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Desarrollo de técnicas para estimar la infectividad de
distintos suelos forestales vy su receptividad a la
introduccién de hongos ectomicorricicos seleccionados.

Introduccioén

La necesidad de reforestar con plantones micorrizados en vivero debe ser
evaluada en la zona de plantacién, determinando la presencia o ausencia de
hongos ectomicorricicos capaces de infectar a la especie forestal con la que
se va a repoblar (Kendrick, 1988). En general, aquellos suelos forestales que
mantengan una elevada poblacién de hongos simbiontes no requerirdn,
necesariamente, la utilizacién de plantas inoculadas en vivero (Mikola, 1973).

Sin embargo, los estudios ecolégicos realizados revelan la disminucién o
modificacion de las poblaciones nativas de hongos simbiontes en aquelios
suelos que, por accién del fuego o tras una tala generalizada, se vieron
desprovistos temporalmente de una cobertura arbérea adecuada (Harvey et
al., 1980; Persson, 1982; Parke et al., 1984; Perry et al, 1987). Se ha
propuesto que las poblaciones fungicas evolucionan a lo largo de la sucesién
del bosque, sucediéndose unas a otras en la colonizacién micorricica de las
raices de los 4rboles (Mason et al., 1982, 1983, 1985; Dighton y Mason, 1985;
Dighton, 1987). Las especies ectomicorricicas que se encuentran en las etapas
maduras de la sucesidén presentarian una reducida capacidad para colonizar
las raices de las plantas j6venes (Danlelson, 1988; Marx y Cordell, 1988).Por
lo tanto, la micorrizacién controlada de las plantas en vivero no solo puede
facilitar la revegetacién en condiciones dificlles (Marx y Artman, 1979;
Grossnickle y Reid, 1982) o en suelos carentes de indculo natural (Mikola,
1970; Marx, 1980), sino que la introduccién de una cepa ectomicorricica
seleccionada también puede proporcionar grandes beneficios en los procesos
normales de reforestacién (Chalot et al., 1988; Le Tacon et al., 1988; Castellano,
1990; Le Tacon y Garbaye, 1990). , )

Uno de los pardmetros mds importantes durante la seleccién de un hongo
ectomicorricico es su nivel de adaptacién ecolégica a la zona de reforestaciéon
(Mikola, 1973; Trappe, 1977; Marx, 1980; Perry et al., 1987; Chu~Chou y Grace,
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1880; Kropp y Langlois, 1980). El potencial efecto beneficioso de las
inoculaciones realizadas en vivero estard modulado y condicionado por las
caracteristicas edafoclimdticas de la zona de plantacién, pero solo podri
manifestarse si el hongo ectomicorricico inoculado persiste en el sistema
radical de la planta una vez sed trasplantada a campo. Dicha persistencia
requiere que el hongo sea capaz de extenderse rédpidamente en el suelo y
colonizar el nuevo sistema radical producido durante el periodoe de
establecimiento iniclal de la planta., Esta capacidad, definida como
‘competitividad® del hongo ectomicorricico (Marx, 1980; Garbaye, 1983) o
'receptividad’ del suelo (Duvert, 18987; Perrin et al, 1988), dependerd del
grado de acoplamiento entre los mecanismos fisioldgicos y metabdlicos del
hongo y los factores caracteristicos del clima y del suelo (Slankis, 1874), asi
como de su habilidad para resistir los fenébmenos de interaccién y competencia
ejercidos por la microflora del suelo y la rizosfera (Garbaye, 1983; McAffe v
Fortin, 1986; Linderman, 1988; Ingham y Molina, 1991).

En la rizosfera de la planta huésped, se establece una compleja comunidad
microbiana que puede estimular o inhibir la formacién de la simbliosis
ectomicorricica (Slankis, 1974; Bowen y Theodorou, 1979; Chakraborty et al.,
1985; Garbaye y Bowen, 1887; Oliveira y Garbaye, 1989; Duponnois y Garbayse,
1991). Para el hongo introducido en las plantas inoculadas, la competencia
més directa estard constituida por los hongos ectomicorricicos nativos del
suelo de la plantacién, ya que deberdn compartir el mismo nicho ecoldgico.
Esta presidn competitiva estarid determinada por Eé ‘infectividad’ del suelo, es
decir, su capacidad para inducir la micorrizacién en una poblacién de plantas
hospedadoras (Perrin et al., 1988), y dependerd de la densidad y la capacidad
colonizadora de los propdgulos ectomicorricicos presentes en el suelo.

El objetivo principal de los experimentos presentados en este capitulo es
desarrollar una serie de técnicas que permitan determinar la capacidad de
persistencia de distintos hongos ectomicorricicos, presentes en el sistema
radical de plantas inoculadas, una vez trasplantadas a suelos forestales con
distinto historial. La infectividad ectomicorricica de dichos suelos ha sido uno
de los principales factores tenidos en cuenta. Los resultados obtenidos se
discutirdn en funcién de su aplicacién al estudio de la evolucién de la
micorrizacién en condiciones de campc y a la seleccién de cepas
ectomicorricicas.
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Materiales y Métodos

Suelos : recogida y caracteristicas.

Los suelos utilizados en este estudio se recogieron en seis localidades de
Catalufia (Fig 4.1) y representaban: bosques mixtos, plantaciones forestales
de P. pinaster de distintas edades, parcelas de reciente repoblacién o suelo
desprovisto de vegetacién arbérea durante 3 afios (Tabla 4.1).

Tabla 4.1

Localidad geografica, tipo de textura y uso forestal de los suelos utilizados.

Localidad de Clase Historia y vegetacién
Suelo recoleccion textural actual
Sta. Pellaia Les Gabarres franco Bosque espontaneo mixto
Baix Emporda, Girona de P. pinaster y Q. suber
Farners . Sta. Coloma de Farners franco-arcillo~ Bosque espontianeo mixto
La Selva, Girona arenoso de P, pinaster y Quercus
suber
Fitor Les Gabarres . franco-arcillo-~ Plantacidn forestal de
Baix Emporda, Girona arenoso P. pinaster de 25 afos
Gualba Vallés Oriental franco-arcillo- Plantacién forastal de
Barcelona arsnoso P. pinaster de 15 afos
Montseny Macizo del Montseny franco-arenosc Plantacién forestal de
La Selva, Girona Pseudotsuga menziesii
. establecida en 1888
Mas Plaja Les Gabarres arcillo-arencso Sueloc desprovisto de
Baix Empordd, Girona cubierta arbdrea durante
3 afos

Las muestras de suelo se recogieron entre finales de Septiembre y
principios de Octubre de 1991. En todos los casos se tomaban muestras de
cuatro puntos distintos dentro de la misma parcela, recogiendo la fraccién
correspondiente a los 20-25 primeros centimetros de suelo, hasta obtener un
volumen total de 150 |, Las muestras de cada uno de los suelos se tamizaban
a un tamafo maximo de particula de 5 mm y se conservaban en bolsas de
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plastico a 4 °C hasta su utilizacidn (en ningun caso el periodo de conservacién
fue superior a 7 dias). De cada suelo se tomaba una muestra para realizar el
andlisis de sus caracteristicas fisicoquimicas (Tabla 4.2).

Potencial infectivo ectomicorricico de los distintos suelos forestales.

Las semillas de P. pinaster (origen Aquitania, CEMAGREF, n2 de lote: 81245,
Centre National de Recherches Forestieres. Laboratoire d’Ameélioration des
arbres forestiers. Francia) se lavaban durante 12 horas en agua corriente en
circulacién, y se desinfectaban por inmersién en H,0, al 33% durante 30 min
y en agitacién. Una vez desinfectadas, se lavaban con un volumen suficiente
de agua destilada estéril, se distribuian en placas Petri selladas con Parafilm®
y se estratificaban durante 30-40 dias a 4 °C. Una vez estratificadas, se
hacian germinar en perlita (Europer! ®) estéril (120 °C, 30 min) y se dejaban
crecer en invernadero durante 30 dias antes de ser transferidas a los suelos.

La infectividad de los distintos suelos se estimaba mediante la relacién
dosis - respuesta entre una escala de concentraciones del suelo a estudiar
y la micorrizacién de las plantas en condiciones controladas (Perrin et al.,
1988). Para ello, se tomaban 5 | de cada suelo y se esterilizaban en un
autoclave (120 °C, 60 min). Para cada uno de los suelos, se preparaba un
range de diluciones del suelo original en el mismo suelo esterilizado,
estableciendo las proporciones: 1/0, 1/1, 1/3, 1/7, 1/15, 1/31, 1/63 y 1/127
(suelo original/suelo estéril, v/v), con lo que se obtenian las diluciones: 10°,
5x1077, 2.5x107, 1.3x10°", 6.3x1072, 3.1x1072, 1.6x10"2 y 7.8x1073. Se llenaban
cuatro contenedores Sherwood de 175 cm® de capacidad (Rootrainers ®,
Spencer-Lemaire Ind.; Edmonton, Alberta, Canad4d) para cada uno de los suelos
y diluciones a probar, y se transferia una plantula de P. pinaster, germinada
en perlita estéril, a cada uno de los contenedores. Las plantas se distribuian
totalmente al azar en un invernadero sombreado con una malla blanca del 40
%. Durante el crecimiento de las plantas se establecié una temperatura méxima
de 25-27 °C, mantenida por un sistema automético de refrigeracidén en circuito
cerrado, y una temperatura minima de 18-20 °C, asegurada por un sistema de
calefaccién. La humedad relativa ambiental se mantenia por encima del 50 %
mediante un sistema automético de pulverizacién de agua (Defensor R)
alimentado por un destilador (K&ttermann ® 1032).
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1-Fitor
2-Mas Plaja
3-Sta. Pel-laia
< 4L-Farners
5-Montseny
6- Gualba

Fig 4.1

Localizacién geogrdfica de las zonas donde se recogieron los suelos
utilizados. La zona sombreada corresponde al 4rea ocupada por Pinus pinaster
en Catalufia (Bolos y Vigo, 1984).
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Se aseguraba un fotoperiodo de 16 horas/dia mediante idmparas de sodio
de alta presidén, que proporcionaban una intensidad luminica minima de 200
umol 7' m™? en los rangos de las longitudes de onda entre 400 y 700 nm. Las
plantas se regaban tres veces por sémana y se retiraban manualmente las
hierbas que aparecian espordadicamente en los distintos suelos, Después de 3
meses de crecimiento, se recogian las plantas vy se limpiaban sus sistemas
radicales. Los tipos de micorrizas formados y los porcentajes de micorrizacidon
se determinaban por recuento directo, a la lupa binocular, de tres muestras
tomadas al azar del sistema radical de cada planta. En cada muestra se
contaban un fotal de 100 a 200 raices cortas. El nivel de infectividad, o
unidades de potencial infectivo (UPI) de cada uno de los suelos, se
determinaba mediante el célculo del. volumen de suélo necesario para
establecer un 10 ¥ (UPL,) y un 50 % (UPL,) de Infeccién (Bouhot, 1975).
Estos valores se calculaban utilizando la ecuacién de regresién lineal entre
los porcentajes de micorrizacién transformados [log(in(1/1-(%/100)))], y el
logaritmo del porcentaje de suelo original en cada nivel de dilucién
[log{%/100)] (Baker et al, 1967; Baker, 1971; Gilligan, 1979). Adicionalmente,
mediante el método del nUimerc mas probable {(MPN) (Porter, 1979; Powel, 1980}
y utilizando las tablas de Stevens (Fisher y Yates, 1963), se establecia ia
concentracién de propdgulos ectomicorricicos infectivos en cada suelo.

Receptividad de distintos suelos forestales a las especies de hongos
ectomicorricicos seleccionadas para P. pinaster.

Se preparaban 4 | de inSculo micellar en turba-vermiculita de Laccaria
bicolor S-238 y Pisolithus tinctorius A-93 '. Cada uno de los inéculos se
mezclaba con un substrato compuesto por turba de Sphagnum tamizada
(Floratorf ® 300) y vermiculita (Termita ®, grado 2) (1:1, v:v), previamente
esterilizado (120 °C, 60 min). El volumen de inéculo se ajustaba para obtener
las dosis de inoculacién: 1:8 (inSculo:substrato, v:v) para L. bicolor 3-238, y
1:4 y 1:32 (inbculo:substrato, v:v) para P. tinctorius A-83. Se llenaban 64
contenedores Sherwood por tratamiento y se sembraban tres semillas de P.

1 {2 metodologia seguida para la preparacisn del indculo miceliar fue
jdéntica a la descrita en al capitulo: "Seleccisdn de hongos ¥y
evaluacidn de técnicas de micorrizacisén controlada de P, pinaster en
contenador”,
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pinaster, desinfectadas y estratificadas, pertenecientes al mismo origen y lote
que en e experimento anterior. Paralelamente, se preparaban 384
contenedores con substrato desinfectado y sin inocular, en los que se
sembraban también tres semilias por cohtenedor, para su posterior inoculacion
con suspensiones de esporas. Los contenedores se distribuian totalmente al
azar en un Iinvernadero climatizado y se sometian a las condiciones de
crecimiento especificadas en el experimento anterior. Una vez germinadas, se
dejaba una sola planta por contenedor y se regaban en funcidn de las
necesidades. Las plantas se fertilizaban cada tres semanas dispensando 10 ml
por contenedor de una disolucién en agua de: 2.15 g/! de Kristaion ®, 0.24 g/1
de Hortrilon Ry 0.18 g/! de Fetrilon }, acidificada a pH 5.5 con una disolucién
al 10 % de HNO,.

Se preparaban suspensiones acuosas de basidiosporas de Melanogaster
ambiguus, Rhizopogon roseolus y Scleroderma citrinum? y se ajustaban a las
concentraciones necesarias para conseguir las dosis de inoculacién: 10° y 107
esporas/planta para M. ambiguus y R. roseolus, y 10° eépm‘as/planta para S.
citrinum. Seis semanas después de la siembra de ias semillas, se inocularon
64 plantas por dosis y especie flngica, dejando 64 plantas mds como controles
sin inocular,

Después de 5 meses de crecimiento (de Mayo a Octubre); se recogian 10
plantas al azar de cada una de las dosis de inoculacién y 10 plantas control
no inoculadas. Se limpiaba el sistema radical para liberario del substrato de
cultivo y se procedia a determinar los porcentajes de mimrrizacién mediante
el recuento directo, a la lupa binocular, de tres muestras tomadas al azar del
sistema radical de cada planta. En cada muestra se contaban un total de 100
a 200 raices cortas.

Las plantas restantes se distribuyeron en nueve Ilotes segln los
porcentajes de micorrizacién obtahidos en cada uno de los tratamientos:

(i} no inoculadas y sin micorrizas;

(i) micorrizadas con L. bicolor (42 + 13 ¥ de micorrizacién);

(1i1) micorrizadas [<50%] con M., ambiguus (36 * 12 %);

! La metodologfa seguida para Ta preparacidn de las suspsnsionss de

asporas fues idéntica a la descrita en a1 capftulo "Seleccidn de
hongos y svaluacidn de técnicas de inoculacidn para Ia micorrizacidon
controlada de P, pinaster en contenedor”
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(iv) micorrizadas [>50%] con M. ambiguus (87 + 3 ¥);

(v) micorrizadas [<50%] con P. tinctorius (30 + 16 %):

{vi} micorrizadas [>50%] con P. tinctorius (82 £ 5 %);

(vii) micorrizadas [<50%] con R. roseolus (21 % 10 %);

(vill) micorrizadas [>50%] con R. roseolus (65 £ 11 %);

y {ix) micorrizadas con 8. citrinum (80 % 3 %).

Se limpiaban los sistemas radicales de todas las plantas para liberarios del
substrato de cultivo y se trasplantaban a los suelo de las distintas zonas
forestales en contenedores Fleet de 300 cm® de capacidad (Rootrainers R,
Spencer-Lemaire Ind.; Edmonton, Alberta, Canad4) (Tabla 4.1). Se preparaban
ocho repsticiones de cada lote de plantas en cada uno de los suelos y se
distribuian totalmente al azar en el invernadero, manteniéndose en las mismas
condiciones de humedad amblental y temperatura. Se suspendia totalmente la
fertilizacidn y se regaban segin las neceslidades, asegurando un fotoperiodo
de 16 horas/dia mediante |dmparas de sodio de alta presién que
proporcionaban una intensidad luminica de 200 pmol s™' m™2,

Después de 14 semanas de crecimiento (de Octubre a Febrero), se recogian
todas las plantas y se limpiaban los sistemas radicales para eliminar el suelo
adherido. De cada una de las plantas, se recogian las raices de nueva
formacién y se establecian los porcentajes de micorrizacién correspondientes:
{i) al hongo introducido y (ii) a los hongos nativos de cada suelo, mediante
su recuento directo a la lupa binocular. La significacién de las diferencias
entre tratamientos se determinaba por andlisis de la varianza y se utilizaba
elm test de clasificacién multiple de Tukey (P < 0.05) para la comparacién de
las medias. Los valores de los porcentajes de micorrizacién se transformaban
(sen™! (%/100)%) para homogeneizar las varianzas del error antes de
someterios al andlisis estadistico (Little y Hills, 1978; Snedecor y Cochran,
1980; Steel y Torrei, 1980).

Resultados
Potencial infectivo ectomicorricico de los distintos suelos forestsles.

La evolucidn de los porcentajes de infeccién ectomicorricica de P, pinaster
en funcién de la dilucién de suelo utilizada, mostraba diferencias segtn el
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suelo de trasplante (Fig 4.2). Exceptuando el suelo de Mas Plaja, en el que
solo se micorrizaron las plantas sembradas en el suelo original sin diluir, se
podia establecer una correlacién estadr’sticgmente significativa entre ambos
pardmetros, y la linealizacion de las curvas permitié la comparacién del
potencial infectivo de los distintos suelos (Tabla 4.3).

Tabla 4.3

Unidades de potencial infectivo, nimerc de propédgulos y diversidad de los
tipos de ectomicorrizas nativas detectados en los distintos suelos forestales

Potencial infectivo !

Suelo r2 UPI,, UPI,, MPN 2 piversidad3
Sta. Pellaia 0.93 *** 0.27 6 .87 4
Farners 0.75 ** 0.49 89 684 3
Fitor 0.94 *** 0.28 31 686 5
Gualba 0.99 *** 2.00 g 229 2
Montseny 0.88 *** 5.00 79 22 1
Mas Plaja 0.33 "¢ - - 3 1

1 -Porcentaje de suelo sin esterilizar necesario para inducir un 10% (UPI1°) y un 50% (UPISO}
de micorrizacién en las plantas.
-Numero total de propdgulios ectomicorricicos en 1 litro de suelo, estimado mediante e1
método del numero mds probable y contando 108 distintos tipos morfoldgicos presentes en
cada suelo.
-Numero de tipos distintos de ectomicorrizas detectados en cada suelo.
*%% P S0.01; ** P 20.05; ns = no significativo.
Los valores de potencial infectivo para el suelo de Mas Plaja no se han tabulado por falta
de significacidén estadfstica en el an&lisis de 1a regresisn lineal.

El suelo de Sta. Pellaia presentaba el potencial infectivo mas alto. Las
plantas sembradas en este suelo alcanzaban un porcentaje de micorrizacién
superior al 80 % y se mantenia un nivel de micorrizacién del 50 ¥ incluso al
diluir el suelo hasta 16 veces. En este suelo, con un alto nimero de
propédgulos, se detectaron hasta cuatro tipos distintos de ectomicorrizas,
diferenciables por sus caracteristicas morfol6égicas. Las ectomicorrizas mas
frecuentes, dicdétomas o varias veces bifurcadas hasta formar estructuras
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coraloides muy ramificadas, se caracterizaban por un manto fungico de poco
espesor, de aspecto liso y quebradizo, y de color negro, a veces marrén
oscuro. No presentaban ni micelio extramatricial ni cordones miceliares (SP1).
El segundo tipo en abundancia se caraéterizaba por un manto liso y de color
beige, en algunos casos recubierto por un micelio blanco y algodonoso.
Producian gran cantidad de micelio externo fibulado, con abundantes
rizomorfas de color blanco amarillento. M4s esporadicamente, se observaban:
(i) ectomicorrizas de Cenococcum geophillum, simples o© dicStomas,
caracterizadas por un manto de color negro del que irradiaban abundantes
hifas, negras, cortas y rigidas, que le conferian un aspecto hirsuto, y (li)
ectomicorrizas dicétomas o dobiemente bifurcadas, con un manto fingico de
aspecto liso, de color entre beige y miel, y un escaso desarrollo de micelio
externo (SP2). Este ultimo tipo podria asemejarse a las ectomicorrizas
descritas para géneros como Lactarius y Russula.

Los suelos de Fitor y Farners presentaban una densidad de propdgulos
ectomicorricicos (MPN) comparable entre si e inferior a la del suelo de Sta.
Pellaia. No obstante, el primero mostraba un potencial infectivo superior y
una mayor diversidad en los tipos de ectomicorrizas detectados (Tabla 4.3).
En el suelo de Fitor, las ectomicorrizas predominantes se caracterizaban por
un manto fuingico de aspecto liso refringente, a veces con zonas de micelio
blanco, algodonoso y disperso en la superficie. En general, eran muy similares
a las micorrizas descritas para el género Laccaria. Con menor frecuencia, se
presentaban ectomicorrizas de manto blanco y algodonoso que formaban
abundantes rizomorfas de color blanco o beige. Por sus caracteristicas
macroscépicas, estas micorrizas tenfan un aspecto muy semejante a las
descritas para géneros como Suillus 0o Rhizopogon. Finalmente y de forma
mucho méds esporadica, se observaban ectomicorrizas de Cenococcum
geophillum y otras de morfologia idéntica a algunas de las descritas en el
suelo de Sta. Pellala (SP1 y SP2). Las ectomicorrizas observadas en el suelo
de Farners pertenecian, casi exclusivamente, a un solo tipo. Estas micorrizas,
cortas, de estructura simple, dicétoma o doblemente bifurcada, se
caracterizaban por un manto fingico de aspecto algodonoso y color blanco.
Formaban una gran cantidad de micelio externo blanco-rosado y abundantes
rizomorfas del mismo color. Su apariencia era muy similar a la de las
micorrizas descritas en géneros como Suillus y Rhizopogon. Los otros dos
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tipos, muy poco representados, se caracterizaban por mantos fungicos lisos
y de color beige mds o menos claro, aunque uno se diferenciaba del otro por
la presencia de numerosas espiculas que le conferian un aspecto hirsuto.

Las plantas crecidas en el suelo de Gualba sin diluir presentaban graves
problemas de necrosis radical que habian afectado al desarrollo vegetativo
¥y, muy probablemente, a la formaciéon de ectomicorrizas. Por tanto, los valores
de micorrizacién de la dilucién 10° (1/0, suelo no estéril/suelo estéril, v/v)
no se incluyeron en el proceso de los datos. No obstante, se pudo estimar que
el potencial infectivo de este suelo era sensiblemente inferior al de los
anteriores, y que la densidad de propdgulos (MPN) era cuatro veces inferior
a la del suelo de Sta. Pellaia y tres veces inferior a la de los suelos de Fitor
y Farners (Tabla 4.3). Los dos tipos de micorrizas detectados se presentaban
en proporciones muy similares. El primero se caracterizaba por la formacién
de estructuras dicétomas o varias veces bifurcadas, con un manto de color
beige brillante y aspecto liso o ligeramente aterciopelado. El segundo tipo se
caracterizaba por un manto ectomicorricico de color blanco y aspecto
algodonoso, en ocasiones con abundante micelio externo. Presentaban
numerosas rizomorfas de color blanco a beige. La morfologia externa
recordaba las descripciones de las ectomicorrizas formadas por géneros como
Suillus, Rhizopogon o Xerocomus.

El suelo de Montseny presentaba un potencial infectivo (UPL,,) menor que
los anteriores y la densidad de propadgulos (MPN) era 10 veces inferior a la
del suelo de Gualba, 30 veces inferior a la de los suelos de Farners o Fitor
y 40 veces inferior a la del suelo de Sta. Pellala (Tabla 4.3). Las
ectomicorrizas detectadas en este suelo se caracterizaban por la formacién de
estructuras entre dicétomas y coraloides, recubiertas por un manto
ectomicorricico de poco espesor, color beige y aspecto liso o ligeramente
aterciopelado con zonas dispersas de micelio blanco. Su aspecto externo las
hacia semejantes a las micorrizas formadas por algunas especies del género
Laccaria

El suelo de Mas Plaja presentaba la menor concentracién de propdgulos
ectomicorricicos infectivos (Tabla 4.3). La falta de signiﬂcacién aestadistica en’
el andlisis de la regresién entre la micorrizacién y la dilucién de suelo, no
permitia un cédlculo fiable de los valores UPI,, y UPI,. No obstante, la
dilucién al 50 % en suelo esterilizado (10°') eliminaba totalmente la formacién
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de ectomicorrizas en el sistema radical de las plédntulas de P. pinaster (Fig
4.2) y por tanto, se puede estimar que este suelo presentaba el potencial
infectivo més bajo de todos los estudiados. En el suelo sin diluir se detectaba
un solo tipo de ectomicorrizas, caracterizado por la formacién de estructuras
dicStomas a coraloides de longitud variable. El manto fahgico presentaba un
aspecto algodonoso de color blanco, a veces beige oscuro, con abundante
formacidén de micelioc externo y rizomorfas del mismo color. Las caracteristicas
macroscépicas las asemejaban, en ocasiones, a las micorrizas formadas por
Scleroderma o Paxillus.

Receptividad de los distintos suelos forestales a las especies de hongos
ectomicorricicos seleccionadas para P. pinaster.

La evolucién de la micorrizacién en las plantas inoculadas con L. bicolor
S-238 presentaba claras diferencias en funcién del suelo de trasplante (Fig
4.3). En los suelos de Sta. Pellaia, Farners, Fitor y Montseny, de pH igual o
inferior a 5.6 (Tabla 4.2), el hongo se estableci6 en las nuevas raices formadas
llegando a porcentajes de micorrizacién que oscilaban entre el 48 y el 63 %.
En las plantas inoculadas y trasplantadas en los suelos de Gualba y Mas Plaja,
con valores de pH 7.3 y 7.4, no se detectaron micorrizas atribuibles a L.
bicolor después de 3.5 meses de crecimiento. Se podia establecer una alta
correlacién (r = -0.95 **) entre el pH del suelo y el porcentaje final de nuevas
raices micorrizadas por L. bicolor. Las microfloras naturales de los suelos de
Fitor y Montseny presentaban poblaciones de hongos capaces de formar
ectomicorrizas que, por sus caracteristicas morfolégicas, resultaban
indistinguibles de las formadas por L. bicolor. Estos hongos, que ya habian
sido detectados en los bicensayos de infectividad, formaron las micorrizas
'tipo Laccarid detectadas en las plantas control no inoculadas.

Fig. 4.3. Porcentajes de rafces cortas micorrizadas por L. bicolor y distintos hongos
nativos en plantas de P. pinaster, no inoculadas o previamente inoculadas con L. bicolor 8~
238, trasplantadas a distintos suelos forestales. Las T{neas verticales repraesentan el error
estdndar interno. No se presentaban diferencias estadisticamente significativas (P X 0.05)
entre las barras que comparten una misma letra minuscula dentro de un mismo suelo
{horizontal), ni entre las barras que comparten una misma lstra mayascula para un mismo
tratamiento de inoculacidn (vertical). Aunque en las graficas se representan las medias
reales, el andlisis estad{stico se realizé con la transformacidén angular de los datos.
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Laccaria bicolor fue capaz de extenderse a las nuevas raices Incluso en
suelos como Sta. Pellaia, Farners y Fitor, con una gran concentracion de
propdgulos ectomicorricicos y un alto potencial infectivo (Tabla 4.3). Excepto
en el suelo de Fitor, la presencia de L. bicoiér S$-238 desplazaba a la micoflora
nativa, afectando significativamente la formacién de ectomicorrizas por parte
de otros hongos.

Las inoculaciones con M. ambiguus, P. tinctoriusy R. roseofus, permitieron
establecer tres niveles iniciales de micorrizacién: (a) plantas no micorrizadas,
(b) plantas con menos de un 50 % de las raices micorrizadas y (c) plantas con
més de un 50 ¥ de las raices micorrizadas. No obstante, el ndmero total de
plantas obtenidas con un nivel de infeccién inferior al 50 ¥ (b} no permitia
trasplantar este tratamiento a todos los suelos.

El porcentaje final de raices cortas micorrizadas por M. ambiguus era
mayor en las plantas que habian sido trasplantadas con una micorrizacién
inicial superior al 50 ¥ (Fig 4.4). Dentro de estas plantas, el porcentaje de
raices cortas micorrizadas con M. ambiguus era mayor' en las nuevas raices
formadas por las plantas trasplantadas a los suelos de Sta. Pellaia, Montseny
y Mas Plaja; pero solo lograba superar el nivel de colonizacidn radical de los
hongos naﬁvcs en los suelos con un menor potencial infectivo (Mas Plaja y
Montseny). No obstante, no fue posible establecer ning‘una correlaciéon
significativa entre la micorrizacién final por M. ambiguus y el nivel de inéculo
natural del suelo o alguno de los pardmetros fisicoquimicos.

La extensién de la colonizacién ectomicorricica por P. tinctorius mostraba
diferenclas significativas segln el nivel de micorrizacién inicial de las plantas
y el suelo de trasplante (Fig 4.5). Como cabia esperar, las plantas con una
micorrizacién iniclal superior al 50 ¥ mostraban un porcentaje final de raices
infectadas por P. tinctorius més alto que las plantas trasplantadas con menos
de un 50 % de micorrizacién inicial. No obstante, estas diferencias sélo eran
significativas en los suelos de Sta. Pellaia y Fitor.

Fig. 4.4. porcentajes de rafces cortas micorrizadas por M. ambiguus y distintos hongos
nativos en plantas de P. pinaster, no inoculadas o previamente inoculadas con M. ambiguus,
trasplantadas a distintos suelos forestales. Las lineas verticales representan el error
astdndar interno. No se presentaban difsrancias estad{sticamente significativas (P < 0.05)
entre las barras que comparten una misma letra mindascula dentro de un mismo suelc
{horizontal), ni entre las barras que comparten una misma letra mayiscula para un mismo
tratamionto de inoculacidén {(vertical}. Aungque en las grdficas se representan las medias
reales, el andlisis estadfstico se realizé con la transformacidn angular de los datos.
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En los suelos mas 4cidos (Sta. Pellaia, Farners, Fitor y Montseny) los
porcentajes de nuevas raices cortas micorrizadas por P. tinctorius oscilaban
entre un 15 y un 30 %, siendo signiﬁcativamente mayores que en el suelo de
Mas Plaja, con un pH superior a 7. El nivel de colonizacién radical debida a
los hongos nativos era, en todos los casos, igual o superior al nivel de
colonizacién de P. tinctorius. En las plantas trasplantadas con un nivel de
micorrizacién inicial superior al 50 %, se podia establecer una alta correlacién
entre el porcentaje final de raices micorrizadas por P. tinctorius y el
contenido en materia orgénica (r = 0.92 ***) o el pH del suelo (r = -0.89 **).
La importancia de las caracteristicas del suelo, sobre el establecimiento de P.
tinctorius en las nuevas raices formadas, se detectaba también en las plantas
trasplantadas con un nivel inicial de micorrizacién inferior al 50 %. Asi, las
micorrizas formadas por A. tinctorius eran préacticamente nulas en el suelo de
Gualba (pH > 7) y en el suelo de Sta. Pellala, con el potencial infectivo més
alto (Tabla 4.3, Fig 4.2). La presencia de P. tinctorius, en el sistema radical
de {as plantas inoculadas, no tuvo un efecto significativo sobre la colonizacién
de las nuevas raices por parte de los hongos ectomicorricicos nativos en los
suelo con un potencial de inéculo alto (Sta. Pellala, Farners y Fitor), y solo
se detectaron diferenclas, respecto a las plantas control no inoculadas, en
aquellos suelos con una baja diversidad de hongos ectomicorricicos autéctonos
(Gualba, Montseny y Mas Plaja).

El seguimiento de la micorrizacién con R. roseolus se vio dificultada por la
presencia, en casi todos los suelos, de poblaciones de hongos nativos capaces
de formar ectomicorrizas que, desde un punto de vista morfolégico, no se
podian distinguir de las formadas por R. roseolus. Las plantas con un nivel
de micorrizacién inicial superior al 50 ¥ y trasplantadas a suelos 4cidos (Sta.
Pellaia, Farners, Fitor y Montseny) presentaban un porcentaje de micorrizas
del tipo R. roseolus superior al de las plantas control no inoculadas o al de
las plantas trasplantadas con un porcentaje de micorrizacién iniclal

Fig. 4.5. Porcentajes de raices cortas micorrizadas por P. tinctorius y distintos hongos
nativos en plantas de P. pinaster, no inoculadas o previamente inoculadas con P. tinctorius,
trasplantadas a distintos suelos forestales. Las 1fneas verticales representan el error
estdandar intarno. No se presentaban diferencias estadisticamente significativas (P £ 0.05)
sntre las barras que comparten una misma letra minascula dentro de un mismoc suelo
{horizontal), ni entre Tas barras que comparten una misma letra mayuscula para un mismo
tratamiento de inoculacién (vertical). Aunque en 1las griaficas se representan Jas medias
reales, el andlisis estadistico se realizé con la transformacién angular de los datos.
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inferior al 50 % (Fig 4.6). En los suelos de pH superior a 7, los niveles de
raices infectadas por R. roseolus eran muy bajos o nulos. Para las plantas
trasplantadas con un nivel inicial de micorr_?zacién superior al 50 %, se podia
establecer una correlacién entre: el porcentaje final de micorrizas del tipo
Rhizopogon y el pH del suelo (r = -0.95 ***), Al mismo tiempo, entre los suelos
de pH 4cido, los niveles m4s altos de micorrizacién con R. roseolus tendian a
establecerse en aquellos con una menor diversidad en la micoflora nativa
(Farners y Montseny). La formacién de otras ectomicorrizas nativas ho se vio
afectada por la presencia de R. roseolus en el sistema radical de las plantas
traspliantadas.

Las plantas inoculadas con §. citrinum partian con un elevado nivel de
micorrizacién iniclal (80 * 3 ¥). En la mayoria de los suelos probados (Sta.
Pellaia, Farners y Fitor), S. citrinum colonizé las nuevas raices formadas por
las plantas inoculadas; impidiendo, casi totalmente, la formacién de otros tipos
de ectomicorrizas (Fig 4.7). Solo en el suelo de Sta. Pellaia, con un alto
potencial infectivo y una elevada diversidad en ia micoflora nativa, se
detectaban ectomicorrizas distintas de las formadas por S. citrinum.

Discusién

Las técnicas de dilucién de suelo y el trasplante de plantas micorrizadas
en condiciones de contenedor e invernadero, utilizadas en los bioensayos bajo
condiciones controladas presentados en este capitulo, resultaron efectivas
para determinar: (1) el potencial de In6culo y la abundancia relativa de
propégulos ectomicorriclcos nativos en distintos suelos y (ii) la competitividad
de los hongos seleccionados una vez introducidos en diferentes suelos de
origen natural.

Fig. 4.6. Porcentajes de rafces cortas micorrizadas por R. roseofus y distintos hongos
nativos en plantas de P. pinaster, no inoculadas o previamente inoculadas con R. roseolus,
trasplantadas a distintos suelogs forestales. Las 1fneas verticales representan el error
estandar interno. Ho se presentaban diferencias sstadisticamente significativas (f S0.05)
entre las barras que comparten una misma Jetra mindscula dentro de un mismo suelo
{horizontal), ni entre las barras gue comparten una misma Tetra maydscula para un mismo
tratamiento de inoculacidén {vertical). Aungue en 1as graficas se raepresentan 1as medias
reales, el andlisis estadfstico ge realizd con la transformacidn angular de los datos,
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ng. 4.7. Porcentajes de rafces cortas micorrizadas por S. citrinum y distintos hongos
nativos en plantas de P. pinaster, no inoculadas o previamente inoculadas con 8. citrinum,
trasplantadas a distintos suelos forestales. Las lineas verticales representan al error
astandar interno. No se presentaban diferencias estadfisticamente significativas (P £ 0.05)
entre 1as barras que compartsn una misma letra mintscula dentro de un mismo sueloc
{horizontal), ni entre las barras que comparten una misma letra mayuascula para un mismo
. tratamiento de inoculacién (vertical). Aunque en Tas graficas se representan las medias
reales, @1 andlisis estadistico se realizé con la tranaformacién angular de los datos.
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La realizacién de bioensayos en condiciones de invernadero ha sido un
método ampliamente utilizado para determinar la diversidad y el potencial de
indculo ectomicorricico en distintos suelos de reforestacién (Perry et al., 1982;
Schoeneberger y Perry, 1982; Parke et al, 1984; Massicotte et al, 1990). No
obstante, hay que tener en éuenta que algunos de los hongos micorricicos
detectados en ias condiciones del ensayo pueden no ser efectivos, o incluso
viables, en su propio entorno natural; pero, en estas condiciones artificiales,
pueden ejercer una fuerte competencia sobre las especies mas adaptadas,
produciendo diferencias con respecto a los resultados que se habrian
obtenido en campo. La formacién de ectomicorrizas depende directamente de
la existencia de una fuente de indculo aproplada para la especie arbérea, pero
estard influenciada por una serie de variables ambientales y por las
propiedades del suelo, como: la aireaclén (Read y Armstrong, 1972; Meyer,
1974; Mosse et al.,, 1981), {a humedad del suelo (Worley y Hackskaylo, 1959;
Gadgil, 1972; Theodorou, 1978; Lodge, 1989; Bougher y Malajczuk, 1990), ia
temperatura (Marx et al., 1970; Theodorou y Bowen, 1971), el pH (Marx y Zak,
1965; Theodorou y Bowen, 1969; Slankis, 1974; Erland et al., 1990; Marx, 1990),
los nutrientes (Slankis, 1974; Marx et al., 1977b; Danielson et al, 1984a ;
Castellano et al, 1985) y la materia orgdnica (Alvarez et al, 1979; Harvey et
al., 1979, 1987; Kropp, 1982 b; Schoeneberger y Perry, 1982; Parke et al., 1983b
; Rose et al., 1983; McAffe y Fortin, 1989). Muchos de estos pardmetros son
( extremadamente variables de un suelo a otro, Y para una misma zona pueden
presentarse también diferencias notables a lo largo del afo. El disefio de
bicensayos en condiciones controladas es un método utilizado para poder
establecer comparaciones entre suelos, sin que la variacién incontrolada de
parédmetros como la temperatura y la disponibilidad de agua afecten la
interpretacién de los resultados. En la realizacién de los ensayos se han
mantenido niveles de riego y temperatura adecuados para el desarrolio de la
planta y los hongos ectomicorricicos, evitando situaciones extremas que
pudieran interferir en el establecimiento de la simbiosis (Lodge, 1989; Bougher
y Malajczuk, 1980). No obstante, se ha demostrado que las variaciones de
temperatura no afectan significativamente la composicién relativa de las
especies ectomicorricicas detectables (Parke et al, 19834, ¢). ;

La manipulacién del suelo, implicita en estos bioensayos, provoca un camhié
estructural y afecta no solo a los hongos ectomicorricicos, sino también a
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otros microorganismos que puedan interaccionar en el establecimiento de
micorrizas (Ridge y Theodorou, 1972; Bowen y Theodorou, 1979; Perry y Rose,
1983; Garbaye y Bowen, 1987) o el crecimiento de la planta (Chanway y Holl,
1991). Con la prudencia aconsejable en la interpretacién de los datos
obtenidos por bioensayo, se puede considerar que los resuitados obtenidos
son vdalidos para establecer comparaciones entre el potencial infectivo y la
composicién de especies esctomicorricicas de distintos suelos forestales, asf
como para evaluar la capacidad competitiva de distintos hongos seleccionados
sometidos a la presién de las caracteristicas fisicoquimicas y la microflora
autéctona de diferentes suelos de origen natural. No obstante, utilizarlos para
establecer predicciones requiere investigaciones posteriores a largo plazo,
con el seguimiento de plantaciones experimentales disefiadas para determinar
el paralelismo existente entre las observaciones en condiciones controladas y
la respuesta real en campo.

La relacién entre la micorrizacién de las plantas y la variacién de la
concentracién de inéculo natural, provocada mediante la dilucién del suelo, ha
permitido establecer diferencias entre el potencial infectivo de distintos
suelos., Los suelos sin cobertura arbérea o de reciente reforestaciéon (Mas
Plaja o Montseny) presentan un potencial infectivo, vy una densidad y
diversidad de indéculo ectomicorricico, mucho menor que los suelos de
plantaciones forestales (Fitor y Gualba) o pinares espontdneos (Sta. Pellaia y
Farners). Esta misma situacién se ha descrito con suelos, forestados y no
forestados, procedentes de distintas condiciones ecolégicas y para diferentes
especies forestales (Harvey et al., 1980; Schoeneberger y Perry, 1982; Parke
et al., 1984; Amaranthus y Perry, 1987). La supervivencia y distribucién de
los propdgulos de los hongos ectomicorricicos, en ausencia de una planta
hospedadora viva, es poco conocida. Se ha sugerido que los hongos
ectomicorricicos no sobreviven durante mucho tiempo sin los nutrientes
suministrados por el fitosimbionte (Hacskaylo, 1973), produciéndose una
répida disminucidn o una total desaparicién de las ectomicorrizas activas poco
tiempo después de la eliminacién de los 4rboles (Harvey et al., 1980). varias
Cistaceas y Ericaceas forman micorrizas con algunos de los hongos
ectomicorricicos de las coniferas (Largent et al, 1980; Molina y Trappe, 1982b;
Malloch y Thorn, 1985), por lo que estas poblaciones de hongos micorricicos
pueden mantenerse viables en ausencia de sus hospedadores arbéreos. En
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otros casos, la materia orgédnica del suelo forestal o los restos de madera
pueden actuar como reservorios de inbSculo ectomicorricico (Harvey et al.,
1978, 1979; Kropp, 1982a; Parke et al, 1983b). La recolonizacién a partir de
las micorrizas de bosques o piantacioﬁes vecinas estd limitada a unos pocos
metros en las zonas adyacentes (Harvey et al., 1980) y, por tanto, dependera
bééicamente del aporte de indculo externo (Maser et al, 1978; Kotter y
Farentinos, 1984a).

La formacidon de micorrizas tiene un importante papel en la captacién de
agua y la tolerancia al estrés hidrico (Reid, 1979; Parke et al, 1983a). La
rapidez con que se formen tendrid una importancia especial para tla
supervivencia y el crecimiento de los plantones en zonas con periodos de
sequia (Mikola, 1970; Slanklis, 1974) como los que suelen darse en el 4rea
mediterrénea. Al mismo tiempo, los climas secos pueden limitar la actividad de
los hongos ectomicorricicos y reducir el periodo de tlempo en el que se
conjugan las condiciones 6ptimas para permitir la germinacién de las esporas
y el crecimiento del micelio, disminuyendo {as posibilidades de que las plantas
trasplantadas se micorricen rdpidamente (Slankis, 1974). La menor presencia
de indculo ectomicorricico en los suelos carentes de una comunidad arbérea
bien desarrollada, no implica una deficiencia real de in6culo micorricico. Las
plantas de P. pinaster no micorrizadas que eran trasplantadas a estos suelos
(Mas Plaja y Montseny) mostraban niveles de infeccién moderados (30~50 %)
a los tres meses de crecimiento en condiciones 6ptimas. No obstante, en
condiclones de campo y a causa de las variaciones estacionales, puede existir
un periodo adverso al establecimiento de ectomicorrizas, y las plantas
trasplantadas podrian afrontar el comienzo de algin estrés ambiental sin la
ventaja de haber alcanzado un adecuado estado simbidtico. Aunque el nivel
de eficiencia del simbionte flngico en la captacién de nutrientes y el
transporte de agua puede ser mds importante que el porcentaje de raices
micorrizadas, se ha demostrado una relacién positiva entre la abundancia de
micorrizas y el crecimiento de la planta (Ruehle et al, 1981b ; Last et al,
1990). Por tanto, la utilizacién de plantas micorrizadas en vivero, para la
reforestacién de zonas que han permanecido desprovistas de cubierta arbérea
durante un periodo m&s o menos prolongado de tiempo, serd mucho més
efectiva que cuando se trate de reforestar zonas recientemente taladas y que
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habian estado ocupadas por la misma especie vegetal o una especie forestal
micorricicamente compatible.

La reforestacién con plantas micorrizadas en vivero presentard mayores
ventajas que la utilizacién de plantas no micorrizadas o espontdneamente
micorrizadas si la inoculacién se realiza con una cepa fungica seleccionada por
su capacidad de incrementar la supervivencia y el crecimiento de la planta
(Trappe, 1977; Kropp y Langlois, 1990; Marx et al., 1991). La expresién de esta
capacidad dependerd de la permanencia del hongo inoculado en el sistema
radical de la planta una vez trasplantada a campo, y por tanto, dependeré de
la adaptacién del hongo a las condiclones ecoldgicas de la zona y de su
capacidad competitiva frente a la flora ectomicorricica autéctona presente en
el momento en que se realice la plantacién (Garbaye, 1983).

En los experimentos realizados, L. bicolor S-238 y S. citrinum han
demostrado ser hongos ectomicorricicos con un alto potencial colonizador,
capaces de desarrollarse a partir de las micorrizas formadas durante la fase
de inoculacién e infectar la mayor parte de las raices producidas después
del trasplante. El establecimiento de L. bicolor en el nuevo sistema radical
esta fuertemente condicionado por el pH del suelo. Asi, en condiciones de pH
4cido, es capaz de permanecer y extenderse incluso en suelos con un alto
potencial de in6culo (Sta. Pellaia, Farners, Fitor y Montseny), pero en cambio,
desaparece totalmente en suelos de pH ligeramente bdsico (Gualba y Mas
Plaja). L. bicolor ! es una especie ampliamente distribuida en todo el mundo,
presente tanto en viveros como en plantaciones de distintas especies
forestales, incluido P. pinaster, y que se ha utilizado con éxito para la
micorrizacién controlada en vivero (Molina y Chamard, 1983; Hung y Molina,
1986b; Le Tacon y Garbaye, 1990). Se ha demostrado que, en determinadas
condiciones, es capaz de mantenerse en el sistema radical de las plantas
inoculadas y mejorar su crecimiento, mostrandose muy competitiva frente a
la flora ectomicorricica nativa (McAffevy Fortin, 1986; Hung y Trappe, 1987,
Villeneuve et al., 1991). En otros casos, se ha considerado un débil competidor
(Chu-Chou y Grace, 1985) y ha sido desplazada por la flora nativa en
determinadas condiciones de campo (Bledsce et al., 1982; Danielson, 1988).

1 La cepa 8-238, utilizada en los experimentos de trasplante a suelo,
habfa gsido identificada como L. Taccata Cooke sansu Jato antes de ser
reclasificada por Armstrong ot al., 1989.
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Scleroderma citrinum es una especie ectomicorricica bien conocida (Trappe,
1962; Malajczuk et al,, 1982; Richter y Bruhn, 1986, 1980; Kannan y Natarajan,
1987), comlnmente asociada a distintas especies arbéreas, tanto en viveros
como en bosques y plantaciones (Schrémm, 1966; Garrido, 1984, 1986; Ingieby
et al., 1985), pero poco estudiada desde el punto de vista de su aplicacién en
la micorrizacién de plantas para reforestacién (Azevedo, 1982; Beckjord y
MciIntosh, 1984; Ford et al., 1985; Richter y Bruhn, 1987). En los experimentos
realizados, se ha demostrado que 8. citrinum es una especie altamente
infectiva, capaz de colonizar totalmente el sistema radical de las plantas de
P. pinaster durante la fase de inoculacién y de extenderse rdpidamente a las
nuevas raices producidas tras el trasplante a suelos de origen natural. En la
mayoria de los suelos compite eficazmente con las poblaciones nativas,
impidiendo, casi totalmente, la formacién de micorrizas por parte de otras
especies fungicas. Es capaz de adaptarse a distintas condiclones de pH y su
permanencia en el sistema radical de la planta solo se ve disminuida en suelos
con un alto potencial de in6culo y una gran diversidad de especies
ectomicorricicas nativas.

-Melanogaster es un género ectomicorricico poco estudiado desde el punto
de vista de su aplicacién préactica (Molina y Trappe, 19824 Pariadé, 1992). Los
resultados obtenidos, indican que la capacidad competitiva de M. ambiguus
debe considerarse muy reducida. Sélo mantenia una presencia preponderante
en aquellos suelos con un bajo potencial de indculo y una minima diversidad
en la composicién de especies ectomicorricicas nativas, aunque era capaz de
adaptarse tanto a suelos 4dcidos como bésicos.

P. tinctorius es una especie ectomicorricica que ha sido ampliamente
utilizada para la inoculacién de viveros, tanto en zonas tropicales como
femp!adas ( Marx et al., 1982, 19843a). No obs‘tante, se ha demostrado que la
viabilidad del indculo de P. tinctorius y su capacidad para la formacién de
ectomicorrizas se ve muy reducida en suéies de pH cercanos a 7 (Marx, 1980).
La reforestacidén con plantas micorrizadas con P. tinctorius ha dado buenos
resultados en la introduccidn de especies exéticas y la recuperacién de zonas
degradadas de diverso origen (Marx, 1980; Marx y Ruehle, 1989; Marx et al,,
1981), aunque se ha mostrade inefectiva en otros casos (Molina y Trappe,
%98&), demostréndose incluso la desaparicién del hongo en el sistema :‘em‘i{:ai1
de las plantas trasplantadas (Riffle y Tinus, 1982; Grossnickie y Reid, 1983;
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Hung y Trappe, 1987). Los resultados obtenidos en los bloensayos de
trasplante a suelos, en coincidencia con los descritos con otras especies
arbéreas y en distintas condiciones experimentaies (Mousain et al., 1977;
McAffe y Fortin, 1986), han demostrado uné reducida capacidad competitiva.
La permanencia de la cepa A-93 de P. tinctorius, en el sistema radical de las
plantas, estaba muy condicionada por las propiedades fisicoquimicas vy
estructurales de los suelos de trasplante, y solo se mantenia en un nivel de
micorrizacién comparable al de la micoflora nativa en suelos de pH 4cido, de
textura arenosa y con una poblacién ectomicorricica nativa poco diversificada.

Algunas especies del género Rhizopogon han sido utilizadas con éxito para
la micorrizacién controlada en vivero de distintas especies forestales
(Theodorou, 1971; Theodorou y Bowen, 1973; Azevedo, 1982; Castellano y
Trappe, 1985; Castellano et al,, 1985; Chu-Chou y Grace, 1985). Los resultados
obtenidos demuestran que R. roseolus puede ser un buen colonizador y
extenderse a las nuevas raices producidas en los suelos de pH Acido. En
dichos suelos, R. roseolus es capaz mantener niveles de micorrizacién
comparabies a los formados por el total de los hongos nativos existentes,
demostrando una alta capacidad competitiva en aquellos suelos que, ademds,
presentan una baja diversidad en la micoflora ectomicorricica nativa. McAffe
y Fortin (1986) y Chu-Chou y Grace (1990) han descrito resultados similares

' asociado a otras especies forestales y en distintas

para R. rubescens
condiciones experimentales.

Para que la micorrizacién con P. tinctorius resulte efectiva en campo, es
necesario que las plantas del vivero presentasen al menos un 50 % de las
raices cortas infectadas por el hongo (Marx, 1980; Ruehle et al., 1981b).
Aunque no se dispone de estudios realizados para otras especies
ectomicorricicas, el nivel de un 50 ¥ de micorrizacién se ha tomado, en
general, como un buen Iindicador para asegurar la efectividad de la
inoculacién realizada en vivero (Last et al, 1990; Trofymov, 19390). Los
resultados obtenidos con especies como M. ambiguus, P. tinctorius y R.
roseolus, indican que si la micorrizacién obtenida mediante la inoculacién en

vivero es inferior al 50 %, es muy poco probable que el hongo introducido se

1 Segun J.M. Trappe (no publicado) R. rubescens debe considerarse como

un sindénimo de R. roseolus.
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mantenga presente en el sistema radical de las plantas de P. pinaster una vez
sean trasplantadas a suelo. Sin embargo, L. bicolor S-~238, con un alto
potencial infectivo vy una gran capacidad competitiva en suelos de pH 4cido,
es capaz de colonizar las nuevas raices y mantenerse como simbionte
ectomicorricico dominante partiendo de porcentajes de infeccién inferiores al
50%.

Comparando el comportamiento de los distintos hongos utilizados en este
estudio, L. bicolor y 8. citrinum aparecen como los micobiontes mds
prometedores dada su alta capacidad colonizadora y su elevado potencial
competitivo en la mayoria de suelos testados. R. roseolus, aungue con una
capacidad competitiva menor que los anteriores, es capaz de mantener una
importante presencia simbidtica cuando la presién de in6culo natural del suelo
de trasplante es baja. Al género Rhizopogon se le atribuye la capacidad de
conferir a las plantas una mavor resistencia a las condiciones de estrés
hidrico (Parke et al.,, 1983a), generalmente limitantes del crecimiento vegetal
en nuestra zona ecolégica. Por tanto, no hay que desestimar a esta especie
en un programa de micorrizacién controlada para mejorar la calidad de las
plantas utilizadas a la reforestacién con P. pinaster. Por uGltimo, la
micorrizacién con M. ambiguusy P. tintorius A-93 presenta unas posibilidades
potenciales de éxito muy restringidas y limitadas a suelos con un potencial
de inéculo nativo muy bajo. No obstante, se ha demostrado una gran
variabilidad intraespecifica en los hongos ectomicorricicos (Lalho, 1970;
Molina, 1979b) y por tanto, no hay que descartar la posibilidad de obtener
otras cepas con caracteristicas ecotfpicas y comportamientos distintos.

Los resultados obtenidos en los bicensayos bajo condiciones controladas
no deben extrapolarse directamente para predecir el comportamiento de estas
plantas en c¢ampo. Las investigaciones tlenen que proseguir con el
establecimiento de parcelas experimentales que permitan evaluar, de una
forma global, la evolucién de la micorrizacién y el efecto sobre el crecimiento
de las planta en condiciones de campo. No obstante, los resultados obtenidos
aportan una serie de evidencias que ayudardn a determinar las especies
fungicas que requieren una mayor dedicacién investigadora y los pardmetros
que se deben estudiar con mayor atenclién en futuras investigaciones. Esta
informacién serd de gran utilidad para el establecimiento de prioridades dé
investigacion en experimentos de campo, generalmente de costo elevado y con
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resultados a largo plazo. Si llegara a establecerse un paralelismo significativo
entre los resuitados obtenldos en los bicensayos y el comportamiento en
campo, las técnicas desarrolladas en este frabajo serian de gran utilidad para
la seleccién de hongos ectomicorricicos aplléabtes a la mejora de ia calidad de
las plantas destinadas a reforestacion.
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Estado micorricico de Pinus pinaster en cinco viveros de
Catalufa.

Introduccién

En todo programa de repoblacién forestal, la calidad de la planta que se
utilizard es de capital importancia. Esta calidad vendrd determinada por el
origen del material vegetal utilizado y por el manejo a que se someta durante
la fase de produccién viveristica (Duryea, 1984; Duryea y Brown, 1984).

Segun datos oficiales, Espafia cuenta con 163 viveros dedicados a la
produccién de planta para reforestacién, con una producclédn total de 108
millones de plantones entre resinosas y frondosas (M.A.P.A,, 1988),

Frecuentemente, los criterios para determinar la calidad de una planta se
limitan a evaluar el estado y el tamafio de la parte aérea del plantdn, sin
prestar mucha atencién a la calidad del sistema radical, aun conociendo su
enorme importancia en la captacién de agua y nutrientes. Por tanto, para
evaluar de forma completa la calidad de un plantén y predecir su potencial de
supervivencia, se debe profundizar en el conocimiento de su estado radical
(Ritchie, 1984). ,

En condiciones naturales, todas las especies forestales forman micorrizas
(Meyer, 1973; Newman y Reddell, 1987). Esta simbiosis, entre las raices de la
planta y hongos especializados del suelo, proporciona numerosas ventajas,
aumentando la captacion de agua y nutrientes (Bowen, 1973; Harley y Smith,
1983) y protegiendo a la planta frente a determinados tipos de patdgenos
(Marx, 1972; Schenck, 1981; Perrin, 1991).

Las plantas no micorrizadas pueden sufrir graves problemas de crecimiento
durante la fase de vivero (Mitchell et al., 1937; Pardos, 1962; Trappe y Strand,
1969) y una escasa 0 nula supervivencia en las reforestaciones realizadas en
suelos no forestales (Mikola, 1970; Trappe, 1977). Por tanto, la presencia y
abundancia de ectomicorrizas debe ser tomada en consideracién al evaluar la
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calidad de una planta y predecir cual serd su comportamiento tras el
trasplante a campo.

El objetivo principal del trabajo expuesto en este apéndice era determinar
la calidad de las plantas de Pinus pinaster producidas en algunos de los
viveros forestales de Catalufia, con especial atencién al estado ectomicorricico

de su sistema radical.

Materiales y Métodos

Localizacién de los viveros.
Como representativos de la actual produccién viveristica, se eligieron cinco
viveros que contaban con P. pinaster entre las especies producidas (Fig A.1):
1) El vivero de Besall, en la comarca de la Garrotxa (Girona), se encuentra
a una altura de 400 m sobre el nivel del mar. A 42° 11’ de latitud N y 2°
30’ de longitud E, se sitla en una zona de clima Templado Cdlido. La
temperatura media anual es de 12.8 °C (33.7 °C de méxima y -9.5 °C de
minima) y la precipitacién media anual de 1019 mm. Se dedica a la
produccién de Populus spp. y coniferas para repoblacién: Pinus mugo
Turra, P. pinaster Ait.,, P. sylvestris L. y Picea abies (L.) Karst
principalmente.
2) El vivero de Breda estd situado en la comarca de La Selva (Girona), a
una altura de 90 m sobre el nivel del mar y a 41° 45’ de latitud N y 2° 34’
de longitud E. Se encuentra en una zona de clima Mediterraneo Tempiado,
con una temperatura media anual de 15.3 °C (36.3 °C de méxima y -8.0 °C
de minima) y una pluviometria anual de 795 mm. Se dedica principalmente
a la produccién de Populus spp. ¥ Ulmus sp., asi como a coniferas para
reforestacién: P. halepensis Mill., P. pinaster, P. pinea L., P. radiata D. Don
y algunas especies de interés ornamental (Cupressus sp., Thuja sp.).
3) El vivero del Llobregat, situado en La Pobla de Lillet, comarca del
Bergada (Barcelona), se encuentra a 800 m de altitud, 42° 11’ de latitud N
y 1° 50’ de longitud E. Se sittia en una zona de clima Templado Célido, con
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una temperatura media anual de 11.4 °C (33.6 °C de méxima y -9.2 °C de
minima) y una precipitacién anual media de 851 mm. Se dedica a la
produccidén de coniferas para repoblacién, principalmente: Pinus nigra
Arnold (subsp. nigray subsp. clusiana) y P. sylvestris. En menor escala,
produce también: Larix decidua Mill,, P. abies, P. mugo, P. pinaster, Pinus
ponderosa Dougl. ex Laws y Pseudotsuga menziesii (Mirb) Franco.

4} E| vivero de La Conca de Tremp, localizado en Tremp, comarca del
Pallars Jussa (Lleida), se encuentra a orillas del Noguera Pallaresa a 42°
11’ de latitud N, 0° 54’ de longitud E y 550 m sobre el nivel del mar. Est4d
situado en una zona de clima Mediterrdnec Templado, con una media anual
de 13.7 °C (39 °C de méaxima y -9.9 °C de minima) y una pluviometria anual
de 591 mm. Se dedica a la produccién de Populus spp. y coniferas para
repoblacién: P. abies, P. nigra (subsp. nigra y subsp. clusiana) y P.
pinaster, cultivadas en bolsa de plédstico (15 cm x 5 cm de didmetro) y
utilizando como substrato de cuitivo el propio suelo aluvial del rio.

y 5) El vivero de Sant Ramén, se encuentra en Constanti, comarca de! Baix
Camp (Tarragona), a 41° 12’ de latitud N, 1° 10’ de longitud E y a 117 m de
altura. Se sitda en una zona climética de tipo Mediterrdaneo Subtropical, con
una temperatura media anual de 16 °C (32 °C de méxima y -2.4 °C de
minima) y 500 mm de precipitacién anual media. Se dedica a la produccién
de coniferas para repoblacién en bolsa de plédstico (20 cm x 6 cm de
didmetro) utilizando como substrato un suelo arenoso de la propia zona del

vivero. Las principales especies producidas son: P. halepensis, P. pinaster
y P. pinea

Recogida de muestras.

La recogida de muestras se realizé durante el mes de marzo de 1990. En los
viveros de produccién a raiz desnuda se recogieron cuatro muestras, tomadas
al azar, dentro de cada parcela del vivero dedicada a la produccién de P.
pinaster. Cada una de las muestras estaba constituida por un grupo de 10
plantas y el blogue de suelo que rodeaba sus sistemas radicales hasta una
profundidad de 25-30 cm. En los viveros de producciéh en contenedor, se
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recogleron al azar 20 plantas de P. pinaster por vivero. Las muestras se

transportaron al laboratorio dentro de sacos de pldstico cerrados, para reducir

las pérdidas de suelo y humedad, y se conservaron a 4 °C hasta su utilizacién.

Tabla A.1.

Caracteristicas fislcoquimicas de los suelos de los viveros.

Vivero
Basald Breda Conca Liobregat Sant
de Treap Ramdn
pH
agua 8.02 6.54 8.30 8.15 8.32
KC1 7.35 5.92 7.73 7.19 7.48
Materia orgdnica (%) 2.18 1.04 0.90 1.66 0.40
Elementos gruesos (X) 6.90 16.53 11.07 18.33 11.69
Granulometria (%)
arsna gruesa 572 45.68 27.29 21.35 47.80
arsoa fina 46.09 26.83 48.94 23.78 30.40
1imo grueso 25.27 12.57 11.42 28.55 10.20
arcilia 22.92 14.92 11.35 26.32 11.60
Clase textural Franco- Franco- Franco- Arcillose  Franco-
arcilloso arcillo- Arsnoso grueso aeN0so
arenoso
Nt (%) 0.12 0.05 0.06 0.10 0.03
P ext. (mg/Kg) 22.8 44.1 30.6 31.5 34.6
K {(meq/100g) 0.24 0.24 0.16 0.31 0.14

Los andlisls de suelos se realizaron en el Servel d'Analisi de Sdis de la
Universitat Autdnoma de Barcelona.
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1-Conca de Tremp
2- Llobregat

3-Besald
4L-Breda

5- Sant Ramon

Fig A.1. - Localizacién geogréfica de los cinco viveros sometidos a muestreo.
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Procesado de las muestras.

El suelo se separd de las rafces por agitacién mecédnica suave, evitando la
rotura del sistema radical. El volumen de suélo recogido, para cada uno de los
viveros, se conservé a 4 °C para su posterior utilizacién. Los andlisis de
suelos, para determinar sus caracteristicas fisicoquimicas, se realizaron en el
Servicio de Andlisis de Suelos de la Universidad Auténoma de Barcelona.

Del total de plantas recogidas se seleccionaron 20 piantones al azar por
vivero. De estas plantas se obtuvieron los datos de crecimiento vegetativo:
didmetro del tallo a nivel del suelo, altura de! tallo desde la insercién de los
cotiledones hasta la yema apical y el peso seco de la parte adérea de la planta.
El sistema radical de cada planta se lavd con agua corriente para liberario de
los restos de suelo adherido y se procedié a su observacién microscépica para
determinar la abundancia y diversidad de ectomicorrizas.

Aislamiento de hongos ectomicorricicos en cultivo puro a partir de raices
micorrizadas.

~ Las micorrizas se separaron y clasificaron en grupos segtn el vivero de
procedencia y sus caracteristicas morfolégicas. Se tomaron entre 70 y 80
puntas radicales de cada tipo de ectomicorriza, se desinfectaron
superficialmente por inmersién en H,0, durante 1-5 min, se lavaron con agua
asterilizada y se sembraron en placas de medio Melin-Norkrans modificado
(MMN) (Marx, 1969) para proceder al aislamiento en cultivo puro de los hongos
ectomicorricicos. La capacidad simbidtica de los aislamientos obtenidos se
comprobé por sintesls de ectomicorrizas en cultivo puro (Molina, 1979a; Molina
y Palmer, 1982) con P. pinaster. Las semillas utilizadas procedian del noroeste
de la neninsuéa Ibérica. Las plantas control se inocularon con hongos
sapréfitos obtenidos en los aislamientos realizados a partir de las muestras de
raices de los viveros. Transcurridos tres meses de incubacién, se recogian las
plantas, manteniendo intacto el sistema radical, y se limpiaban los restos de
substrato adherido a las raices. Se determinaban la longitud radical, el ntimero
de raices cortas, el porcentaje de raices micorrizadas y las caracteristicas
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macroscépicas.de las ectomicorrizas formadas por cada uno de los aisiamientos
fangicos.

Crecimiento de las pldntulas de P. pinaster en los suelos de los viveros.

Dada la imposibilidad de establecer comparaciones fiables entre el
crecimiento de las plantas en los distintos viveros, debido a la gran diversidad
en las fechas de siembra y la edad de las plantas, se disefié un biocensayo bajo
condiciones controladas para determinar el efecto de los distintos suelos y
substratos en el crecimiento de P. pinaster.

Las muestras de suelo, recogidas en cada uno de los viveros y que habfan
sido conservadas a 4 °C, se tamizaron a un tamafo de particula inferior a 3
mm. Con cada una de las muestras se lienaron cinco contenedores cénicos (7
X 30 cm de capacidad). En cada contenedor se sembraron nueve semillas de P.
pinaster procedentes del noroeste de la peninsula Ibérica, previamente
desinfectadas con H,0, al 30% durante 60 min y estratificadas a 4 °C durante
28 dias. Una vez germinadas, se procedié a la eliminacidn de plantulas
sobrantes hasta dejar tres por contenedor y se hicieron crecer en un
invernadero climatizado bajo condiciones controladas de humedad (humedad
relativa minima del 50%) y temperatura {méxima 2612 °C y minima 1743 °C). Las
plantas se regaron seglin las necesidades y se fertilizaron, una vez al mes,
dispensando 10 ml por contenedor de una disolucién en agua de: 2.15 g/! de
Kristalon® (NPK : 17-6-18) (Shell), 0.24 g/| de Hortrilon® (Basf) y 0.18 g/I de
Fetrilon® (Basf), pi-i 6.5. Después de siete meses, se recogieron las plantas y
se tomaron los datos de crecimiento: altura y didmetro del tallo, peso seco de
la parte aérea de la planta y peso seco de la raiz. Se limpiaron los sistemas
radicales y se procedid a la cuantificacién de la micorrizacién mediante su
observacién microscépica.

La significacibn de las diferencias entre tratamientos se determindé por
Andlisis de la Varianza y se utilizé el test de clasificacién multiple de Tukey
(P = 0.05) para la comparacién de las medias. El anélisis estadistico de los
porcentajes de micorrizacién se realizé después de la transformacién angular -
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de los datos (sen™' (%/100)°%) para homogeneizar la varianza del error (Little
y Hills, 1878; Snedecor y Cochran, 1980; Steel y Torrei, 1980).

Resultados

Estado de las plantas de P. pinaster en los viveros sometidos a muestrea.

En la mayoria de los viveros (Besald, Conca de Tremp y Liobregat) las
plantas habfan superado la edad idénea para su utilizacién como planta para
reforestacién. Los pardmetros de crecimiento vegetative de P. pinaster en el
vivero de Breda eran aceptables para una planta de reforestacién y
presentaban una buena homogeneldad entre todas las plantas de la muestra
(Tabla A.2). En el vivero del Liobregat las plantas manifestaban graves
problemas de crecimiento (Tabla A.2). En el vivero de Besali tampoco se
conseguian buenos desarrollos vegetativos, pero el hecho méds destacable era
la gran variabilidad entre las plantas, atribuible probablemente a que la fuerte
densidad de plantacién no habia permitido un crecimiento uniforme. Finaimente,
las plantas de los viveros de Conca de Tremp y Sant Ramén evidenciaban los
efectos negativos de la produccién en bolsa de pldstico. Los sistemas radicales
de estas plantas presentaban crecimientos desiguales, con amplias zonas
necrosadas, espiralizacién de las raices y formacién de excreciones resinosas.

Estado micorricico de las plantas de P. pinaster en los viveros sometidos a
muestreo.
Vivero de Besalu
Todas las plantas observadas estaban micorrizadas. Muchas de ellas
presentaban un porcentaje de micorrizacién superior al 75 %, slendo la media
del 74.2 %. En la mayoria de las plantas aparecian tres tipos de ectomicorrizas:
A- Ectomicorrizas de manto blanco y aspecto entre aterciopelado vy
ligeramente algodonoso. Formaban abundantes cordones miceliares y
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rizomorfas blancas. Sus caracteristicas morfolégicas eran similares a las
de las micorrizas formadas por Scleroderma.

B~ Ectomicorrizas de manto negro, cortas, doble o triplemente bifurcadas,
y rodeadas por un micello externo, mds o menos abundante, de color negro.
Formaban cordones micellares también negros. A pesar del color, eran muy
distintas a las formadas por Cenococcum geophilium,

y C- Micorrizas de color beige miel, cortas, bifurcadas o doblemente
bifurcadas. Manto ectomicorricico de aspeacto superficial liso o hirsuto, con
zonas de micello blanco disperso. Sin cordones micellares ni rizomorfas.

Tablia A.2

Crecimiento y estado micorricico de las plantas de P. pinaster producidas en
cinco viveros de Catalufia.

Vivero adad de las Didmsetro Altura Peno seco Hicorrizacidn

8.3 82

plantas dal talls del tallo de Ta partos
(afos) (mm) (cm) adrea (9) X plantas Grado® Diveraidudd
Besalc? 3 3.4 t1.4 20.8%9.5 3.0% 33 100 3
Sreda® 1 2.2 +0.6 1.8%25 0.9t 0.6 100 1
Conca de TreepP 4 5.3 £1.8 33,8 %98 11.9 +14.7 100 3
Llobregat® ] 2.3 k0.5 15.0%3.8 o.8% o4 s+ 1
Sant Ramén® 1 1.8 0.4 16.86%3.8 o.8% + 2

Los datos reprasantan la media de 20 plantas por vivero % a1l error estindar.

& - plantas producidas a rafiz desnuda.

b ~ plantas producidas en bolsa de plistico.

¢ - porcentals de rafces infectadas: +s0-25%, +4s20-%0%, +34=%51-75X, $+4x78-100%,

4 - la diversidad se sxpress como &1 nimero de tipos ds sctomicorrizas detectades utilizande
Tos caractsrss distintives ds su morfologia extarna {color, aspecto superticial del manto y
presencia de cordones miceliares y rizomorfas).
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Las ectomicorrizas del tipo A eran las més frecuentes y se presentaban en
todas las plantas. Las menos frecuentes eran las micorrizas dst tipo C,
presentes solo en el 30X de las plantas. La relacién de frecuencias relativas
entre los tres tipos se podria establecer aproximadamente de: 13(A)/7(B)/4(C).

Vivero de Breda
Todas ilas plantas estaban micorrizadas y e! nivel de micorrizacién por
planta oscilaba entre el 90 y el 100 %, Todas las micorrizas presentaban las
mismas caracteristicas morfolégicas y probablements estaban formadas por una
unica sspecie fungica. Las micorrizas, de sstructura bifurcada a coralolde, se
localizaban principaimente en las raices laterales superiores del sistema
radical. El manto ectomicorricico era de color blanco brillante y aspecto
aterciopelado. Formaban abundantes cordones micellares y rizomorfas también
blancas. Dada la falta de fructificacliones fingicas en el vivero durante la
dpoca en la que se recogleron las muestras, no puede asegurarse a que
especlie pertenecian, pero las caracteristicas morfoldglcas sugleren que pueda
tratarse de una Scleroderma sp.
Vivero de Conca de Tremp
Todas las plantas estaban micorrizadas y el porcentaje medio de
micorrizacién se situaba entre el 50X y el 75%. Gran parte de los sistemas
radicales prasentaban zonas necrosadas y, en algunas plantas, excreciones
resinosas que habian formado masas compactas blancas adheridas a las raices.
Se podian distinguir tres tipos de ectomicorrizas:
D- Micorrizas cortas y bifurcadas, formando un manto flnglico negro y
algodonoso con abundante micelio externo y cordones miceliares también
negros. Las caracteristicas externas las hacian similares a las del tipo B
de Besalu. Eran las méds abundantes y estaban presentes en todas las
plantas.
E- Las segundas en abundancia, y también prasentes en todas las plantas,
se caracterizaban por un manto fungico de color blanco~rosado, de aspacto
algodonoso, y por la formacién de cordones miceliares y rizomorfas blancas
con abundante micelio externo también blanco-rosado. Sus caracteristicas
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morfolégicas las asemejaban a las micorrizas descritas para los géneros
Suillus o Rhizopogon.
y F- Localizadas en el 80% de las plantas, presentaban un manto liso y de
color beige claro. Formaban elementos cortos, de bifurcados a coraloldes,
y no presentaban cordones miceliares nl rizomorfas. Su aspecto externo las
hacia similares a las micorrizas formadas por Thelephora.

Vivero del Liobregat (La Pobla de Liilet).

E! 80% de las plantas estaban micorrizadas, pero sl porcentaje medio de
rafces finas micorrizadas era muy bajo, entre un 10% y un 15%, Las
ectomicorrizas observadas parecian pertenacer a un solo tipo, no identificado,
con un manto funglco de color blanco. Formaban elementos largos, simples o
bifurcados, y estaban rodeadas por un micelio algodonoso de color belge con
abundantes rizomorfas blancas. Muchas de ellas se presentaban en estado de
senescencia o necrosadas.

Vivero de Sant Ramén (Constanti)

La mayor parte de las plantas presentaban sintomas de necrosis radical, No
obstante, el 62 ¥ estaban micorrizadas y el porcentaje madio de raices cortas
Infectadas era del 14 ¥. Se detectaban dos tipos de ectomicorrizas:

G- Ectomicorrizas bifurcadas o coraloides de manto liso y color beige
brillante, con zonas dispersas de micelio blanco. No presentaban cordones
micellares ni rizomorfas. Eran las mds abundantes y se localizaban en la
parte alta y media del sistema radical. Sus caracteristicas morfolégicas las
hacian similares a las ectomicorrizas formadas por Thelephora,

y H~ Ectomicorrizas entre bifurcadas y coraloldes, con un manto de
aspecto algodonoso y color blanco-rosado. Formaban abundantes rizomorfas
también blanco-rosadas. Se presentaban en el 19% de las plantas
observadas, mientras que solo lo hacian simultdneamente con las del tipo
G en el 2% de las plantas, Se distribufan casl exclusivamente en la parte
baja del sistema radical. Las caracteristicas morfolégicas externas eran

muy similares a las de las micorrizas formadas por especies de los géneros
Suillus y Rhizopogon.
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Capacidad ectomicorricica de los hongos aislados.

A partir de las muestras de raices cortas micorrizadas, obtenidas en los
distintos viveros y sembradas en placas de MMN, se obtuvieron un total de 20
aislamientos fungicos, de los que cuatro demostraron ser capaces de formar
ectomicorrizas en condiciones de sintesis en cultivo puro.

Las micorrizas formadas por el aislado BS1, obtenido de muestras éei vivero
de Besall, se caracterizaban por un manto liso del mismo color que la raiz y
con zonas refringentes cubiertas por un tenue micelio blanco. Eran cortas,
simples o bifurcadas y sin cordones miceliares ni rizomorfas, muy similares al
tipo C. Las formadas por el aislado BS5, obtenido de muestras de! mismo
vivero, eran cortas, bifurcadas o coraloldes, y se caracterizaban por un manto
blanco algodonoso y la formacién de cordones miceliares cortos, muy similares
al tipo A. Las ectomicorrizas formadas por el aislado BR1 presentaban todas las
caracteristicas de las micorrizas encontradas en las plantas del vivero de
Breda. Largas (1-5 mm), simples, bifurcadas o doblemente bifurcadas, se
caracterizaban por un manto blanco algodonoso y la formacién de abundantes
cordones y rizomorfas. El aislamiento TB2, obtenido del vivero de Conca de
Tremp, producia ectomicorrizas cortas, simples o bifurcadas, lisas y con un
micelio blanco disperso en la superficie del manto. No producian cordones
miceliares ni rizomorfas y eran muy similares al tipo F.

Todos los aislamientos ectomicorricicos produjeron un cierto estimulo del
desarrollo radical de P. pinaster en condiciones de sintesis en cultivo puro
(Tabla A.3).

Crecimiento y estado micorricico de P. pinaster producido en contenedor y
usando como substrato los suelos de los distintos viveros.

A los siete meses de crecimiento, las plantas de P. pinaster cultivadas en el
suelo de Breda eran significativamente distintas, tanto en la altura como en el
didmetro del tallo y la biomasa, a las de los suelos de Conca de Tremp y
Liobregat (Tabla A.4). No se pueden dar resultados sobre el substrato utilizado
en el vivero de Sant Ramdn, ya que las plantas no sobrevivieron al periodo de
crecimiento.
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Tabla A.3.

Porcentajes de micorrizacidn y efecto scbre el desarrollc radical de P
pinaster, en condiciones de sintesis de ectomicorrizas en cultivo puro,
inoculados con los aisiados obtenidos a partir de las muestras de los viveros.

Aislamionto ¥ivero % do Longitud Homaro do
de origen micorrizacisn radical rafces cortas
{cm}
Control & - 0.0 21.8 47
B34 Besala 33.2 41,0 103
B85 Besalu 57.9 37.2 170
BR1 Breda 83.2 35.%8 88
T2 Conca de Tremp 20.8 38.58 7

a -~ Tubos de sintesis inoculados con hongos sapréfitoz obtenidos en los aislamiantos
realizados a partir de las muestras de las viveros,
Los niumeros representan la media de cinco repeticicnes

Tabla A.4.

Crecimiento y porcentaje de micorrizacién de P. pinaster cultivados durante
7 meses en los suelos procedentes de los viveros.

Vivero de Didmetro Altura Peso s&G0 Pesy Seco X de
origen del tallo de la planta parte afres de ratz micorrizacidn
{mm} {cm) - (mg) {ng)
Lliobregat 1.4 a 7.2 a 247 a 121 a 2
€. de Tromp 1.4 & . B.8a 38t a 180 & 21 a
Begsala 1.9 ab ‘ 11.4 ab 835 ab 262 ab 84 b
Breda 2.3 b 2.1 b 83t b 437 b 2% a

Cada numery representa 1a media de cinco repeticiones. Dentro de una misms columna, las medias
sefialadas con una sisma lstra no difigren significativamente segan a1 test de comparacidén
mGltiple de Tukey (P = 0,05). E1 andlisis estadistico de loa porcentajes de micorrizacign se
aplicd sobre loe datos normalizados mediante su transformacidn angular (sen”' (%/100)7°).
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Los suelos de los viveros de Besall i Llobregat presentaban un alto
potencial infectivo ectomicorricico, mientras que en los suelos de Conca de
Tremp y Breda no se alcanzaron porcentajes de micorrizacién elevados {(Tabla
A.4). ”

Las plantas crecidas en el suelo de Besalu presentaban, simultdneamente,
los tipos B y C de micorrizas ya detectadas en las plantas recogidas en el
propio vivero. Pero, en este caso, las de tipo C predominaban sobre las de tipo
B (56.9% y 26.9% respectivamente). Las plantas cultivadas en el suelo del
vivero del Llobregat presentaban solo ectomicorrizas de manto y rizomorfas
negras, con abundante micelio externo fibulado. Este tipo de ectomicorrizas no
se habfa detectado en las plantas recogidas directamente del vivero. En el
suelo procedente del vivero de Conca de Tremp, todas las plantas
desarrollaron ectomicorrizas del tipo F, detectado ya en las muestras del
propio vivero. Finalmente, las plantas sembradas en el suelo del vivero de
Breda presentaban principalmente ectomicorrizas lisas de manto beige claro y
sin rizomorfas (tipo Thelephora), que no habfan sido detectadas en los
sistemas radicales de las plantas del vivero. Las ectomicorrizas tipicas del
vivero (tipo Scleroderma) aparecieron en una sola planta y se distribufan en
la parte baja del sistema radical. No obstante, esta planta alcanzé un
porcentaje de micorrizacién del 74.4% (69.7% para el tipo Scleroderma y 4.7%
para el tipo Thelephora). '

Discusién

En los viveros estudiados no se realizaba un control riguroso de las
practicas viveristicas que repercuten en la calidad final de las plantas. La
fumigacion del suelo antes de la siembra, la aplicacién de biocidas para el
control de patégenos y malas hierbas, y el aporte programado de fertilizantes
para suministrar a la planta los nutrientes necesarios en cada una de sus
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fases fisiolégicas, son prdcticas habituales en un vivero tecnificado que aun
no habian sido adoptadas.

Comparando las caracteristicas fisicoquimicas de los suelos de los viveros
estudiados (Tabla A.1) con los niveles de fertilidad recomendados para un
vivero forestal (Youngberg, 1984), se observa que todos los viveros presentan
algin factor limitante para e! normal desarrolio de las plantas. Exceptuando
el vivero de Breda, los suelos estudiados presentan un pH excesivamente
bésico. Ademds, el contenido en materia orgdnica es bajo en todos los viveros
exceptuando el de Besall. En cuanto a los nutrientes principales, el contenido
en potasio es bajo en todos los viveros excepto el de Besal(, el nitrégenco esta
por debajo de los limites recomendados en los viveros de Breda, Liobregat y
Sant Ramén, y el fésforo es bajo en el vivero de Besall.

Las plantas de P. pinaster recogidas en el vivero de Breda eran las que
presentaban un mejor desarrollo vegetativo y un nivel adecuado de
micorrizacién. Las muestras obtenidas en los restantes viveros presentaban
problemas de crecimiento y, en algunos casos, un estado ectomicorricico muy
deficiente. Los resuitados obtenidos en los bicensayos realizados bajo
condiciones controladas confirmaron que el suelo del vivero de Breda era el
que permitia un mejor crecimiento de P. pinaster. v

Dadas sus caracteristicas, muchos de estos suelos pueden destinarse a la
prcducc%én’a raiz desnuda de coniferas tolerantes a pH bésico y suelos
calcdreos (P. halepensis, P. nigra, P. pineay P. sylvestris). No obstante, la
mejora de la produccién requerird adaptar los conocimientos actuales a las
condiciones de cada vivero, ajustando las densidades de siembra, incorporando
enmiendas para elevar el contenido en materia orgdnica, implementando
programas de fertilizacién para corregir las carencias en nutrientes, y
diseiando calendarios de desinfeccién de suelos y tratamientos fitosanitarios
para el control de patégenos. La adopcidn de técnicas de produccién més
. Intensivas permitiria producir plantas de mayor calidad en un perfodo menor
de tiémpo, pero seria necesério que cada vivero restringlera su produccidén a
una o pocas especies vegetales, acordes a sus caracteristicas edafoclimdticas
y similares en cuanto a los requisitos de manejo.
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La produccién de otras especiss de coniferas, ¥ P. pinaster en concreto,
quedaria restringida al vivero de Breda, corrigiendo los niveles de materia
orgdénica, nitrégeno y potasio, ¢ tendria que abordarse desde la perspectiva
de la produccién de planta en contenedor. En este Gltimo caso habria que
determinar el tipo de contenedor y el tipo de substrato mds adecuados a cada
especie. Estos dos factores, contenedor y substrato, son de capital iméortancia
para no acumular problemas en la arquitectura del sistema radical y la
nutricién de la planta, que afectarian tanto a su crecimiento en el vivero como
a su comportamiento en campo (Ben Salem, 1971; Hiatt y Tinus, 1974; Tinus y
McDonald, 1973).

En la mayoria de los casos, se presentaban, de una forma predominante,
ectomicorrizas con caracteristicas morfolégicas similares a las de las especies
habituales en un vivero: tipo Thelephoray tipo Scleroderma(Trappe y Strand, -
1969; Croghan, 1984; Molina y Trappe, 1984; Garbaye et al., 1986).

l.as diferencias en el potencial infectivo de los suelos de los viveros
estudiados podria guardar una cierta relacién con el tiempo que estuvieron
ocupados por los plantones de A. pinaster. Las plantas desarrolladas bajo
condiciones controladas, en los suelos procedentes de BesalG y Liobregat,
presentaban porcentajes de micorrizacidn superiores a las de los suelos de
Breda y Conca de Tremp. Estd demostrado que la aplicacién excesiva de
fertilizantes afecta negativamente al estado micorricico de las plantas
producidas, favoreciendo el establecimiento de hongos muy infectivos pero
poco efectivos, méds adaptados a las condiciones del vivero que a las de la
futura plantacién. La baja presién de fertilizantes y fumigantes y los largos
periodos de cultivo que se daban en muchos de los viveros estuﬁiadoé,
podrian haber favorecido la diversidad micorricica de algunos suelos. A pesar
de todo, como demuestran los experimentos realizados, la mayoria de estas
especies micorricicas son menos infectivas que las de tipo Thelephora o
Scleroderma y las plantas que se siembren en el vivero terminarédn, a corto
plazo, micorrizadas por estas Ultimas. La introduccién en el vivero de hongos
ectomicorricicos seleccionados, con el fin de dotar a las plantas con unos
simbiontes que mejoren sus caracteristicas fisiolégicas e incrementen tanto la
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supervivencia al trasplante como el crecimiento en campo, es una posibilidad
a considerar seriamente en la futura actividad viveristica (Molina y Trappe,
1984).

Si se adopta la produccién en contenedor, la necesidad de inocular se hace
més evidente. Una planta no micorrizada puede crecer bien en condiciones de
contenedor si se le proporciona suficiente agua y nutrientes solubles. Pero
esta misma planta, uha vez trasplantada, no podré captar niveles adecuados
de agua y nutrientes hasta que haya establecido un grado suficiente de
micorrizacién con los hongos nativos del suelo de plantacidn. Los substratos
utilizados en la produccién en contenedor (turba, vermiculita) carecen
generalmente de propdgulos ectomicorricicos. Por tanto, la inoculacién con
hongos ectomicorricicos seleccionados es indispensable si queremos que las
plantas producidas en contenedor obtengan los beneficios aportados por esta
simbiosis (Castellano y Molina, 1889).
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CONCLUSIONES GENERALES

Mediante la técnica de sintesis en cultivo puro, se ha demostrado la
compatibilidad ectomicorricica entre Pinus pinaster Alt. y 57 cepas fungicas
pertenecientes a 35 especies de los géneros: Amanita, Cenococcum, Collybia,
Cortinarius, Hebeloma, Laccaria, Lactarius, Lyophyllum, Melanogaster, Paxillus,
FPisolithus, Rhizopogon, Scleroderma, Suillus, Thelephora y Xerocomus. La
asociacion simbistica con P. pinaster no habia sido demostrada anteriormente
para 21 de las especies fungicas, ampliandose asi el nimero de hongos
ectomicorricicos conocidos para esta especie arbérea.

Pinus pinaster presenta un alto potencial ectomicorricico y una baja
especificidad por los simbiontes, siendo capaz de asociarse a un gran ndmero

de hongos recolectados en asociacidn con un amplio rango de especies
arbéreas.

Muchos de los hongos capaces de establecer un alto grado de micorrizacién
con P. pinaster son especies de amplio espectro, sin una marcada
especificidad por la planta hospedadora y con una alta variabilidad
infraespecifica en su capacidad infectiva.

Los trabajos realizados han permitido establecer los métodos de inoculacién
para la micorrizacion ‘de P. pinaster producido en contenedor con diez
especies ectomicorricicas. La efectividad de los métodos de obtencién de
in6culo y la dosis 6ptima de ahlicacién varian para las distintas especies
fungicas. Se ha desarrollado la tecnologia necesaria para obtener, en
condiciones préacticas de vivero, un nivel adecuado de micorrizacién con ocho
de las anteriores especies ectomicorricicas.

La utilizacién de indculos miceliares producidos en turba-vermiculita ha
permitido la micorrizacién de P. pinaster con los hongos: Hebeloma
crustuliniforme S-66, Laccaria bicolor $-238, L. laccata A-127, Lyophyllum
decastes A-71 y Pisolithus tinctorius A-93. Las cepas de H. crustuliniforme y
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P. tinctorius son capaces de producir un alto porcentaje de micorrizacién si
se utilizan a dosis relativamente elevadas (1:8, Indculo:substrato, v:iv).
Laccaria bicolor, L. laccata y L. decastes producen un grado de colonizacién
radical intermedio, pero el Inéculo sé mantiene efectivo a bajas
concentraciones y la dosis de aplicacién se puede reducir hasta 1:16
(indculo:substrato, v:v) para L. decastes o hasta 1:32 (Iinéculo:substrato, v:v)
para L. bicolor y L. laccata.

La inclusién de micelio en alginato polimerizado ha resultado efectiva para
la micorrizacién de P. pinaster con los hongos: L. bicolor $S-238 y L. decastes
A-71. La eficacia del inéculo depende directamente de la concentracién de
micelio incorporado por unidad de volumen de alginato. En el caso de L.
decastes, la concentracién éptima de micelio es de 0.5 g/l de alginato, mientras
que para L. bicolor puede establecerse entre 1.00 y 0.12 g/! sin que varie el
nivel de infeccién radical obtenido. Para ambas especies flingicas, se obtienen
niveles de micorrizacién comparables mediante la utilizacién de inéculo
micellar incluido en alginato o producido en turba-vermiculita. No obstante,
la Inclusién en alginato permite una mayor estandarizacién en la dosificacién
del micelio y su aplicacién en vivero. La utilizacién de este tipo de inéculo no
ha dado buenos resultados con otras especies fungicas (P. tinctorius y
Rhizopogon roseolus). Serd necesario proseguir las investigaciones para
establecer las modificaciones a introducir en el proceso de produccién de
inéculo con vistas a aumentar su viabilidad.

Las técnicas de Inoculacién con esporas han permitido la micorrizacién de
P. pinaster con: Hymenogaster vulgaris, Melanogaster ambiguus, P. tinctorius,
R. rosecolus y Scleroderma citrinum, ofreciendo la posibilidad de inocular con
algunas especies fungicas que no habian dado buenos resultados al ser
aplicadas en forma de inéculo miceliar. La dosis éptima de inoculacién oscila
entre 10° esporas por planta, para R. roseolus 'y S. citrinum, y 10° esporas
por planta para M. ambiguus y P. tinctorius. La elevada produccién de
esporas de estas cuatro especies fungicas hace viable su utilizacién comercial
en vivero. La inoculaciéon con esporas de P. tinctorius produce porcentajes
de micorrizacién inferiores a los obtenidos mediante la utllizacién de inéculo
miceliar. No obstante, la facilidad de obtencién de in6culo y su efectividad a
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concentraciones relativamente bajas permiten la inoculacién de un mayor
numero de plantas.

Los bicensayos realizados con distintos suelos forestales han permitido
establecer diferencias entre su potencial infectivo ectomicorricico. Los suelos
sin cobertura arbérea o los de repoblaciones recientes presentan un bajo
potencial infectivo, con una densidad y diversidad de inéculo ectomicorricico
menores que las de los suelos forestados.

Los experimentos de trasplante realizados con plantas micorrizadas en
contenedor demuestran que L. bicofor $-238 y 8. citrinum poseen un alto
potencilal de colonizacién radical. Ambos hongos son capaces de desarrollarse
e infectar la mayor parte de las nuevas raices formadas después del
trasplante, compitiendo eficazmente con la micoflora ectomicorricica nativa del
suelo.

La supervivencia de L. bicolor $-238, P. tinctorius A-93 y R. roseolus, en
el sistema radical de la planta, estd condiclonada por el pH del suelo de
trasplante. En suelos 4cidos L. bicolor $-238 puede establecerse como
simbionte dominante aun partiendo de niveles de micorrizacién Iiniclal
relativamente bajos (alrededor del 40%). En estos mismos suelos, P. tinctorius
A-93 y R. roseolus mantienen un nlvel de micorrizacién comparable al de los
hon gos. nativos.

Los resultados obtenidos con M. ambiguus, P. tinctorius A~93 y R. roseolus
indican que sl la micorrizacién obtenida mediante la inoculacién en vivero es
inferior al 50%, es muy poco probable que estos hongos se mantengan
presentes en el sistema radical de las plantas trasplantadas, siendo
despiazados por los hongos ectomicorricicos nativos del suelo,
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