1997).

2.2. Definicion de micorriza

La micorriza es una asociacién mutualista entre los hongos del suelo y raices de las
plantas superiores. El término micorriza (del griego mico=hongo y riza=raiz) “Hongo de
la raiz”, fue acufado por primera vez en 1885 por el botdnico aleman Frank, para
describir la unién de dos organismos que forman un solo 6rgano morfoldgico, en donde
existe una retroalimentacién de los simbiontes (Agarwal y Sah, 2009).

La micorriza le confiere diversos atributos a la planta como la estimulacién en
crecimiento debido al incremento en absorcion de nutrimentos, tolerancia de la planta a

condiciones adversas y biocontrol de enfermedades de la raiz (Molina et al., 1992).



El establecimiento de la asociacién micorrizica provoca cambios estructurales en los
participantes (hongo-planta), tal como el desarrollo de la interfase, sitio donde se lleva a
cabo el intercambio de nutrimentos en ambas direcciones (Peterson y Bonfante, 1994),
asi como la formacion de las estructuras fangicas que caracterizan a cada tipo, las cuales
se describen a continuacion (Nava-Gutierrez y Hernandez-Cuevas, 2003):

Red de Hartig: entramado de hifas intrarradicales que rodea a las células corticales
formando una especie de laberinto entre células adyacentes. Su funcién principal es el
intercambio de nutrimentos del hongo a la planta y viceversa.

Manto: Agregacion extrarradical de hifas que producen una capa que cubre la superficie
de la raiz, excepto en el apice. Es una barrera que protege a la planta del ataque de
organismos patdgenos, en la que se almacena sustancias de reserva y minerales como el
N.

Vesicula: ensanchamiento intrarradical o terminal de la hifa que da lugar a una
estructura globosa, ubicada inter o intracelularmente. Funciona como sitio de
almacenamiento de lipidos de reserva para el desarrollo del hongo.

Enrollamiento hifal: Crecimiento helicoidal de las hifas dentro de las células corticales.
En orquideas y ericoide se encarga del intercambio de nutrimentos.

Arbusculo: hifas intracelulares altamente ramificadas que dan el aspecto de arboles
dentro de las células corticales. Constituye el sitio de intercambio de nutrimentos entre
los simbiontes.

Considerando las estructuras descritas anteriormente y de acuerdo con el grado de

penetracion del hongo en la raiz del hospedero, Smith y Read (1990) clasificaron las



micorrizas en (Figura 1): arbuscular, ectomicorriza, ectendomicorriza, arbutoide,

monotropoide, ericoide y orquideoide.

Arbutoide Monotropoide

Ectomicorriza

F; i
i WY
fi
£ |
1

\ r h

. :
*Sc

Ericoide S o
Orquideoide Micorriza arbuscular

Figura 1. Tipos de micorrizas. Ar=arbusculares, C=enrollamiento hifal, Eh=hifa extramatricial,
Hn=red de Hartig, Fs=manto, P=protusidn, Sc=esclerotia, V=vesiculas.
Fuente: (Agarwal y Sah, 1990).



2.3. Definicion de ectomicorriza.

El término de ectomicorriza es una asociacion mutualista que se establece entre ciertos
grupos de hongos del suelo y algunas plantas que pertenecen a varias familias de
coniferas y dicotileddneas. La ectomicorriza consiste en un sistema de hifas y micelio
que conecta a las raices de las plantas ectomicorrizogenas con las estructuras
reproductivas de los hongos (Kong-Luz, 2003). Las raices con ectomicorriza se
caracterizan por la presencia de tres estructuras segin Smith y Read (2008) (Figura 1):
Manto, Red de Hartig y micelio externo (crecimiento externo de hifas, el cual forma la
conexion esencial entre el suelo y los esporocarpos del hongo, formando las
ectomicorrizas).

Dos de los géneros de hongos ectomicorrizicos que fueron empleados en este trabajo,
fueron Hebeloma sp. y Laccaria sp., los cuales se adquirieron en el mercado de
Ozumba debido a su alta disponibilidad, facil crecimiento y por reportes previos que

sefialan los beneficios que pueden traer a las especies forestales.

2.3.1. Descripcién del género Hebeloma

El género Hebeloma sp. pertenece a la familia de las Cortinariaceas (Figura 2), que
comprende una gran variedad de setas de esporada ocre, marron o color Oxido
(excepcionalmente blanca en Leucocortinarius), la mayoria de porte medio a grande y
carnosas, con laminas siempre escotadas o libres, pie central y bien desarrollado y
cuticula del sombrero seca o viscosa, pero de estructura microscopica filamentosa

(Garcia-Bona, 2009).
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Figura 2. Principales géneros de la familia de las Cortinariaceas
(Fuente: Garcia-Bona, 2009)

El género Hebeloma sp. se encuentra distribuido en norte América, México, hemisferio
norte mediterraneo, Europa, Asia y Australia. Durante el periodo de 1987 a 1997,
aproximadamente 70 nombres de especies de Hebeloma fueron anexados a la lista del
indice micoldgico. A nivel mundial el nimero de especies de Hebeloma se estima que es
de 250 a 600 especies. Cabe menciona que la mayoria de publicaciones son de
Hebeloma crustuliniforme y H. cylindrosporun (Cairney y Chambers, 1999).

La mayoria de especies de Hebeloma son consideradas ectomicorrizicas. En el trabajo
realizado por Hacskaylo y Bruchet en 1972 determinaron la capacidad de formacién
micorrizica de 26 especies de Hebeloma, crecido en cultivo puro con Pinus virginiana.

Dentro del grupo de especies que estudiaron se encuentran Hebeloma mesophaeum,
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H. alpinum y H. leucosarx.

especies se muestran en el (Cuadro 1).

Los resultados que obtuvieron con respecto a estas tres

Cuadro 1. Resultados de la sintesis en cultivos puros de Hebeloma mesophaeum, H. alpinum'y
H. leucosarx en Pinus virginiana.

Especie de Propagacion del  Conversién Penetracion Habitat natural de
Hebeloma micelio en el de raices micelial de raices la asociacion
substrato cortas en cortas fanerogama
micorrizas
H. mesophaeum  Dos tercios del Dos tercios Mas alla de la Salix sp.,
substrato del substrato  primera capade Betula sp.,
corteza celular Alnus sp.
H. alpinum Solo alrededor Menos de Mas alla de la Salix retusa,
del sitio de una tercera primera capa de Dryas octopetala,
inoculacion parte corteza celular Pinus montana,
Ranunculus
alpestris
H. leucosarx Solo alrededor Menos de En la primera Salix aurita
del sitio de una tercera capa de la
inoculacion parte corteza celular

Fuente: (Hacskaylo y Bruchet, 1972)

2.3.2. Descripcion del género Laccaria

El género Laccaria es facilmente definido debido a las caracteristicas de sus ldminas que
son anchas, gruesas, separadas y libres e incluso decurrentes, se caracteriza por su color
de rosa carneo y de violaceo mas o menos intenso, de esporas esferoides, elipsoides o
amigdaliformes y verrugosas o espinosas, micelio a veces coloreado de violeta (Castro-
Cerceda y Freire, 1984).

El género Laccaria (Agaricales) es cosmopolita, puesto que se encuentra en los cinco

continentes. Mueller (1992) reconoce 19 especies para norte América y tentativamente

12



40 a nivel mundial. Las especies de Laccaria forman ectomicorrizas con un amplio
rango de huéspedes (Cuadro 2).

Cuadro 2. Género y familias de plantas que forman ectomicorrizas con especies de Laccaria.

Pinaceae Dipterocarpaceae Myrtaceae
Pinus Dipterocarpus Eucalyptus
Larix Fagaceae Leptospermum
Picea Betula Tiliaceae
Pseudotsuga Fagus Tilia

Tsuga Nothofagus Salicaceae
Abies Quercus Salix

Fuente (Mueller, 1992)

2.4. Importancia de la ectomicorriza en la propagacion de plantas en viveros

En la mayoria de bosques templados y boreales las especies de arboles presentes forman
asociaciones ectomicorrizicas (Jonsson et al., 2001). Estas asociaciones son la principal
contribucion a la biodiversidad de suelos y al funcionamiento del ecosistema, son
reguladores de la productividad y composicion en bosques (Smith y Read, 1997). De tal
manera, resulta importante integrar a los programas de reforestacion, plantulas
previamente inoculadas con micorrizas sobre todo en suelos altamente degradados,
puesto que la posibilidad de que existan micorrizas en estos tipos de suelos es reducida.
Se ha estimado que existen mas de 5 000 especies de hongos involucrados en la
formacion ECM, que pertenecen a Basidiomicetes y Ascomicetes y alrededor de 200
plantas (Agarwal y Sah, 2009).

Algunas especies de hongos ectomicorrizicos pueden ser cultivados en laboratorio para
su posterior utilizacion en micorrizaciones controladas de plantas en vivero, siendo
necesario determinar las condiciones y técnicas culturales que permitan la optimizacién

de esta simbiosis hongo-planta. Por ello la adecuada seleccion de las especies de hongos
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micorrizicos como simbiontes y su posterior manipulacion, tanto en laboratorio como en
vivero, pueden ser aspectos claves para lograr con éxito el establecimiento de especies
vegetales en campo (Honrubia, et al., 1992; Pereira et al., 2007).

Actualmente la mayoria de las investigaciones sobre inoculacion con hongos
ectomicorrizicos se basan en dos premisas para su funcionamiento: 1) Cualquier
asociacion ectomicorrizica en plantas de semillero de arbol es mucho mejor que ninguna
asociacion. 2) Las especies de hongos ectomicorrizicos son mas benéficos en los

arboles bajo ciertas condiciones ambientales que otros (Agarwal y Sah, 2009).

2.5. Criterios de seleccidn de hongos ectomicorrizicos comestibles

En México, méas de 200 especies de hongos comestibles silvestres son consumidas, de
las cuales mas de 100 son comercializadas en mercados locales regionales y de
mayoristas (Pérez-Moreno et al., 2008).

Para la preparacion de inoculo ectomicorrizico, mediante esporocarpos como la
realizada en el presente trabajo, se debe contar con grandes cantidades de estos. Una
opcidn viable en la adquisicion de especies ectomicorrizicas comestibles es en los
diferentes mercados tradicionales de México.

En el mercado Ozumba, Edo. de México existe una gran diversidad de especies flngicas
ectomicorrizicas comestibles. En dicho mercado de acuerdo a estudios realizados por
Pérez-Moreno et al. (2008) encontraron en mayor abundancia las siguientes especies:
Helvella lacunosa, Amanita caesarea complex, A. rubescens, Boletus edulis complex, B.
pinophilus complex, Cantharellus cibarius, Clavulina cinerea, Clitocybe gibba,

Gomphus floccosus, Gymnopus dryophilus, Hebeloma sp. Laccaria laccata, L. bicolor,
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Lactarius salmonicolor, Lyophyllum decastes, Ramaria sanguinea, R. rubrievanescens,
Russula cf. delica, y Tricholoma sp. De los cuales todos son ectomicorrizicos a

excepcion de Gymnopus dryophilus.

2.6. Hongos ectomicorrizicos en especies forestales

La simbiosis ectomicorrizica (ECM) se establece entre unas 3000 especies de plantas y
alrededor de 5000 especies de hongos, principalmente basidiomicetos y ascomicetos
(Santiago-Martinez et al., 2003). Las especies forestales dependen de la simbiosis
ECM, incluyendo pinos, para poder desarrollarse y efectuar sus actividades metabdlicas
(Meyer, 1973). La presencia de ectomicorrizas es un prerrequisito fundamental para el
crecimiento normal de las especies de Pinaceas. El beneficio de las micorrizas varia con
las condiciones ambientales y con la asociacién particular de las especies involucradas
en la simbiosis mutualista (Bledsoe, 1992).

Se cree que al menos un 3% de las plantas vasculares desarrollan ectomicorrizas, entre
las cuales se encuentran especies de gran importancia forestal, en particular todas las de
las familias Pinaceae, Fagaceae, Betulaceae, Salicaceae, etc., y muchos de las familias
Ericaceae, Cistaceae, Leguminosae, Rosaceae, etc. Existen familias taxondmicas
completas, como la de las Pinaceas, que son micorrizicas obligadas, no pudiendo
subsistir si no se encuentran asociadas a alguna especie fungica (Cuesta, 2009).

Las plantulas ectomicorrizadas son resistentes al estrés hidrico (Boyd et al., 1986). Por
ello, un buen desarrollo de los hongos ectomicorrizicos en las raices se reflejara en una
mayor supervivencia y mejor establecimiento en las plantaciones (Castellano y Molina,

1989). Marx et al. (1994), resaltaron la importancia de la inoculacion desde el vivero
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con hongos ectomicorrizicos seleccionados para mejorar el establecimiento de plantas en
campo, en sitios rutinarios o adversos.

Los hongos forestales comestibles que se comercializan son, en su mayor parte,
micorrizicos estrictos (Ladrah, 1995), necesitando la existencia de algunas especies
forestales en particular (Oria, 1991). Termoshuizen, (1991) reportd la presencia de
ectomicorrizas en varias especies de Pinus, por lo que se convierten en organismos de

alto valor ecoldgico.

2.6.1. Descripcién de Pinus patula

Pinus patula Schiede & Deppe, conocido como pino patula, pino china u ocote es nativo
de América Central. Estos arboles pueden alcanzar de 20 - 40 m de altura y un didmetro
de hasta 1 m. En México (Figura 3), se encuentra principalmente en Querétaro, Hidalgo,
México, Puebla y Veracruz (Martinez, 1948). La subespecie tecunumanii se encuentra
distribuida de manera natural desde el sur de México hasta el oeste de Nicaragua (Birks
y Barnes, 1990).

El Pinus patula por lo general se encuentra distribuido desde regiones calidas a frescas,
con temperaturas maximas y minimas de 20 a 29 °C y 6 a 12 °C, respectivamente. El
Pinus patula prospera como una especie exdtica en areas en donde no ocurren heladas y
donde la precipitacion es de por lo menos 750 mm, la cual ocurre principalmente durante
el verano (Gillespie, 1992). Crece con éxito en una gran variedad de suelos, prefiriendo
los suelos acidicos profundos y humedos, usualmente en arcillas arenosas y a
elevaciones que van de 1400 a 3200 m sobre el nivel promedio del mar (Webb et al.,

1984).
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Figura 3. Distribucion natural de Pinus patula en México
Fuente: (Gillespie, 1992)

Es probable que Pinus patula sea uno de los pinos tropicales de mayor tamafio y de mas
rapido crecimiento (Gillespie, 1992), esta especie ha sido plantada extensamente fuera
de su area de distribucion a traves de los tropicos y zonas templadas desde la década de
1940, incluyendo el sur de Africa, el subcontinente de la India, América del Sur y

Australia (Wormald, 1975; Ladrach, 1995).

2.6.2. Descripcién de Pinus pseudostrobus

El Pinus pseudostrobus se extiende desde las montafias del eje neovolcénico transversal
de México hasta el sur de Guatemala, entre 16 ° 20, y 19 58, N y 92° 20, a 100° 35, O.
(Viveros-Viveros et al., 2005) (Figura 4). Esta especie esta adaptada a climas
templado-frios y célidos; se localiza en elevaciones de 1600 a 3350 m, con precipitacion

anual entre 800 y 1500 mm. Los sitios donde se encuentra Pinus pseudostrobus se
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caracterizan por presentar un intervalo de temperatura anual de -9 a 40 °C (L&pez-
Upton, 2002).

En México, Pinus pseudostrobus es una especie de alta importancia econémica por su
uso en la produccion de madera; aserrada, tablero de particulas, madera para chapa y
triplay, celulosa y papel. Es un pino de crecimiento rapido que alcanza alturas de 30 a
40 m, tiene buena forma de tronco y excelente calidad de la madera (Lopez-Upton,

2002).
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Figura 4. Distribucion de Pinus pseudostrobus en México
(Fuente: Critchfield y Little, 1966)
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I11. OBJETIVOS

3.1 Objetivo general

Estudiar el efecto de la inoculacién con hongos ectomicorrizicos comestibles de los
géneros Hebeloma y Laccaria en el crecimiento y contenido nutrimental de Pinus

pseudostrobus y P. patula.

3.1.1 Objetivos particulares

1. Caracterizar morfologicamente las ectomicorrizas establecidas, Hebeloma
mesophaeum, H. alpinum, H. leucosarx, asi como Laccaria laccata, L. bicolor y
L. proxima en raices de Pinus pseudostrobus y P. patula.

2. Evaluar el efecto de la inoculacidén de seis especies de hongos ectomicorrizicos
comestibles (Hebeloma mesophaeum, H. alpinum, H. leucosarx, Laccaria laccata,
L. bicolor y L. proxima) en el crecimiento (altura, biomasa y didmetro) de Pinus patula
y P. pseudostrobus.

3. Evaluar el efecto de la inoculacion de seis especies de hongos ectomicorrizicos
comestibles (Hebeloma mesophaeum, H. alpinum, H. leucosarx, Laccaria laccata,
L. bicolor y L. proxima) en el contenido nutrimental (N, P y K) de Pinus patula y

P. pseudostrobus.
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IV. HIPOTESIS

4.1 Hipotesis general

La inoculacion con hongos ectomicorrizicos comestibles de Hebeloma sp.
(H. mesophaeum, H. alpinum, H. leucosarx) y Laccaria (L. laccata, L. bicolor, L.
proxima), presentan un efecto positivo en el crecimiento y contenido nutrimental (N, P,

K) de Pinus patula y P. pseudostrobus.

4.1.1 Hipdtesis particulares

1. Los esporomas ectomicorrizicos comestibles de Hebeloma sp. (H. mesophaeum,
H. alpinum, H. leucosarx) y Laccaria (L. laccata, L. bicolor, L. proxima), presentan
diferente morfologia.

2. La inoculacion con hongos ectomicorrizicos comestibles de Hebeloma sp.
(H. mesophaeum, H. alpinum, H. leucosarx) y Laccaria (L. laccata, L. bicolor,
L. proxima), presentan un efecto positivo en el crecimiento (altura, biomasa y diametro)
de Pinus patulay P. pseudostrobus.

3. La inoculacién con hongos ectomicorrizicos comestibles de Hebeloma sp.
(H. mesophaeum, H. alpinum, H. leucosarx) y Laccaria (L. laccata, L. bicolor,
L. proxima), presentan un mayor contenido nutrimental (N, P y K) en Pinus patula 'y P.

pseudostrobus.
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V. MATERIALES Y METODOS

5.1. Descripcion del experimento

Este experimento se llevd a cabo en un invernadero a cargo del area de microbiologia
del Colegio de Postgraduados. Consistio en la aplicacién de inoculo de hongos
comestibles de los géneros Laccaria y Hebeloma en un sustrato de arena-corteza-suelo
(proporcion  2:2:1), en los cuales se sembraron dos especies de Pinus sp.
(P. pseudostrobus y P. patula). En los diferentes tratamientos establecidos (descritos
posteriormente) se consider6 para su analisis el efecto de la inoculacion sobre el

crecimiento y contenido de nutrimentos (N, P, K) en los individuos de Pinus sp.

5.2. Disefio experimental

El disefio experimental se ajusté a un modelo en bloques al azar, donde se establecieron
diez tratamientos por cada especie de Pinus. Los tratamientos consistieron en inocular a
Pinus patula y P. pseudostrobus, con diferentes especies de hongos por separado y en
combinacion de estos (Ver Cuadro 3). Para cada tratamiento estudiado se inocularon

diez pinos por especie. Adicionalmente se mantuvieron testigos sin inocular.

21



Cuadro 3. Combinaciones de especies fungicas en los tratamientos para Pinus patula y
P. pseudostrobus.

No. de tratamiento Especie ectomicorrizica Clave de referencia
1 Sin hongo Testigo
2 Laccaria laccata (L.) L.l
3 Laccaria bicolor (L.b) L.b
4 Laccaria proxima (L.p) L.p
S Hebeloma mesophaeum (H.m) H.m
6 Hebeloma alpinum (H.a) H.a
7 Hebeloma leucosarx (H.l) H.l
8 (L.I)+(L.b)+(L.p) § 3L
9 (H.m)+(H.a)+(H.l) § 3H
10 (LI)+(L.b)+(L.p)+(H.m)+(H.a)+(H.l) § 3L+3H

§ Ver columna de claves de referencia de tratamientos del 2 al 7.

5.3. Montaje del experimento

5. 3.1. Identificacidn y descripcion de los hongos de Hebeloma spp. y Laccaria spp.

Las especies de los géneros Laccaria y Hebeloma fueron adquiridas en el mercado de
Ozumba (Figura 5a), se clasificaron por especie de acuerdo a las principales
caracteristicas macro y microscopicas especificadas por Largent (1973) y Largent et al.,
(1977). Las especies identificadas fueron: Laccaria laccata, L. bicolor, L. proxima,

Hebeloma mesophaeum, H. leucosarx y H. alpinum.

5.3.2. Preparacion de inéculo

Debido a que la concentracion de esporas se localiza en las laminas del pileo, se corto el
estipite de los carpdforos y se conservaron exclusivamente los pileos (Figura 5 b), los
cuales se refrigeraron a 5 °C. Al dia siguiente, los pileos se colocaron en un

deshidratador tipo charola, modelo L (Figura 5 c), posteriormente fueron deshidratados a
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una temperatura de 35 °C, ya que a una mayor temperatura las esporas pierden su
viabilidad (Brundrett et al., 1996).

Finalmente los pileos deshidratados de cada especie se molieron y el in6culo final
obtenido se almaceno en viales con capacidad de 1.5 mL a una temperatura de 5 °C

(Figura5dye).

5.3.3. Dispositivos experimentales

Los dispositivos consistieron en charolas de 37 cm? utilizadas para colocar tubetes de
140 mL a las cuales se les acondiciond en la parte inferior un recipiente colector de agua
con cierta inclinacion, puesto que se conectd a una manguera que permitié el flujo del
agua de riego hacia un recipiente de almacenamiento de mayor capacidad. Por la parte
superior de la charola se proyecté la estructura cuadrada colocando un palo de madera
de 40 cm en cada esquina del cuadrado y se forro de plastico cada lado, con el objetivo
de evitar el esparcimiento de esporas entre tratamientos (Figura 5 f). Cada dispositivo
experimental tuvo una capacidad de 30 tubetes de los cuales una mitad correspondio a
Pinus patula y otra a P. pseudostrobus. En total fueron 10 dispositivos experimentales

ya que se asignd un dispositivo por tratamiento.

5.3.4. Desinfeccion de semilla y tubetes

Las semillas utilizadas de Pinus pseudostrobus y P. patula, procedentes del paraje
asarradero viejo, municipio localizado en Coatepec, Veracruz, se remojaron en agua
durante 24 h como tratamiento pregerminativo, posteriormente se desinfectaron con

perdxido de hidrégeno (H,0,) al 30%, manteniendo las semillas en agitacion durante 20
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minutos y finalmente se enjuagaron con agua destilada estéril. Los tubetes de plastico
negro de 140 mL se lavaron y desinfectaron con alcohol previo a su llenado con el

sustrato.

5.3.5. Sustrato para la siembra de Pinus sp.

El sustrato utilizado para la siembra de Pinus sp. fue preparado a partir de una mezcla
arena-corteza-suelo en proporciéon 2:2:1, la cual se coloc6 en costales de manta para su
esterilizacion con vapor de agua durante 24 h. La esterilizacion del sustrato ha
demostrado tener efecto positivo en conjunto con el inoculante sobre el crecimiento de la
planta (Guerin et al., 2003). El tezontle utilizado en el experimento en la superficie de la
mezcla, también fue esterilizado. La arena de rio y el suelo de monte se colectaron en
Texcoco y Zoquiapan respectivamente, pertenecientes al Estado de México. La corteza

de érbol utilizada, fue traida de un aserradero de Guadalajara.

24



Figura 5. Preparacién de inéculo. a. Mercado de Ozumba; b. Corte de estipite de Hebeloma sp. ;
c. Deshidratador tipo charola, modelo L; d. Hebeloma sp. deshidratado e. Viales con pileos
deshidratados y molidos; f. Dispositivos experimentales.
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5.3.6. Siembra e inoculacién de Pinus sp.

Se sembraron cinco semillas de Pinus sp. por tubete, previamente llenados con el
sustrato, dejando en la parte superior un espacio aproximadamente al 80 % del volumen,
para la inoculacion. Se realizaron dos inoculaciones, cada una con 1.5 g de indculo. La
inoculaciéon consistio en esparcir el indculo y cubrir con una capa de sustrato.
Posteriormente se coloco una capa delgada de tezontle (< 0.5 cm de didmetro). Los
tubetes se colocaron en los dispositivos experimentales. La germinacion ocurrio, 3
semanas después de la siembra y se aplicé fungicida Captan en proporcién de 2 g L™,
cada tercer dia hasta que el tallo estuvo lignificado a fin de evitar el “damping off”
(enfermedad comunmente ocasionada por un complejo de hongos del suelo donde se
encuentran Phytophthora spp., Pythium spp. y Fusarium spp.), (Lin et al., 2002). Las
plantas permanecieron en condiciones de invernadero durante 397 dias, regandose cada

tercer dia con agua purificada.

5.4. Variables evaluadas

Los pinos fueron cosechados 397 dias después de la siembra, para el analisis del
porcentaje de raices cortas vivas, micorrizadas y muertas, posteriormente fueron secadas
para evaluar el peso seco, N, P y K de la parte aérea y radical. Cabe mencionar que antes

de la cosecha se efectuaron mediciones de la altura y didmetro del tallo de los pinos.

5.4.1. Conteo de raices cortas

El cepelldn se remojé durante 24 h, posteriormente se retird la parte aérea del pino y se

enjuago cuidadosamente la raiz, la cual fue dividida en tres segmentos, cada uno de
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5 cm. Posteriormente se prosiguio a extender la raiz de cada seccidn y cortar segmentos
de 5 cm, de estos se seleccionaron al azar algunos para su posterior conteo en el
estereoscopio. Por seccion se contaron 200 raices, por lo que en total se contabilizaron
600 raices por pino. EIl procedimiento llevado a cabo fue una modificacion de la
metodologia seguida por Guerin et al. (2003). EIl conteo se realizo 397 dias después de

la siembra.

5.4.2. Analisis de nutrimentos (N, Py K)

Las muestras de Pinus sp., fueron secadas a 90 °C durante 24 h, se molieron y
tamizaron con una malla, No. 40. Previo al analisis de macronutrimentos se realizo la
digestion de las muestras, que consistio en pesar 0.1 g de muestra para N y 0.25 g para
P, posteriormente se colocaron por separado en tubos de digestion follin Wu.

En el caso de nitrdgeno en cada tubo con muestra se coloco 4 mL de acido sulfurico-
salicilico y se dejo reposar durante 12 h. Al dia siguiente se afiadié 0.5 g de Na,S,03 y
se coloco en la placa de digestion durante 5 min, posteriormente se dejo enfriar y se
adiciono6 1.1 g de mezcla catalizadora. Finalmente se digirieron las muestras, hasta que
alcanzaron una temperatura de 360 °C. La evaluacion de N, se realiz6 por el método
semimicro-kjeldahl (Bremner, 1975).

En los tubos para evaluacion de fosforo se adicioné 6 mL de mezcla digestora (acido
nitrico + perclérico en relacion 2:1) y se dejaron en reposo durante 12 h, posteriormente
se digirieron a una temperatura de 203 °C hasta la aparicion de vapores blancos densos

caracteristicos del HCIO,4, que dura alrededor de 1 h. Los digestados se transfirieron a

27



matraces para la determinacién de P por colorimetria Olsen y K por fotometria de flama

segun Chapman y Parker (1986).

5.5. Caracterizacion micromorfoldgica de raices cortas y toma de fotografias

Se analizaron las caracteristicas morfoldgicas y anatomicas mas comunes de las raices
cortas micorrizadas para cada especie tales como: longitud, didmetro, color, tipo de
ramificacion, forma de las puntas no ramificadas, textura y anatomia externa del manto
de las micorrizas, el procedimiento se realiz6 con base en el Sistema de informacion
para caracterizacion y determinacién de ectomicorrizas (Agerer y Rambold, 2009)

Las raices cortas micorrizadas en mejor estado y en las que se observaron las
caracteristicas distintivas para cada especie (longitud, diametro, color, tipo de
ramificacion, forma de las puntas no ramificadas, textura) se tomaron fotomicrografias
en un estereoscopio Leica EZ4.

Con el objetivo de conocer la anatomia externa del manto se tomé una raiz corta
micorrizada por cada especie de hongo estudiada. La raiz se sostuvo de la base con
pinzas sobre un portaobjetos, con una aguja de diseccidon se tomo de la punta una capa
delgada externa del hongo; posteriormente se colocd una solucion fijadora (Melzer)
sobre la capa y se cubrid con el portaobjetos. Las preparaciones fueron fotografiadas
con un microscopio Leica, modelo ATC 2000 a un aumento de 100x.

De los carpo6foros adquiridos en el mercado de Ozumba, se obtuvo la esporada (conjunto
0 masa de esporas) para cada especie estudiada, colocando el pileo maduro hacia abajo

durante 12, después se adiciond una gota de fijador (Melzer) y se cubrid con un
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portaobjetos. Finalmente las esporas se fotografiaron con un microscopio Leica, modelo

ATC 2000 a un aumento 100x.

5.6 Analisis estadistico

Se realizd andlisis de varianza en un disefio completamente aleatorio. Al haber
diferencias entre tratamientos para las variables respuestas analizadas se realizaron las
prueba de comparacion de medias, Tukey con un 0=0.05 con el programa Statistical
Analysis System (SAS, 1999). ElI nimero de repeticiones que se considerd para el
andlisis estadistico fue de diez en altura y didmetro, y tres para el porcentaje de

inoculacién y contenido de macronutrimentos (N, P, K).
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VI. RESULTADOS Y DISCUSION

6.1. Descripcion de esporomas de Hebeloma spp. y Laccaria spp.

La adquisicion de Hebeloma spp. y Laccaria spp. en el mercado de Ozumba se realizd
de acuerdo a los géneros requeridos para la investigacion, por lo que se prosiguio a su
identificacion por especie, las cuales resultaron: Laccaria laccata, L. proxima,
L. bicolor, en el caso del género Laccaria y Hebeloma mesophaeum, H. alpinum y
H. leucosarx para Hebeloma spp. Posteriormente se realizd la descripcion de los

esporomas de las especies encontradas.

6.1.1. Descripcién de esporomas de Hebeloma spp.

A continuacion se presentan las descripciones de las especies identificadas de Hebeloma
spp., previamente identificadas:

a) Hebeloma leucosarx. Presentd el pileo plano, con un diametro de 40-70 mm, de
color crema (muy claro), tendiendo a blanquecino (Fig. 6 a). Ldminas libres mas o
menos separadas, con una coloracion café ligeramente obscuras. Estipite cilindrico de
43-65 mm (longitud) y 5-12 mm (ancho), de color crema no homogéneo a lo largo del
estipite. Esporas cafés, de forma amigdaliforme, sin ornamentacién, con una longitud de

8 umy 4.8 um de ancho (Figura 6 b).

Esta especie se caracterizd por el gran tamafio de su pileo y estipite, los cuales
presentaron tonos blanquecinos y no homogéneo ya que en algunos ejemplares se
observo un circulo café claro en el centro, sobre todo en ejemplares que se encontraban
en un estadio maduro. Se distingue de Hebeloma alpinum en tamafio y color, puesto que
este ultimo es mas pequefio y su pileo fue café obscuro. Se diferencié facilmente de

Hebeloma mesophaeum, debido a que H. leucosarx presenta un pileo plano.
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b) Hebeloma mesophaeum. Presentd el pileo convexo con un didmetro de 30-60 mm,
de color café claro tendiendo a crema (Figura 6 c). Laminas libre mas o menos
separadas, café ligeramente obscuro sobre todo en ejemplares en un estadio maduro.
Estipite cilindrico de 2-6 mm de ancho y una longitud de 35-41 mm, color crema,
distribuido mas o menos homogéneo a lo largo del estipite. Esporas de forma
amigdaliforme, de color café, con ornamentacion punteada y longitud de 8.6 um y
4.6 um de ancho (Figura 6 d).

En la vista posterior al pileo; es decir donde se encuentran las laminas se observo un
borde que rodea a toda la parte circular, caracteristico de Hebeloma mesophaeum. Se
distingue de H. leucosarx por ser mas pequefio que este Gltimo y tener una estructura
conspicuamente mas convexa del pileo. Asi mismo Hebeloma mesophaeum resulto ser
mas grande y con una coloracion mas clara que H. alpinum.

c) Hebeloma alpinum. Su pileo presenté una coloracién café obscuro, de forma
convexa y didmetro de 9-25 mm. (Figura 6 €). Laminas libres, méas o menos separadas
con una coloracion café palido. Estipite cilindrico de 4-6 mm de ancho y una longitud
de 20-25 mm, de color café claro. Esporas amigdaliformes, cafés, sin ornamentacion de

8.8 um (longitud) y 4.7 um (ancho) (Figura 6 f).

Hebeloma alpinum es una de las especies méas pequefias dentro del género Hebeloma. Se
distingue de Hebeloma mesophaeum y H. leucosarx, por la coloracion méas obscura del
pileo. En general, en el Cuadro 4. se resumen las caracteristicas de las especies descritas
anteriormente. Asi mismo, se resaltan las caracteristicas distintivas para cada especie,

por ejemplo, se observo que Hebeloma leucosarx es de forma plana a diferencia de las
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otras especies y en el caso de H. alpinum es la Unica con el pileo mas obscuro con
respecto a H. mesophaeum y H. leucosarx. En cuanto a H. mesophaeum se encontr6 en
un tamafo intermedio entre las otras dos especies. La forma de las esporas es la misma

para las tres especies aunque diferencian muy poco en cuanto a su tamafio (Cuadro 4).

Cuadro 4. Comparacion de caracteristicas diagndsticas en Hebeloma leucosarx, H. mesophaeum
y H. alpinum.

Estructura  Caracteristicas H. leucosarx H. mesophaeum H. alpinum
Pileo Forma plano convexo convexo
Color blanquecino crema café obscuro
Diametro (mm) 40-70 30-60 9-25
Estipite Forma cilindrico cilindrico cilindrico
Color crema crema crema
Ancho (mm) 5-12 2-6 4-6
Longitud (mm) 43 -65 35 - 41 20-25
Laminas Adherencia libres libres libres
Color café obscuro café obscuro café obscuro
Esporas Forma amigdaliforme amigdaliforme amigdaliforme
Color café café café
Ornamentacion ninguna puntada ninguna
Longitud (um) 8 8.6 8.8
Ancho (um) 4.8 4.6 4.7

Las letras en negrita en el cuadro corresponden a la caracteristica distintiva para cada especie.

Hasta donde se conoce, a nivel mundial existe muy poca informacion de las especies de
Hebeloma leucosarx y H. alpinum, especialmente en lo que respecta a su descripcion
macroscopica (carpéforos). La mayoria de las publicaciones de Hebeloma se enfocan en
las especies de H. crustuliniforme y H. cylindrosporun (Cairney y Chambers, 1999). En
1979 Arora, describio los esporomas de las especies de Hebeloma crustuliniforme, H.
sinapizans y H. mesophaeum. En 1981, Debaud realiz6 la sintesis ectomicorrizica,

mediante la inoculacion de Dryas octopetala con Hebeloma alpinum y H. marginatulum.
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En cuanto a Hebeloma mesophaeum se encuentra bastante informacion. La descripcion

realizada en el presente estudio se comparé con la de Arora en 1979 (Cuadro 5), quien

describié a H. mesophaeum con una ornamentacion de las esporas lisa y el estipite con

una longitud de hasta 80 mm; caracteristicas que difieren con las descritas en el presente

estudio (Cuadro 5). Las descripciones realizadas de Hebeloma leucosarx y H. alpinum

no se compararon con la de otros autores, puesto que la informacion existente se enfoca

principalmente en las caracteristicas de estas especies en medios de cultivos como en el

trabajo realizado por Hacskaylo y Bruchet en 1972.

Cuadro 5. Caracteristicas diagnosticas de Hebeloma mesophaeum (Arora, 1979).

Estructura Caracteristica Hebeloma mesophaeum
Pileo Forma convexo.
Color café a un obscuro café
rojizo en el centro.
Diametro (mm) 205-6.5
Estipite Forma 1 cilindrico
Color café
Ancho (mm) -
Longitud (mm) 80
Laminas Adherencia libres
Color cafés
Esporas Forma elipsoide
Color café
Ornamentacion lisa
Longitud (um) 8-10
Ancho (um) 5-6
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Figura 6. Fotos taxonémicas de Hebeloma sp. : a. Esporoma de H. leucosarx; b. Esporas de
H. leucosarx a 100x; c. Esporoma de H. mesophaeum; d. Esporas de H. mesophaeum a 100 x;
e. Esporoma de H. alpinum; f. Esporas de H. alpinum a 100x. Las barras blancas en la figura a, ¢
y e corresponden a 4 mm.
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6.1.2. Descripcion de esporomas de Laccaria spp.

Las especies de Laccaria, identificadas, se describen a continuacion:

a) Laccaria proxima. Su pileo fue plano, con un didmetro aproximado de 20-60 mm,
de coloracion tendiendo a vino (Figura 7 a). Laminas libres, de color rosa pélido.
Estipite cilindrico de 20-80 mm de longitud y 3.6-9.3 mm de ancho, de color vino
ligeramente mas obscuro que el pileo. Esporas globosas y cafés, de diametro

aproximado a 5 um, con ornamentacion aparentemente nodulosa.

Laccaria proxima es una especie que se caracterizO por ser mayor en tamafio con
respecto a L. laccata y L.bicolor, asi mismo al poseer un pileo mas grande, las laminas
se encontraron mas separadas que en otras especies, lo que se observo claramente en una
esporada.

b) Laccaria laccata. Pileo convexo con un diametro de 10-40 mm, de color vino
(Figura 7 c). Estipite cilindrico de 3-3.5 mm de ancho y 20-50 mm de longitud, color
vino ligeramente méas obscuro que el pileo. Laminas libres de color rosa palido.
Esporas de forma globosa, con un didmetro de 5.2 um y ornamentacion nodulosa
(Figura 7 d).

Laccaria laccata es una especie de tamafio intermedio comparada con L. proxima y
L. bicolor; se distingue de esta ultima en que el color vino del estipite es homogéneo y
no tiene una coloracién color violeta en la parte basal (Cuadro 6).

d) Laccaria bicolor. Pileo convexo, color vino y didametro de 8-20 mm  (Figura 7 e).
Estipite de forma cilindrica, color vino y violeta en la parte basal, de 2.4-6.8 mm de

ancho y 35-65 mm de longitud. Laminas libres de color rosa palido. Esporas globosas
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con un didmetro de 5.5 um, cafés y ornamentacion espinosa (Figura 7 f).Se distingue de
Laccaria proxima y L. bicolor, por ser la especie mas pequefia que las anteriores,
ademas de que tiene una coloracion color violeta en la parte basal (Cuadro 6).

De manera general, en el Cuadro 6 se comparan las caracteristicas de las tres especies
descritas anteriormente. En dicho cuadro se observa que la especie de mayor tamafio es
Laccaria proxima, seguido por L. laccata y L. bicolor. Asi mismo otra caracteristica
para identificar mas facilmente L. bicolor es su coloracién violeta en la parte basal del
estipite. Por lo tanto Laccaria laccata se distingue de L. proxima y L. bicolor en ser de

tamanio regular entre estas dos especies y por no tener la coloracion violeta en el estipite.

Cuadro 6. Comparacion de las caracteristicas diagnésticas de las especies de Laccaria proxima,
L. laccata y L. bicolor en el material estudiado del presente trabajo.

Estructura Caracteristicas Laccaria proxima Laccaria laccata Laccaria bicolor
Pileo Forma plano convexo convexo
Color vino vino vino
Didmetro (mm.) 20-60 10 - 40 8-20
Estipite Forma cilindrico cilindrico cilindrico
Color vino vino vino y violeta en la
parte basal
Ancho (mm) 3.6-93 3-35 24-6.8
Longitud (mm) 20-80 20-50 35-65
Laminas Adherencia libres libres libres
Color rosa rosa rosa
Esporas Forma globosa globosa globosa
Color café café café
Ornamentacion nodulosa nodulasa espinosa
Diametro (um) 5.2 5.9 5.5

Las letras en negrita en el cuadro corresponden a las principales caracteristicas
distintivas de cada especie.
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Las caracteristicas de las tres especies de Laccaria descritas (Cuadro 6) coinciden con
la descripcion realizada por Muller en 1992, a excepcion de la forma del estipite y
espora (Cuadro 7). La percepcion diferente con respecto al estipite se debe posiblemente
a que los hongos no fueron colectados directamente en campo, teniendo una estructura
del estipite incompleta. En cuanto a las esporas se podria decir que tienden a ser mas
globosas que elipsoides; pues la relacion ancho-longitud es minima de acuerdo a las

mediciones de Mueller (Cuadro 7).
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Cuadro 7. Comparacion de las caracteristicas diagnésticas de las especies de Laccaria spp.,
segun Mueller, (1992).

Estructura Caracteristica L. proxima L. laccata L.bicolor
Pileo Forma acampanado a obtuso a convexo,a  convexo a plano,
convexo, llegaaser menudo llega a ser frecuentemente
plano a levantado, plano o deprimido deprimido
algunas veces
deprimido
Color rojizo a marron anaranjado-marron rosaceo como el
anaranjado cuando esta frescoy  de la carne
al final este se fresca
obscurece
Didmetro (mm)  15-70 10-45 8§-70
Estipite Forma subclavado, en undiferenciado a subclavado o
ocasiones levemente  subclavado levemente
bulboso bulboso
Color rojo obscuro anaranjado-marron de tierra 0 un rojo
cuando esta frescoy  marron mas
al final este se obscuro
obscurece
Ancho (mm) 3-10 e e
Longitud (mm) 24 -T2 20-65 23-85
Cuticula e s Fibrosa
Laminas Adherencia distante o libre distante, raramente distante o libre
decurrente
Color rosaceo de lacarne  llegan a ser ligeramente
levemente vinaceos  vinaceo, del color
con laedad descolorado de
la carne fresca
Esporas Forma elipsoide globosa a subglobosa a
subglobosa, ampliamente
ocasionalmente elipsoide,
elipsoide ocasionalmente
globosa
Color e e e
Ornamentacion  equinulada equinulada equinulada
Longitud (um) 7-9 7.5-10 8-11
Ancho (um) 6-8 7-10 7-9
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Figura 7. Fotos taxonémicas de Laccaria sp.; a. Esporoma de L. proxima; b. Esporas de
L. proxima a 100 x; c. Esporoma de L. laccata; d. Esporas de L. laccata a 100 x; e. Esporoma de
L. bicolor; f. Esporas de L. bicolor a 100 x. Las barras blancas en la figura corresponden a 2mm,
4 mmy 9 mm en incisos e, d y a, respectivamente.
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6.2. Caracterizacion micromorfoldgica de raices cortas

Las siguientes descripciones corresponden a las caracteristicas de las raices cortas
micorrizadas por las especies de: Laccaria laccata, L. bicolor, L. proxima, Hebeloma
mesophaeum, H. alpinum, y H. leucosarx, que se presentaron debido a la previa
inoculacién con dichas especies ectomicorrizicas. Cabe mencionar que no se observaron
diferencias morfoldgicas en sus caracteristicas distintivas (longitud, diametro, color, tipo
de ramificacion, forma de las puntas no ramificadas, textura y anatomia externa del
manto) de las raices cortas entre Pinus patula y P. pseudostrobus, por lo que se

generalizo las descripciones para ambas especies.

6.2.1. Caracterizacion micromorfologica de Hebeloma spp.

A continuacion se presenta la caracterizacion micromorfologicas realizada a las raices
cortas de Pinus patula y P. pseudostrobus, inoculadas con Hebeloma spp.:

a) Hebeloma leucosarx. La micorriza present6 un tipo de ramificacion en su mayoria
ausente y raramente dicotomica (Figura 8 a), con una longitud aproximada de 1 — 9 mm
y un didmetro de 0.3 mm (Figura 8 e), no presentd rizomorfos, las puntas no
ramificadas eran de tipo moniliformes (Figura 8 c) y cilindricas de color café claro,
siendo mas obscura la base que la punta (Figura 8 b), las que estaban en un estadio mas
joven tenian la punta blanca (Figura 8 ¢). En su etapa adulta la base (10 mm) fue mayor
que el apice (2 mm) (Figura 8 d). El tipo de manto en la superficie fue liso (Figura 8 e),
su anatomia en la capa externa resulto plectenquimatoso (Figura 8 Q).
Macromorfologicamente se observaron hifas emanantes abundantes, de color blanco y

en algunas partes café (Figura 8 h).
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b) Hebeloma mesophaeum. Las raices micorrizadas, presentaron un tipo de
ramificacion dicotomica o ausente (Figura 9 a y b), con una longitud de las puntas no
ramificadas de 1-4 mm y 0.2 mm de diametro (Figura 9 c). La forma de las
terminaciones fue recta y cilindrica en la punta, de color café y en algunas partes blanco,
sin rizomorfos (Figura 9 f). La base fue mayor (1 a 2 mm) que el apice (0.5 a 1.4 mm)
(Figura 9 c). Se observaron hifas emanantes abundantes (Figura 9 d). El manto en la
superficie fue densamente algodonoso (Figura 9 e) y anatomia de su capa externa,
plectenquimatoso (Figura 9 g). Macromorfologicamente se observaron hifas emanantes

abundantes de color blanco (Figura 9 h).

c) Hebeloma alpinum. La micorriza en su mayoria presentd un tipo de ramificacion
ausente (Figura 10 a) o dicotémica y raramente tetrapodial (Figura 10 b), la forma de las
puntas no ramificadas fueron rectas con terminaciones cilindricas, de 1-5 mm de
longitud y 0.2 mm de diametro (Figura 10 h), sin rizomorfos. En su etapa temprana tenia
una coloracion café, siendo mas obscura la base que la punta (Figura 10 ¢ y d), con el
tiempo se alarg6é y se tornd café obscuro, en cuanto a la punta el color café claro
posteriormente se volvio blanco puro. En la mayoria de los casos, en su etapa adulta la
base (3 mm) fue de mayor tamafio que el apice (1 mm) (Figura 10 a y e). El tipo de
manto en la superficie fue liso (Figura 10 f) y la anatomia de la capa externa fue
plectenquimatoso (Figura 10 g). Se observo la presencia de hifas emanantes abundantes.
Macromorfolégicamente se apreciaron de color blanco y en puntos el color café de la

base de la micorriza (Figura 10 h).
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De forma general, en el cuadro 8 se resumen las caracteristicas de las especies descritas
anteriormente. Se observa que Hebeloma leucosarx fue la especie con raices cortas de
mayor longitud seguida de Hebeloma mesophaeum y H. alpinum. Ademas de que en la
mayoria de las ocasiones presentd tipos de ramificacion ausentes y en menor proporcion
dicotdmicas, caso contrario para Hebeloma alpinum. En cuanto a H. mesophaeum fue
facil identificarlo debido a su textura del manto algodonosa y un tamario intermedio con

respecto a Hebeloma alpinum y H. leucosarx.

Cuadro 8. Caracteristicas distintivas entre las especies de Hebeloma mesophaeum, H. alpinum,

y H. leucosarx de las raices micorrizadas en Pinus patula y P.pseudostrobus.

Caracteristicas H. leucosarx H. mesophaeum H. alpinum

Longitud (mm) 1-10 1-4 1-5

Diametro (mm) 0.3 0.2 0.2

Proporcién (base- base >apice base >apice base>apice

apice) en mm. 73 2>14 3>1

Tipo de ramificacion ausente o0 dicotomica  dicotomica o dicotémica, ausente
ausente en lamisma o tetrapodial
proporcion

Forma de las puntas  moniliformes y recta con recta con

no ramificadas cilindricas terminaciones terminaciones
cilindricas cilindricas

Textura del manto liso algodonoso liso

Color del apice blanco café café

(en estadio juvenil)

Color del apice café claro blanco blanco

(en estadio maduro)
Anatomia en la capa
externa del manto

plectenquimatoso

plectenquimatoso

plectenquimatoso

Las letras en negrita en el cuadro, corresponden a las principales caracteristicas distintivas de

cada especie.

En el cuadro 9, se muestran las caracteristicas de Hebeloma mesophaeum en raices

cortas de acuerdo a las descritas por Agerer y Rambold, (2009). Al comparar dichas
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caracteristicas con las del cuadro 8, se observa diferencia con respecto a la longitud y el
tipo de textura del manto. En cuanto a las especies de Hebeloma leucosarx y H.
alpinum, hasta donde se conoce, no se encontré informacion de sus caracteristicas en
raices cortas.

Cuadro 9. Caracteristicas distintivas de Hebeloma mesophaeum de acuerdo a Agerery
Rambold, 2009.

Caracteristicas Hebeloma mesophaeum
Longitud (mm) 10

Diametro (mm) 03-05

Tipo de ramificacion dicotomica

Forma de las puntas no ramificadas recta a inclinada

Textura del manto liso y plateado

Color del apice (en estadio juvenil) de blanco a café

Color del apice (en estadio maduro) café

Anatomia en la capa externa del manto  plectenquimatoso

Figura 8. Micromorfologia de las raices ectomicorrizadas de Hebeloma leucosarx con
Pinus patula y P. pseudostrobus a. Ramificacion ausente en estadio joven; b. Raiz en estadio
adulto; c. Puntas no ramificadas de tipo moniliformes; d. Micorrizas adultas; e y f. Tipo de manto
en la superficie. La barra blanca corresponde a 2 mm; g. Anatomia de la capa externa del manto;
h. Vista macroscopica en tubete.

Figura 9. Micromorfologia de las raices ectomicorrizadas de Hebeloma mesophaeum con Pinus
patula y P. pseudostrobus a. H. mesophaeum en estadio joven; b. Tipo de ramificaciones
(dicotémicas y ausentes); c. H. mesophaeum en estadio adulto. La barra blanca corresponde a 1
mm; d. Hifas emanantes; e. Tipo de manto en la superficie; f. Raiz corta en un estadio adulto; g.
Manto plectenquimatoso y h. Vista macroscdpica en tubete. La barra blanca corresponde a 1 mm.

Figura 10. Micromorfologia de las raices ectomicorrizadas de Hebeloma alpinum con Pinus
patula y P. pseudostrobus a. Ramificacion ausente; b. Ramificacion tetrapodial; ¢ y d. Hebeloma
alpinum en estadio joven; e. Micorriza adulta; f. Tipo de manto en la superficie; g. Anatomia de la
capa externa del manto; h. Vista macroscopica en tubete. Las barras blancas en inciso b y h
corresponden a 2 mm y 4 mm, respectivamente.
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Figura 8. Micromorfologia de Hebeloma leucosarx. (Ver pagina 43)
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Figura 9. Micromorfologia de Hebeloma mesophaeum (Ver pagina 43).
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Figura 10. Micromorfologia de Hebeloma alpinum (Ver péagina 43).
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6.2.2. Caracterizacion micromorfologica de Laccaria spp.

A continuacion se presenta la caracterizacion micromorfologica realizada a las raices
cortas de las especies de Pinus, con Laccaria proxima, L. laccata y L. bicolor:

a) Laccaria proxima. La micorriza presentdé un tipo de ramificacion en su mayoria
ausente y en menor proporcion dicotdmica, con una longitud de 1a8 mmy 0.2 mm de
didmetro (Figura 11 a), la morfologia de las puntas no ramificadas fueron sinuosas o
inclinadas (Figura 11 c). De jovenes presentaban una coloracion café claro distribuido
homogéneamente (Figura 11 d), por el contrario con el tiempo se va diferenciado la base
de un color café obscuro y la punta café claro (Figura 11 €), con la terminacion cilindrica
(Figura 11 f). En su etapa adulta la base es de 2-7 mm, fue mayor que el apice (0.7 a 2.2
mm). El tipo de manto en la superficie era liso (Figura 11 b), su anatomia fue
plectenquimatoso (Figura 11 g). Macromorfoldgicamente, se apreciaron estructuras

alargadas de las hifas, color café y blanco en la punta (Figura 11 h).

b) Laccaria laccata. Raices micorrizadas de 2 a 6 mm de longitud y hasta 0.5 mm de
diametro (Figura 12 a), con un tipo de ramificacién ausente o dicotomica (Figura 12 b)
en la misma proporcién, con superficie lisa, sin rizomorfos (Figura 12 f), las puntas no
ramificadas presentaron formas moniliformes (estrangulamiento entre la parte mas vieja
y la mas joven) e hinchadas en la punta (Figura 12 c¢). Las raices micorrizadas poseian la
base de color café obscuro y los apices fueron blancos cuando jovenes (Figura 12 d) y
posteriormente se tornaron de color crema o café claro (Figura 12 e). El apice fue
ligeramente mas largo que la base en la mayoria de las ocasiones; ya que este fue de 0.1

a 0.4 mm mas largo que la base. El color de la superficie del manto no se encontr6
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distribuido homogéneamente, ya que en general era brillante, en algunas areas fue
plateado, y en areas muy localizadas tenia particulas de suelo (Figura 12 f). Las hifas de
la capa externa del manto presentaron un arreglo plectenquimatoso (Figura 12 g).
Macromorfolégicamente se apreciaron hifas gelatinosas blanquecinas 0o mas

frecuentemente café claro amarillentas (Figura 12 h).

c) Laccaria bicolor. Raices micorrizadas con ramificaciones en su mayoria dicotomicas
y en menor abundancia ausente (Figura 13 a), de 1 — 4.5 mm de longitud y 0.3 mm de
didmetro, sin rizomorfos y superficie lisa (Figura 13 ¢). Las puntas no ramificadas de
jévenes estaban estranguladas entre la parte mas vieja y la mas joven o rectas, de color
café claro, tendiendo a naranja (Figura 13 d); se observé que en este estadio la base tiene
una longitud apenas perceptible de 0.2 mm vy el &pice de 0.6 mm (Figura 13 c), con el
tiempo se tornan café rojizo con algunos puntos plateados (Figura 13 e), la base de la
micorriza permanecio café obscuro en sus diferentes etapas. Las hifas de la capa externa
del manto presentd un arreglo plectenquimatoso (Figura 13 f). Macromorfolégicamente
se apreciaron hifas gelatinosas de color café rojizo (Figura 13 g). Los primordios que se
observaron en tubetes de L. bicolor presentaron una coloracion rosa claro y en la base

tonos violaceos (Figura 13 h).

En el cuadro 10 se comparan las caracteristicas de las tres especies de Laccaria spp.
descritas anteriormente. Cabe destacar que las raices cortas de Laccaria proxima fueron
las de mayor longitud, a diferencia de L. bicolor, esta Ultima se distinguid
principalmente por su coloracion del manto café anaranjado en su etapa adulta ademas

de que la mayor proporcion de raices cortas presentaron un tipo de ramificacién
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dicotomica. Sin embargo, la proporcion de ramificaciones dicotdmicas y ausentes es

casi igual en Laccaria laccata.

Cuadro 10. Caracteristicas distintivas entre las especies de Laccaria laccata, L. bicolor y
L. proxima de las raices cortas micorrizadas en Pinus patula y P.pseudostrobus, después de 397

dias de la siembra e inoculacion.

Caracteristicas Laccaria proxima Laccaria laccata Laccaria bicolor
Longitud (mm) 1-8 2-6 1-4.5
Diametro (mm) 0.02 0.5 0.03

Proporcién base >apice base < apice base >apice
(base-apice) en mm. 7 base > 0.7 apice 1.6<1.8 3>2

Tipo de ramificacion  en su mayoria ausente o en su mayoria

Forma de las puntas
no ramificadas
Textura del manto
Color del apice

(en estadio juvenil)
Color del apice

(en estadio maduro)

Anatomia en la capa
externa del manto

ausente y en menor
proporcion
dicotomica
sinuosas o
inclinadas

liso

café claro

café claro y la base
del apice café
obscuro

Plectenquimatoso

dicotémicaen la
misma proporcion

moniliformes

liso

blanco

crema o café claroy
en algunas areas
puntos plateados

Plectenquimatoso

dicotémicas y en
menor proporcion
ausentes

Recto o moniliformes

Liso
café claro

café claro
(tendiendo a
naranja) con algunos
puntos plateados
Plectenquimatoso

Las letras en negrita en el cuadro corresponden a las principales caracteristicas distintivas de
cada especie.

En general, las caracteristicas de las tres especies de Laccaria descritas en el presente
trabajo coinciden con las de Agerer y Rambold (2009). Sin embargo, se observan
diferencias en cuanto a las mediciones del didmetro, tipo de ramificacion para L. laccata

y en el tipo de textura del manto en Laccaria bicolor (Cuadro 11).
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Cuadro 11. Caracteristicas micromorfolégicas de las raices cortas micorrizadas con Laccaria
spp., reportados en estudios previos.

Caracteristicas

Laccaria proxima
(Agerer y Rambold, 2009)

Laccaria laccata
(Mohan et al., 1993)

Laccaria bicolor
(Santiago et al., 2003)

Longitud (mm)
Diédmetro (mm)
Tipo de ramificacion

Forma de las puntas
no ramificadas
Textura del manto

Color del apice (en
estadio juvenil)
Color del apice (en
estadio maduro)
Anatomia en la capa

8
0.6
dicotdmica

sinuoso a inclinado
liso y brillante

de blanco a café
café rojizo

plectenquimatoso

5.5

0.6

en su mayoria
dicotomica y
raramente mono-, tri-
y tetrapodial
ligeramente tortuoso

blanco

naranja claro a
marron grisaceo
prosenquimatoso

25-36
04
Simple a dicotémica

Granulosa y con brillo
metalico

café clara

naranja café

plectenquimatoso

externa del manto

Figura 11. Micromorfologia de las raices ectomicorrizadas de Laccaria proxima con Pinus patula
y P. pseudostrobus a. Ramificacién dicotdmica y ausente; b. Acercamiento a la punta de la raiz
corta micorrizada; c. Morfologia de las puntas no ramificadas; d. Micorrizas jovenes; e. Micorriza
adulta; f. Micorriza con punta cilindrica; g. Manto plectenquimatoso; h. Laccaria proxima vista en
la superficie del tubete. Las barras blancas en incisos b y d correspondena 1 mm, 1.5mmenhy
4 mmen a.

Figura 12. Micromorfologia de las raices ectomicorrizadas de Laccaria laccata con Pinus patula y
P. pseudostrobus a. Micorrizas adultas; b. Micorriza dicotdmica; c. puntas estranguladas y en
forma de rosario; d. Micorrizas jovenes; e. Micorriza adulta; f. Superficie del manto brillante con
areas plateadas; g. Manto plectenquimatoso; h. Hifas gelationas. Las barras blancas
corresponden a 2 mm, 4 mmy 1.5 mm en los incisos a, b y h, respectivamente.

Figura 13. Micromorfologia de las raices ectomicorrizadas de Laccaria bicolor con Pinus patula y
P. pseudostrobus a. Ramificaciones dicotomicas; b. Micorrizas jévenes; c. Tipo de superficie;
d. puntas no ramificadas estranguladas; e. Micorriza con puntos plateados; f. Manto
plectenquimatoso; g. Vista de Laccaria proxima en vivo; h. Primordio de Laccaria bicolor. Las
barras blancas corresponden a 1 mmen inciso cy g, 1.5 mmen h.
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Ver pagina 50).

Figura 11. Micromorfologia de Laccaria proxima (
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Figura 12. Micromorfologia de Laccaria laccata (Ver pagina 50).
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Figura 13. Micromorfologia de Laccaria bicolor (Ver pagina 50).
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6.3 Variables evaluadas

Las variables evaluadas en los pinos cosechados a los 397 dias fueron: peso seco, altura,
didmetro, contenido nutrimental (N, P, K), porcentaje de raices cortas micorrizadas, no
micorrizadas y muertas, asi como la diversidad fungica en los tratamientos inoculados
con mas de una especie fungica. La simbologia utilizada para cada tratamientos se

especifica en el Cuadro 3.

6.3.1 Peso seco

En general, el peso seco aéreo, radical y total fue mayor en plantas inoculadas en
comparacion con plantas no inoculadas para ambas especies de Pinus,
independientemente de la especie de hongo involucrado (Figura 14). En el caso de Pinus
patula se observo el mayor peso seco de la parte aérea en las plantas inoculadas con
Hebeloma leucosarx en comparacién con las plantas inoculadas con las otras especies de
hongos (Figura 14 a). Una tendencia distinta se observo en el peso seco de la raiz y total
de Pinus patula, en donde los mayores valores fueron registrados en plantas inoculadas
con las tres especies de Laccaria y Hebeloma simultdneamente (Figura 14 b y c).

A diferencia de lo observado en Pinus patula, en el caso de P. pseudostrobus no
existieron diferencias significativas (p<0.05), tanto en parte aérea, radical y total entre
las plantas inoculadas con las diferentes especies de hongo (Figura 14 d, e y f). Sin
embargo, existieron diferencias numéricas importantes en algunos casos entre plantas
inoculadas con Hebeloma en comparacion con las inoculadas con Laccaria, por ejemplo
la parte aérea de plantas inoculadas con Hebeloma leucosarx fue 1.86 veces mayor que

la parte aérea de plantas inoculadas con Laccaria bicolor (Figura 14 e).
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6.3.2 Colonizacién micorrizica

La colonizacion micorrizica solo se observé en plantas inoculadas con alguna especie de
hongo. En términos generales los valores de colonizacion micorrizica fueron superiores
a 50 % para la mayoria de los tratamientos inoculados (Cuadro 12). En Pinus patula el
valor mas alto en porcentaje de colonizacion (90.3 %), se encontrd en pinos inoculados
simultaneamente con las tres especies de Laccaria (Cuadro 12). En el caso de Pinus
pseudostrobus, el valor con el méximo porcentaje de colonizacién se encontré en la
inoculaciéon de Laccaria proxima (Cuadro 12). Sin embargo, en Pinus pseudostrobus
también se observaron valores muy altos de colonizacion cuando se inoculd con
Laccaria laccata y en la inoculacion simultanea con las tres especies de Laccaria
(Cuadro 13). Los valores de raices muertas para ambas especies de Pinus, variaron de 2
a 19 %, dependiendo de las especies de hongos involucrados (Cuadro 12).

En el caso de las plantas de Pinus patula que fueron inoculadas simultdneamente con la
tres especies de Hebeloma, se observd que predomind la colonizacion por H. leucosarx
y H. alpinum, sobre H. mesophaeum. En el caso de Pinus pseudostrobus, inoculados con
las tres especies de Hebeloma, la colonizacion con H. alpinum, se encontré en mayor
porcentaje (p<0.05) con respecto a H. leucosarx, no encontrandose morfotipos de H.
mesophaeum (Cuadro 13).

En el caso de la inoculacion simultanea con las tres especies de Laccaria, en ambas
especies de Pinus se observd en mayor porcentaje (p<0.05), la colonizacion por
Laccaria proxima seguida por L. laccata y L. bicolor en el caso de Pinus patula. En P.

pseudostrobus no se encontrd ningin morfotipo de Laccaria laccata (Cuadro 13).
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Finalmente en la inoculacion simultanea con las tres especies de Laccaria y Hebeloma;
las Unicas especies que se encontraron fueron las del género Hebeloma. En Pinus patula,
se observaron los valores mas altos para H. leucosarx y H. alpinum (Cuadro 13). Una
tendencia similar se observo en Pinus pseudostrobus, a excepcion de que en este pino no

se encontraron morfotipos de H. mesophaeum (Cuadro 13).

Cuadro 12. Porcentaje de raices cortas micorrizadas, no micorrizadas y muertas, 397 dias
después de la siembra en Pinus patula y P. pseudostrobus inoculados con seis hongos
ectomicorrizicos de los géneros Hebeloma y Laccaria.

Vivas Muertas
Tratamientos Micorrizadas No micorrizadas
%
Pinus patula
Sin hongo (Testigo) 0d 97.7a 2.3b
Laccaria laccata (LI) 71.8 ab 23.2 cd 5.0ab
Laccaria bicolor (Lb) 84.9 ab 13.5d 1.7Db
Laccaria proxima (Lp) 70.7 ab 26.1 cd 3.2b
Hebeloma mesophaeum (Hm) 30.9 cd 65.8 b 3.3b
Hebeloma alpinum (Ha) 52.7 bc 441 bc 3.1b
Hebeloma leucosarx (HI) 57.7 abc 22.8 cd 194 a
LI+Lb+Lp (3L) 90.3a 59d 3.8b
Hm+Ha+HI (3H) 78.0 ab 14.7 cd 7.3ab
3L+3H 78.3 ab 10.7d 11.0 ab
Pinus pseudostrobus
Sin hongo (Testigo) Oc 949a 50a
Laccaria laccata (LI) 83.2a M7c 51a
Laccaria bicolor (Lb) 614 ab 29.9 bc 8.7a
Laccaria proxima (Lp) 89.6a 6.7¢ 36a
Hebeloma mesophaeum (Hm) 404D 46.8b 128 a
Hebeloma alpinum (Ha) 51.7b 36.2 bc 12.0a
Hebeloma leucosarx (Hl) 63.6 ab 254 bc 11.0a
LI+Lb+Lp (3L) 88.8a 8.0c 32a
Hm+Ha+HI (3H) 85.5a 10.7¢c 39a
3L+3H 63.0 ab 33.5bc 35a

Valores en la misma columna con la misma letra son iguales segun Tukey (p=0.05). n=3.
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Cuadro 13. Porcentajes de colonizacion micorrizica total y por especie fungica, segun
caracteristicas morfoanatémicas en los tratamientos en los que se inoculd simultdneamente mas
de una especie fungica en Pinus patula'y P. pseudostrobus, 397 dias después de la siembra.

Colonizacidn micorrizica
Tratamientol Pinus patula Pinus pseudostrobus
Total  Porespecie$ Total Por especie$
%

3H 78.0 50.1a(H.) 855 13.2b(H.)
4.8 b (H.m) 0 b(H.m)
23.1ab(H.a) 72.3a(H.a)

3L 90.3 73.1a(Lp) 88.3a (L.p)
10.2b (L.I) 0b (LI
7b(L.b) 0.5b(L.b)

3L+3H 783 39.6a(H.) 63.0 289a(Hl)
0.43b (H.m) 0b(H.m)
38.3a(H.a) 34.1 a(H.a)
0b (L.p) 0b (L.p)
0b (L.I) 0b (LI
0b (L.b) 0b(L.b)

7= Las abreviaturas de los tratamientos corresponden a las mostradas en el Cuadro 3.

§= Los valores indican los porcentajes que corresponden a la colonizacion de cada especie
fungica, segun la caracterizacion morfoanatdmica correspondiente. Las abreviaturas entre
paréntesis corresponden a las especies fungicas sefialadas en el Cuadro 3.

Valores en la misma columna dentro de cada tratamiento con la misma letra son iguales segun
Tukey (p=0.05). n=3.

6.3.3 Altura y didmetro

La altura de Pinus patula inoculados con cualquier especie de hongo fue mayor (p<0.05)
que las observadas en plantas no inoculadas (Figura 15 y 16). Una tendencia similar se
observo en Pinus pseudostrobus, a excepcion de las plantas inoculadas con Laccaria
bicolor (Figura 15). En ambas especies de pinos los valores maximos en alturas se

registraron en plantas inoculadas con Hebeloma leucosarx (Figura 15).
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Ambas especies de Pinus tuvieron mayor (p<0.05) diametro de tallo cuando fueron
inoculadas en comparacion con plantas no inoculadas, independientemente de la especie
de hongo involucrado (datos no mostrados). Los valores del didmetro del tallo variaron
de 2.2 a 3.3 mm en plantas inoculadas y de 1.5 a 2.2 mm en plantas no inoculadas. Sin
embargo, no existieron diferencias (p<0.05) entre pinos inoculados con las diferentes

especies de hongos.

m P patula O P pseudostrobus

30

25 ab
abc b
abc be be a e abc ]
20 ab ab ab

bc

Altura (cm)

T L. Lb Lp Hm Ha HI 3L 3H 3L+3H

Figura 15. Altura de Pinus patula y P. pseudostrobus 397 dias después de la siembra. Valores
con la misma letra en la parte superior de las barras, para cada pino, son iguales segun Tukey
(p=0.05). n=10. Las abreviaturas en el eje de las abscisas corresponden a las sefialadas en el
Cuadro 3.
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6.3.4 Contenido nutrimental

En Pinus patula se observé en términos generales una mayor concentracion de N, Py K
total en plantas inoculadas en comparacion con las no inoculadas (Cuadro 14). Una
tendencia diferente se encontré en Pinus pseudostrobus, debido a que en la mayoria de
los tratamientos inoculados con alguna especie flngica no existio diferencia (p<0.05)
con respecto a las plantas no inoculadas (Cuadro 15).

El contenido total de N, P y K en Pinus patula que fueron inoculados con al menos una
especie fangica fue generalmente superior en los tratamientos inoculados con especies
fangicas con respecto a las plantas no inoculadas (Cuadro 14). EI N total de Pinus
patula, en las plantas no inoculadas fue menor (p<0.05), con respecto a las plantas
inoculadas con cualquier especie fungica a excepcion de Hebeloma mesophaeum
(Cuadro 14). Una tendencia similar se encontré en K, debido a que se encontrd
diferencia estadistica entre las plantas no inoculadas y las inoculadas,
independientemente de la especie fungica. En cuanto al P total de Pinus patula, se
observo que las plantas no inoculadas y la inoculacién simultanea con las tres especies
de Laccaria tuvieron diferente efecto (p<0.05) con respecto a los tratamientos restantes
(Cuadro 14). En el caso de Pinus patula los valores mas altos en concentracion de K se
registraron en parte aérea. En términos generales, los tratamientos con mayor valor de N,
Py K total en Pinus patula, fueron las plantas inoculadas simultaneamente con las tres
especies de Hebeloma y en 3L+3H (Cuadro 14).

En el caso de Pinus pseudostrobus, en términos generales existieron diferencias en el N,

P y K total solo para algunos de los tratamientos de plantas inoculadas en relacion a las
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no inoculadas. Tal fue el caso principalmente de las plantas inoculadas con Hebeloma
leucosarx y con 3H o 3L+3H (Cuadro 15). La acumulacion de N total en Pinus
pseudostrobus fue mayor (p<0.05) en H. leucosarx, L. laccata y en 3L+3H, con respecto
a las plantas no inoculadas (Cuadro 15). En el caso del fosforo total en Pinus
pseudostrobus, se observo una diferencia significativa entre las plantas no inoculadas
con respecto a las plantas inoculadas con H. leucosarx, H. alpinum y en los tratamientos
3H y 3L+3H. La mayor concentracion de N se encontré en la parte radical, en
comparacion a la parte aérea, mientras que una tendencia contraria se observo en el caso

de K (Cuadro 15).
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H. mesophacum]

Figura 16. Pinus patula y P. pseudostrobus con y sin inoculaciéon (Testigo) de Hebeloma y
Laccaria. a. Pinus patula con Hebeloma alpinum; b. Pinus patula con Hebeloma mesophaeum; c.
Pinus patula con Hebeloma leucosarx; d. Pinus pseudostrobus con la inoculacion simultdnea de
las tres especies de Hebeloma y Laccaria; e. Pinus pseudostrobus con Laccaria laccata; f.
Esporocarpo de Laccaria laccata en Pinus patula. Las barras blancas en los incisos a, b, ¢, d y e,
corresponden a 4 ¢cm, y 2cm en inciso f.
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6.3.5 Discusién

Diversas investigaciones han demostrado un efecto benéfico, en términos de crecimiento
y supervivencia de la micorrizacion controlada de planta de vivero y establecidas en
repoblaciones o revegetaciones experimentales (Smith y Read, 2008). Dentro de estas
se encuentran especies de los géneros Hebeloma y Laccaria, como por ejemplo la
inoculacion de Pinus pinaster con Hebeloma crustuliniforme, Laccaria laccata (Pera y
Parladé, 2005) y Laccaria bicolor (Perrin et al., 1994; Parladé et al., 1997; Parladé et
al., 1999; Pera y Parladé, 2005). También se ha probado la eficacia micorrizica de
Laccaria bicolor en Pseudotsuga menziesii (Parladé y Alvarez, 1993; Parladé et al.,
1997; Parladé et al., 1999) y de Hebeloma crustuliniforme (Rincon et al., 2001) y
Laccaria bicolor (Parladé et al., 1997; Rincén et al., 2001) en Pinus pinea L. Perea et
al., (2009), inocularon Pinus patula Schl. et Cham y Pinus hartwegii Lindl con
Hebeloma spp., Laccaria spp. y Clavulina aff. Cinerea y observaron un efecto benéfico
en términos de peso seco, altura, didmetro del tallo y contenido de N y P.

Los pinos en condiciones naturales se encuentran asociados con una gran diversidad de
especies fangicas, por lo que diversos trabajos se han enfocado en la inoculacion
simultanea con mas de una especie de hongo, observando efectos positivos en términos
de crecimiento, transferencia nutrimental y supervivencia en campo (Parladé y Alvarez
1993; Sudhakara-Reddy y Natarajan, 1997; Parladé et al., 1999; Jonsson et al., 2001;
Iwanki et al., 2006; Turgaman et al., 2006; Chavez et al., 2009). Sudhakara-Reddy y
Natarajan (1997), evaluaron la eficacia de la coinoculacion de Laccaria laccata y

Telephora terrestris en Pinus patula en condiciones de invernadero. Dichos autores
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encontraron un efecto sinérgico en el peso seco de la parte aérea como resultado de la
inoculacion simultanea con dichos hongos. Una tendencia diferente se observo en el
presente trabajo, ya que en términos generales, cuando se inocularon simultaneamente
las tres especies de Laccaria o de Hebeloma se registraron pesos secos totales similares
a los encontrados con la inoculacién individual de las especies de Laccaria o Hebeloma
en Pinus patula y P. pseudostrobus. Por esta razon podemos afirmar que en el presente
estudio no se encontr6 un efecto sinérgico como consecuencia de la inoculacién
simultanea de diferentes hongos. Un caso especial se observé cuando se inoculd
simultaneamente con las tres especies de Laccaria y Hebeloma en Pinus patula. En este
caso, el peso seco total fue igual que cuando se inocularon con Hebeloma alpinum o H.
leucosarx, pero superior a cualquiera de las especies de Laccaria inoculado
individualmente. Es de interés mencionar que en Pinus patula inoculado
simultaneamente con las tres especies de Laccaria y Hebeloma, se observé una
colonizacion dominada por Hebeloma leucosarx y H. alpinum, y la ausencia de
colonizacion por Laccaria. Por esta razon el efecto benéfico, en términos de
crecimiento, en dicho tratamiento podria atribuirse exclusivamente a las especies de
Hebeloma inoculadas, dado que segun la caracterizaciéon micromorfoldgica efectuada,
las especies de Hebeloma presentaron una mayor infectividad al competir con Laccaria.
En el presente trabajo, cuando se inoculd simultaneamente con las especies de un mismo
género, en este caso las tres especies de Laccaria y por otro lado las de Hebeloma, se
observaron altos porcentajes de colonizacion los cuales variaron de 63 a 90 %. Un caso
de especial interés esta constituido por Hebeloma alpinum, dado que esta especie cuando

fue inoculada sola presentd porcentajes de colonizacion relativamente bajos, de
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alrededor de 50 %. Sin embargo, cuando esta especie fue inoculada simultaneamente
con Hebeloma leucosarx y H. mesophaeum en Pinus pseudostrobus fue altamente
competitiva. EIl mismo caso se present6 en las plantas inoculadas simultdneamente con
las tres especies de Laccaria y Hebeloma en Pinus pseudostrobus. Una tendencia
diferente se observo en Pinus patula, debido a que en esta especie, predominé la
colonizacion por Hebeloma leucosarx en las plantas inoculadas con 3L y 3L+3H. En
cuanto a la inoculacion simultanea de las tres especies de Laccaria, se observo el
predominio de la colonizacién de L. proxima en ambas especies de pinos. Jonsson et al.,
(2001), reportaron una mayor colonizacion cuando se inoculd mas de una especie
ectomicorrizica en raices de Pinus sylvestris y Betula pendula. De acuerdo a Parladé y
Alvarez (1993) en la inoculacion de diversas especies fingicas en una raiz, el nivel de
colonizacion de cada especie depende de la agresividad del hongo méas que de la
cantidad de inoculo. Entendiéndose por agresividad como la mayor capacidad de
colonizacion sobre otras especies fungicas. De acuerdo a los resultados obtenidos en el
presente estudio se observd que dentro del género Laccaria, la especie con mayor
agresividad fue L. proxima y dentro del género Hebeloma, H. leucosarx y H. alpinum
fueron las especies mas agresivas.

En términos generales la inoculacion con los dos géneros de hongos ectomicorrizicos
estudiados originaron colonizaciones altas en las dos especies de Pinus evaluadas. Los
valores mas altos de colonizacion micorrizica se encontraron en especies del género
Laccaria, como por ejemplo de 90 % 89 % y 83% para plantas inoculadas con Lp, 3L y
LI respectivamente en P. pseudostrobus y de 90 % en la inoculacion con 3L para

P. patula. Valores més altos han sido reportados por Jonsson et al., (2001), quien
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registré colonizaciones de 95 a 99 % en Pinus sylvestris inoculados con Laccaria
bicolor. En contraste, Rincon et al., (2001) registraron colonizaciones menores, de 11 a
40 % al inocular Pinus pinea con Laccaria laccata. Del mismo modo Sudhakara-Reddy
y Natarajan (1997) encontraron colonizaciones también menores a los encontrados en el
presente trabajo, de alrededor de 60% al inocular Pinus patula con Laccaria laccata.

Diversas investigaciones han reportado el incremento del contenido de N y P en plantas,
debido a la inoculacién con hongos ectomicorrizicos (Tibbett y Sanders, 2002; Read y
Pérez-Moreno, 2003; Turjaman et al., 2006; Paul et al., 2007). En el presente trabajo el
contenido de N, P y K fue mucho mayor en plantas de Pinus patula inoculadas en
comparacion con las no inoculadas, independientemente de la especie de hongo
empleado. Tibbet y Sanders (2002), registraron una transferencia de 12 % de Ny 8 % de
P en plantas de Salix sp. micorrizadas con Hebeloma spp., comparadas con solo un 7%
de N y 1% de P cuando las plantas no fueron inoculadas. Bandou et al., (2006)
encontraron mayor concentracion de K en plantas de Coccoloba uvifera L. inoculadas
con Scleroderma bermudense en comparacién con las plantas no inoculadas. La mayor
transferencia de N, P y K en plantas inoculadas con hongos ectomicorrizicos en
comparacion con plantas no inoculadas puede ser explicada en funcion de la habilidad
de las hifas fungicas para explotar parches de recursos, debido a su innata plasticidad
fisiologica y morfologica, lo cual permite una exploracion extensiva y una rapida
colonizacion de los parches de recursos en el suelo (Pérez-Moreno y Read, 2004). Por
otra parte los hongos simbiontes ectomicorrizicos de la planta, liberan cantidades
significativas de enzimas como quitinasas, fosfatasas y proteasas (Tibbet y Sanders,

2002). Esto permite que los residuos organicos sean aprovechados directamente para la
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obtencion de N y P (Pérez-Moreno y Read (2001a, 2001b, 2004)). Hasta donde
conocemos el efecto de algunas de las especies estudiadas en el presente trabajo
(especificamente L. proxima, H. leucosarx y H. alpinum), sobre el crecimiento y
contenido nutrimental de pinos no habia sido estudiado. Sin embargo, se ha estudiado
con profundidad los mecanismos de transferencia de N, en otras especies de Hebeloma,
principalmente H. cylindrosporum (Marmeisse et al., 2004; Guidot et al., 2005; Mueller
et al., 2007).

En el presente trabajo se observd la fructificacion de Laccaria laccata, un afio y medio
después de la inoculacion y adicionalmente se observaron primordios de Laccaria
bicolor en los tratamientos en los que se aplico este hongo. La fructificacion de especies
ectomicorrizicas en condiciones artificiales es un fendmeno complejo, debido al
conjunto de requerimientos muy especificos de factores fisicos, nutrimentales y bidticos
ademas de la necesidad en la mayoria de los casos de la planta huésped (Debaud y Gay,
1987; Godbout y Fortin, 1990; Ohta, 1998; Kaneko y Sagara, 2002). Dichas
condiciones son especificas para cada especie fungica y con frecuencia no son conocidas
con profundidad. En cuanto al género Laccaria existen reportes previos de fructificacion
como es el caso del trabajo realizado por Massicotte et al., (2005), al lograr la
fructificacion de Laccaria laccata, asociado con Pinus sylvestris; sin embargo, bajo las
mismas condiciones de cultivo al inocular Pinus resinosa con Laccaria bicolor solo se
presentaron primordios, 50 dias después de la inoculacion. En relacién a la fructificacion
de especies del geénero Hebeloma, diversas investigaciones han reportado dicho
fenomeno. Debaud et al., (1981), lograron la sintesis micorrizica entre Dryas octopetala

L. y Hebeloma alpinum (Favre) Brucher y H. marginatulum (Favre) Brucher, los cuales
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fructificaron después de ocho meses en cultivo. Debaud y Gay (1987) reportaron la
fructificacion de Hebeloma cylindrosporum asociado con Pinus pinaster, 1.5 meses
después de la inoculacion, sin embargo en las mismas condiciones de cultivo, este hongo
no completd su ciclo de vida en la ausencia de la planta huésped y solo produjo
primordios o cuerpos fructiferos inmaduros. Sin embargo, Ohta, (1998) logré la
produccién de cuerpos fructiferos de Hebeloma radicosum y Hebeloma sp. en medio de
cultivo, reportando los nutrimentos que promueven el crecimiento miceliar y la
produccién de cuerpos fructiferos para estas dos especies. En el presente trabajo, afio y
medio después de la inoculacién no se encontraron, fructificaciones de Hebeloma, a
pesar de observar micelio externo abundante en los tratamientos inoculados con esta
especie.

En funcion de lo encontrado en la presente investigacion, resultaria interesante
determinar si la longitud de la hifas esta relacionado con una mayor capacidad de
captacion de nutrientes y otros factores benéficos para el pino; debido a que en la
presente investigacion Hebeloma leucosarx present6 morfotipos e hifas de mayor
longitud comparado con Hebeloma alpinum y H. mesophaeum. Por otro lado seria
importante conocer si la mayor longitud de hifas y raices cortas esta relacionado con la
mayor agresividad de la especie flngica sobre otras. Debido a que en la inoculacion
simultanea de las tres especies de Laccaria, predomind Laccaria proxima, siendo ésta la
que presentd mayor longitud de morfotipos e hifas con respecto a Laccaria laccata y
L. bicolor.

Es importante sefialar que en términos generales las diferencias observadas, para todas

las variables analizadas en relacion al efecto de la inoculacion con especies de Hebeloma
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y Laccaria fueron més evidentes para Pinus patula que para P. pseudostrobus. Esto
probablemente estuvo vinculado con el crecimiento mas lento que tiene Pinus
pseudostrobus en comparacion con Pinus patula. En funcién de los resultados
encontrados se considera de alto potencial la utilizacion de Hebeloma leucosarx y
Laccaria proxima en programas de inoculacion para Pinus patula y P. pseudostrobus, en
vivero. Aunque en menor grado, las otras especies estudiadas también seran

recomendables para inocular dichas especies de arboles.
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VII. CONCLUSIONES

e Existieron diferencias morfoldgicas entre las especies de un mismo género;
aungue poco perceptibles en sus estadios jovenes. Las caracteristicas distintivas
son mas notorias en su etapa adulta.

e Hubo un efecto positivo en crecimiento, contenido nutrimental y porcentaje de
ectomicorrizacién en pinos inoculados comparado con los no inoculados.

e Las especies del género Hebeloma posiblemente inhibieron el crecimiento de las
especies de Laccaria en los pinos en los que se inocularon simultaneamente las
tres especies de Laccaria y Hebeloma.

e En términos generales el mejor tratamiento en las variables evaluadas fueron en

los pinos inoculados con Hebeloma leucosarx.
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