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SUMMARY

Selection of ectomycorrhizal species to inoculate seedlings of exotic Pinaceae is a necessary step to ensure establishment, survival
and growth in the forests. The use of spores as inoculum source has proven to be efficient, accessible and low-cost. In this paper
we pursued the following objectives: a) to evaluate the effectiveness of inoculation with spores of Rhizopogon roseolus, Suillus
luteus Hebeloma mesophaeum and Tricholoma muricatum on Pinus ponderosa seedlings, b) to determine the effect of mycorrhization
on the morphometry of seedlings at planting time and c) to describe the mycorrhizal morphotypes of each individual association. We
verified the success of mycorrhization with spores of S. luteus, R. roseolus and H. mesophaeum:; the first two present the highest values
of colonization, thus validating this technique of inoculation as successful for these species. Inoculation with 7 muricatum was not
successful, which excludes this species as a possible source of inoculum. The morphology of morphotypes developed by S. luteus and
R. roseolus was constant, though very variable in H. mesophaeum. Morphometric parameters of inoculated seedlings did not differ
from those of non-inoculated control, corroborating results from other parts of the world.

Key words: ectomycorrhizas, Rhizopogon roseolus, Suillus luteus, Hebeloma mesophaeum, Tricholoma muricatum.

RESUMEN

La seleccion de especies ectomicorricicas para inocular plantulas de pinaceas exoéticas es un paso necesario para asegurar el
establecimiento, supervivencia y crecimiento en las forestaciones. La utilizacion de esporas como fuente de indculo ha sido probada
como eficiente, accesible y de bajo costo. En este trabajo se desarrollaron los siguientes objetivos: a) evaluar la efectividad de la
inoculacion con esporas de las especies Rhizopogon roseolus, Suillus luteus, Hebeloma mesophaeum y Tricholoma muricatum en
la micorrizacion de plantulas de Pinus ponderosa, b) determinar el efecto de la micorrizacion sobre la morfometria de las plantas al
momento de llevarlas a plantacion y ¢) describir los morfotipos micorricicos de cada asociacion particular. Se verifico el éxito de la
micorrizacion con esporas de S. luteus, R. roseolus y H. mesophaeum, las dos primeras con los valores mas altos de colonizacion,
validando esta técnica de inoculacién como exitosa para estas especies. La inoculacion con 70 muricatum no resulto exitosa, debiéndose
descartar esta especie como posible fuente de indculo. La morfologia de los morfotipos desarrollados por S. luteus y R. roseolus fue
constante, aunque con amplias variaciones en H. mesophaeum. Los valores morfométricos de las plantas no difirieron con las del
testigo, corroborandose resultados de otras partes del mundo.

Palabras clave: ectomicorrizas, Rhizopogon roseolus, Suillus luteus, Hebeloma mesophaeum, Tricholoma muricatum.

INTRODUCCION

Las coniferas, y en particular el género Pinus, necesi-
tan establecer asociaciones simbioticas con hongos ecto-
micorricicos para proveerse de nutrientes esenciales, prin-
cipalmente nitrogeno, fosforo y agua (Smith y Read 2008).
La superioridad de las plantulas micorrizadas frente a las
no micorrizadas en términos de establecimiento, supervi-
vencia y crecimiento en las forestaciones ha sido amplia-
mente demostrada (Dufabeitia ez al. 2004). Estos benefi-
cios, sin embargo, varian con las condiciones ambientales

y con la asociacion particular de las especies involucradas
en la simbiosis mutualista. Pinus ponderosa Dougl. ex
Laws. es la especie mas ampliamente usada para forestar
los pastizales del pedemonte Andinopatagénico de Argen-
tina. Crece naturalmente al este del cordon montafioso de
las Cascadas en el noroeste de Norteamérica, formando
alli asociaciones simbioticas con al menos 157 hongos
ectomicorricicos (Barroetaveia et al. 2007). En Argentina,
las plantaciones se iniciaron alrededor de 50 afios atras y
existen actualmente 80.000 ha forestadas aproximadamen-
te (CFI-FUNDFAEP 2009). La zona forestable con esta
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especie posee un régimen de precipitacion mediterraneo,
determinando que la mayoria de los sitios de plantacion
se encuentren en zonas expuestas a severo estrés hidrico,
por lo que la optimizacion de la simbiosis micorricica es
de vital importancia. Estudios anteriores sobre los hongos
ectomicorricicos asociados a P. ponderosa en la Patagonia,
detectaron 20 taxones en viveros y plantaciones (Barroeta-
vefia y Rajchenberg 2003, Barroetaveiia et al. 2005, 2007,
2010), todos ellos coincidentes con los taxones mas fre-
cuentemente encontrados en plantaciones de pino alrede-
dor del mundo (Barroetaveiia et al. 2007), sin reportes de
especies nativas propias de los bosques de Nothofagus spp.

Las ectomicorrizas, asociacion entre el micelio fingico
y las raices finas, pueden caracterizarse morfolégicamente
como morfotipos micorricicos (Agerer 1991), constituyen-
do una herramienta util y econémica para evaluar en vive-
ro el estado de la simbiosis en las plantas.

En la Patagonia (Argentina), P. ponderosa es plantado
mayoritariamente en pastizales anectotroficos, con flora
nativa tipicamente endomicorricica (Fontenla ez al. 2001).
Por ello, los viveros constituyen la Unica instancia para
agregar in6culo ectomicorricico, aunque es necesario in-
vestigar aspectos relacionados a su incorporacion exitosa
en la produccion de plantulas. Trabajos previos demostra-
ron que los porcentajes de micorrizacion espontanea de los
lotes de plantas producidas a raiz desnuda en la region va-
riaron mucho entre viveros, con valores entre 26 - 50 %
de micorrizacion (Barroetaveiia y Rajchenberg 2003). Es
posible que las pérdidas durante el primer afio de plantacion
(25 - 30 % de plantas luego del primer afio), especialmente
en sitios con precipitacion baja (300 - 500 mm), se deba al
menos en parte a una colonizaciéon ectomicorricica insufi-
ciente. Si bien en otros lugares del mundo existen experien-
cias de inoculacion ectomicorricica en especies del género
Pinus (Pera y Parladé 2005, Parladé et al. 1996, Castellano
y Molina 1989), existen pocos reportes sobre experiencias
de inoculacion y seleccion de especies para Pinus spp. en
la Patagonia. Los trabajos de Peredo et al. (1992) y Marti-
nez et al. (2007) en P. ponderosa y Chavez et al. (2009) en
Pinus radiata D. Don (pino radiata) constituyen los tnicos
antecedente de este tipo de estudios en la region.

La incorporaciéon de ectomicorrizas se puede reali-
zar utilizando inéculo vegetativo (micelio); sin embargo,
los viveros comerciales frecuentemente utilizan esporas
como fuente de indculo (Rincoén er al. 2001, Steinfeld et
al. 2003), debido a que estas no necesitan de una fase de
cultivo puro como el in6culo vegetativo, ocupan poco vo-
lumen, pueden tolerar periodos de almacenamiento largos,
en general son muy abundantes en los esporocarpos y su
aplicacion es sencilla, ya que se las puede agregar en el
agua de riego (Parladé ef al. 1996, Rincon et al. 2001).
La seleccion de las especies micorricicas a utilizar debe
considerar la eficacia, la disponibilidad y la logistica de
obtencion del indculo. Rhizopogon roseolus (Corda) Th.
Fr. (Rhizopogonaceae, Boletales, Basidiomycota), Suillus
luteus (L.) Roussel (Suillaceae, Boletales, Basidiomycota)

y Hebeloma mesophaeum (Pers.) Quél. (Strophariaceae,
Agaricales, Basidiomycota) son especies que fructifican
de manera abundante en plantaciones de la region patagd-
nica de argentina, constituyendo buenas fuentes de inéculo
esporal y fueron seleccionadas como candidatas para su
empleo en viveros (Barroetavena et al. 2005). Tricholoma
muricatum Shanks (Tricholomataceae, Agaricales, Basi-
diomycota), de fructificacion muy abundante en plantacio-
nes con suelos humedos cercanos a mallines o cursos de
agua de la region Patagonica de Argentina, también apare-
ce como una opciodn interesante.

Bajo las hipotesis de que las fructificaciones de es-
pecies ectomicorricicas presentes en las plantaciones de
P. ponderosa en la Patagonia constituyen una fuente de in6-
culo efectivo para las plantulas de vivero, que las diferen-
tes especies de hongos ectomicorricicos pueden establecer
proporciones diferentes de micorrizas con las raices finas
de las plantulas, y que la simbiosis con diferentes especie
ectomicorricicas puede impactar positiva o negativamente
los parametros morfométricos de las plantulas en vivero,
se plantean en este trabajo los siguientes objetivos: a) eva-
luar la efectividad de la inoculacién con esporas de Rhizo-
pogon roseolus, Suillus luteus, Hebeloma mesophaeum y
Tricholoma muricatum en la micorrizacion de plantulas de
P. ponderosa, b) determinar el efecto de la micorrizacion
sobre la morfometria de las plantas al momento de llevar-
las a plantacion, y c¢) describir los morfotipos micorricicos
de cada asociacion particular.

METODOS

Produccion de las plantulas. El estudio se realizd con
plantulas provenientes del vivero de produccion acelerada
de plantulas forestales de la Universidad Nacional de la
Patagonia S. J. Bosco, Esquel, Chubut, Argentina. Se utili-
zaron plantulas de 10 meses, una vez concluidas las fases
de fertilizacion, a fin de emular una situacion productiva y
considerando los efectos inhibitorios de la fertilizacion so-
bre la micorrizacion (Castellano y Molina 1989). La siem-
bra se efectué durante la primer semana de agosto de 2003
con semillas de calidad comercial provenientes de EEA
INTA Trevelin (Chubut, Argentina) sobre sustrato inerte
(50 % turba + 50 % arena volcanica). Se aplico fertirriego
desde fin de agosto de 2003 hasta mediados de mayo de
2004 (tres veces por semana entre agosto - diciembre, y
cada tres dias entre diciembre - mayo), con dosis nitrd-
geno - fosforo - potasio de 55 - 167 - 64,5 mg L' en la
fase de establecimiento, 118 - 30 - 37 mg L' en la fase de
crecimiento rapido y 19,5 - 69 - 14 mg L' en la fase de
endurecimiento. La temperatura media del interior del in-
vernaculo fue de 17 °C con extremos de 5 y 25 °C.

Repique. Las plantulas seleccionadas se trasplantaron a
macetas plasticas de 550 cm?, agregando una mezcla 2:1
de tierra negra tindalizada en vapor a 100 °C por 60 minu-
tos, tres veces a intervalo de una semana (Torres y Hon-



rrubia 1994b) y arena volcanica esterilizada en estufa a
130 °C durante 12 horas.

Inoculacion micorricica. Se aplicaron cuatro tratamientos
utilizando suspensiones de esporas de Suillus luteus, He-
beloma mesophaeum, Rhizopogon roseolus y Tricholoma
muricatum, ademas de un testigo sin inocular.

Las suspensiones de esporas se prepararon a partir de
cuerpos fructiferos colectados en plantaciones aledafas a
la ciudad de Esquel (Argentina) durante mayo de 2004.
Inmediatamente en laboratorio se trituraron ejemplares de
cada especie con agua destilada estéril y se guardaron en
frascos cerrados a 4 °C hasta ser usadas. Se determin¢ la
concentracion de esporas de cada suspension usando una
camara de conteo Neubauer.

La inoculacion se llevéd a cabo inmediatamente luego
del trasplante a macetas en junio de 2004, aplicando una
dosis de 2 x 107 esporas de H. mesophaeum, y 6 x 107 es-
poras de T muricatum, R. roseolus y S. luteus por planta
(Pera y Parladé 2005), consideradas equivalentes para el
analisis estadistico. Para ello se efectudé un pequefio hoyo
en la tierra, cerca del tallo de cada planta, y se aplico la
dosis de esporas usando una jeringa diferente para cada
tratamiento. Las plantas se mantuvieron nueve meses en
invernaculo y se regaron a demanda unicamente con agua
proveniente de una perforacion.

Evaluacion de la micorrizacion y del crecimiento. Del to-
tal de lotes de plantulas inoculadas, se seleccionaron 10
de cada tratamiento para efectuar el seguimiento en vivero
del efecto de las inoculaciones en la micorrizacion y en el
crecimiento. Para ello se evalud la morfometria de esas
plantulas antes de realizar las inoculaciones y tras nueve
meses, momento en que también se cuantificd la micorri-
zacion. Antes de aplicar las inoculaciones se evalu6 la mi-
corrizacion en otras 10 plantas sacrificadas para tal fin al
momento del trasplante.

Respecto a la morfometria, se evaluaron el didmetro
del cuello y el largo del vastago (desde el cuello hasta el
brote apical). La micorrizacion se evalud en cinco raices
laterales elegidas al azar (entre 88 y 521 cm de largo total)
por planta. Para ello se observaban, en una lupa binocular
con 6,5 - 25 aumentos, las raices sumergidas en agua, con-
tando el nimero de puntas de raices micorrizadas y no mi-
corrizadas, a la vez que se iban clasificando los morfotipos.

Descripcion de los morfotipos. Se separaron bajo la lupa
puntas micorricicas bien desarrolladas de cada morfotipo.
Sobre la base de la metodologia de Agerer (1991) se descri-
bieron el tipo de ramificacion, el largo, el color y el aspecto
de la superficie externa, la presencia de rizomorfos o de
hifas emanantes. Se realizaron preparados microscopicos
en agua para evaluar la estructura del manto, la forma y
dimensiones de las hifas, presencia y tipo de septos y con-
creciones de cristales sobre las paredes u ornamentaciones.
Analisis estadistico. Las diferencias entre la medias de
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micorrizacion y las variables morfométricas se evaluaron
mediante andlisis de varianza de un factor (ANDEVA) y
comparaciones multiples (prueba de Tuckey) o prueba
de Welch y comparaciones multiples (pueba de Games-
Howell) cuando las varianzas fueron desiguales. En todos
los casos se utilizo un nivel de significacion del 95 %, la
normalidad de los datos se determiné mediante la prueba
de Shapiro-Wilk y la igualdad de varianzas utilizando la
prueba de Levene. Se utiliz6 el paquete estadistico SPSS
version 11.5 para Windows.

RESULTADOS

Micorrizacion. El analisis de las plantulas antes de la
inoculacion arroj6 valores nulos de micorrizacion. A los
nueve meses de la inoculacion, todos los tratamientos
mostraron micorrizacion salvo el inoculado con 7. mu-
ricatum, que fue eliminado de los andlisis. El porcentaje
de micorrizacion mostré diferencias significativas entre
tratamientos (prueba de Welch, P = 0,01), siendo S. /u-
teus el tratamiento con valor mas alto (media = 38,4 %),
significativamente mayor que H. mesophaeum (media =
11,4 %) y el testigo (media = 9,6 %) (prueba Games-
Howell), seguido por R. roseolus (cuadro 1). Se detectaron
contaminaciones en todos los tratamientos (cuadro 1), con
porcentajes inferiores al 5 %.

Morfometria. Los valores iniciales del largo del vastago
no mostraron diferencias significativas entre los grupos
variando entre 9,2 - 10,4 cm (ANDEVA, P = 0,47). A los
nueve meses las diferencias entre mediciones no fueron
significativas (ANDEVA, P = 0,57), como asi tampoco el
largo final del vastago (prueba de Welch, P =0,32), aunque
en ambos casos se observo que el tratamiento S. /uteus pre-
sentaba un valor mayor (cuadro 1). El diametro del cuello
no mostrd diferencias significativas en la medicion inicial,
variando entre 4,3 - 5 mm (ANDEVA, P = 0,29), y tampo-
co antes de la plantacion (ANDEVA, P = 0,56) (cuadro 1).

Descripcion del morfotipo Rhizopogon roseolus - P. pon-
derosa. Puntas dicotomicas, con ramas cortas, simples,
multiples (coraloides) o formando cabezuelas, color blan-
co, ocasionalmente con zonas rosaceas, textura afieltrada,
sin brillo o ligeramente satinado, con apices blancos a
amarillentos. El sistema de 2,2 - 6,5 mm de largo x 1,5 -
7,8 mm de ancho y cada punta 1,8 - 2,2 mm de largo x 0,35
- 0,45 mm de diametro, con forma recta. No se ve a través
del manto, que cubre homogéneamente la raiz (figura 1A).
Sin hifas emanantes o muy escasas, con septos simples.
Rizomorfos abundantes, ramificados en angulos agudos,
color blanco, ligeramente plumosos con los bordes lisos,
de 20 -80 pm de didmetro, con muchos cristales hialinos
adheridos, anatomicamente ligeramente diferenciados,
compactos, con hifas centrales mas gruesas que las demas,
con septos disueltos. Manto externo plectenquimatoso, a
veces con disposicion circular dificil de observar debido



BOSQUE 33(2): 3-12, 2012

Inoculacién micorricica de Pinus ponderosa en vivero

Cuadro 1. Porcentaje de micorrizacion, parametros morfométricos y especies contaminantes en plantulas inoculadas y testigo al mo-

mento de la plantacion.

Percentage of mycorrhization, morphometric parameters and contaminant species in inoculated and control seedlings at time of planting.

Contaminantes

Tratamiento Micorrizacion* (%) Largo vastago (cm) Diametro cuello (mm)
Suillus luteus 38,4 (5,89) a 25,0(1,21) a 5,3(0,21)a
Hebeloma mesophaeum 11,4 (2,38) b 23,4 (1,83) a 5,2(0,24) a
Rhizopogon roseolus 34,9 (7,42) ab 21,9 (1,02) a 5,0(0,21)a
Testigo 9,64 (3,36) b 23,4 (0,89) a 5,5(0,19) a

Cenococcum sp.
E-strain
E-strain; Cenococcum sp.

Cenococum sp.; Rhizopogon sp.

Diferentes letras significan diferencias significativas con la prueba de Welch o prueba de Games-Howell, P < 0,05. Entre paréntesis el error estandar

de la media. *Sin incluir contaminantes.

Figura 1. Aspecto general de los morfotipos micorricicos formados por (A) Rhizopogon roseolus, (B) Suillus luteus y (C) Hebeloma

mesophaeum con Pinus ponderosa. La barra equivale a | mm.

General appearance of ectomycorrhizal morphotypes formed by (A) Rhizopogon roseolus, (B) Suillus luteus and (C) Hebeloma me-

sophaeum with Pinus ponderosa. The bar is equal to 1 mm.

a la presencia de abundantes cristales hialinos adheridos a
las paredes de las hifas, que tienen septos simples y de 2 -
3 um de didmetro. Manto interno plectenquimatoso, apre-
tado y con disposicion irregular, hifas con septos simples,
sin cristales sobre las paredes, de 3 - 4 um de diametro.

Descripcion del morfotipo Suillus luteus - P. ponderosa.
Puntas dicotomicas simples o multiples, color castaiio cla-
ro con parches blanquecinos ligeramente nacarados, textu-
ra lanosa, brillo nulo a ligeramente satinado fuera de los
parches, apices amarillentos (figura 1B). El sistema de la
micorriza tiene 1,6 - 3,2 mm de largo x 1,8 - 3,2 mm de
ancho, con puntas individuales de 0,7 - 1,3 mm de largo
x 0,2 - 0,3 mm de didmetro, rectas o con constricciones
regulares. Se ve a través del manto. Hifas emanantes abun-
dantes, alargadas, de 4 um de diametro, septos simples y
paredes ligeramente engrosadas con cristales poliédricos
con bordes redondeados de tamafos diversos. Rizomorfos
muy frecuentes, color pardo oscuro, ramificados, de 150
- 160 pm de diametro, estructura indiferenciada, con hi-
fas alargadas de 1,5 - 3 pm de didmetro, paredes delgadas
lisas, ocasionalmente con cristales poliédricos con bordes
redondeados de tamafios diversos. Manto externo plecten-
quimatoso, con hifas alargadas, castafias, de 2,5 - 3 pm de

diametro, holgadamente entrelazadas dispuestas sin patron
especifico. Manto interno pseudoparenquimatoso, con hi-
fas ramificadas, de forma irregular, entrelazadas, de 2 - 4 de
diametro, paredes ligeramente engrosadas y septos simples.

Descripcion del morfotipo Hebeloma mesophaeum - P. pon-
derosa. Puntas dicotomicas simples o multiples, color ocre
amarillentas con manto trasliicido con parches blancos oca-
sionales, textura afieltrada, sin brillo salvo los parches blan-
cos nacarados, y apices traslicidos (figura 1C). El sistema
de 2 - 3 mm de largo x 2 - 4,6 mm de ancho y cada punta
0,3 - 0,4 mm de diametro, derechas o curvadas. Se ve a tra-
vés del manto donde no hay parches. Hifas emanantes abun-
dantes, aspecto lanoso, crémeo-amarillentas, fibuladas, hia-
linas, con paredes levemente engrosadas, de 3 - 4,5 pm de
diametro, ocasionalmente con depdsitos amorfos sobre las
paredes. Sin rizomorfos. Manto externo plectenquimatoso
con hifas dispuestas irregularmente sin patron discernible,
de 3 - 4,5 pm de diametro, fibuladas, con contenidos ocre-
amarillentos y paredes lisas, ligeramente engrosadas. Manto
interno transicional entre plectenquimatoso y pseudoparen-
quimatoso, con hifas de forma irregular, apretadamente en-
trelazadas, de 2 - 6 um de ancho, hialinas a amarillentas, con
paredes engrosadas.



DISCUSION

La inoculaciéon de las plantulas de P ponderosa con
esporas de los hongos ectomicorricicos seleccionados es
exitosa, salvo el caso de 7. muricatum. Suillus luteus y
R. roseolus son las especies que forman mayor cantidad de
micorrrizas, aunque ello no se traduce en un crecimiento
significativamente mayor.

Las especies que colonizan exitosamente las raices de
P. ponderosa han sido reportadas como pioneras (early-
satage) en el caso de Hebeloma sp. (Marmeisse et al.
1999), o como multi-etapa en los casos de Rhizopogon sp.
y Suillus sp.(Dahlberg y Finlay 1999, Molina et al. 1999),
caracteristicas que se han considerado como propicias
para la inoculacién de plantulas. Ambos géneros aparecen
asociados a diferentes especies del género Pinus.

Suillus luteus se ha utilizado en experimentos de inocu-
lacién a gran escala en diferentes continentes. Castellano
y Molina (1989) reportan inoculaciones exitosas para 12
combinaciones de especies del género, en general con res-
puestas no significativas en el crecimiento. Torres y Hon-
rubia (1994a) y Gonzales Ochoa et al. (2003) reportaron
inoculaciones exitosas en especies de Pinus europeas, en
este ultimo caso con mejor respuesta de las esporas que
el micelio. En la Patagonia (Argentina) la especie se en-
cuentra ampliamente distribuida en plantaciones de Pinus
spp. bajo diferentes condiciones ambientales fructificando
abundantemente y presentando alta concentracion de es-
poras por gramo de fructificacion fresca (1,01 x 107) (Ba-
rroetavenia et al. 2005), asegurando la provision de esporas
para este tipo de inoculaciones.

Rhizopogon roseolus ofrece numerosas ventajas com-
parativas frente a otras especies ectomicorricicas para el
género Pinus, pues logra una buena colonizacioén de los
sistemas radicales de plantulas producidos en maceta y
ferti-irrigadas (Rincon et al. 2001, Martinez et al. 2007),
posee alta tolerancia a las condiciones medioambientales
adversas (Dufiabeitia et al. 2004) y presenta numerosas hi-
fas y rizomorfos que penetran en el suelo maximizando la
captura de agua nutrientes (Molina et al. 1999). Ademas,
fructifica abundantemente presentando altas concentracio-
nes de esporas por cuerpo fructifero (56,15 x 107 esporas
por gramo de fructificacion fresca); sus esporas poseen
una alta tasa de germinacion, una gran capacidad de colo-
nizar las raices con dosis bajas y de mantener su viabilidad
luego del almacenamiento a bajas temperaturas (Molina
y Trappe 1994, Torres y Honrubia 1994a). En Espaia ha
sido utilizado en estudios de inoculacidn, crecimiento y
supervivencia sobre Pinus pinea L. (Rincon et al. 2001),
Pinus halepensis Mill. (Torres y Honrubia 1994b), Pinus
pinaster Ait. y Pseudotsuga menziesii (Mirb.) Franco (Par-
ladé et al. 1996).

Diferentes cepas del género Hebeloma demuestran me-
jorar el crecimiento de los arboles tanto en condiciones de
vivero como en plantacion y son utilizadas como in6culo
comercial (Marmeisse et al. 1999). Tanto las inoculacio-
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nes con esporas como con micelio son reportadas como
exitosas, especialmente la especie H. crustuliniforme
(Marmeisse et al. 1999). En este estudio, sin embargo, la
colonizacion con H. mesophaeum fue baja. Puede contri-
buir a este resultado la menor dosis de esporas aplicada,
debido a la menor disponibilidad de esporas al momento
de inocular originada por la muy baja concentracion de
esporas en sus cuerpos fructiferos (1,9 x 10° esporas por
gramo de fructificacion fresca). Sin embargo, la magnitud
de la dosis aplicada fue superior a las dosis recomenda-
das por trabajos precedentes (10°-10° esporas por planta)
para inoculaciones en Pinus spp. (Pera y Parladé 2005),
que reportan que dosis mayores no incrementan la mico-
rrizacion (Parladé et al. 1996, Rincon et al. 2001). La baja
viabilidad de las esporas en fructificaciones frescas, la baja
tasa de germinacion y la rapida pérdida de viabilidad con
el almacenamiento encontrados en este género (Torres y
Honrubia 1994, Marmeisse et al. 1999) estan posiblemen-
te mas vinculadas a dicho resultado.

Si bien existen antecedentes sobre inoculaciones exi-
tosas con micelio de Tricholoma spp. (Dunabeitia et al.
1996), no se encontraron antecedentes de inoculaciones
con esporas. El género ha sido reportado como de estado
sucesional avanzado (/ate-stage) (Smith y Read 2008) y la
germinacion de sus basidiosporas como lenta e irregular en
medios de cultivo simples (Fries 1984). Torres y Honrubia
(1994a) reportan pérdida dréstica y rapida de viabilidad en
las esporas de T. ferreum. Las dificultades para germinar,
sumado a la drastica pérdida de viabilidad pueden explicar
la nula micorrizacién con esta especie.

La ausencia de diferencias morfométricas entre las
plantas micorrizadas y el testigo no es relevante en la fase
de vivero ya que las plantas son provistas con todos los nu-
trientes y el agua que necesitan, por lo cual los beneficios
de la micorrizacion no se manifiestan. Puede ocurrir que
las plantas micorrizadas sean incluso mas pequefias que
las no micorrizadas, pues tienen un gasto energético mayor
destinado a mantener la simbiosis (Smith y Read 2008) o
bien que factores como el tipo de sustrato, los niveles de
nutrientes presentes en ¢l o el tamafio de los contenedores
influencien negativamente el estimulo en el crecimiento
(Rincon et al. 2001). Los incrementos en prendimiento
y crecimiento que se detectan en la plantacion, donde las
condiciones ambientales cambian abruptamente y para lo
cual la planta con micorrizas se encuentra mucho mejor
preparada, son los parametros a tener en cuenta al momen-
to de decidir realizar inoculaciones.

Se detectaron contaminaciones con otros hongos ecto-
micorricicos al momento de evaluar las raices antes de la
plantacion, sin embargo no se habia detectado coloniza-
cion previa a la inoculacion. Esto puede deberse a que la
evaluacion inicial se realizé cuando las plantulas venian
de recibir alta dosis de fertirriego, que es sabido inhibe
el establecimiento de micorrizas (Smith y Read 2008).
Posteriormente, ya sin fertirriego, las plantulas pudieron
desarrollar asociaciones con indculo pre-existente o que
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pudiera haber llegado por aire. Especialmente entre ellas
se destacaron los morfotipos “E-strain” (puntas simples
o dicotémicas, rectas o curvadas, amarillentas a pardas
sin brillo, sin hifas emanantes ni rizomorfos, con manto
muy delgado), originados por Ascomycetes pertenecien-
tes al género Wilcoxina Chin S. Yang et Korf (Barroeta-
vefia et al. 2010), y morfotipos correspondientes al género
Cenococcum Moug. et Fr. (puntas simples, rectas, negras
con brillo satinado, con hifas emanantes negras, gruesas y
abundantes), ambas con caracteristicas pioneras, de carac-
ter cosmopolita, aunque no buenas competidoras frente a
otras especies. Si bien su abundancia fue baja en todos los
tratamientos, incluso en el testigo sin inocular, donde no
tenian competencia por las puntas de raices, su abundancia
puede crecer en situaciones donde hay un aporte continuo
de in6culo, moderada o baja fertilizacion y ausencia de
otras especies ectomicorricicas.

La descripcion del morfotipo Rhizopogon roseolus +
Pinus ponderosa coincidi6 con la de DEMMY (Agerer y
Rambold 2010) y Torres et al. (1991), salvo en el color
marrén claro descrito para los morfotipos maduros. Sus
caracteres diagnosticos son la ramificacion dicotomica, a
veces en clusters, el manto afieltrado, plectenquimatoso,
blanco a rosaceo, cubierto por cristales traslicidos muy
abundantes, hifas emanantes con septos simples y abun-
dantes rizomorfos blancos. El morfotipo Suillus luteus +
Pinus ponderosa coincidio en el color, el patréon de ramifi-
cacion y la presencia de hifas emanantes y rizomorfos con
la descripcion de Riffle (1973) para la asociacion Suillus
granulatus + Pinus ponderosa y con otras asociaciones
Pinus + Suillus descritas por otros autores (Torres et al.
1991, Nourha y Becerra 2001). Sus caracteres diagnosti-
cos son la ramificacién dicotomica simple o multiple, el
manto castailo claro con parches blanquecinos ligeramen-
te nacarados, abundantes hifas emanantes con septos sim-
ples con cristales poliédricos sobre las paredes, rizomor-
fos muy frecuentes, ramificados y de color pardo oscuro.
El morfotipo Hebeloma mesophaeum + Pinus ponderosa
coincidié parcialmente con la descripcion de DEEMY
(Agerer y Rambold 2010). Como ya reportaron Marmeis-
se et al. (1999) y Barroetavena et al. (2010), las especies
del género presentan amplias variaciones morfologicas,
que complican su determinaciéon empleando solamente
la morfologia y la anatomia del morfotipo. Sus caracteres
diagnosticos basicos son la ramificacion dicotomica sim-
ple o multiple, el manto completo o en parches afieltra-
do, brillante, blanco a amarillento, y con abundantes hifas
emanantes fibuladas.

CONCLUSIONES

Se verifica el éxito de la micorrizacion de plantulas de
P. ponderosa crecidas en invernaculo con esporas de los
hongos ectomicorricicos Suillus luteus, Rhizopogon roseo-
lus y Hebeloma mesophaeum, que constituyen fuentes de
indculo accesibles material y econdmicamente para los vi-

veros del sur de Patagonia dada su fructificacion conspicua
y abundante. Se observa constancia en la morfologia de
los morfotipos desarrollados en cada asociacion, aunque
con amplias variaciones en el caso de H. mesophaeum, lo
cual permite evaluar el establecimiento de cada una de es-
tas simbiosis con técnicas sencillas de microscopia dptica.
Los niveles de contaminacién con otras especies micorri-
cicas es muy bajo o nulo en los tratamientos inoculados,
mostrando que las especies probadas compiten ventajo-
samente con ellos. La inoculacién con 7. muricatum no
resulta exitosa, debiéndose descartar esta especie como
posible fuente de in6culo esporal. Los valores morfomé-
tricos de las plantas no difieren con las del testigo, corro-
borandose resultados de otras partes del mundo. Si bien
R. roseolus y S. luteus son las especies con valores mas
altos de colonizacion, la eficiencia de las diferentes espe-
cies en la supervivencia y crecimiento de las plantulas en
plantacion debe ser evaluada.
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