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RESUMEN

Se ha inoculado planta forestal con varias especies de hongos ectomicorricos, aplicando para
ello distintas técnicas con objeto de obtener individuos de calidad para reforestacion de zonas
incendiadas. Las plantulas inoculadas corresponden a tres especies arboreas de distribucién
mediterranea y de probada capacidad colonizadora: Pinus halepensis, Pinus pinaster y Quercus ilex
subsp. ballota, todas ellas producidas en contenedor. Los hongos empleados fueron Lactarius
deliciosus, L. sanguifluus, Suillus bellinii, S. collinitus, S. mediterraneensis, Pisolithus tinctorius y
Rhizopogon roseolus para las especies de pino; y Tuber melanosporum para la encina. Para las
inoculaciones de Pinus se prepararon suspensiones miceliares y esporales .Para las inoculaciones de
Quercus se prepard suspension esporal. La experiencia se llevé a cabo en dos viveros distintos,
evaluandose para cada tratamiento altura de plantula y porcentaje de micorrizacion conseguida. Los
resultados obtenidos permiten optimizar la aplicacion de técnicas de micorrizacion en viveros con
vistas a una produccion de plantula micorrizada con fines comerciales.
P.C.- Inoculacion, hongos ectomicorricos, bosques mediterraneos incendiados.

SUMMARY.

In order to obtain plant of good quality for afforestation of burned zones, seedlings inoculation
has been carried out in nursery with different species of ectomycorrhizal fungi, using different
inoculation techniques. The inoculated seedlings belong to three Mediterranean tree species with high
colonizer capability of burned zones: Pinus halepensis, Pinus pinaster and Quercus ilex subsp.
ballota. All of them were produced in container. The fungi used were: Lactarius deliciosus, L.
sanguifluus, Suillus bellinii, S. collinitus, S. mediterraneensis and Pisolithus tinctorius for pine
species; and Tuber melanosporum in the case of holm-oak. For Pinus inoculation it was made
mycelial slurries and spore suspensions. For Quercus inoculation it was produced spore suspension.
The experiment was carried out in two different nurseries, and it was evaluated the seedling heights
and the mycorrhization percentage obtained using several parameters. Our results let optimize the
application of mycorrhizal techniques in nurseries in order to produced mycorrhized plants with
commercial aims.

K. W.- Inoculation, ectomycorrhizal fungi, mediterranean burned forests.

INTRODUCCION.

La necesidad de la utilizacion de planta inoculada en reforestacion de zonas de escasa
regeneracién, como son las masas forestales mediterraneas arrasadas frecuentemente por el fuego,
viene justificada en el incremento del desarrollo y de la supervivencia de la planta en campo que
supone la presencia de hongos ectomicorricicos en asociacion simbidtica con las raices de plantas
forestales.

La reforestacidon con planta micorrizada conlleva, como pasos previos a la introduccion de la
planta en campo, la seleccion de hongos y el desarrollo de técnicas de inoculacion adecuadas, para
conseguir de manera rentable planta forestal. Para muchas especies vegetales existe una amplia gama
de hongos ectomicorricicos susceptibles de entrar en asociacion simbidtica con las mismas, asi como
otras que s6lo pueden micorrizar determinadas especies (HONRUBIA, et al., 1992) de ahi la
importancia de la seleccién del hongo. Asimismo, han sido varias las técnicas de inoculacién
(suspensiones miceliares, micelio sélido en turba y vermiculita, suspensiones esporales,...) empleadas
con éxito hasta la fecha en vivero para micorrizar planta producida en contenedor con especies



fungicas caracteristicas de los ecosistemas forestales mediterraneos. Plantas de Pinus pinaster han
sido micorrizadas con éxito con especies como Pisolithus tinctorius, Rhizopogon roseolus (PERA ET
AL., 1993) y Lactarius (ESPIGOL, 1999); y plantulas de Pinus halepensis con Suillus sp.pl. ,
Rhizopogon roseolus y Pisolithus tinctorius (TORRES & HONRUBIA, 1994 a; HONRUBIA ET AL.,
1997) entre otras. Para Quercus ilex las técnicas de micorrizacion con Tuber melanosporum (trufa
negra) han sido ampliamente desarrolladas dada la importancia de la truficultura como alternativa
econdmica en determinadas areas mediterraneas, siendo las SUSPENSIONES ESPORALES LA
TECNICA MAS EFECTIVA Y GENERALIZADA EN VIVEROS COMERCIALES (Casas, 1999).

En este trabajo se compara la inoculacion con varias especies fungicas, propias de las zonas a
reforestar, de plantulas de Pinus halepensis y P. pinaster aplicando distintas técnicas en dos viveros
que utilizan diferentes técnicas de produccion. Ademas se analiza la efectividad de las suspensiones
esporales para inocular plantulas de Quercus ilex con Tuber melanosporum, comparando los
resultados para cada uno de los viveros. En ambos casos con el seguimiento de la altura de plantula se
pretende poner de manifiesto la existencia de una posible influencia de la micorrizacion en dicho
parametro.

MATERIAL Y METODOS.

El estudio se llevd cabo en dos viveros destinados a la produccion de planta en contenedor con
fines comerciales situados en la provincia de Albacete.

Previamente a la inoculacion de la plantula se llevo a cabo en laboratorio la preparacion de dos
tipos de indculo: a) Micelio producido en medio liquido MMN (MARX, 1969) o BAF (MOSER,
1960), segun requerimientos nutritivos de las especies, para Suillus y Lactarius, y Rhizopogon
roseolus. Como punto de partida se tomaron los aislamientos de micelio realizados a partir de
carpoforos segun técnica descrita por HONRUBIA ET AL., 1995. La dosis aplicada oscilo entre los 8-
10 ml/plantula; b) Suspension acuosa de esporas obtenidas a partir de carpdforos de Lactarius
deliciosus, Suillus collinitus, S. mediterraneensis, Pisolithus tinctorius y Tuber melanosporum

aplicandose dosis del orden de 104 y 10 ! esporas/ plantula

Las plantulas a inocular fueron producidas siguiendo las técnicas de produccion propias de
cada vivero, eliminando Unicamente la aplicacion de fertilizantes en las plantulas ensayadas. Las
técnicas de produccion se especifican a continuacion. Técnica de produccion Vivero A: El tipo de
sustrato consiste en una mezcla de turba rubia (75%) y turba negra (25%), con vermiculita y abono de
liberacion lenta; el tipo de contenedor empleado en el cultivo de plantula son bandejas de plastico
termoformado de 200 cc de capacidad por alveolo para Pinus y de 300 cc para Quercus. Las dosis de
riego no se encuentran reguladas regando segun las necesidades en cada momento. Técnica de
produccion Vivero B: El tipo de sustrato empleado es de origen vegetal (corteza de pino triturada)
obtenido mediante mezcla, molienda y esterilizacion; el contenedor empleado para el cultivo de Pinus
son bandejas de plastico termoformado de 220 cc de capacidad y para Quercus bandeja rigida
Forestpot de 300 cc. Al igual que en el vivero anterior las dosis de riego aplicadas vinieron definidas
por las condiciones climéaticas dominantes.

Las plantulas se inocularon 3 meses después del semillado en plantulas de pino y 5 meses para
el caso de la encina Quercus, coincidiendo con el momento de desarrollo de las raices secundarias
susceptibles de formar micorrizas. Las inoculacién liquida se llevd a cabo mediante inyeccion en el
cepellén de la plantula con micropipeta automatica y la suspension esporal mediante pulverizacion en
superficie.

A partir de la inoculaciones se realizaron sucesivas mediciones de alturas de todas las
plantulas tratadas, con un total de 3 muestreos espaciados 2 meses. Asimismo, coincidiendo con la
altima medicion de alturas, 4 meses tras las inoculaciones, se evalud el grado de infeccion fungico
observando los sistemas radiculares al ojo desnudo sin destruir la planta siendo vélida para su
posterior introduccién en campo. Los parametros establecidos para cada tratamiento (especie arbérea-
hongo-tipo de inéculo) fueron, tanto para Pinus como para Quercus, el porcentaje de plantula
micorrizada, y para las plantulas de Pinus, el porcentaje de raices cortas micorrizadas a partir del cual
se establecio un Indice subjetivo de infeccion de 0 a 5 con la siguiente correspondencia: 0: 0% de
raices micorrizadas; 1: 1-20 %; 2: 21-40 %; 3: 41-60 %; 4: 61-80%; 5: 81-100%. Los resultados se
sometieron a analisis de varianza y se estableci6 la existencia de diferencias significativas también
con Test de Tukey (P<0.05). Con objeto de poder establecer la existencia de una correlacion entre la



altura de plantula alcanzada y el porcentaje de micorrizacion radicular se realizaron los
correspondientes analisis de regresion entre ambos parametros para aquellos tratamientos que
presentaron mejores resultados de micorrizacion, considerando como tales aquellos que superaron el
50 % de plantula micorrizada.

RESULTADOS

El seguimiento de la altura de plantula durante los meses posteriores a las inoculaciones pone
de manifiesto, independientemente de que se trate de planta inoculada o no, el mayor crecimiento
experimentado en el Vivero 1 asi como un adelanto en el punto de maximo crecimiento de plantula.
Por su parte, el tratamiento estadistico de los datos de altura de plantula establecié la existencia de
diferencias significativas entre la mayoria de los tratamientos para las especies de Pinus en los
distintos muestreos, no ocurriendo lo mismo para las plantulas de Quercus.

En relacién a los resultados obtenidos con las especies Pinus halepensis (Tabla 1) y Pinus
pinaster (Tabla 2), en todos tratamientos tuvo lugar la formacion de ectomicorrizas con las especies
ensayadas, salvo el tratamiento con inoculo liquido de Rhizopogon roseolus en Pinus halepensis para
el Vivero 1y Pisolithus tinctorius para el Vivero 2.

Tabla 1. Pinus halepensis

% planta Indice de Altura
ESPECIE FUNGICA Tratamiento micorrizada infeccién media (cm)
V1 V2 V1 V2 V1 V2

- TESTIGO - - - - 17.0c 8.1 cd

Suillus bellinii LIQUIDO 24 % 0 10a - 195e 8.8 e
Suillus collinitus LIQUIDO [178% | 1.7% 10a 1,0a | 18.5cde 89e
Suillus collinitus ESPORAL [644% | 8.8% 13b 13a 15.4 a 7.4b
Suillus mediterraneensis LIQUIDO [ 25.7% 0 14b - 18.1c 9.4 f
Suillus mediterraneensis | ESPORAL |50.1% | 21.7% [ 10a 10a 15.0a 7.6 bc
Lactarius deliciosus LIQUIDO [188% | 29.1% | 1,1a 1,0a | 18.5cde 8.8 e
Lactarius deliciosus ESPORAL |40.0% | 55.0% | 10a 10a | 184cd 8.5 de
Lactarius sanguifluus LIQUIDO |286% | 634% | 10a 1,0a [ 19.1de 8.5 de
Pisolithus tinctorius ESPORAL | 8.7% 0 10a - 18.5 cd 7.8 bc
Rhizopogon roseolus LIQUIDO 0 8.9 % - lla - 5.2a

Tabla 2. Pinus pinaster

% planta Indice de Altura
ESPECIE FUNGICA | Tratamiento micorrizada infeccién media (cm)
V1 V2 V1 V2 V1 V2
- TESTIGO - - - - 19.4abc| 9.0ed
Suillus bellinii LIQUIDO 320% | 19% [14bc | 10ab | 181b 9.9 fg
Suillus collinitus LIQUIDO |33.7%| 0.3% 1,1a |1,0abc| 22.0e 10.4 h
Suillus collinitus ESPORAL - 9.5% - 10a - 8.4b
Suillus mediterraneensis LIQUIDO 69% | 3.8% | 10ab | 15¢c 18.3b 10.3 gh
Suillus mediterraneensis | ESPORAL - 64.0 % - 10a - 8.9cd
Lactarius deliciosus LIQUIDO 88.5 13.8 10a 10a 19.8 ¢ 10 fg
Lactarius deliciosus ESPORAL 93.2 374 19d 10a 23.0f 9.2 de
Lactarius sanguifluus LIQUIDO 60.2 47.8 1,1a | 1,0a [19.4abc| 8.7bc
Pisolithus tinctorius ESPORAL 17.5 374 |1,2abc| 10a 20.9d 9.5de
Rhizopogon roseolus LIQUIDO 25 80 15b | 1,3bc | 18.5ab 7.7a

Tabla 3. Quercus ilex subsp. ballota.



% planta Altura
TRATAMIENTO micorrizada media (cm)
Vi V2 Vi V2
TESTIGO ) i 24.5 114
a a
Tuber melanosporum 0 97 22.3 11.0
esporal % % b a

Tablas 1, 2 y 3.- Resultados de evaluacién de la micorrizacién y medicion de alturas. Distintas letras indican la existencia
de diferencias significativas segin Test de Tukey (P< 0.05). Las alturas medias corresponden al tercer muestreo
realizado. V1= Vivero 1. V2= Vivero 2.

En casi todos los tratamientos de Pinus, incluyendo el Testigo, ademas se encontraron
micorrizas correspondientes a Telephora terrestris y Pisolithus tinctorius, encontrandose la primera
en un alto porcentaje de plantulas conviviendo con otras especies.

En general los porcentajes de plantula micorrizada més altos se encontraron en el Vivero 1.
Asimismo, en ambos viveros los porcentajes mas altos se encontraron en tratamientos realizados con
Pinus pinaster. En aquellas combinaciones hongo-especie arborea en que se ensayaron los dos tipos
de indculo, liquido y esporal, los porcentajes de plantula micorrizada mas altos se encontraron con los
tratamientos esporales en ambos viveros. Las inoculaciones con caracter general fueron mas efectivas
para las especies de Lactarius. Los indices de infeccidn en ningun caso fueron superiores a 2, sin que
se encontraran diferencias significativas para los distintos tratamientos, salvo para el caso puntual de
Lactarius deliciosus y Pinus pinaster inoculado con esporas en el Vivero 1.

Finalmente, para las especies de Pinus, el analisis de regresion lineal indica la existencia de
una débil relacion entre el incremento de la altura con el incremento en el porcentaje de micorrizacion
radicular (P<0.05) para dos de los tratamientos Suillus collinitus en Pinus halepensis (Vivero 1) y
Suillus mediterraneensis en Pinus pinaster (Vivero 2).

Para Quercus ilex subsp. ballota (Tabla 5) mediante la técnica de produccién del Vivero 2 se
consiguid la micorrizacion del 100 % de la plantula inoculada, en contraposicién de lo ocurrido en el
Vivero 2 en que el porcentaje registrado fue del 0 %.

DISCUSION.

La obtencion de resultados positivos de micorrizacién en uno y otro vivero para las especies
fangicas introducidas confirma la compatibilidad delas mismas para la formacion de ectomicorrizas
con Pinus halepensis y Pinus pinaster, asi como la efectividad en mayor o menor medida de las
técnicas aplicadas.

No obstante las variables tasas de micorrizacion obtenidas, tanto para las plantulas de Pinus
como de Quercus, ponen de manifiesto la importancia que la seleccién tanto de las especies fungicas
para inocular distintas especies arbdreas, como de las técnicas de produccion empleadas tiene en la
optimizacion de la micorrizacion en vivero, y en este ultimo caso el desarrollo de los sistemas aéreos.
Entre los factores que deben ser controlados en todo vivero a la hora de aplicar técnicas de
micorrizacion se establecen como determinantes el sustrato (HONRUBIA ET al., 1997b) y el riego
(CARRILLO, 2000). Los mejores resultados obtenidos para el Vivero 1 inducen a pensar que la
mezcla de turbas empleada en el mismo favorece en mayor grado el desarrollo de ectomicorrizas que
la corteza de pino empleada en el Vivero 2, coincidiendo con lo resultados obtenidos por DIAZ &
CARRILLO, 1998 Y CARRILLO, 2000 que sefialan la compatibilidad de la mezcla de turbas con el
desarrollo de ectomicorrizas. En lo que respecta al riego, la falta de aplicacion de dosis de riegos
programadas y cuantificadas no nos permite establecer ninguna conclusion fiable, hecho que pone de
manifiesto la importancia de control de tales parametros para poder optimizar la produccion de planta
micorrizada

Aunque si bien en general para Pinus los ensayos realizados con Lactarius tanto con
suspensiones miceliares (inéculo liquido) como esporales son los que mejores resultados de
micorrizacion han presentado, si consideramos la posibilidad de su aplicacion de la forma mas
sencilla y su produccion a gran escala la técnica mas adecuada en estos viveros es la llevada a cabo
con suspensiones esporales (HONRUBIA ET AL., 1992). Cabe también sefialar la gran importancia



comercial de este grupo de hongos por su interés culinario (nizcalos) lo que supone un valor
afiadido a la repoblacion de areas forestales con estas plantulas.

Para las especies de Suillus nuestros resultados evidencian la ineficacia de las suspensiones
miceliares para inocular plantulas de Pinus. No obstante, en aquellos casos en que se ensayaron
también suspensiones esporales la eficacia ha sido mayor lo que viene a corroborar lo sefialado en el
parrafo anterior.

Pisolithus tinctorius, que esta considerada como una especie muy apropiada para inoculacion
en vivero con muy buenos resultados de micorrizacion (TORRES & HONRUBIA, 1994;
HONRUBIA ET AL., 1997b), en nuestro caso ha presentado tasas muy bajas siendo algo superiores
en Pinus pinaster que en Pinus halepensis.

La comparacion de resultados para las dos especies de Pinus en ambos viveros evidencia la
mayor capacidad receptiva de P. pinaster a la micorrizacion (ESPIGOL, 1999).

La existencia de diferencias significativas entre las altura medias alcanzadas por las plantulas
de los distintos tratamientos de Pinus, teniendo en cuenta que las técnicas de cultivo han sido iguales
dentro de cada vivero, induce a pensar que la existencia de micorrizas en los sistemas radiculares
afecta al crecimiento en altura de las plantulas , si bien el efecto es variable dependiendo de la
combinacion hongo-planta asi como del sistema de produccion empleado (CASTELLANO &
MOLINA, 1989). Segln otros autores, la existencia de micorrizas en vivero no tiene por qué
favorecer el crecimiento de las mismas, ya que muchos de los mecanismos por los que el hongo
influye en el crecimiento de la planta quedan sin efecto en un contenedor (PERA, 1994), debiéndose
manifestar el efecto beneficioso del hongo en plantacién en campo (MARX ET AL., 1991). En
algunos casos se ha observado incluso una influencia negativa del hongo en el crecimiento de la
planta en vivero (STRENSTROM ET AL., 1985).

Por ultimo la abundante presencia de Telephora terrestris en los sistemas radiculares de las
plantulas ensayadas demuestran la agresividad de esta especie en condiciones de vivero. Pudiendo
ésta haber sido la causa de los bajos resultados en la micorrizacion obtenidos para las especies
ensayadas al competir con las mismas (TORRES, 1992).
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