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INTRODUCCION

La adecuada seleccion de hongos y la posterior manipulacion biotecnoldgica de las
micorrizas permite obtener un notable incremento de la productividad de la biomasa vegetal,
por lo que las plantas sometidas a micorrizacion controlada aumentan sustancialmente su
viabilidad. Ahora bien, hay que tener en cuenta que no todos los hongos micorrizogenos
funcionan igual en un ambiente determinado, como tampoco un hongo concreto es el mas
efectivo en todos los ambientes. Es fundamental, por tanto, conocer bien la biologia de las
especies fingicas y sus exigencias ecoldgicas, para utilizar la mas adecuada, segun los distintos
ecosistemas donde se ubicaran las plantulas micorrizadas.

La mayor supervivencia en campo de las plantas bien micorrizadas, respecto de las que
no lo estan, especialmente en condiciones dificiles, es otro factor que define la importancia de
una adecuada micorrizacidn en vivero.

Por otra parte, la dinamica existente entre las poblaciones de hongos, capaces de
sustituirse unas a otras, nos advierte de la conveniencia de utilizar especies fingicas cuya
micorriza perdure durante varios afios en las plantulas inoculadas, cuando estas se instalen
definitivamente en el lugar de plantacion. Es decir, seleccionar hongos micorricicos primarios y
pioneros, capaces de prosperar en situaciones hostiles de erosionabilidad y transformar
suficientemente las condiciones edaficas para iniciar una adecuada sucesion micorricica y, en
general, microbioldgica.

FACTORES QUE AFECTAN AL DESARROLLO DE LA MICORRIZACION EN
VIVERO

A) SUSTRATO

El sustrato utilizado en los viveros debe adaptarse de manera que permita una
aireacion y drenaje suficientes para el buen desarrollo del micelio fungico (Honrubia et al.,
1997), caracteristicas que también son imprescindibles para un buen desarrollo de la planta
(Peniuelas, 1998). Normalmente, una mezcla de turbas, en las que predomine la turba de
esfagno, o mezclas 1:1 v/v de turba /vermiculita o perlita, son compatibles con la formacion
de micorrizas.

Para estudiar el efecto del tipo de sustrato en la micorrizacion de Pinus halepensis se
realiz6 un ensayo con dos cepas de hongos ectomicorricicos Pisolithus tinctorius (3SR) y



Lactarius deliciosus (LDF5). El inoculo utilizado en el caso de la cepa 3SR, fue producido en
turba y vermiculita y para la cepa LDF5 en forma de suspensiones miceliares.

Se ensayaron 2 tipos de sustrato, uno solo con turba rubia tipo esfagno (VAPO BO0) sin
fertilizar y otro, con la misma turba mezclada con vermiculita en una proporcion turba-
vermiculita 75/25 (v/v), de esta forma se pretende aumentar tanto la porosidad como el
drenaje del sustrato del cultivo. Para cada tratamiento se dispusieron 4 bandejas de
poliestireno expandido, con un total de 100 plantas por tratamiento. Los resultados obtenidos
de este ensayo se muestran en la tabla 1.

Tabla 1: Porcentajes de planta micorrizada y raices cortas micorrizadas de Pinus halepensis
con las dos cepas ensayadas en relacién al tipo de sustrato.

Pisolithus tinctorius (3SR) Lactarius deliciosus (LDF5)
SUSTRATO % planta Raices cortas % planta Raices cortas
micorrizada micorrizadas micorrizada micorrizadas
Turba 859a 3,1a 414 a 1,7 a
Turba/verm 92,3 a 32a 37,2 a 1,3b

Dentro de una misma columna, y para cada tratamiento de fertilizacion, los valores seguidos de la misma letra,
no son estadisticamente significativos segun el analisis de tablas de contingencia (p<0,05), para el % de plantas
micorrizadas y segun el test de Duncan (p<0,05), para las raices cortas micorrizadas.

Los dos sustratos ensayados (turba y turba/vermiculita) se pueden considerar
apropiados para la obtencion de planta micorrizada en contenedor. Solo se observaron
diferencias en el niimero de raices cortas micorrizadas en el caso de la cepa Lactarius
deliciosus (LDFS5).

Asimismo, con ambos tipos de sustrato se obtiene planta de calidad con unos
parametros morfoldgicos y nutricionales aceptables, observandose solo algunas diferencias
aisladas.

Dado que no se encontraron diferencias en el porcentaje de plantas micorrizadas
debido al tipo de sustrato utilizado y que con el sustrato de turba, el contenido de potasio es
significativamente mayor, recomendariamos el uso del sustrato de turba, debido a las ventajas
que supone el aumento de potasio sobre la planta (Carrillo, 2000).

B) RIEGO

Las ectomicorrizas facilitan el transporte de agua a las raices de la planta hospedante,
ya que las hifas extramatricales y los rizomorfos actuan como extensiones del sistema radical
y se comportan como estructuras de absorcioén de agua y nutrientes.

Existen algunos trabajos donde se ha estudiado el efecto de la desecacion sobre las
micorrizas con diversos resultados. Mientras hay autores que observaron que la formacion de
micorrizas se ve favorecida por la desecacion, otros opinan que no se ve afectada, o incluso
disminuida.



En este ensayo se han utilizado contenedores Root-trainer®, de 350 cc de capacidad.
Para cada tratamiento se prepararon dos bandejas, con un total de 80 plantas por tratamiento.
Se han utilizado dos cepas de Pisolithus tinctorius (3SR y 30AM). El inoculo utilizado se ha
producido en turba y vermiculita con una dosis de 25 ml/pl.

Se han ensayado 2 niveles de riego, combinados con 3 tipos de fertilizacion. Se trata
de un diseno factorial 2x3x3 (riego x fertilizacion x tratamiento de micorrizacion).

Los dos niveles de riego buscaban establecer dos condiciones de aireacién en el
sustrato. Se establecié un nivel de riego mas intenso, en el que se procurd que el sustrato
estuviera constantemente saturado de agua y con un nivel de aireacion lo mas proximo a su
porosidad de aireacion. Definimos porosidad de aireacion como el volumen de aire que existe
en el sustrato cuando esta saturado de agua (Landis et al., 1990). El segundo nivel de riego
buscaba que la aireacion del sustrato fuera superior a la porosidad de aireacion. Para
conseguir mas aireacion basta simplemente con que la disponibilidad de agua en ¢l sea menor.
Sin embargo, esta menor disponibilidad de agua no debe traducirse en un menor desarrollo de
la planta. Por lo tanto el segundo nivel de riego buscaba maximizar la aireacion del sustrato a
base de regar menos pero, a la vez, que la disponibilidad de agua fuera Optima para el
desarrollo de la planta.

Para definir los dos niveles de aireacion, y por tanto los de riego, se establecid qué
relacion existia entre la aireacion y el potencial hidrico al alba (Walba) de las plantas (Figura
1). Para ello, se emplearon unas bandejas del propio experimento, en las que se determind
periodicamente el Walba de las plantas crecidas en ellas y la porosidad del sustrato. El Walba
se determind con una camara de Scholander, en ramas laterales. La aireacion fue calculada
segun el método descrito por Landis et al. (1990). La porosidad de aireacion de la turba
estuvo entorno al 15 % y eso coincidio con valores de Walba inferiores a -0,1 MPa. Este fue el
primer nivel de riego establecido en el ensayo. Para que las plantas en vivero se puedan
desarrollar 6ptimamente, su potencial hidrico no debe ser inferior a -0,3 MPa (Villar, com.
pers.). Para escoger el segundo nivel de riego se tom¢ el valor de aireacion que correspondia a
un Yalba entre -0,2 y -0,3 MPa. Este valor estuvo entorno al 25 %.

Dado que controlar el estado hidrico de las plantas durante todo el cultivo es muy
laborioso, se buscd otro método de control de disponibilidad de agua en el cultivo,
relacionado ademads con la aireacion del sustrato. Se optd por controlar los momentos de riego
en funcion de la pérdida de peso de las bandejas del cultivo. Para ello se modelizo la relacion
que existe entre la pérdida de peso de las bandejas con respecto a su peso maximo en
saturacion y la aireacion del sustrato (Figura 2). Al comenzar el cultivo en abril, una aireacion
del 25 % correspondi6 a una pérdida de peso de las bandejas, con respecto a su peso maximo
en saturacion del 15 %. Esta cifra tuvo que ser ajustada a mitad del cultivo (junio), porque la
relacion entre pérdida de peso de las bandejas y la aireacion del sustrato varia en el tiempo
(Figura 2).



Figura 1: Relacion entre la aireacion del sustrato y el potencial hidrico al alba de las plantas.
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Figura 2: Relacion entre la aireacion del sustrato y la pérdida de peso de las bandejas, en dos
momentos del cultivo.
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Por lo tanto, R1 se establecid en torno a un 15 % de aireacion, que es la porosidad de
aireacion del sustrato, y R2 en torno al 25 %. Para mantener el sustrato en constante
saturacion, las plantas del riego tipo R1 fueron regadas todos los dias, mientras que las del
tipo R2, cuando las bandejas perdieron un 15 % de su peso.

Cada nivel de riego se combind con tres tipos de fertilizacion en las que se
diferenciaron las fases de germinacion, crecimiento y endurecimiento; las fases primera y
ultima han sido idénticas para los tres tratamientos. El tipo fertilizacion F1 (fertilizacion
estandar o control) tiene un aporte total de N por planta, durante toda la campana, de 35 mg,
27 mg de P y 61 mg de K. El tipo F2 es una fertilizacion rica en N, con un aporte extra de
57,7 mg de N (en forma de nitrato amodnico). La fertilizacion F3 es rica en P, con un aporte

extra de 30 cm3 de P (en forma de H3PO4). El método de aplicacion fue una fertirrigacion

con F1 para todas las plantas, y se afiadid, entre medias de la fertirrigacion y con regadera, el
aporte extra de N y P para F2 y F3 respectivamente.

Se observaron diferencias notables entre los porcentajes de micorrizacion de la cepa
3SR, respecto de la 30AM, siendo siempre mayor en el caso de la cepa 3SR. En cuanto al tipo
de fertilizacion, los porcentajes de micorrizacién mas bajos se obtuvieron con la fertilizacion
rica en N. En cuanto a la influencia del riego, los valores de micorrizaciéon mas elevados se
obtuvieron con el tratamiento que mantenia un 25% de porosidad de aireacion (Tabla 2).

Tabla 2: Porcentaje de planta micorrizada y raices cortas micorrizadas de Pinus halepensis,
micorrizado con dos cepas de Pisolithus tinctorius, con tres dosis diferentes de fertilizacion
(F1: 35-27-61; F2: 60-27-61; F3: 35-54-61) y dos regimenes de riego (R1: 12-14 % de
porosidad de aireacion; R2: 25 % de porosidad de aireacion) .

P.t 3SR) P.t (30AM)

FERT. | RIEGO % planta raices cortas % planta raices cortas

micorrizada micorrizadas | micorrizada micorrizadas

R1 50b 3.2b 40,8 a 2,5a
F1 R2 75 a 39a 34,6 a 2,5a
R1 32,5b 2,5b 4,16 a 2,5b
F2 R2 52,5a 35a 6,66 a 34a
R1 50b 2,8b 19,16 b 2,5a
F3 R2 65a 34a 42,5a 25a

Dentro de una misma columna, y para cada tratamiento de fertilizacion, los valores seguidos de la misma letra,
no son estadisticamente significativos segun el analisis de tablas de contingencia (p<0,05), para el % de plantas
micorrizadas y segun el test de Duncan (p<0,05), para las raices cortas micorrizadas.

El nimero de planta micorrizada siempre ha sido mas elevado para el tipo de riego
reducido (R2) que para el riego en saturacion (R1). Al disponer la planta de menos agua en el
sustrato con el tipo de riego R2, se aumenta la cantidad de macroporos en los alveolos (Landis
et al., 1990). Esto permite una mayor aireacion y un mejor desarrollo de las ectomicorrizas, tal
y como demuestran nuestros resultados. Por otro lado, un exceso de agua en el sustrato,
favorece la aparicion de raices gruesas (raices de agua) en detrimento de las raices cortas



susceptibles de ser micorrizadas (Dixon et al., 1985), por lo que el riego reducido permite un
mayor desarrollo de las ectomicorrizas y, por lo tanto, mayores posibilidades de sobrevivir en
condiciones de campo después de la plantacion (Honrubia et al., 1992). Resultados similares
fueron obtenidos por Davies et al. (1996), con Pinus taeda micorrizado con Pisolithus
tinctorius, donde la desecacion parcial del sustrato de cultivo se tradujo en un aumento de
raices micorrizadas.

El crecimiento de las raices de Pinus halepensis se frena en torno a un potencial de
hidrico de -0,7 MPa (Leshem, 1970), y los valores de fotosintesis disminuyen a partir de un
potencial de -0,8 MPa (Melzack et al., 1985). Puesto que el riego R2 se centr6 en torno a un
potencial hidrico de -0,2 MPa no cabe esperar deficiencias en el crecimiento de la planta
(Villar et al., 1999). Por tanto, las posibles diferencias en el porcentaje de micorrizacion y en
las variables morfoldgicas no pueden ser atribuidas a esas deficiencias.

C) FERTILIZACION

Las concentraciones de fosforo y nitrogeno en el suelo influyen directamente en el
desarrollo de las micorrizas. Varios experimentos, en los que se compararon diferentes niveles
de fertilizacion en plantulas producidas en contenedor, muestran que la formacion de
micorrizas esta relacionada con los niveles de N y P afiadidos al cultivo (Trofymow y van den
Driessche, 1991; Bowen, 1994). Estos nutrientes, también pueden afectar a los hongos
indirectamente, puesto que la asimilacion de nutrientes consume energia y carbohidratos, lo
cual puede reducir el carbono disponible para el desarrollo de la cepa fungica. Altos niveles
de nitrégeno y fosforo, reducen la cantidad de carbohidratos en las raices a niveles demasiado
bajos para mantener al hongo simbionte (Wallander, 1992).

En el caso del pino carrasco, se han llevado a cabo varios experimentos en “El
Serranillo” y en la Universidad de Murcia, para determinar los niveles de fertilizacion que

optimizan tanto el crecimiento de la planta como el desarrollo de micorrizas.

C1.- Efecto de la dosis de nitroégeno

En este ensayo se ha estudiado el efecto de diferentes regimenes de fertilizacion
nitrogenada en la micorrizacion de Pinus halepensis, por 4 cepas de hongos ectomicorricicos.
Las cepas de hongos ectomicorricios ensayadas han sido: 3 cepas de Pisolithus tinctorius
(3SR, Mx y 30AM), una cepa de Lactarius deliciosus (LDF5). En el caso de las 3 cepas de
Pisolithus tinctorius, el indculo utilizado ha sido indculo miceliar producido en
turba/vermiculita, y para Lactarius deliciosus, en forma de suspensiones miceliares.

Se ensayaron tres tratamientos diferentes de fertilizacion nitrogenada ( F1, F2 y F3).
El aporte extra de N durante la fase de crecimiento, se llevo a cabo mediante regadera. El
numero de planta para cada tratamiento fue de 100, repartidas en 4 bandejas Poliforest ® de
poliestireno expandido con alveolos de plastico de 350 cc.

Los valores de fertilizacion (N:P:K) utilizados en este ensayo para la fase de
germinacion y endurecimiento, fue igual para los tres tratamientos. En la fase de crecimiento
los valores N:P:K ensayados fueron: F1: 35-27-61; F2: 60-27-61; F3: 120-27-61.



Todas las cepas ensayadas formaron micorrizas a los distintos niveles de fertilizacion.
El pardmetro raices cortas micorrizadas no presento diferencias significativas, para ninguno
de los tratamientos ensayados, excepto para la cepa 3SR (Tabla 3).

Tabla 3: Porcentaje de planta micorrizada y raices cortas micorrizadas de Pinus halepensis,
micorrizado con tres cepas de hongos ectomicorricicos, con tres dosis diferentes de
fertilizacion nitrogenada (F1: 35:27:61; F2: 60:27:61; F3:120:27:61).

CEPA FUNGICA Fertilizacion % planta raices cortas
micorrizada micorrizadas
F1 62 a 1,9 a
Pisolithus tinctorius (3SR) F2 56 a 1,4b
F3 30b 1,4b
F1 252 a la
Pisolithus tinctorius (Mx) F2 18b 1,2a
F3 21b 0,8 a
F1 38a la
Lactarius deliciosus (LDF5) F2 32b 1,3a
F3 32b I,1a

Dentro de una misma columna, y para cada tratamiento de fertilizacion, los valores seguidos de la misma letra,
no son estadisticamente significativos segun el analisis de tablas de contingencia (p<0,05), para el % de plantas
micorrizadas y segun el test de Duncan (p<0,05), para las raices cortas micorrizadas.

C2.- Efecto de la fuente de nitrégeno

Se ensayaron tres tratamientos diferentes que corresponden a distintas fuentes de
nitrogeno: Nitrato amoénico (NH4NOs), amonio (NH4") y nitrato (NOs3). El fertilizante
utilizado durante el cultivo fue Peter’s Proffesional ® con unos valores NPK en la fa se de
germinacion 7-40-70, en la fase de crecimiento 20-7-19 y en la de endurecimiento 4-25-35. El
amonio se afiadié al cultivo en forma de sulfato amonico al 21%, y el nitrato como 4cido
nitrico al 59 %, en la fase de crecimiento de las plantas y con regadera.

Las cepas utilizadas en este ensayo fueron Pisolithus tinctorius (3SR) y Lactarius
deliciosus (LDF5). En el caso de la cepa de P. tinctorius, el inoculo utilizado fue producido
en turba/vermiculita, y para L. deliciosus, en forma de suspensiones miceliares.

El nimero de planta para cada tratamiento fue de 100, repartidas en 4 bandejas
Poliforest ® de poliestireno expandido con alveolos de plastico de 350 cc.

Cuando la fuente de nitrégeno aportada fue nitrato amoénico, el porcentaje de planta
micorrizada observado fue menor que cuando el N se aportdé como nitrato o amonio, aunque
los porcentajes para ambas cepas con esta fuente de nitrogeno, fueron bastante elevados
(Tabla 4)



Tabla 4: Porcentaje planta micorrizada y raices cortas micorrizadas de Pinus halepensis,
micorrizado con dos cepas de hongos ectomicorricicos, con tres fuentes de nitrogeno (NHy

NOs; NHs y NOs3).
FUENTE Pisolithus tinctorius (3SR) Lactarius deliciosus (LDF5)
NITROGENO % planta raices cortas % planta raices cortas
micorrizada micorrizadas micorrizada micorrizadas
NH;4 NO3 85,9b 3,1a 414b 1,7a
NH,4 91,5a 23b 559a 1,.9a
NO; 98,2 a 3,1a 553a 1,8 a

Dentro de una misma columna, y para cada tratamiento de fertilizacion, los valores seguidos de la misma letra,
no son estadisticamente significativos segun el andlisis de tablas de contingencia (p<0,05), para el % de plantas
micorrizadas y segun el test de Duncan (p<0,05), para las raices cortas micorrizadas.

C3.- Influencia de la dosis de fésforo

En este ensayo se ha estudiado el efecto de diferentes regimenes de fertilizacion
fosforada en la micorrizacion de Pinus halepensis. Para ello, se prepararon tres soluciones
nutritivas que diferian en la concentracion de P: F1: 22-3,5-19; F2: 20-7-19 (fertilizacion
estandar o control); F3: 20-14-19.

Las sales utilizadas fueron: NOs;K, (NO;),Ca.4H,0, (NH4),SO4, NaH,PO4, y como
aporte de micronutrientes, un preparado comercial (NUTREL®), conteniendo B (0,7%), Cu
(0,3%), Fe (7,5%), Mn (3,3%), Mo (0,2 %) y Zn (0,6 %).

En este caso las plantas recibieron una fertilizacion continua a lo largo de todo el
ensayo (sin diferenciar en fases de germinacidn, crecimiento y endurecimiento), de manera
que cada planta recibia 4,4 mg N por fertilizacion. El fertilizante se aplico mediante riego, con
la solucion nutritiva convenientemente diluida, y a la dosis de 10 ml/planta. El aporte total a
lo largo del cultivo fue de 35 mg de Ny 61 de K: F1: 35-13,5-61; F2: 35-27-61; F3: 35-54-61.

Las cepas utilizadas en este ensayo fueron Pisolithus tinctorius (3SR) y Lactarius
deliciosus (LDF5). En el caso de la cepa de Pisolithus tinctorius, el inoculo utilizado fue
in6éculo miceliar producido en turba/vermiculita, y para Lactarius deliciosus, en forma de
suspensiones miceliares

El niimero de planta para cada tratamiento fue de 100, repartidas en 4 bandejas
Poliforest ® de poliestireno expandido con alveolos de plastico de 350 cc. Para éste ensayo, el
sustrato de cultivo fue esterilizado en autoclave a 120 °C durante una hora, dos veces en dias
alternos.

Los resultados obtenidos se muestran en la tabla 5. La cepa 3SR presentd unos
porcentajes de planta micorrizada y raices cortas micorrizadas del 100 % sin que la dosis de
fosforo aportada influyera en estos porcentajes.



Tabla 5: Porcentaje planta micorrizada y raices cortas micorrizadas de Pinus halepensis,
micorrizado con dos cepas de hongos ectomicorricicos, con tres dosis diferentes de
fertilizacion fosforada (F1: 35-13,5-61; F2: 35-27-61; F3: 35-54-61).

CEPA FUNGICA Fertilizacion % planta raices cortas
micorrizada micorrizadas
F1 100 a S5a
Pisolithus tinctorius (3SR) F2 100 a S5a
F3 100 a 4,8 a
F1 17,6 b 2a
Lactarius deliciosus (LDF5) F2 37,6 a 2a
F3 22b 2a

Dentro de una misma columna, y para cada tratamiento de fertilizacion, los valores seguidos de la misma letra,
no son estadisticamente significativos segun el analisis de tablas de contingencia (p<0,05), para el % de plantas
micorrizadas y segun el test de Duncan (p<0,05), para las raices cortas micorrizadas.

Los porcentajes de planta micorrizada mas bajos, se observaron con los regimenes de
fertilizacion que contenian mayor cantidad de nitrégeno. Esto sugiere que altos niveles de este
elemento inhiben la micorrizacion, tal y como han demostrado otros autores con diferentes
especies vegetales y fungicas (Holopainen y Heinonen-Tanski, 1993; Wilkund et al., 1995). El
exceso de nitrogeno reduce la biomasa fingica en plantas micorrizadas. Esta reduccion es mas
pronunciada para el micelio extramatrical que para la biomasa fungica de las raices. De esta
forma, aunque las raices micorrizadas prosiguen su desarrollo de forma mas lenta, el
crecimiento del micelio extramatrical se encuentra fuertemente inhibido o incluso desaparece.

Se trata, por tanto, de encontrar la concentracion de N lo suficientemente elevada
como para no danar el crecimiento de la planta, y, a la vez, permitir una micorrizacion
aceptable. En el caso concreto de Pinus halepensis, se puede afirmar que un aporte de N de 35
mg, a lo largo de la campafia de cultivo, es 0ptimo para la obtencidon de planta micorrizada, sin
detrimento de los pardmetros morfologicos de la planta (Carrillo, 2000).

En relacion a la fuente de nitrégeno utilizada, nuestros resultados muestran que tanto
con amonio como con nitrato, el nimero de planta micorrizada es mas elevado que al utilizar
nitrato amonico. Para algunos autores, el amonio es mejor fuente de nitrogeno que el nitrato
basandose en el hecho de que para reducir el nitrato a amonio se produce un consumo de
energia, reduciendo de esta manera la cantidad de carbohidratos disponible para el desarrollo
del hongo. Sin embargo, otros autores mantienen que el nitrato es mejor fuente de nitrogeno
que el amonio. En las condiciones ensayadas, no se observaron diferencias entre las dos
fuentes de nitrogeno y ambas mostraron un alto porcentaje de plantas micorrizadas.

Las dosis de fosforo solo tuvieron efecto en el caso de la cepa Lactarius deliciosus
(LDF5). Sin embargo, la micorrizacion por P. tinctorius no se vio afectada por el P. En el
ensayo de régimen de riego combinado con la fertilizacion, tampoco se encontraron
diferencias al aumentar la dosis de fosforo, mostrando que el nivel de P sélo tuvo un pequeio



efecto en el desarrollo de las ectomicorrizas de P. tinctorius. Estos resultados coinciden con
los trabajos de otros autores donde se muestra que el efecto del fosforo sobre el desarrollo de
las ectomicorrizas fue apenas apreciable. Parece ser que la combinacion de altos niveles de
fosforo y nitrégeno tiene un efecto mayor en el desarrollo de las ectomicorrizas que altas dosis
de fosforo por si solas (Wallander, 1992).

Las plantas micorrizadas con diferentes cepas de P. tinctorius presentaron mayor
altura que las no micorrizadas a las dosis mds bajas de nitrogeno, mientras que no se
encontraron diferencias al aumentar la dosis de este elemento. Al aplicar las distintas dosis de
fosforo se obtuvieron resultados equivalentes. Solo a la dosis de fosforo mas elevada no se
encontraron diferencias en la altura de las plantas micorrizadas con la cepa P. tinctorius (3SR)
y el control. Este incremento de crecimiento, inducido por las ectomicorrizas, es mas claro a
dosis bajas de fertilizante. Resultados similares fueron obtenidos en experimentos con
especies de Pinus y cepas de P. tinctorius y otros hongos ectomicorricicos (Hatchell y Marx,
1987, Vire, 1989; Rousseau y Reid, 1991, Diaz y Honrubia, 1998, 1999)

En cuanto al contenido de nutrientes, cuando se ensayaron dosis crecientes de P el
contenido de fosforo, tanto foliar como radical, fue siempre mayor al aumentar la dosis de
este elemento en el sustrato. Las plantas micorrizadas presentaron mayor cantidad de fosforo
en las aciculas y en la raiz que las plantas no micorrizadas corroborando por tanto, que las
micorrizas pueden aumentar la acumulacion de fosforo en los tejidos de la planta

En todos los ensayos realizados, el contenido de potasio de las plantas micorrizadas
con Pisolithus tinctorius (sobre todo con la cepa 3SR) fue superior al contenido de este
elemento en las plantas control.

D) PESTICIDAS

Muchos de los fungicidas que se utilizan en vivero para controlar las enfermedades
que afectan a las plantas, pueden afectar también al desarrollo de ectomicorrizas (Pawuk et
al., 1980; Marx y Rowan, 1981; Landis et al., 1990). Los fungicidas que afectan al hongo
micorricico o a la formacion de micorrizas pueden influir en la productividad del vivero
mejorandola o empeorandola (Trappe ef al., 1984).

Algunos estudios en plantulas de pino muestran el efecto de varios fungicidas sobre el
desarrollo de ectomicorrizas, tanto naturales en condiciones de campo como las obtenidas por
inoculacion en condiciones de vivero. Estos resultados que se tienen sobre diferentes especies
de hongos y de distintos fungicidas son diversos y, en muchos casos, contradictorios

Por ello, en “El Serranillo”, se disend un experimento con el fin de determinar el
efecto de diversos fungicidas de aplicacion habitual en el vivero sobre la micorrizacion en
pino carrasco.

Las cepas utilizadas fueron dos de Pisolithus tinctorius (3SR y 30AM) y una de
Lactarius deliciosus (LDF5). El inéculo utilizado en el caso de las dos cepas de Pisolithus
tinctorius, fue inodculo en turba y vermiculita y en el caso de la cepa LDFS5, en forma de
suspensiones miceliares.

Con el fin de adecuarnos al uso habitual de los fungicidas en vivero, los fungicidas se
aplicaron de manera conjunta, en distintas fases del cultivo de las plantas, alternandolos para
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evitar resistencias. Los fungicidas ensayados y el calendario de aplicacion aparecen a
continuacion:

- 05-05-98.- tachigaren (1,5 cm’/1) + rovral (1,3 g/l)= 3 I/m*
- 27-05-98.- previcur (2 cm’/l) + benomilo (2 g/l)= 3 I/m?

- 09-06-98.- benomilo (2 g/1) + captan (3 g/l)=2 I/m*

- 25-06-98.- benomilo (2 g/l) + tiram (2 g/1)= 2 I/m’

- 16-07-98.- benomilo (2 g/l) + captan (3 g/l)=2 I/m*

- 22-07-98.- benomilo (2 g/l) + tiram (2 g/1)= 2 I/m’

- 05-08-98.- benomilo (2 g/) + captan (3 g/l)=2 I/m*

- 19-08-98.- benomilo (2 g/l) + tiram (2 g/1)= 2 I/m’

- 16-09-98.- benomilo (2 g/l) + captan (3 g/l)=2 I/m*

- 08-10-98.- benomilo (2 g/l) + tiram (2 g/1)= 2 I/m’

El nimero de planta para cada tratamiento fue de 100, repartidas en 4 bandejas
Poliforest ®.

Las tres cepas utilizadas en este ensayo formaron micorrizas al aplicar los fungicidas.
Los resultados de éste ensayo se muestran en la tabla 6.

Tabla 6: Porcentaje de plantas micorrizadas y raices cortas micorrizadas de las tres cepas
frente a los tratamientos ensayados. F+: Tratamiento con fungicidas, F-: Tratamiento sin
fungicidas.

% planta raices cortas
Cepa flngica Fungicida micorrizada micorrizadas
F+ 35b 25a
Pisolithus tinctorius (3SR) F- 62 a 29a
F+ 34 a 2,6a
Pisolithus tinctorius (MXx) F- 252a 2b
F+ 28 a 2,1a
Lactarius deliciosus (LDF5) F- 38 a 2,1a

Dentro de una misma columna, y para cada tratamiento de fertilizacion, los valores seguidos de la misma letra,
no son estadisticamente significativos segun el andlisis de tablas de contingencia (p<0,05), para el % de plantas
micorrizadas y segun el test de Duncan (p<0,05), para las raices cortas micorrizadas.

El pino carrasco es una especie muy sensible a los ataques de hongos en el vivero
(Peniuelas y Ocana, 1996), por lo que es necesario el uso de fungicidas, para prevenir las
enfermedades criptogamicas a lo largo del cultivo. A la vista de los resultados obtenidos,
podemos recomendar el uso de fungicidas, incluso si se pretende realizar un programa de
micorrizacioén en el vivero. No obstante, seria aconsejable realizar pruebas preliminares con
las cepas de hongos ectomicorricicos seleccionadas para dicho programa, o bien, cambiar en
el tratamiento aquellos fungicidas que in vitro se hayan visto mas perjudiciales, ya que los
efectos de los fungicidas sobre los hongos ectomicorricicos son muy variables (Carrillo,
2000).
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D) INOCULO ECTOMICORRICICO

El indculo miceliar es uno de los tipos de in6culo mas utilizado para micorrizar plantas
en vivero. Con este indculo nos aseguramos el trabajar con la cepa o aislado fungico elegido
previamente y evitamos introducir organismos indeseados como patogenos al sistema de
cultivo (Brundrett ef al., 1996). Este micelio puede ser aplicado en una mezcla de turba y
vermiculita, en forma de suspensiones miceliares, o incluido en geles de polimeros inertes.

El in6culo producido en turba y vermiculita ha sido uno de los tipos mas usados para
programas de inoculacion controlada en vivero (Marx y Kenney, 1982; Harvey et al., 1991).

El micelio incluido en geles de alginato es un buen método de produccion de indculo
de hongo ectomicorricico (Le Tacon et al., 1983; Kuek et al., 1992). Este método es eficaz
para especies de hongos que soporten bien la fragmentacion y en el caso de algunas especies,
las concentraciones de Cl,Ca necesarias para su produccion.

Otro tipo de indculo utilizado en programas de inoculacion son las suspensiones
miceliares (Parladé et al., 1996; Honrubia ef al., 1997). Este indculo tiene la ventaja de que su
preparacion es sencilla y que se puede mecanizar con relativa facilidad en viveros
comerciales.

Para el caso concreto del pino carrasco se realizaron una serie de ensayos que se
describen a continuacion.

D1.- Capacidad infectiva de 6 cepas de Pisolithus tinctorius, en relacion a la cantidad de
glucosa presente en el medio de cultivo.

Las cepas utilizadas en este ensayo fueron: 3SR, 30AM, PtF3, CAOIEU, Mx y U8. Se
utilizaron dos tipos de inoculo, indculo miceliar producido en turba y vermiculita y
suspensiones miceliares. En el caso de las suspensiones miceliares, al medio de cultivo se le
afiadié 1,5 g de agar/l para favorecer el crecimiento del hongo y, una vez crecido éste, se
fragmentd durante unos pocos segundos para homogeneizar la suspension. Para los dos tipos
de indculo, el medio MMN fue producido con la cantidad normal de glucosa (10 g), segin
férmula original, y con la mitad de glucosa (5 g).

La dosis de indculo para el micelio producido en turba y vermiculita fue de 25 ml
inéculo/alveolo y de 10 ml in6culo/alveolo en el caso de las suspensiones miceliares. Para
cada tratamiento se dispusieron 2 bandejas de poliestireno expandido, con un total de 112
plantas por tratamiento.

En todas las cepas ensayadas, y para los dos tratamientos, el nimero de planta
micorrizada al aplicar el indculo en forma de suspensiones miceliares fue muy bajo (Tabla 7).
En cambio, al utilizar como indculo turba y vermiculita, los porcentajes de planta micorrizada
fueron sensiblemente mas elevados (Tabla 8).
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Tabla 7: Porcentaje de micorrizacion de las 6 cepas ensayadas, con el indculo en forma de
suspensiones miceliares (ensayo A). (G+: 10 g de glucosa; G-: 5 g de glucosa).

MEDIO % PLANTAS MICORRIZADAS
MMN 3SR 30AM PtF3 CAO1EU Mx U8
G+ 35a 5,6a 8,3a 5,7a 95a 2,7a
G- 42 a 53a 9,1a 6,2a 9,7a 3,1a

Valores dentro de una misma columna seguidos de la misma letra, no son estadisticamente diferentes segin el
analisis de tablas de contingencia (p<0,05).

Aunque los porcentajes de planta micorrizada fueron ligeramente mas elevados al
utilizar el ino6culo con la cantidad normal de glucosa, no se encontraron diferencias en
ninguna de las cepas ensayadas (Tabla 8).

Tabla 8: Porcentajes de plantas micorrizadas y raices cortas micorrizadas de las cepas
ensayadas con el inoculo en turba y vemiculita. (G+: 10 g de glucosa; G-: 5 g de glucosa).

% planta raices cortas

CEPA FUNGICA MEDIO MMN micorrizada micorrizadas
3SR G+ 58 a 2,1a
G- 419 a 2,1a
30AM G+ 303a 1.7a
G- 2l4a l.6a
PtF3 G+ 26.78 a 1.5a
G- 223a 12a
CAO1EU G+ 18.75 a 23a
G- 17.85a 2.1a
Mx G+ 91.07 a 24a
G- 89.28 a 25a
U8 G+ 9,8 a I.la
G- 14.28 a 1.5a

Dentro de una misma columna, y para cada tratamiento de fertilizacion, los valores seguidos de la misma letra,
no son estadisticamente significativos segun el andlisis de tablas de contingencia (p<0,05), para el % de plantas
micorrizadas y segun el test de Duncan (p<0,05), para las raices cortas micorrizadas.
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Una practica habitual a la hora de producir ino6culo para programas de inoculacion en
vivero, es disminuir la cantidad de glucosa en el medio. De esta forma, se pretende conseguir
que el hongo sea mas agresivo favoreciendo asi el establecimiento de la simbiosis micorricica.
Con las cepas fungicas y especie vegetal ensayadas, no se observaron diferencias, ni en el
porcentaje de plantas micorrizadas, ni en el numero de raices cortas micorrizadas, mostrando
que la reduccién de la cantidad de glucosa presente en el medio de cultivo no es determinante
a la hora de favorecer el desarrollo posterior de las micorrizas en vivero (Carrillo, 2000).

En general, los inoculos que mejores resultados producen son el inoculo solido con la
cantidad mayor de glucosa en el medio. Las suspensiones miceliares o “slurries”, no parecen
funcionar con P. tinctorius.

D2.- Efecto del tipo de inbéculo sobre la capacidad infectiva de varios hongos
ectomicorricicos.

Las cepas de hongos ectomicorricicos utilizadas han sido: Cenococcum sp (Cn),
Lactarius deliciosus (LDFS), Pisolithus tinctorius (3SR), Suillus collinitus (SIM;y HXp) y
HXj;. Se ha ensayado inoculo miceliar producido en turba y vermiculita, incluido en gel de
alginato y en forma de suspensiones miceliares. Para la cepa LDF5, se utiliz6 inoculo en gel
de alginato y suspensiones miceliares.

La dosis de indculo para turba y vermiculita fue de 25 ml in6culo/alveolo, de 10
ml/alveolo para las suspensiones miceliares y de 20 ml inoculo/alveolo para el indculo
incluido en gel de alginato. Para cada tratamiento se dispusieron 2 bandejas de poliestireno
expandido, con un total de 112 plantas por tratamiento.

Dependiendo de la cepa, la cantidad de planta micorrizada obtenida vari6 segun el tipo
de in6culo. La cepas Cn y LDFS, obtuvieron los porcentajes de planta micorrizada mas
elevados al utilizar suspensiones miceliares. El indculo en turba y vermiculita fue mas
efectivo con las cepas 3SR y HXj;. En cuanto al indculo incluido en gel de alginato, las cepas
Suillus collinitus (Sim; y HXp,) y HXy; fueron las tnicas capaces de formar micorrizas con
unos porcentajes aceptables (Tabla 9).

En general, los valores més altos de micorrizacion corresponden al indculo producido
por fermentacion solida, especialmente en el caso de P. tinctorius . En cuanto al indculo en
forma de suspension miceliar o “slurry”, el valor de micorrizacion mas elevado corrresponde
a la cepa LDF5.
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Tabla 9: Porcentajes plantas micorrizadas y raices cortas micorrizadas de los sistemas
radicales en funcion del tipo de indculo ensayado.

CEPA % planta raices cortas
FUNGICA INOCULO micorrizada micorrizadas
turba/verm 0 -
C.sp.(Cn) suspensiones 35,7 1.4
alginato 0 -
turba/verm - -
L.d. (LDF5) suspensiones 50 a 1.4
alginato 2b -
turba/verm 58 a 2.1
P.t. 3SR) suspensiones 3b -
alginato 0 -
turba/verm 24,1 a 2a
S.c. (Simy) suspensiones 30,35 a 1.8a
alginato 249 a 2.7b
turba/verm 31,2a 19a
S.c. (HXy») suspensiones 241 a 19a
alginato 28,55a 2a
turba/verm 34a 2.8b
HX suspensiones 18,75 a 2.1a
alginato 25,8 a 2a

Dentro de una misma columna, y para cada tratamiento de fertilizacion, los valores seguidos de la misma letra,
no son estadisticamente significativos segun el analisis de tablas de contingencia (p<0,05), para el % de plantas
micorrizadas y segun el test de Duncan (p<0,05), para las raices cortas micorrizadas.

D3.- Efecto de la dosis de indculo sobre la capacidad infectiva de 3 cepas de hongos
ectomicorricicos

Se utilizaron 2 cepas de Pisolithus tinctorius (3SR y Mx) y una cepa de Lactarius
deliciosus (LDFS5). Se ensayaron tres tipos de indculo miceliar, producido en turba y
vermiculita, incluido en gel de alginato y suspensiones miceliares.

Las dosis para el inoculo en turba y vermiculita fueron 40, 25 y 15 ml / alveolo. En el
caso del in6culo incluido en gel de alginato, las dosis fueron 30, 20 y 10 ml / alveolo. Para las
suspensiones miceliares 15, 10 y 5 ml / alveolo, excepto en el caso de la cepa LDF5 que, se
ensayaron las dosis media y baja solamente.

En el caso de las cepas 3SR y Mx, sélo se obtuvieron resultados positivos de micorrizacion, al
aplicar el indculo en turba y vermiculita. Con la cepa LDFS5, el Unico inoéculo que formo
ectomicorrizas fueron las suspensiones miceliares.

En todos los casos, con la dosis media y alta de in6culo, se obtuvieron porcentajes

similares de planta micorrizada, observandose un descenso en la micorrizacion con la dosis
mas baja ensayada (Tabla 9).
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Tabla 9: Porcentajes de planta micorrizada y raices cortas micorrizadas de Pinus halepensis
con las tres cepas ensayadas en relacion con la dosis de indculo.

CEPA INOCULO DOSIS % planta raices cortas
FUNGICA (ml/planta) micorrizada micorrizadas
L.d. LDF5  Suspensiones 10 38a 2a

miceliares 5 11,9b 2a
40 67 a 1,9 a
P.t. 3SR Turba/verm 25 58a 2,1a
15 29,4 b 1,7b
40 22,6 a 2,5a

P.t. Mx Turba/verm 25 252 a 2b
15 535b 1,9b

Dentro de una misma columna, y para cada tratamiento de fertilizacion, los valores seguidos de la misma letra,
no son estadisticamente significativos segun el andlisis de tablas de contingencia (p<0,05), para el % de plantas
micorrizadas y segun el test de Duncan (p<0,05), para las raices cortas micorrizadas.

Por otro lado, no se observaron diferencias en los pardmetros morfologicos entre las
plantas control y las plantas micorrizadas, en los ensayos sobre la capacidad infectiva de P.
tinctorius 'y sobre el tipo de indculo. Hay que tener en cuenta que, en general, en un sustrato
artificial y con unos aportes de fertilizacion adecuados, la micorrizacion no produce
diferencias de crecimiento significativas (Molina, 1980; Diaz y Honrubia, 1999). Muchos de
los beneficios de la simbiosis sobre la planta hospedante no se observan en un espacio tan
reducido como es un contenedor y con una dosis de fertilizacion adecuada.

Sin embargo, cabe destacar que todas las plantas micorrizadas en estos ensayos
cumplieron los criterios de calidad de planta forestal, segun la normativa espafiola para Pinus
halepensis de una savia, tales como una altura minima de 10 cm y un didmetro de cuello de
raiz de 2 cm (Pefiuelas, 1999).

En cuanto al contenido de nutrientes, las distintas cepas de Pisolithus tinctorius
presentaron diferencias en cuanto a su capacidad para absorber nitrégeno. Las plantas
micorrizadas con la cepa 3SR presentaron un contenido de P en la parte radical superior al
resto de las plantas micorrizadas y a las control. Esto podria deberse a la acumulacion de este
elemento en el manto fingico de la micorriza (Harley y Smith, 1983).

El contenido de potasio en las plantas tiene un papel muy importante en el ajuste
osmotico y en la regulacion de la apertura estomatica, contribuyendo a la disminucién de
pérdidas por transpiracion (Oliet, 1998). Las plantas micorrizadas con las cepas de Pisolithus
tinctorius 3SR y 30AM y con la cepa HXj, presentaron un contenido en potasio
significativamente mas elevado que las plantas control. Esto supone una ventaja para la planta
micorrizada ya que al tener mas potasio, la planta puede resistir mejor periodos de sequia y de
esta manera conseguir una mayor supervivencia al ser transplantada a campo. En definitiva, se
traduce en una mejora ecofisiolodgica que aporta el hongo de la micorriza; en este caso, las tres
cepas indicadas.
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CONCLUSIONES

1.- La cepa Pisolithus tinctorius (3SR) se ha evidenciado como una excelente
candidata para programas de inoculacion en vivero con Pinus halepensis. Esta cepa ha
presentado unos porcentajes de micorrizacion elevados. Asimismo, la micorrizacién con la
especie comestible Lactarius deliciosus (LDF5) es factible a media-gran escala , debido a los
métodos de produccion e incorporacion del indculo en vivero.

2.- La eficacia del tipo de in6culo varia segun la especie fungica. Asi para las cepas de
Pisolithus tinctorius, el indculo mas eficaz es el producido en turba y vermiculita; en cambio,
para Lactarius deliciosus (LDF5) y Cenococcum geophilum (Cn) son las suspensiones
miceliares. Las cepas de Suillus collinitus (Sim; y Hxp,) y la cepa Hxy; formaron micorrizas
con los tres tipos de in6culo. Unas dosis de aplicacion de 25 ml/pl, en el caso del indculo en
turba y vermiculita, y de 10 ml/pl para las suspensiones miceliares, se consideran Optimas
para la obtencion de planta micorrizada. Aumentos de estas dosis no conllevan incrementos
en los porcentajes de micorrizacion. La reduccion de la cantidad de glucosa en el medio de
cultivo no es determinante a la hora de favorecer el desarrollo de las micorrizas en vivero.

3.- El uso de fungicidas en vivero, necesario para el cultivo de pino carrasco, dada su
sensibilidad a los hongos patdgenos, en esta fase del desarrollo, no afecta negativamente el
proceso de micorrizacidon controlada.

4.- Un incremento de la fertilizacion nitrogenada se traduce en una disminucion de la
micorrizacion. Para pino carrasco, un aporte de nitrogeno de 35 mg/pl es suficiente para la
obtencion de planta micorrizada sin detrimento de los parametros morfologicos de la planta.
Tanto amonio como nitrato permiten unos buenos niveles de micorrizacion. La aportacion de
nitrato amodnico no mejora la micorrizacion de pino carrasco.

5.- El efecto del fosforo, en las dosis utilizadas, sobre la micorrizacion es apenas
apreciable.

6.- Un régimen de riego reducido (25% de porosidad de aireacién) favorece la
micorrizacioén sin mermas en el crecimiento de las plantas.

7.- No se pueden establecer pautas generales de estimulacion del crecimiento debido a
la micorrizacion en la fase de vivero. Lactarius deliciosus no repercute en mejoras
morfométricas en las plantas micorrizadas. Sin embargo, algunas cepas de Pisolithus
tinctorius (3SR y Mx) tienen un efecto positivo sobre el crecimiento y mejora nutricional de
las plantas.

8.- El incremento en la asimilacion de potasio observado en plantas micorrizadas con
Pisolithus tinctorius en vivero, se puede considerar una importante ventaja para su posterior
transplante a campo, debido a la mejora en la resistencia a la sequia. En algunos casos se
observo una mejora en la nutricion fosforada de las plantas micorrizadas.
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