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ARTICULOS

Efecto de tipos de inculos de tres especies fliingicas en la micorrizacion
controlada de plantulas de Pinus radiata

Effect of inoculum type of three fungal species on the controlled mycorrhization
of Pinus radiata seedlings

Daniel Chavez M?*, Guillermo Pereira C?, Angela Machuca H?

*Autor de correspondencia: *Universidad de Concepci6n, Departamento Forestal, Laboratorio de Biotecnologia de Hongos,
Campus Los Angeles, J. A. Coloma 0201, casilla 341, Los Angeles, Chile,
tel.: 56-43- 405293, fax: 56-43-314974, dachavez@udec.cl

SUMMARY

In the present study different types of inoculum: sporal (SI), solid micelial (SMI), and liquid micelial (LMI) of ectomycorrhizal fungi
were evaluated on the controlled mycorrhization of Pinus radiata seedlings growing under experimental nursery conditions. The
fungal species were Rhizopogon luteolus, Suillus bellinii and Suillus luteus collected from Pinus radiata plantations in the province
of Biobio, in the VIIIth Region of Chile. The fungal species were cultivated on the solid medium MMN (modified Melin-Norkrans),
pH 5.8, and incubated for 30 days to produce the sources of micelial inoculum under liquid (LMI) and solid (SMI) conditions. To
obtain the SI the carpophores collected in field were cleaned (previous identification in the laboratory) and then crushed in blender
(1000 rpm) containing desionized water. The different types of inoculum were kept in glass bottles, at 4° C in darkness, until their
use. The results indicated that the effect of the type of inoculum changed according to the fungal species studied. The best results
after eleven months for the plant mycorrhization were observed when SMI and LMI obtained from R. luteolus and LMI from S.
luteus were used. The species S. bellinii did not present differences in the mycorrhization reached by the plants with the different
types of inoculum. Among three species of ectomycorrhizal fungi studied, R. luteolus showed the biggest effects on the growth of
the P. radiata seedlings in nursery.

Key words: ectomycorrhizal fungi, sporal inoculum, micelial inoculum, Pinus radiata.

RESUMEN

En el presente estudio se evalud la incidencia de diferentes tipos de indculos (esporal IE, miceliar sélido IMS y miceliar liquido
IML) de hongos ectomicorricicos en la micorrizacién controlada de plantulas de Pinus radiata en condiciones experimentales de
invernadero. Las especies flingicas utilizadas fueron Rhizopogon luteolus, Suillus bellinii y Suillus luteus, recolectadas de planta-
ciones de P. radiata, en la provincia de Biobio, VIII Regién, Chile. Las especies aisladas fueron cultivadas en medio de cultivo
s6lido MNM (Melin-Norkrans Modificado), pH 5,8, e incubadas durante 30 dias para producir las fuentes de inéculos miceliares
en condiciones liquidas (IML) y sélidas (IMS). Para obtener el IE se limpiaron los carpéforos recolectados en terreno (previa
identificacion en laboratorio) y luego se trituraron en una licuadora (1.000 rpm) con agua desionizada. Los diferentes tipos de
in6culo fueron mantenidos en recipientes de vidrio, a 4° C en oscuridad, hasta su utilizacién. Los resultados obtenidos después
de once meses indicaron que el efecto del tipo de indculo varié segtin la especie fingica. Para la especie R. luteolus, los mejores
resultados de la micorrizacién de plantas fueron obtenidos con IMS e IML; en cambio, para S. luteus fue el IML. La especie S.
bellinii no present6 diferencias en la micorrizacién alcanzada por las plantas con los diferentes tipos de inéculos aplicados. De las
tres especies de hongos ectomicorricicos estudiados, con R. luteolus fueron alcanzados los mayores efectos en el crecimiento de
las plantas de P. radiata en vivero.

Palabras clave: hongos ectomicorricicos, indculo esporal, indculo miceliar, Pinus radiata.

INTRODUCCION 1991, Honrubia et al. 1992); sin embargo, su importancia
forestal es enorme no sélo por la amplia distribucién de las

Los hongos ectomicorricicos tienen una distribucién  familias de plantas de uso maderable con las que forman
limitada entre las especies vegetales. Solo entre el 3y 5%  simbiosis, sino también por los diversos grupos fingicos
de los vegetales establecen este tipo de micorriza (Barea  que desarrolla esta asociaciéon (Honrubia et al. 1992, Smith



y Read 1997, Estrada-Torres y Santiago-Martinez 2003) y
que incluye muchas especies comestibles. Desde el punto
de vista biolégico se puede definir a las micorrizas como
asociaciones mutualistas entre ciertos hongos y las raices
de la planta, en la que ambos miembros de la asociacién
se benefician y participan activamente en el transporte y
absorcién de nutrientes, influyendo tanto en la estructura
como en la estabilidad de las comunidades vegetales
(Bolan 1991, Maldonado y Ramirez 1997, Miyasaka y
Habte 2001). La mayoria de los hongos formadores de
ectomicorrizas pertenecen a la subdivision Basidiomicotina
y Ascomicotina, e incluyen muchas de las especies, tanto de
fructificacion epigeas como hipdgeas, que estan presentes
en los bosques (Pera y Parladé 2005). Varias especies de
hongos ectomicorricicos pueden ser cultivados en labo-
ratorio para su posterior utilizaciéon en micorrizaciones
controladas de plantas en vivero, siendo necesario deter-
minar las condiciones y técnicas culturales que permitan
la optimizacién de esta simbiosis hongo-planta. Por ello la
adecuada seleccion de las especies de hongos micorricicos
como simbiontes y su posterior manipulacion, tanto en
laboratorio como en vivero, pueden ser aspectos claves
para lograr con éxito el establecimiento de muchas especies
vegetales en campo (Honrubia et al. 1992, Pereira et al.
2007). Dentro de este contexto, el objetivo del presente
trabajo es estudiar el efecto de tres tipos de indculos, de
tres especies fungicas, en la micorrizacién controlada de
plantulas de Pinus radiata D. Don, en vivero.

METODOS

Hongos ectomicorricicos. Los hongos ectomicorricicos utili-
zados en el estudio corresponden a las especies Rhizopogon
luteolus Fr., Suillus bellinii (Inz.) Kuntze y Suillus luteus
(L.) S.F. Gray, especies recolectadas en plantaciones de
P. radiata de la provincia de Biobio, VIII Regién, Chile
(cuadro 1). Estos hongos fueron aislados y cultivados en
laboratorio a partir de los cuerpos fructiferos e identificados
de acuerdo a caracteristicas macroscépicas y microscopicas
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de éstos (Moreno et al. 1996, Valenzuela 1998, Gerhardt
et al. 2000, Lazo 2001). El medio de cultivo utilizado fue
Agar Melin-Norkrans modificado (MNM) (Marx 1969),
con pH ajustado para 5,8, agregando HCl o KOH segtn
correspondiera.

Inoculo esporal (IE). Para la produccién del IE se procedid
a limpiar los carpéforos recolectados en terreno (previa
identificacion en laboratorio) retirando la cuticula y cortando
el pie en el caso de los hongos epigeos y sacando la tierra
de los hongos hipdgeos para luego fragmentarlos y triturar-
los en una licuadora manual (1.000 rpm) marca Sindelen
modelo L200, con agua desionizada. Posteriormente en
camara de conteo Neubauer se determind la concentracion
de esporas a aplicar por planta (1 x 107 esporas por planta).
Las suspensiones esporales fueron guardadas en recipientes
de vidrio hasta su utilizacién (4° C en oscuridad).

Indculo miceliar liquido (IML). De los cultivos almacenados
(colonias activas) de R. luteolus, S. bellinii y S. luteus, se
retiraron cuatro discos de agar-micelio (5 mm de didmetro)
por separado, para ser transferidos a matraces Erlenmeyer
(100 mL) que contenian 60 mL de medio liquido MNM con
pH ajustado para 5,8 tapados con pafio de fibra sintética
y papel kraft, previamente autoclavados a 121° C durante
15 minutos, en autoclave marca Huxley modelo HL-340.
Posteriormente, los matraces fueron incubados en oscuridad
a 24 + 1° C durante siete semanas en condiciones estati-
cas, sala de incubacién, para luego la biomasa producida
ser cosechada y triturada en licuadora manual con agua
destilada (suspensioén miceliar), la cual fue posteriormente
utilizada como fuente de IML, con una dosis de 10 mL
por planta en concentracién de 1:10 v/v (1 mL de micelio
fresco diluido en 10 mL de agua destilada).

Inoculo miceliar solido (IMS). Para el IMS se utiliz6 como
sustrato una mezcla de vermiculita y turba en proporcién
10:2 v/v, la cual se deposité en frascos de vidrio de 160 mL,
adicionando un volumen de 100 mL de medio liquido
MNM modificado (glucosa 2,5 g L), ajustado a pH 5,8.

Cuadro 1. Sitios de recolecta de los hongos, edad de la plantacién y caracteristicas del suelo.

Site of gathering, age of the plantation, and physical and chemical characteristics of the soils.

Especie de hongo N° Registro

Sitio de colecta

Edad del rodal de Caracteristicas del suelo*

muestra Pinus radiata (afios)
Sector Paraguay
. Suelo arenoso, pH: 6,1;

Rhizopogon luteolus LBH-RI-05 37°22° 207 S, 10 . o

72° 10’ 29" O MO: 2.4 %; N: 1,3; P: 7; K: 48
Suillus bellinii LBH-Sb-05 Sector Aerédromo

37° 22 41 S 15 Suelo arenoso-franco, pH: 5,6;
SMillMS luteus LBH-S]-05 72° 25 30 O’ MO: 273 %7 N: 567 P: 95 K: 120

*  MO: materia orgdnica. Contenidos de nitrégeno, fésforo y potasio (mg/kg de suelo seco), determinados como elementos disponibles.
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Los frascos con las mezclas de sustrato humedecidas fueron
tapados con paiio de fibra sintética (Microsafe) y papel (kraft)
para evitar contaminacién y permitir, a su vez, una buena
oxigenacion, siendo autoclavados a 121° C por 15 minutos.
Posteriormente, bajo cdmara de flujo laminar marca Esco
modelo AHC-3A1, se depositaron en la parte superior del
sustrato 15 fragmentos de indculo (5 mm de didmetro cada
uno) de las especies R. luteolus, S. bellinii 'y S. luteus, segin
correspondiera. Los frascos fueron incubados en oscuridad
a 24 + 1° C durante 24 dias en condiciones estdticas hasta
su utilizacion.

Inoculacion de pldntulas de Pinus radiata, con distintos
tipos de inoculo. Una vez que las semillas fueron germi-
nadas en condiciones axénicas en camara de cultivo, las
plantas de P. radiata alcanzaron aproximadamente 5 cm
de altura e iniciaron el crecimiento radicular secundario,
se trasplantaron a contenedores individuales de 200 cm3
cada uno, con una mezcla de sustrato (vermiculita, arena
y turba en proporcién 2:2:1 v/v), momento en el cual se
inocularon las plantas con IE, IML e IMS, segiin corres-
pondiera. Las especies R. luteolus, S. bellinii y S. luteus
fueron aplicadas a las pldntulas de P. radiata, tomando de la
suspension del IE 10 mL para ser aplicados con jeringa en
tres puntos alrededor de las plantas, con una concentracién
de 1 x 107 esporas por planta. Para la aplicacién del IML
se procedié a tomar de la suspensién miceliar 10 mL para
ser aplicados con jeringa en tres puntos alrededor de las
plantas. Por otra parte, para la aplicacién del IMS, en el
tercio inferior del contenedor, se adicionaron 20 cm? de
IMS por planta, quedando éste en contacto directo con el
sistema radicular de la planta de P. radiata.

Evaluacion de atributos morfoldgicos en plantas de P. ra-
diata transcurridos once meses de cultivo en invernadero.
Para determinar el crecimiento en altura se midieron con
regla graduada cinco plantas de cada tratamiento desde
la base de los contenedores hasta el dpice de las plantas
para obtener el incremento en altura de P. radiata. Los
valores de biomasa aérea fueron obtenidos cortando las
plantas de P. radiata a nivel del DAC (didmetro a la
altura del cuello). Por otra parte, el sistema radicular se
extrajo de los contenedores y fue limpiado con abundante
agua, tomando la precaucién de no perder segmentos de
raices. Una vez obtenidas las muestras de biomasa aérea
y biomasa radicular, fueron secadas a 60° C en estufa
marca Jouan hasta obtener peso constante, determinando
asi la biomasa de cada una de dichas variables. Para los
atributos morfolégicos se trabajé con cinco repeticiones
por tratamiento.

Evaluacion del estado micorricico en plantas. Para la
evaluacion del grado de micorrizacién que las plantas de
P. radiata inoculadas alcanzaron en este estudio se utilizd
la metodologia de Giovannetti y Mosse (1980). Las raices
de las plantas anteriormente cortadas se colocaron sobre

una placa de Petri, provista en su base de un sistema de
cuadricula, contabilizando bajo lupa de alta resolucién marca
Olympus modelo SZ2-ILST las intersecciones entre las raices
micorrizadas y los ejes de dicha cuadricula (Brundrett et
al. 1996). Esta forma de evaluacion es conocida también
como método de la gradilla, la cual entrega el porcentaje
de raices micorrizadas.

Andlisis estadistico. Para determinar si el grado de mi-
corrizacidon de las raices de las plantas depende de la
especie flingica empleada, del tipo de inéculo aplicado o
de la efectividad de la especie, se utilizé un experimento
factorial. Para comparar el efecto de los distintos tipos
de indculos sobre los porcentajes de micorrizacion, altura
(cm), biomasa aérea (g) y radicular (g) de las plantas de
P. radiata se aplic6 un andlisis de varianza para un disefio
completamente aleatorio. Para establecer los tratamientos
en los que existieron diferencias estadisticas se aplicé la
prueba de Tukey (Steel y Torrie 1989) para comparaciones
multiples con nivel de significancia de P < 0,05. Para ello
se utilizé el software Statistica versién 6.0.

RESULTADOS

Grado de micorrizacion obtenido por las plantas de P.
radiata con la aplicacion de distintos tipos de inoculos.
Los resultados de la figura 1 indican que las plantas de
P. radiata logran micorrizacién con las tres especies de
hongos micorricicos estudiados, independiente del tipo de
indculo empleado. Se observa que en general las especies que
producen el mayor porcentaje de micorrizacién en plantas
de P. radiata son R. luteolus y S. luteus, mientras que S.
bellinii produce los menores porcentajes de micorrizacion.
Por otra parte, los resultados indican que para S. luteus
y R. luteolus se producen diferencias significativas en el
grado de micorrizacion logrado por las plantas de P. radiata
dependiendo del tipo de inéculo empleado. Se observa que
utilizando IML de S. luteus se logra el mayor porcentaje
de micorrizacién (71,4%), con diferencias significativas
si se compara con el grado de micorrizacion logrado con
la misma especie en el tratamiento IMS (56,9%) e IE
(48,3%). Para R. luteolus el mayor grado de micorrizacion
se logra con el tratamiento IMS (80,6%) e IML (71,8%),
con diferencias significativas si se compara con el grado
de micorrizacién logrado por las plantas de P. radiata
utilizando IE (57,1%).

Efecto de los tipos de indculos empleados en el creci-
miento en altura en plantas de P. radiata. La inoculacién
de P. radiata en vivero tiene efecto positivo en el creci-
miento en altura de las plantas (figura 2A). Se observa
que para la especie S. bellinii los tratamientos IML (17,3
cm) e IMS (15,1 cm) estimularon el mayor crecimiento
en altura de P. radiata, tratamientos que difieren signifi-
cativamente si se comparan con el IE (13,8 cm) y control
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Figura 1. Porcentaje de micorrizacién obtenido en plantas de
Pinus radiata con la aplicacién de distintos tipos de indculos en
condiciones experimentales de vivero. Valores seguidos por la
misma letra por especie no presentan diferencias significativas
(P < 0,05).

Percentage of mycorrhization obtained in seedling plants
of P. radiata with application of different types of inoculum under
experimental nursery conditions. Values followed by the same letter by
species do not present significant differences (P < 0.05).

(12,7 cm). Para S. luteus los tratamientos que tienen la
mayor incidencia en el crecimiento en altura de plantas
de P. radiata son el IML (17,4 cm) e IMS (16,7 cm), los
cuales se diferencian significativamente en crecimiento si
se comparan con el tratamiento control (12,7 cm). Para
R. luteolus los diferentes tipos de indculos empleados en la
micorrizacién de las plantas de P. radiata tuvieron efecto
significativo en el crecimiento en altura al compararlas
con el tratamiento control.

Efecto de los tipos de indculos en la produccion de biomasa
aérea y radicular de las plantas de P. radiata en vivero.
Los resultados de la figura 2B muestran efectos positivos
de la inoculacién en la produccién de biomasa aérea de
P. radiata. Se observa que para S. bellinii el tratamiento
IML (0,99 g) estimulé el mayor desarrollo aéreo de las
plantas, el cual difiere significativamente si se compara
con el tratamiento IE (0,68 g) y control (0,62 g). Para
S. luteus el tratamiento que tuvo la mayor incidencia en
el desarrollo aéreo de las plantas de P. radiata fue IMS
(1,05 g), con diferencias significativas si se compara con
el tratamiento control (0,62 g). Sin embargo, el tratamiento
IMS no presenté diferencias significativas de crecimiento
aéreo con IML (0,79 g) e IE (0,78 g). Para R. luteolus
el tratamiento que estimulé el mayor desarrollo aéreo
fue el IMS (0,97 g) el cual difiere significativamente si
se compara con el tratamiento control e IE (0,62 y 0,65
g, respectivamente). Por otra parte, cuando las plantas
de P. radiata son inoculadas en vivero con las especies
S. bellinii, S. luteus y R. luteolus tienden a desarrollar mas
biomasa radicular al emplear IML e IMS. Sin embargo, a
pesar de existir diferencias en valor absoluto entre algunos
tratamientos, €stos no logran diferencias significativas a
ningtn nivel probado (P > 0,05) (figura 2C).
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Figura 2. Efecto de la micorrizacién en el crecimiento de altura
(A), biomasa aérea (B) y biomasa radicular (C) de Pinus radiata
con la aplicacién de distintos tipos de indculos en condiciones
experimentales de vivero. Valores seguidos por la misma letra
por especie no presentan diferencias significativas (P < 0,05).
Effect of the mycorrhization in the growth of P. radiata
seedlings: height (A), air biomass (B) and radicular biomass (C), with the
application of different types of inoculum. Values followed by the same
letter by species do not present significant differences (P < 0.05).

DISCUSION

El porcentaje de micorrizacién logrado por las plantas
de P. radiata en este estudio, y de acuerdo a la clasificacion
dada por Tateishi et al. (2003), se considera en general de
medio a alto, logrando los mejores porcentajes de mico-
rrizacién con la aplicacion de los in6culos miceliares. Al
respecto, Pera et al. (1993) sefialan que la aplicacién de
inéculos esporales con concentraciones de 107 esporas por
planta asegura indculo suficiente para establecer buenos
niveles de micorrizacién. Sin embargo, los resultados de
este estudio indican una baja incidencia en el grado de
micorrizacién de plantas de P. radiata cuando se utilizé
esta fuente de indculo, independiente de la especie mico-
rricica probada.

Cuando se evalué el efecto de la inoculacién a los once
meses en la morfologia de P. radiata, existi6 una clara
variacion interespecifica en las respuestas del crecimiento.
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La especie R. luteolus produjo efectos significativos en el
crecimiento en altura de P. radiata con los tres inéculos
probados, respecto del tratamiento control, resultados
que se correlacionan con los presentados por la especie
fingica en condiciones controladas de laboratorio a pH
5,8 (Chavez et al. 2007) y a distintos niveles de pH (4,8,
5,8, 6,8 y 7,8) (Pereira et al. 2007). Para las especies
S. luteus y S. bellinii en al menos uno de los tres tipos
de in6culo probados resulté ser semejante al control.
Ensayos similares en pino oregdn (Pseudotsuga menziesii
(Mirb.) Franco) y P. radiata han demostrado la influencia
positiva de Rhizopogon sp. en el desarrollo aéreo de las
plantas (Chu-Chou y Grace 1985). Cabe destacar que en
evaluaciones preliminares realizadas a los seis meses de
instalados los ensayos no se observaron diferencias en
los pardmetros morfolégicos entre las plantas control y
las plantas micorrizadas. Al respecto, Molina (1980) y
Martinez et al. (2007) afirman que, en general, en sustrato
artificial y con aportes de fertilizaciéon adecuada, la mi-
corrizacién en los primeros meses no produce diferencias
de crecimiento significativas. Por otra parte, muchos de
los beneficios de la simbiosis sobre la planta hospedera
no se observan en un espacio tan reducido como en un
contenedor, sino en el sitio de forestacidn, que es donde la
micorrizacién muestra sus efectos. Estudios realizados por
Wallander (1992) y Martinez et al. (2007) han demostrado
que la fertilizacién también puede afectar a los hongos
indirectamente, puesto que la asimilacién de nutrientes
consume energia y carbohidratos, lo cual puede reducir el
carbono disponible para el desarrollo de la cepa flingica.
Altos niveles de nitrégeno y fésforo reducen la cantidad
de carbohidratos en las raices a niveles demasiado bajos
para mantener al hongo simbionte. Estudios realizados
por Martinez et al. (2007) demostraron que en periodos
de falta de fertilizacion (letargo) la micorrizacién logra su
mayor colonizacion.

Por otra parte, la inoculacién tuvo incidencia en
el desarrollo aéreo de las plantas, mostrando que para
R. luteolus, S. bellinii y S. Iuteus la mayor produccién de
biomasa aérea se obtuvo con la aplicacién de indculos
miceliares, potenciando a las plantas a poder desarrollar
mayor actividad fotosintética.

CONCLUSIONES

El efecto del tipo de indculo sobre la planta micorrizada
varia segun la especie flingica estudiada. Para R. luteolus,
el in6culo mds efectivo para obtener plantas micorrizadas
es el IMS e IML; en cambio, para S. luteus es el IML.
Suillus bellinii no presentd diferencias en la aplicacién de
los distintos indculos, por lo que se recomienda utilizar el
IE tomando en consideracién el bajo costo y la facilidad
de su preparacién. Dosis de aplicacién de 20 mL por
planta, en el caso del inéculo miceliar sélido (IMS), y
de 10 mL por planta de inéculo miceliar liquido (IML)

se consideran volimenes adecuados para la obtencién de
plantas micorrizadas en vivero. De las tres especies de
hongos ectomicorricicos estudiados, R. luteolus estimu-
16 los mayores efectos en el crecimiento de las plantas
de P. radiata en vivero. Sin embargo, se recomiendan
inoculaciones con las especies del género Suillus por los
beneficios econdmicos adicionales que la futura cosecha de
los carpdforos de estos hongos comestibles en el bosque
pueda presentar para agroforestadores.
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