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SINTESIS MICORRICICA DE SUILLUS GRANULATUS (EUMYCOTA) Y
PLANTINES DE PINUS ELLIOTTII (PINACEAE)

EDUARDO NOUHRAyY ALEJANDRA BECERRA!

Summary: Mycorrhizal synthesis of Suillus granulatus (Eumycota) and Pinus elliottii (Pinaceae)
seedlings. Suillus granulatus (L.:Fr.) Kuntze has the capability to form ectomycorrhizae with Pinus
elliottii Engelm. Mycorrhizal synthesis was successfully achieved by applying fungal spores inoculum,
which resuited in a 71% of mycorrhizal colonization. Significant differences were obtained between
shoot dry weight and root dry weight of inoculated plants with respect to non inoculated ones; meanwhile
root collar diameter and stem height did not differ significantly. The ectomycorrhizae is characterized by
the presence of dichotomous branches, a conspicuous white mantle, and abundant emanating cylindrical
hyphae with incrusted walls. Based on the results we estimate that Suillus granulatus is a suitable
fungi for nursery inoculation programs of Pinus elliottii.
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Resumen: Suillus granulatus (L.:Fr.) Kuntze tiene la capacidad de micorrizar plantines de Pinus elliottii
Engelm. La utilizacién de indculo de esporas flngicas para la sintesis micorricica resulté exitosa, ya que
se obtuvo un 71% de colonizacién micorricica. Se obtuvieron diferencias significativas entre el peso
seco de la parte aérea y radical de las plantas inoculadas respecto a las no inoculadas; mientras que el
didmetro del cuello de la raiz y la altura no difirieron significativamente. La ectomicorriza se caracteriza
por la presencia de ramificaciones dicotdmicas, un manto blanco, y abundantes hifas emanantes cilin-
dricas con incrustaciones de pigmentos en sus paredes. En base a los resultados obtenidos, estima-
mos que Suillus granulatus es una especie fungica adecuada para inocular plantines de Pinus elliottii

en programas de forestacion.
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INTRODUCCION

Las plantaciones de Pinus elliottii Engelm. son
abundantes en las serranias de la provincia de Cérdo-
ba, Republica Argentina, alcanzando en forestaciones
mixtas con P, faeda L. un area total de 31901 ha (Izurieta
etal., 1993). :

Existen numerosos trabajos sobre las ectomicorrizas
en el género Pinus, sin embargo, en Argentina el cono-
cimiento sobre las mismas se restringe a observacio-
nes a campo o en invernaderos de produccién.

Las experiencias de sintesis micorricica se utili-
zan en numerosos programas de forestacion, utili-

zando micelio vegetativo como inéculo fingico de -

especies forestales (Palm & Stewart, 1984; Marx,
1991; entre otros). Sin embargo los elevados costos
de produccion, las dificultades en el aislamiento y el
“mantenimiento de cultivos puros obstaculizan su uso
(Trappe, 1977; Marx & Kenney, 1982). Por otro lado,
las basidiésporas de hangos ectomicorricicos cons-
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tituyen un indculo relativamente barato y facil de
aplicar, ya que pueden ser obtenidas en grandes can-
tidades a partir de basidiocarpos colectados en el
campo (Lu et al., 1998). La seleccion de las especies
ectomicorricicas adecuadas constituye uno de los
pasos mas importantes en los programas de inocu-
lacion de especies forestales (Trappe, 1977).

La simbiosis micorricica mejora la calidad fisiolo-
gica de las plantas destinadas a la reforestacion fa-
cilitando el establecimiento de los plantines en el
campo (Duiabeitia-et al., 1996). Asi, al llevar a cabo
el proceso de seleccion, es de vital importancia co-.
nocer las caracteristicas de las especies fungicas que
se utilizaran para inocular en relacion con los reque-
rimientos de las especies forestales.

- Este tipo de inoculaciones en coniferas han sido
realizadas en diferentes partes del mundo (Marx,
1976; Alvarez & Trappe, 1983; Parladé et al., 1996).
Entre los hongos seleccionados cabe citar:
Pisolithus tinctorius (Pers.) Coker & Couch (Alvarez
& Trappe, 1983), Suillus granulatus (Lamb &
Richards, 1974a, b), Thelephora terrestris Ehrh. ex
Fr. (Marx & Ross, 1970) y varias especies de
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Rhizopogon (Lamb & Richards, 1974a; Donald, 1975;
Theodorou, 1980; Castellano et al., 1985) entre otras.
En la Argentina, Takacs (1961a, b; 1964) fue uno de
los pioneros en la produccidn de indculo micelial para
la inoculacion de pinos (P, pinaster Ait., P. pinea L.,
P, halepensis Mill., P. radiata D. Don'y P. thumbergii
Parl.). Sin embargo, en los viveros de produccion se
realiza el cultivo de plantines de pino, agregando al
sustrato de siembra suelo de plantaciones ya esta-
blecidas, a fin de propagar las micorrizas existentes
en nuevas areas a forestar (Deschamps, 1978).

En las areas forestadas de las serranias cordobe-
sas aparecen, en verano y otoflo, esporocarpos de
diversas especies fungicas, siendo S. granulatus la
especie mas abundante en los pinares (Dominguez,
com. pers.). Existen trabajos sobre especies de Suillus
asociadas con distintas especies de pinos (P, radiata,
P, contorta Doug., P, resinosa Atit., etc.) que enfatizan
la taxonomia de las especies fingicas, mas que su ca-
pacidad para formar la asociacion simbidtica (Hatch,
1937; Grand, 1968; Chu-Chou, 1979; Malajczuk et al.,
1982), mientras que la asociacion P. elliottii — S.
granulatus no ha sido evaluada ni descripta hasta
ahora. Asi, este trabajo tuvo como objetivos, por un
lado, evaluar la respuesta de los plantines de P. elliottii
al in6culo de esporas de S. granulatus y determinar la
efectividad de la micorrizacion, y por el otro, caracte-
rizar la micorriza sintetizada. ’

MATERIAL Y METODO

Material estudiado

ARGENTINA. Prov. Cérdoba: Dpto. Punilla, El
Durazno, 2-1-1993, L. Dominguez y E. Nouhra 1203
(CORD).

Crecimiento de las plantulas. Semillas ya cura-
das de P, elliottii fueron adquiridas en el IFONA (ex-
Instituto Forestal de la Nacién) provenientes de la
provincia de Misiones. Se germinaron en conos de
plastico de 25 cm de profundidad por 7 cm de diame-
tro, en una mezcla de mantillo, vermiculita y turba (60,
30y 10 %, respectivamente) previamente esterilizada
en autoclave (30 min., 2 atm de presién). Se hicieron 2
lotes (no inoculado e inoculado) de 30 plantas cada
uno. La experiencia se realiz6 en invernadero bajo con-
diciones de luz natural (10 h) y temperatura ambiente,
con la fluctuacion correspondiente a cada estacion
(10-36 °C). Las semillas se regaron con agua corriente

'Fig. 1. A-B: Raices de Pinus elliottii. A: raiz de P. elliottii

micorrizada por Suillus granulatus. B: raiz no micorrizada:
Notese mayor desarrollo del sistema radical en A.

dos veces por semana durante el otofio y el invierno,

y tres veces por semana en el verano. Para evitar el
. mal de cuello de raiz (“Damping off””), los plantines

fueron regados con una solucién de metil tiofanato y

agua, y se coloco una delgada capa de arena sobre el

sustrato. No se suministré ningun tipo de fertilizante.

Recoleccion de esporocarpos y Sintesis
Micorricica. Los esporocarpos de S. granulatus fue-
ron colectados entre los meses de febrero y abril de
1993, en plantaciones forestales de P. elliottii de las
Sierras de Cérdoba. El indculo de esporas se obtuvo
a partir de los esporocarpos frescos de S. granulatus,
que se lavaron con agua destilada eliminando todo

" resto de sustrato. Se tom6 la porcion fértil de los mis-

mos y licu6 con agua destilada durante 2-3 min. hasta
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homogeneizar la solucion (Castellano & Molina, 1989)
conservandose en heladera a 5 °C hasta el momento
de la inoculacion. Con la finalidad de conservar los
microorganismos beneficiosos presentes en los cuer-
pos de fructificacion maduros, el indculo no se purifi-
c6 (Li, 1987; Li & Castellano, 1987).

A los cuatro meses de la siembra se realizo la ino-
culacion, regando cada plantula con 10 ml de agua
destilada y una concentracion de 4,2 x10° esporas
(Theodorou, 1971). Esta operacion fue repetida tres
veces, con intervalos de 21 dias entre cada una de
ellas (Castellano & Molina, 1989). A los 12 meses de
la siembra se cosecharon al azar 10 plantines de cada
lote (inoculado y no inoculado).

Caracterizacion ectomicorricica. Las raices ex-
traidas, previo lavado con abundante agua corriente
para eliminar el suelo adherido, fueron examinadas con
lupa estereoscdpica Zeiss (12X). Los diferentes pla-
nos.de la ectomicorriza formada fueron observados al
microscopio optico (Kyowa, 200 - 1000X) realizando-
se su descripcion morfologica y anatdmica (color, tipo
de ramificacion, caracteres del manto, entre otros) se-
gun la metodologia de Agerer (1991, 1999).

Pardmetros registrados de las plantas
micorrizadas. De las plantulas cosechadas corres-
pondientes a ambos tratamientos se midid: altura de

tallo, didmetro del cuello de la raiz y peso seco de las
partes aérea y radical (Molina, 1979), cuantificando-
se ademas el porcentaje de micorrizacion siguiendo
la metodologia propuesta por Marks et al. (1968),
contando todos los apices radicales colonizados
sobre un total de 100 apices radicales observados.
Los resultados obtenidos fueron sometidos a anali-
sis de varianza y las diferencias entre medias se com-
pararon con el test de Scheffé (P < 0,05).

RESULTADOS

Suillus granulatus desarroll6 ectomicorrizas con
plantines de Pinus elliottii, corroborandose asi la
efectividad de las esporas como indculo para formar
micorrizas. Se observo que los plantines micorrizados
presentaron un sistema radical mas desarrollado, con
mayor numero de ramificaciones laterales, en com-
paracion con los no micorrizados (Fig. 1).

Las ectomicorrizas se reconocieron por sus ca-
racteristicas morfologicas externas, tales como: co-
lor blanco opaco con areas castafio claro, ramifica-
ciones laterales cortas generalmente dicotomicas,
algunas apretadas y de apariencia coraloide (Fig. 2).
Manto compuesto por tres capas, la externa plecten-

Fig. 2. Detalle del sistema micorricico dicotomico formado por Pinus elliottii y Suillus granulatus. m: manto fangico; r:

rizomorfos blancos.
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Fig. 3. A-F: Ectomicorriza de Suillus granulatus. A: Hifas emanantes del manto radical con pigmentos incrustados sobre la

pared (——))-. B: Hifas fibuladas de la capa externa del manto. C: Capa media con hifas dispuestas de forma intrincada. D; Capa’
interna pseudoparenquimética. E: Hifas emanantes septadas -y fibuladas de los rizomorfos. F: Corte longitudinal por un rizomorfo
delgado con su zona central.
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quimatica, laxa, con hifas cilindricas, fibuladas y
ramificadas, de 1 - 2 um de didgmetro (promedio = 1,6 pm),
abundantes hifas emanantes con incrustaciones de pig-
mentos sobre su superficie (Fig. 3 A, B). Capa media
plectenquimatica, intrincada y apretada, con hifas cilin-
dricasde 1,5 - 2,5 pm de diametro (promedio = 1,8 um)
(Fig. 3 C). Capa interna pseudoparenquimatica, con
células irregulares de 1,5 - 4 um de diametro (prome-
dio=2,5 um) (Fig. 3 D). Rizomorfos blancos, abun-
dantes, de 12-160 um de didmetro (promedio = 78 wm)
emergiendo del manto (Fig. 2), con una médula (zona
central) de hifas cilindricas gruesas de 6,5 - 16 pm de
didmetro (promedio = 10,2 um), y una corteza de hifas
cilindricas mas delgadas de 2.5 - 4,8 pm de diametro
(promedio = 3,6 um), entretejidas, de paredes lisas,
septadas y ramificadas (Fig. 3 F). Los rizomorfos po-
seen numerosas hifas emanantes con y sin fibulas,
de 1,6 - 3,2 um de diametro (promedio = 2,4 um), al-
gunas con incrustaciones de pigmentos en la super-
ficie (Fig. 3E, F).

Las pléantulas no inoculadas (control) mostraron,
macroscopicamente, diferencias en el largo de las
aciculas (los plantines inoculados desarrollaron aciculas
mas largas y resistentes en comparacién con los no ino-
culados). Al momento de la cosecha, hubo diferencias
significativas en la porcion aérea y radical de las plan-
tas micorrizadas respecto a las no micorrizadas. El peso
seco de la parte aérea y de la parte radical fueron 69 y
39 % respectivamente mas alto en las plantas inocula-
das versus las no inoculadas (Tabla 1). El porcentaje
de colonizacién micorricica fue del 71%, resultando
significativamente diferente a la del control, donde no
hubo micorrizacion. No se encontraron diferencias sig-
nificativas (P< 0,05) para los parametros de respuesta
didametro del cuello de la raiz y altura de los plantines
entre ambos tratamientos.

DiscUSION Y CONCLUSIONES

La inoculacién con esporas ha sido usada en dis-
tintas especies de pinos (Castellano et al., 1985; Cas-
tellano & Trappe, 1985; Torres & Honrubia, 1994;
Parladé et al., 1996). Hasta la actualidad, en nuestro
pais, no se habia realizado estudio alguno sobre el
uso de esporas como indculo fungica. Estos resulta-
dos muestran que es un método efectivo para la for-
macion de micorrizas entre Suillus granulatus y Pinus
elliottii bajo condiciones de invernadero, evidencian-

“dose ademas, un incremento de la biomasa aérea y

radical de los plantines micorrizados con respecto al
control (Tabla 1). Estos resultados son importantes al
momento de seleccionar especies fungicas para ino-
cular, siendo fundamental su habilidad para colonizar
y extenderse en la rizosfera de la planta hospedante.

En el presente trabajo se describen por primera
vez las caracteristicas morfologicas y anatomicas de
la ectomicorriza entre S. granulatus y P. elliottii. La
micorriza sintetizada entre P. contorta con S. granu-
latus (Rifle, 1973) y entre P. strobus L. con S. granu-
latus (Palm & Stewart, 1984), presentan caracteristi-
cas morfoldgicas similares a las observadas en este
estudio tales como color, pigmentacion, tipo de ra-
mificacion y manto. Sin embargo, a diferencia de lo
citado por estos autores, la micorriza entre S. granu-
latus y P. elliottii presenta hifas fibuladas en la capa
externa del manto.

Los ensayos aqui presentados demuestran que
el uso de esporas como in6culo es un método im-
portante para el estudio aplicado de micorrizas, sien-
do §: granulatus una especie adecuada para su uso
como inoculo de plantines de P. elliottii, tanto para

la agroforestacion como para la reforestacion de’

areas degradadas.

Tabla 1. Crecimiento y Porcentaje de micorrizaciéon de plantmes de Pinus elliottii de doce meses de edad inoculados con

esporas de Suillus granulatus.

Nota: Las cifras expresan las medias para cada una de las variables medidas. Los tratamientos que no comparten una letra en comun
difieren significativamente segun el test de Scheffé (P< 0,05). Entre paréntesis se muestran los desvios “standard” registrados.

Defing del Peso seco de la | Pesc seco de la Porcentaje de
Tratamientos | Altura (cm) | cuello de la 7 3  arcanax 5
. - | parte aérea (g) | parte radical (g) | micorrizacion (%)
raiz (cm) -
23,05a -
Inoculados (1,49) 3,22a(0,10) | 1,67 b (0,14) 0,46 b (0,04) 71,20 b (4,23)
No inoculados 28’278)"" 313a(021) | 099a(008) | 033a(003) |  Oa
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