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RESUMEN

Como se ha demostrado en numerosas investigaciones, la introduccién de los hongos
micorrizicos en los viveros forestales es de gran importancia para el establecimiento de
plantaciones. Por esta razon, en el presente trabajo se llevo a cabo la obtencion de cepas puras
de hongos ectomicorrizicos, asi como la sintesis in vitro de la micorriza, con la finalidad de
iniciar 1a formacién de un cepario y observar la especificidad de los hongos con dos especies de

pino.

El trabajo de campo se efectud cn el drea Bosque - Escuela del Instituto de Madera,
Celulosa y Papel, Universidad de Guadalajara, ubicado en el Bosque La Primavera, Tala,
Jalisco, en donde se colectaron 136 ejemplares de hongos ectomicorrizicos, que corresponden
a 23 géneros de Basidiomycotina. A partir de los hongos colectados se realizaron 120
aislamientos vegetativos, obteniéndose las cepas de los hongos Amanita flavoconia, A. verna,
Boletus flammans, Boletus sp. 1, Boletus sp. 2, Boletus sp. 3, Clitocybe sp. aff. catervata,
Geastrum sp., Phylloporus phaeoxanthus, Pisolithus tinctorius, Russula subfoetens var. grata

y Tvlopilus aff. gomezii.

La sintesis in vitro de la micorriza se realizd con las cepas obtenidas, excepto cen las
cepas de Tylopilus aff. gomezii y Geastrum sp., y las especies nativas Pinus devoniana y P.
oocarpa, para o cudl se utilizd la técnica de bolsas de crecimiento. Se observé la asociacion de
Pisolithus tinctorius con ambas especies de pino, Amanita verna y Boletus sp. 2 s6lo formaron
micorriza con Pinus devoniana, Amanita flavoconia y Boletus flammans (inicamente se asociaron
con P. oocarpa. Bajo las condiciones del experimento no se obtuvo la asociacién micorrizica de
las especies Bolerus sp. 1, Boletus sp. 3, Clitocybe sp. aff. catervata y Russula subfoetens ver.

grata con ninguna de las 2 especies de pino estudiadas.



1. INTRODUCCION:

El hombre siempre ha ejercido gran influencia sobre los recursos naturales y esto es evidente
en el recurso forestal, en donde debido al incremento de la poblacion se ha generado una mayor
demanda de materias primas, entre las que se encuentra la madera, otros productos forestales
y sus derivados. EI territorio nacional comprende 196.7 millones de ha, de las cuales el 70%,
por las caracteristicas ecol6gicas que presenta, se considera como superficie forestal, es decir
que debe estar cubierta por algin tipo de vegetacion forestal. En México la superficie arbolada
con vocacidn forestal esta disminuyendo paulatinamente, tanto en drea, como en contenido de
especies dtiles, a causa de incendios y enfermedades forestales, pero principalmente por
desmontes con fines agricolas o ganaderos, as{ como la tala desmedida y la explotacién selectiva
de algunas especies. Se estima que en los dltimos 40 afios los bosques han disminuido 200,300

ha por aiio (Patifio y Vela, 1980).

Garantizar el abasto de productos forestales, ha originado el establecimiento de plantaciones
forestales y con este fin la silvicultura se ha inclinado por la utilizacién de mejores técnicas. Se
han desarrollado investigaciones para entender los factores de operacién en estos ecosistemas,

las cuales proveen nuevas estrategias de manejo y técnicas adecuadas de reforestacion.

Para ello se ha tomado en cuenta la importancia de microorganismos benéficos de! suelo,
particularmente de los kongos micorrizicos, con el fin de favorecer el establecimiento y
crecimiento de plantulas en aquellos sitios que por los factores del medio ambiente se dificulta

la reforestacion (Molina, 1981).

La micorriza es la asociacion simbi6tica entre las hifas de ciertos hongos (miccobionte) y las
raices de las plantas superiores (hospedero) (Alexopoulos y Mims, 1979). La mayoria de las
plantas dependen de la estructura micorrizica para sobrevivir en los ecosistemas naturales

(Trappe, 1969; Molina y Trappe, 1984).



Los beneficios que esta asociacién aporta al hospedero son el incremento de agua y
nutrimentos, particularmente de iones poco méviles como el fésforo y el zinc (Molina, 1981);
incremento en la tolerancia a sequias, toxinas del suelo, pH extremo, baja y alta temperaturas
(Molina y Trappe, 1982); proteccién contra agentes patdgenos (Pefia y Valdés, 1973; Trappe
y Fogel, 1977; Molina y Trappe, op. cit.; Marx, 1991); adem4s de producir enzimas, auxinas,
vitaminas, citoquininas y otros componentes que incrementan el tamafio y longevidad de Iz raiz
(Trappe y Fogel, op. cit.). El micobionte recibe del hospedero los carbohidratos en forma de

azlicares simples y otros compueStos derivados de la fotosintesis (Molina y Trappe, 1984).

Por la anatomia de la irfecci6n se conocen dos tipos principales de micorrizas: la
endomicorriza y la ectomicorriza. La endomicorriza se caracteriza porque las hifas crecen de
manera intracelular, peneirando en pelos radiculares, células epidérmicas y en células corticales.
Las hifas ademés forman hinchamientos llamados vesiculas y ramificaciones diminutas {lamadas
arbisculos dentro de las células del hospedero (Alexopoulos y Mims, 1979). Los hongos que
forman endomicorriza son Zygomycetes del orden Endogonales y algunos Basidiomycetes, y se

sabe que se encuentran en mis del 90% de las plantas vasculares (Powell; 1982).

La ectomicorriza se caracteriza por presentar un manto fiingico cubriendo la raiz y por que
las hifas se desarrollan intercelularmente en la regi6n cortical sin penetrar a la endodermis,
formando la red de Hartig; ademds hay modificaci6n de la raiz a nivel de raices secundarias. El
manto flngico, conectado a hifas o agregaciones hifales coloniza el suelo circundante, logrando
una efectiva absorcién de nutrimentos. Este tipo de micorriza se encuentra sélo en el 5% de las
plantas superiores, predominando en familias de importancia econémica, como Pinaceae,
Fagaceae, Betulaceae, Tiliaceae y Salicaceae; se puede presentar esporddicamente en familias
tropicales como Caesalpiniaceae y Dipterocarpaceae. Los hongos ectomicorrizicos son
usualmente Basidiomycetes y Ascomycetes, ocasionalmente Zygomycetes (Trappe y Fogel, 1977,
Trappe, 1981; Molina y Trappe, 1982; Powell, 1982; Soderstrom, 1991).

Por la importancia que tiene la ectomicorriza en el establecimiento de plantaciones forestales

se han realizado diferentes métodos para su introduccién en vivero, ya sea de manera natural o
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artificial. El método natural mds utilizado para introducir a la ectomicorriza es mediante el uso
de suelo forestal. Este sistema tiene grandes inconvenientes, como son el acarreo de enormes
volimenes de suelo, que contiene agentes benéficos pero también patdgenos, ademds de que se
desconoce el tipo de micorriza que se introduce y que en ocasiones puede no resultar la
apropiada para la especie a inocular. Otra forma natural de introduccién es por esporas,
especialmente de hongos que contienen gran cantidad como los Gasteromycetes, con varias
formas de aplicacién, ya sea por aspersién, mezclas con el substrato, revistiendo semillas,
suspendidas en agua de riego o incorporadas en coloides {Molina, 1981; Marx y Kenney, 1982;
Powell, 1982; Molina y Trappe, 1982 y 1984; Marx, 1991).

Artificialmente la ectomicorriza se introduce utilizando cultivos puros, que se obtienen a
partir de cuerpos fructiferos, raices micorrizadas, rizomorfos, esclerocios y esporas. Este método
es la base para la realizacién de investigaciones sobre la sintesis micorrizica in vitro, que
proporcionan la informacion necesaria para determinar la habilidad de los hongos para formar
micorriza y sobre la especificidad hongo - hospedero, asi como para realizar la seleccion
adecuada de cepas con el fin de introducirlas en vivero (Marx y Kenney, 1982; Molina y

Palmer, 1982; Riffle y Maronek, 1982).



2. ANTECEDENTES:

La introduccién de especies exéticas o realizar plantaciones forestales en sitios
improductivos, ha demostrado la importancia que tiene la micorriza en el desarrollo y
establecimiento de las plantas. Kessell en 1927 es el primero en establecer Pinus radiata Don.
y P. pinaster Ait. inoculados con suelo, obteniendo un crecimiento normal de las plantulas. El
articulo de Kessell gener6 otros trabajos con resultados similares. Hatch en 1936 mezci6 por
primera vez svelo con micelio desarroliade er cultivo puro; inoculd plantulas de P. strobus L.
con algunas especies de Boletus, Boletinus, Lactarius, etc., seis meses mds tarde observé que
las plantas eran dos veces mayores en comparacién con las no inoculadas. A partir. de esta
investigacion se desarrollaron innumerables plantaciones empleando diferentes especies de
hongos y planias en varias partes del mundo. Moser en 1958 es el primero en producir
seriamente indculo vegetativo de hongos ectomicorrizicos y proporcioné la informacion bisica
necesaria para su preparacién, que después fue modificada por otros investigadores (Vozzo,
1971; Marx y Kenney, 1982). ;

Previamente a los trabajos mencionados, ya en 1921 Melin realizaba investigaciones para
obtener la sintesis micorrizica in virre, empleando arena como substrato y asf definir la
naturaleza de los organismos causantes. Esta técnica ha sufrido modificaciones, por ejemplo
Hacskaylo en 1953 introdujo el uso de vermiculita y Marx y Zak en 1965 adicionaron turba
a la vermiculita. En todos los casos se realizaban empleando matraces con tapén, que tienen el
inconveniente de! aumento de temperatura y del crecimiento limitado de la plantula, por el alto
contenido de biéxido de carbono en el medio. Trappe en 1968 utiliz6 jarras alimentadoras, |
permitiendo que la parte aérea de la planta esté fuera del medio. En los métodos mencionados
no se puede observar la formacién de la sintesis micorrizica, es dificil mantener las condiciones
asépticas y se requiere de gran espacio. Mas adelante Pachlewska en 1968 empleé agar agua y
tiamina en tubos de ensayo; Mason en 1975 modificé esta técnica, adiciondndole minerales y

glucosa, dando origen a varios trabajos de fisiologia y de nutricién, como el realizado por Biggs



y Alexander en 198l. Skinner y Bowen en 1974 y Nyuland en 1981, observaron las
modificaciones estructurales de la raiz durante la formaci6n ectomicorrizica, utilizando diversos
contenedores de vidrio y suelo estéril. Las condiciones asépticas son usualmente consideradas,
pero Mullette en 1976, utilizando jarras Leonard, demostré que no hay diferencia en la
formacion ectomicorrizica bajo condicicnes asépticas y no asépticas (Hacskaylo, 1953; Molina

y Palmer, 1982; Fortin et al., 1983; Kihr y Arveby, 1986).

Fue Lalonde en 1979 quién adapté la técnica de bolsas de crecimiento, antes utilizada en el
estudio de la nodulacién de legumbres, para la sintesis in vitro de micorrizas, segtn Fortin et
al. (1980). Este método facilita la seleccién de las raices a inocular y permite la observacion
directa o bajo microscopio estereoscopico de las etapas del desarrollo de la ectomicorriza y de
la fase extramatrical, asi como su forma, color y textura. Otras ventajas son que requiere un
minimo de tiempo y espacio para la formaci6n ectomicorrizica y no es necesario la adicién de

glucosa y vitaminas (Fortin et al., 1983).

En México la manera de introducir la ectomicorriza es por medio de suelo forestzl, a pesar
de que se han realizado trabajos de investigacién sobre la aplicacién de otros métodos, éstos no
se llevan a cabo en el pals por varias razones, principalmente por que el empleo de suelo forestal
es un método tradicional, sencillo y barato, en cambio los otros métodos aunque son eficientes
son poco conocidos, elevan los costos de la propagacion de las plantulas y el proceso es més
elaborado. Algunas investigaciones mexicanas sobre la inoculacién de plantas de pino con
esporas o por medio de cepas puras de diversas especies de hongos son las de Macdonal (1963),
Pefia y Valdés (1973), Valdés et al. (1983), Estrada y Valdés (1986), entre otros. Estos trabajos
se iniciaron utilizando cepas extranjeras, pero en la actualidad ya se emplean cepas nativas, que

se encuentran depositadas en algunos ceparios de México.

En el Estado de Jalisco no se cuenta con ninguna coleccién de cepas de hongos
ectomicorrizicos y como en todo ¢l pais su introduccién en vivero se sigue haciendo por métodos
naturales, es por esta razén que [a finalidad del presente estudio es obtener el aislamiento de

diversas especies de hongos e inducir la sintesis in vitro, ya que el aislamiento y estudio
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comparativo de diversas especies de hongos, son Iz base para seleccionar el inoculante especifico
para cada hospedero y su introduccién en vivero. Asimismo la sintesis in vitro de la
ectemicorriza a partir de cultivos puros de hongos, nos da la informacién necesaria para
comprender la fisiologia de la simbiosis, por ejemplo el intercambio mineral y de carbohidratos,
la produccion de enzimas y hormonas, la interaccién celular entre el hongo y el hospedero, la
interaccién con otros organismos, la respuesta a variaciones de pH, temperatura y humedad, asi

como la especificidad y compatibilidad entre el micobionte y el hospedero.



3. OBJETIVOS:

1) Iniciar un cepario de hongos ectomicorrizicos con fines de investigacién, se obtendran
cepas puras a partir del aislamiento vegetativo de hongos ectomicorrizicos colectados en el
Bosque - Escuela del Instituto de Madera, Celulosa y Papel, Universidad de Guadalajara,

ubicado en el Bosque La Primavera, Jalisco.

2) Realizar mediante la técnica de bolsas de crecimiento la induccidn in vitro de la sintesis

micorrizica de dos especies de pino nativas y las cepas obtenidas y observar su respuesta.

3.1. HIPOTESIS:
1) Es posible obtener cuando menos el 50 % dc los aislamientes de hongos
ectomicorrizicos realizados y mantenerlos en condiciones de cultivo.

2) Los hongos aislados se asociardn por lo menos con una de las dos especies de pino

inoculadas.



4. MATERIALES Y METODOS:

4.1 TRABAJO DE CAMPO:
4.1.1 Descripcién del sitio de colecta:

El Bosque - Escuela de} Instituto de Madera, Celulosa y Papel, Universidad de Guadalajara,
es un predio de 672 ha, en el que se llevan a cabo actividades de investigacion. Forma parte de
la Sierra La Primavera, en el Municipio de Tala, Jalisco y se encuentra entre los 103°37°15"
y los 103° 40°08" longitud oeste y 20°36°26" y 20°34°34" jatitud norte (Abud, 1988). Lz zona
se localiza a 3 km al noreste de Cuxpala, 1 km al norte de Laterillas, 4.5 km al noroesie de La
Villita y al suroeste del Cerro de San Miguel (mapa no. 1) (Andnimo, 1990, Villavicencio,

1992).

Presenta altitudes que oscilan entre los 1390 y 1700 m.s.n.m., con’ un clima templado
semicalido subhimedo, con temperatura media anual de 20°C, minima de 0.5°C y maxima de

37.5°C, con lluvias en verano y una precipitacion pluvial anual de 900 mm (Abud, op. cit.).

Es parte de un macizo montafioso de origen volcénico y tecténico. Su formacidn se inicid
a ﬁnalés del Mioceno, hace unos30 millones de afios y siguié en e! periodo Cenozoico Superior,
en el que continuaron las emisiones volcdnicas acumulando material pirocléstico, constituido
principalmente por rocas fgneas extrusivas de composicién &cida, como pémez, riolita, tobas

volcinicas y obsidiana (Estrada Fauddn, 1974).

La topografia de la zona es muy accidentada, constituida por lomerio, con pendientes de 0
a 25 %, con suelos muy delgados, en donde el proceso erosivo es severo y se presenta en forma
de cércavas, con erosion laminar, encontrandose una pérdida promedio de 229.31 ton/ha/afio.
E! suelo que se localiza en esta Area pertenece en su mayoria al regoso! distico (Estrada, 1986).

Se encuentran en e} drea arroyos perennes como Los Letreros, El Taray, Las Presitas y Agua
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Mapa No. 1 Localizacion del drea Bosque - Escuela.
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Caliente, ademas de presentar diversos arroyos de temporal (Abud, 1988).

En esta regi6n se presentan 4 tipos de vegetacion natural: bosque de pino encino, matorral
subtropical, pastizal y vegetacion acuética y semidcuatica, ademds de contar con una superficie
de uso agricola, un huerto y vegetacion secundaria (mapa no. 2) (Andénimo, 1990). La
vegetacion dominante es el bosque de pino - encino, en donde el género Quercus es el méas

frecuente y en segundo orden aparece el género Pinus (Villavicencio, 1992).

El estudio se realiz6 en la superficie que comprende el distrito Rancho Nuevo, que se
divide ez 6 subdistritos y en parte del subdistrito niimero 1 del distrito El Tepame (Crespo.
1991)(ver mapa no. 3). En esta area se llevan a cabo la mayor parte de las actividades de
investigacién del Departamento Forestal del Instituto de Madera, Celulosa y Papel, Universidad
de Guadalajara. Se han realizado plantaciones experimentales de las siguientes especies: Pinus
michoacana Martinez, P. douglasicna Martinez, P. pseudostrobus Lindl., P. oocarpa Schiede,

P. halepensis M.iller, P. cembroides Zucc. y Quercus resinosa Liemb.

4.1.2 Colecta de hongos:

Se realizaron 14 salidas al campo para la colecta de hongos ectomicorrizicos durante la
época de lluvia comprendida entre los meses de junio a octubre. Las colectas se realizaron al
azar en los sitios donde se presenta bosque de pino encino, tomandose en cuenta la cercania de
los hongos a los drboles y la presencia de raices tipicas micorrizadas. Ademds se tomaron como
base los trabajos de Trappe {1962) y Miller (1982), en donde presentan listados de géneros de

hongos micorrizicos.

Los hongos se colectaron con la ayuda de una navaja, tanto carpéforos jévenes como
maduros en buen estado, que se colocaron en bolsas de papel encerado y se transportaron en una
canasta al laboratorio. Se registraron en una libreta y se tomaron las caracterfsticas en fresco de

valor taxénomico, como color, olor, tamaiio, forma de cada una de sus partes, etc., para su
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Mapa No. 2 Tipos de vegetacion

ARROYOD
LOS LETREROS

D Pastizal inducido

Areas de cuilive

Yegetal semiacuatica y acuatica

Areas erosionadas

Yegetacion secundaria
Scsque tropical caducifaolio

D Bosque da ping ¢ encina
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Mapa No. 3 Area de colecta.

E: Las Tobas

El Taray

Los Limones
Las Parras

El Carrizalillo

El Tepame

D Rancho Nuevo
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posterior determinacién.
4.1.3 Colecta de semillas:

Para la sintesis in vitro se utilizaron semillas de las dos especies de pino presentes en el
area, Pinus devoniana Lindl. y P. oocarpa Schiede. Las semillas fueron colectadas durante los
meses de diciembre a febrero. Se busc6 que para cada una de las especies empleadas las semillas
se obtuvieran de un mismo drbol, con el fin de que las caracteristicas de crecimiento fueran

homogéneas. Se extrajeron las semillas de los conos y se almacenaron en frascos de vidrio hasta

Su uso.
4.2. TRABAJO DE LABORATORIO

Se realizo en el drea de Genética Forestal y Viveros del Departamento Foresta! de! Instituto
de Madera, Celulosa y Papel, Universidad de Guadalajara, excepto &l punto de identificacion

de los hongos (ver punto 4.2.5).
4.2.1 Aislamiento de los hongos:

Se utilizaron los carpéforos jévenes libres de dafios por insectos y el aisiamiento se
efectud lo mds rdpido posible; cuando se hizo mds de dos dias después de la colects, los
carpéforos se guardaron en refrigeracion. Estos se lirﬁpiaron de los restos de materia organica
adherida, se lavaron con una solucién de cloruro de mercurio al 1 % y se secaron con una
torunda de algodoén. Los aislamientos se realizaron bajo condiciones asépticas, 5 por cada
especie. Con un bisturi {lameado se practicaron cortes del carpdforo, para obtener pequefios
cubos de 2 a 5 mm’ de tejido de! contexto. Con la ayuda de una aguja de diseccion los
fragmentos se colocaron en tubos de ensayo que contenian medio mineral nutritivo Melin
Norkrans modificado (MNM), con pH de 5.5 a 5.7 y 500 ppm de estreptomicina. Finalmente

los tubos se incubaron a una temperatura de 24°C (Molina y Palmer, 1982).
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- Para la descripci6n de las cepas se tomaron en cuenta las siguientes caracteristicas: color,
textura, densidad, presencia y cantidad de micelio aéreo, forma de crecimiento de la colonia,
asi como algunas estructuras microscopicas de importancia. En el caso del color se describié de

acuerdo a la gufa de Kornerup y Wanscher (1989).
4.2.2 Resiembra de los hongos:

Los aislamientos se revisaron tres veces por semana para eliminar tubos contaminados y
observar el crecimiento miceliar. Los cultivos que presentaron micelio se resembraron dos veces

més con el fin de eliminar contaminantes y obtener cepas puras.

Las cepas obtenidas se encuentran depositadas en el drea de Genética Forestal y Vivero,
del Departamento Forestal, Instituto de Madera, Celulosa y Papel. Las cepas debidamente

etiquetadas se conservan en el medio MNM en refrigeracién a 5 °C.
4.2.3 Germinacién de las semillas:
a) Tratamiento de las semillas.

De acuerdo a lo propuesto por Molina y Palmer.(1982) y modificado para este trabajo, las
semillas se lavaron con agua corriente durante 90 min., se remojaron en peréxido de hidrégeno
al 30 % por 12 hrs., se enjuagaron con abundante agua destilada estéril y se escurrieron para

eliminar el exceso de agua.
b) Almacigos.

Los almécigos se prepararon con vermiculita como substrato. Esta se deposit6 en bolsas de
papel estraza y se esterilizé en autoclave a 18 lbs/pulg? durante 90 min. El substrato se colocd
en charolas de plastico desinfectadas con alcohol al 73 % y se humedeci6 con agua destilada

estéril. Las semillas se sembraron al voleo y encima se colocd una capa fina de substrato. Las
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charolas se cubrieron con papel estraza desinfectado y se mantuvieron bajo condiciones
controladas de luz, temperatura y humedad hasta su germinacién. Para evitar agentes

contaminantes se realizaron riegos con Captin al 0.5 % (Iglesias, 1986).
4.2.4 Sintesis in vitro de la micorriza:

La sintesis in vitro se realizé utilizando la técnica de bolsas de crecimiento, descrita por
" Fortin et al. (1980). La bolsa de crecimiento es de papel poliester transparente y contiene una
pared de papel absorbente. Cada bolsa cuenta con una marca indicando los niveles de 'a solucién
nutritiva que se le adiciona. Las bolsas fueron elaboradas especialmente para el trabajo, ya que
las bolsas originales, aparte de tener un costo elevado se encuentran descontinuadas en el

mercado.
2) Transplante.

Las plantulas se transfirieron a las bolsas de crecimiento cuando presentaron una longitud
aproximada de 10 cm. Auxiliados de una espatula acanalada y una asa bacterioldgica se colocd
su sistema radical en la pared de papel contenida en la bolsa. Se transfirieron 40 plantas de cada
especie de pino, para realizar 3 repeticiones por cada hongo seleccionado. Para evitar
evaporacion y la entrada de contaminantes las bolsas fueron selladas con cinta indicadora de

esterilidad.

A cada bolsa se le adicionaron 20 m! de la solucién nutritiva Melin Norkrans. Los niveles
de la solucién nutritiva se ajustaron cada dos dias a la marca indicada en la bolsa con agua
destilada estéril y se agregaron 5 ml de la solucién nutritiva cada dos semanas por medio de una

jeringa.



b) Inoculacién.

Después de observar la presencia de raices cortas, las pléntulas fueron inoculadas con
fragmentos de agar que contenfan crecimiento miceliar activo de los hongos en estudio. Los
fragmentos de agar se cortaron de la colonia dos o tres semanas antes y se encubaron en el
medio MNM recién preparado, para la generacién de hifas en la periferia. Posteriormente se
transfirieron a las bolsas, colocindolos de 3 a 5 mm de distancia de un primordio de raiz corta,

segin lo recomienda Fortin en 1967, citado por Fortin et al. (1980).
¢} Incubacién.

Las plantulas se mantuvieron bajo condiciones controladas en una cdmara de crecimiento,
que consta de una caja de paredes de¢ melamina. En su interior presenta 4 focos de juz
incandescente, 8 lamparas de luz fluorescente, 2 ventiladores con pared hiimeda de celulosa para
enrrada de aire, 1 extractor de aire, 3 equipos de venoclisis para la conduccién del agua a los
ventiladores, 1 humidificador, 1 controlador de humedad, 1 higrémetro, 1 termémetro. Todos
los sistemas se encuentran conectados a un crondmetro que mantenia ias siguientes condiciones:

fotoperiodo 14 horas, temperatura de 22 a 24°C y humedad de 60 %.
d) Comprobacién de resultados:

Se realizaron observaciones por medio de una lupa o a través de el microscopio
estereoscdpico cada tercer dia, hasta la formacion de la sintesis micorrizica. Para comprobar los
resultados se llevaron a cabo cortes de raiz, para observar la presencia de la red de Hartig y €l

manto fiingico.

4.2.5 ldentificacién de los hongos:

El material colectado se encuentra depositado debidamente herborizado, fumigado vy
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etiquetado en el Herbario Micolégico del Instituto de Botinica, de la Universidad de
Guadalajara. En este Instituto se realiz6 la determinacién del material aislado, contando con la

colaboracién del personal del Laboratorio de Micologia.

Para la identificacion macroscdpica se tomaron en cuenta las caracteristicas descritas en
fresco y se consulté la obra de Guzmén (1977). El estudio microscGpico se basé en las técnicas
micoldgicas usuales para la observacion de estructuras de importancia taxondmica, como
esporas, basidios, cistidios, etc.; con este fin se utilizaron los reactivos hidréxido de potasio al
3 %, solucién de Melzer y rojc congo (Largent et al., 1977). Ademis para !a determinacidn se
empled material bibliogrifico especializado, como el de Romagnesi (1967), Smith y Thiers
(1971), Bigelow (1982), Montiel et al. (1984), Chinchilla y Pérez Silva (1987), Abraham y
Kachroo (1989), Pérez Silva y Herrera (1991) y Singer et al. (1991).
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5. RESULTADOS

5.1 AISLAMIENTOS

Se colectaron 136 ejemplares, de los cudles 83 fueron colectados por el autor, 51 por
P. Orozco Garcia y 2 por L. Guzmdn - Dévalos, que correspenden a 23 géneros de

Basidiomycotina (ver tabla no. 1).

Con los hongos colectados se llevaron a cabo 120 aislamientos.
En la mayoria de los casos los aislamientos se realizaron un dia posterior 2 la colecia, a
excepcion de 3 aislamientos que se efectuaron 4 dias después, en donde los hongos
permanecieron en refrigeracion hasta su aislamiento. Los resuttados obtenidos de los aislamientos
se describen a continuacién. Las tablas 2, 3, 4 y 5 se presentan siguiendo el orden taxonémico

indicado ¢n la tablz nimero 1.

En el 57.5 % de los casos (69 aislamientos) no se observé desarrollo de micelio, como
se muestra en la tabla no. 2; especificamente en los géneros Collybia, Cortinarius, Craterellus,
Hydnum, Inocybe, Strobilomyces y Suillus, en aproximadamente la mitad o mas de la mitad de
los aislamientos de Amanita, Boletus, Cantharellus, Geastrum, Laccaria, Lactarius, Russula v

Tyvlopilus.

En el 42.5 % restaste (51 aislamientos) se observé desarrollo miceliar de 3 a 24 dias
después del aislamiento, no importando ﬁue los hongos se aislaran 1 o 4 dias después de su
colecta (tabla no. 3). De los hongos que se obtuvo micelio fueron Astraeus, Boletellus,
Clitocybe, Lepiota, Phylloporus, Pisolithus, Scleroderma, Suillus y Tricholoma, en algunos
aislamientos de Amanita, Boletus, Cantharellus, Geastrum, Laccaria, Lactarius, Russula y

Tylopilus (ver tabla no. 2).



Tabla No. 1. Géneros de hongos ectomicorrizicos colectados en el drea del Bosque - Escuela,.
Tala, Jal.

REINO FUNGI
Eumycota
Basidiomycotina
Holobasidiomycetidae
Aphyllophorales
Cantharellaceae
Cantharellus
Craterellus
Hydnaceae
Hydnum
Agaricales
Tricholomataceae
Clitocybe
Collybia
Laccaria
Tricholoma
Amanitaceae
Amanita
Agaricaceae
Lepiota
Cortinariaceae
Cortinarius
Inocybe
Boletaceae
Boletellus
Boletus
Phylloporus
Strobilomyces
Suillus
Tvilopilus
Russulaceae
Lactarius
Russula
Gasteromycetes
Lycoperdales
Geastrum
Sclerodermatales
Astraeus
Pisolithus
Scleroderma
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Tabla No. 2. Relaci6n de aislamientos obtenidos en comparacién con el nimero de aislamientos
efectuados.

GENEROS NUMERO DE DESARROLLO MICELIO
AISLAMIENTOS DE AUSENTE
MICELIO
Cantharellus ' 2 1 1
Craterellus 1 - 1
Hydnum 1 - 1
Clitocybe 1 1 -
Collvbia 4 - 4
Laccaria 21 3 18
Tricholoma 1 1 -
Amanita 32 13 19
Lepiota 1 1 -
Cortinarius ' 3 - ' 3
Inocybe : 1 - 1
Boletellus : 2 2 -
Boletus 26 : 15 11
Phylloporus 1 1 -
Strobilomyces 1 - 1
Suillus 1 - 1
Tylopilus 5 2 3
Lactarius 3 2 1
Russula 9 5 4
Geastrum 2 1 1
Astraeus . 1 1 -
Pisolithus 1 1 .
Scleroderma 1 1 -
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Tabla No. 3. Tiempo que tardd en presentarse micelio después del aislamiento.

GENEROS APARICION DE MICELIO/DIAS
Cantharellus 5
Clitocybe 3
Laccaria 3-5
Tricholoma 3
Amanita 3-12
Lepiota 4
Boletellus | 5-12
Boletus 3-24
Phylloporus 12
Suillus 3
Tylopilus 6-12
Lactarius 3
Russula 5-17
Geastrum 3
Astraeus _ 4
Pisolithus 4
Scleroderma 4

El principal problema que se presentd en los aislamientos fue la presencia de agentes
contaminantes, como hongos y/o bacterias, que por tener un desarrollo mds rdpido invadieron
el medio de cultivo y provocaron el dificil o nulo aislamiento de las cepas, especificamenie de
ejemplares de los géneros siguientes: Astraeus, Cantharellus, Corrinarius, Geastrum, Hydnum,
Laccaria y Suillus, en algunos ejemplares de Amanita, Boletellus, Boletus, Callybia, Lactarius,
Russula, Scleroderma 'y Tylopilus (ver tabla no. 4).
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Tabla No. 4, Aislamientos contaminados.

GENEROS NO. DE AISLAMIENTOS
AISLAMIENTOS CONTAMINADOS
Cantharellus 2 2
Hydnum 1 1
Collybia 4 1
Laccaria 21 13
Amanita 32 5
Cortinarius 3 2
Boletellus 2 1
Boletus 26 4
Suillus 1 1
Tylopilus 5 2
Lactarius 3 » 2
Russule: 9 1
Astraeus 1 1
Geastrum 2 2
Scleroderma 1 1

En algunos cultivos se observé desarrollo solamente sobre €} tejido, nunca sobre el agar,
como fue e! caso de algunos especimenes de Boletus. En ocasiones al realizar la segunda o tercer
resiembra el crecimiento miceliar se detuvo, como sucedié con ejemplares de Amanita,

Lactarius, Lepioza, Ru&sula, Scleroderma, Suillus 'y Tricholoma.
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Finalmente se obtuvieron 14 cepas, que fueron las que crecieron bajo las condiciones de
cultivo dadas y presentaron mayor vigor en su desarrollo, las que se desarrollaron después de
resembrarlas por varias ocasiones y las que se aislaron sin problemas de contaminantes. Las
especies de las que se logré obtener cepa (s) se indican a continuacidn; entre paréntesis se sefiala

el nimero de cepas para cada especie.

Amarita flavoconia Atk. (2)

A. verna (Bull. : Fr.) Roques (1)

Boletus flammans Dick & Snell (1)

Boletus sp. 1 (1)

Boletus sp. 2 (1)

Boletus sp. 3 (1)

Clitocybe sp. aff. catervata Bigelow (1)

Geastrum sp. (1)

Phylloporus phaeoxanthus Sing. & Gémez (1)
Pisolithus tinctorius (Mich. : Pers.)Coker & Couch. (1)
Russula subfoerens var. grata (Britz.)Romagn. (1)

Tylopilus eff. gomezii Sing. (2)

Los ejemplares de Boletus sp. 1y Geastrum sp. no se logré su plena identificacién por
tratarse de material inmaduro; en el caso de los ejemplares de Bolerus sp. 2 y 3 su identificacién

s¢ encuentra en proceso.
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Enseguida se hace una descripcion de las cepas de hongos ectomicorrizicos aislados

siguiendo el orden taxonémico.

AGARICALES

Amanita flavoconia

Presencia de micelio a los 5 dias de su aislamiento. Colonia blanquecino amarilienta
(4A2), bordes blanquecino naranja (5A2), naranja grisiceo claro (5A3) o gris naranja clar
(5B3), parte inferior blanquecino amarillento (4A3) a naranja pélido (5A4), densidad abundante,
micelio aéreo ausente, adherido al agar y entre el agar, textura lanosa, plumpsa, margen Cceroso,
crecimiento radiado. Hifas de 1.6 - 3.2 um de didmetro, con pared delgada, lisas, ramificadas,

septadas, con falsas fibulas, hialinas, con contenido refringente.

N
el
)
A
I

Presencia de micelio a los 10 dias de su aislamiento. Colonia blanquecino amarillenta
(3A2), densidad regular, micelic aéreo escaso, intimamente adherido al agar, textura condensado
en el centro, plumoso hacia el borde, formando agregaciones hifales, crecimiento esparcido.
Hifas de 3.2 - 8.0 um de didmetro, con pared delgada, lisas, infladas, septadas, hialinas, con

contenido refringente.
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Boletus flammans

Presencia de micelio a los 5 dias de su aislamiento. Colonia castafio obscuro (6F5),
densidad abundante, micelio aéreo regular, ademas se observa crecimiento entre el agar, textura
algodonosa en el centro, plumoso en el borde, crecimiento radiado. Hifas de 1.6 - 2.8 um de
diametro, septadas, hialinas, con grinulos refringentes, en algunos casos formando cordones
miceliares con las hifas acomodadas en espiral. Mancha el agar de color café grisiceo rojizo

-(6F8) a café rosado (6EB) finalmente café mostaza (SE6), que se pierde con las resiembras.

Boletus sp. 1

Presencia de micelio a los 3 dias del aislamiento. Colonia de color carre (6B3),
blanquecino anaranjado (5A2), gris con leves tonos naranjas (5B2), parte inferior de coior café
caramelo (6C6), densidad abundante, micelio aéreo regular, textura algodénosa, crecimiento
radiado. Hifas de 2.4 - 5.6 um de didmetro, con pared subgruesa, lisas, ramificadas, septadas,

algunas hifas infladas, hialinas.

Boletus sp. 2

Presencia de micelio a los 10 dias del aislamiento. Colonia blanquecina hacia el centro
(3A2), gris naranja claro (5B2,5B3) hacia la periferia, densidad regular, micelio aéreo regular,

crece la mayor parte sobre el agar, textura algodonosa, crecimiento anillado. Hifas de 1.6 - 5.2
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pm de didmetro, con pared lisa, septadas, con partes infladas intercaladas. Mancha el agar de

amarillo ocre (5C6).

Boletus sp. 3

Presencia de micelio a los 4 dias de su aislamiento. Colonia blz;nquecina (4A2) a gris
naranja (6B2), parte inferior de color café bronceado (6E6) a café obscuro (5F6), densidad
abundante, micelio aéreo regular, crece sobre el agar, textura algodonosa, crecimiento radiado.
Hifas de 1.6 - 4.8 um de didmetro, con pared lisa, ramificadas, septadas, no presenta fibulas,

en cepas jévenes se presentan gotas de exudado de color amarillenio.

Clitocvbe sp. aff. catervata

Presencia del micelio a los 3 dias del aislamiento. Colonia en el centro naranja grisiceo
(5B5), margen mads claro (5B4), densidad regular, micelio aéreo escaso, poco micelio dentro del
medio de cultivo, textura cerosa plumosa, crecimiento radiado. Hifas de 1.6- 2.8 pm de
didémetro, con pared delgada, ramificadas, septadas, con fibulas, hialinas, con incrustaciones

refringentes.
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Phylloporus phaeoxanthus

Presencia de micelio a los 12 dias del aislamiento. Colonia blanquecina (2A2) en cepas
jévenes, en cepas viejas en el centro de color café obscuro (7F6) y margen café oro claro
(5D6), densidad regular, micelio aéreo escaso, adherido al agar y entre el medio, textura
aterciopelada, crecimiento anillado. Hifas de 1.6 - 2.8 um de didmetro, con pared lisa, septadas,

con contenido refringeate. Las cepas viejas manchan el agar de amarillo naranja claro (4B7).

Russula subfoetens var. grata

Presencia de micelio a los 17 dias del aislamiento. Colonia blanquecina cuando joven,
en cepas viejas naranja palido (5A4), naranja grisiceo claro (5B4), naranja café grisiceo pilido
(5C4), densidad escasa en cepas jovenes, regular en cepas viejas, micelio aéreo escaso, muy
unido al agar, ademés crece bajo el medio de cultivo, crecimiento irregular, escaso, y muy
lento. Hifas de 2.4 - 4.8 pm de didmetro, con pared lisa, ramificadas, septadas, hialinas, con

contenido refringente a manera de bandas.

Tvlopilus aff. gomezii

Presencia de micelio de 5 a 12 dias de su aislamiento. Colonia naranja café con tono
rosado (5C4), bordes de color café mostaza (SD8), parte inferior de color café obscuro con tonos

rojizos (7F8), densidad abundante, micelio aéreo regular, crece sobre y entre el agar, texwura
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lanosa, al centro micelio muy compacto, més esparcido y poco denso hacia el margen,
crecimiento irregular. Hifas de 1.6 - 4.0 um, con pared subgruesa, hifas delgadas, con contenido

verde olivdceo, con incrustaciones refringentes, en ocasiones formando cordones miceliares,

GASTEROMYCETES
Geastrum sp.

Presencia de micelio a los _4 dias del aislamiento. Colonia de color café obscuro con tonos
olivéceos (5F8), parte inferior de color café naranja obscuro (6F8) a café obscuro con ionos
rojizos (7F8), densidad abundanté, micelio aéreo abundante, textura lanosa en el centro, con
numerosas agregaciones hifales en el margen, crecimiento esparcido. Hifas de 1.6 - 5.6 um de
didmetro, con pared lisa, ramificadas, septadas, con fibulas, en su mayorfa hialinas, aigunas
hifas con contenido homogéneo de color café amarillento claro, con escasas granulaciones

refringentes.

Pisolithus tinctorius

Presencia del micelio a los 4 dias del aislamiento. Colonia de color café amarillento
(SE8) o café é6xido (6E8), parte inferior café obscuro con tonos rojizos (7F8), densidad

abundante, micelio aéreo abundante, textura lanosa en el centro, aborlada en el margen,
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crecimiento esparcido. Hifas de 3.2 - 6.4 um de didmetro, con pared subgruesa, ramificadas,
septadas, con fibulas, hialinas o de color café amarillento muy claro, algunas hifas con

incrustaciones irregulares de pigmento. Mancha el agar de color café amarillento claro (5E8) a

café naranja rosado (6E7).
5.2 SINTESIS in vitro

Para realizar la sintesis in vitro se emplearon Unicamente las cepas de Amanita
flavoconia, A. verna, Boletus flammans, Boletus sp. |, Boletus sp. 2, Boletus sp. 3, Clitocybe

sp. aff. catervata, Phylloporus phaeoxanthus, Pisolithus tinctorius y Russula subfoetens var.

grata.

La inoculacién de ambas especies de Pinus se hizo conforme a la velocidad de desarrollo
de las colonias, ya que se observé que a medida que las cepas se resembraban perdian vigor en
su crecimiento. Las cepas con mayor vigor y crecimiento rdpido fueron Amanita flaveconia,
Phylloporus phaeoxanthus y Pisolithus tinctorius, que presentaron micelio activo a los 16 dias
de su resiembra y Boletus sp. | que se inoculé 20 dias después. Por otro lado, Boletus
flammans, Boletus sp. 3, Ciitocybe sp. aff. catervata 'y Russula subfoetens var. grata se

inocularon después de un mes o més, Amanita verna y Boletus sp. 2 més de dos meses después.

La observacion directa de los resultados s realizé durante 3 a 5 meses aproximadamente

y no en todos los tratamientos debido a la presencia de contaminantes como bacterias, hongos
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y dcaros que dificultaron el proceso de observacién. Los resultados obtenidos se muestran en la

tabla no. 5.

Tabla No. 5. Sintesis in virro de la micorriza de algunas especies de hongos con Pinus devoniana
y P. oocarpa.

Pinus FPinus
devoniana oocarpa
Clitocybe sp. aff. catervata - -
Amanita flavoconia - +
Amanita verna + -
Boletus flammans . Co- +
Boletus sp. 1 - -
Boletus sp. 2 + .
Boletus sp. 3 - -
Phylloporus pheeoxanthus - ' 5
Russula subfoetens var. grata - -
Pisolithus tinctorius + +

Bajo las condiciones del experimento, no se obtuvo la sintesis micorrizica en ninguno de
las dos especies de Pinus con las cepas de Boletus sp. 1, Boletus sp. 3, Clitocybe sp. aff.
catervata, Phylloporus phaeoxanthus y Russula subfoetens var. grara. Solamente el hongo
Pisolithus tinctorius se asocié con ambas especies de Pinus. Se observé que los hongos Amanita
verna y Boletus sp. 2 formaron la micorriza con Pinus devoniana. Los hongos que se asociaron
con Pinus oocarpa inicamente fueron Amanita flavoconia y Boletus flammans. E} desartrollo de

estas simbiosis se describen a continuacion:
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Clitocybe sp. aff. catervata con ambas especies de Pinus no se observ asociacion; se
presentd poco desarrollo de micelio en las bolsas de crecimiento y aunque se observaron hifas
rodeando la raiz, a través del microscopio estereoscOpico se apreciaron pelos absorbentes y en

corte se comprobd la ausencia de la red de Hartig y del manto fingico.

En la asociacién de Amanita flavoconia con Pinus devoniana no se observé el desarrollo
de micelio, en cambio con P. oocarpa la simbiosis fue clara después de 20 dias de la
inoculacion. Inici6 con el desarrollo de hifas a partir de los discos de agar, después el micelio
se extendié hacia las raices, se observé un cambio de color en ellas, a mas blanquecinas y se
desarrollaron abundantes raices tipicas micorrizadas. En corte se pudo apreciar una capa densa
de micelio formando el manto fingico y la red de Hartig. En esta asociacién fue en donde se
preseaté mayor desarrollo del micelio en la bolsa, asf como también mayor niimero de raices

micorrizadas.

La asociacién de Amanita verna con P. devoniana se observd a los 72 dias de la
inoculacién, la simbiosis no fue tan evidente como con A. flavoconia; se presentd manto fiingico
blanquecino, laxo y de}g;ido cubriendo la raiz y algunas raices bifurcadas, no se cbservaron
pelos radicales. En el corte se apreci6 el manto fiingico y ia red de Hartig poco desarroliados.

En la asociacion con P. oocarpa no se observo presencia de micelio.

Boletus flammans no se desarrollé con P. devoniana, en cambio con P. osocarpa la

asociacién se observé a los 15 dias de la inoculacién. Se inicié con la liberacion de pigmento
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color café grisdceo rojizo a café mostaza, las raices préximas a los discos de agar presentaron
bifurcaciones, pero el micelio no tuvo mayor desarrollo, s6lo se asocid a las raices cercanas. En

el corte se pudo apreciar el manto fingico y la red de Hartig.

En el caso de Bolerus sp. 1 en ambas especies de pino se observé desarrollo de micelio
a partir de los trozos de agar, pero al realizar observaciones con el microscopio se comprobd
que las raices presentaron pelos absorbentes y no formaron marno fingico, ademés fue evidente
la formacién de esclerocios adheridos a diversas partes de !z rafz y la pared de pape! de Ia bolsa

de crecimiento.

Bolerus sp. 2 con P, devoniana formé abundante micelio blanquecino que cubrié la raiz
y se presentaron bifurcaciones en las raices secundarias; en el corte se obser'vé el manio fingico
no muy denso y la red de Hartig. A pesar de que esta asociacion no fue tan evidente como la
de A. flavoconia y P. oocarpa, fue el hongo que mejor se asocié con P. devoniana. En cambio

con P. oocarpa el micelio no se desarrollo.

Bolerus sp. 3 con P. devoniana no presenté desarrollo de micelio en las bolsas de
crecimiento; con P. oocarpa se observé desarrollo de micelio y algunas bifurcaciones, pero no
se form6 la simbiosis, ya que las raices presentaban pelos absorbentes y no hubo formacién del

manto fiingico, ni de la red de Hartig.
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Con Phylloporus phaeoxanthus aunque se presentd desarrollo de micelio en las bolsas de
ambas especies de pinos, en los cortes se observo la presencia de pelos absorbentes y la ausencia

de la red de Hartig y del manto flingico.

En relacion con Russula subfoetens var. grata en ninguno de los pinos se observé el

desarrollo de micelio en las bolsas de crecimiento.

En Pisolithus tinctorius se observd la simbiosis a partir de los 10 dfas de la inoculacidn,
inici6 en Pinus devoniana con la liberacién de abundante pigmento color café amarillento,
aunque el micelio fue escaso y sélo se asocié a las rafces proximas a los discos de agar; en
cambio con P. oocarpa se observé menor liberacién de pigmento y el crecimiento del micelio
fue~ més extenso. Al corte se observé el manto fingico laxo, las hifas con fibulas y la red de

Hartig en ambas especies de pino.
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6. DISCUSION DE RESULTADOS

6.1 AISLAMIENTO

El cultivo de los hongos ectomicorrizicos es cominmente realizado a pa:tir' de
aislamientos vegetativos, debido a que de esta forma se facilita la identificacién del hongo en
cuestién, ademés el proceso es relativamente sencillo. De los hongos colectados ia mayoria
pertenecian a los géneros citados como micorrizicos, aunque también se encontraron algunos
ejemplares de otros hongos como Galerina, Mycena y Omphalina, que al revisar los trabajos de
Trappe (1962) y Miller (1982) fueron descartados al comprobar que no los consideran como

micorrizicos. .

Los aislamientos se realizaron en su mayoria un dia después de la colecta, ya gue se
observé que en algunas géneros con especies pequefias como Cantharellus y Laccaria, se
deshidratan rapidamente, por lo que es conveniente aislarlos lo mds pronto posible. Se intentd
realizar e} aislamiento en campo, pero éstos no prosperaron a causa del ataque de agentes
contaminantes. También se observé que los hongos carnosos son atacados por insectos y se
descomponen ficilmente, por ello se recomienda st aislamiento inmediato, aunque se comprobd
que Jos hongos aislados después de 4 dfas de la colecta y que permanecieron en refrigeracion
respondieron favorablemente. Por ejemplo, se obtuvo micelio de 2 de los 3 aislaﬁientos enel

caso de Amanita alexandrii Guzmén y Scleroderma texense BerK. en un periodo de tiempo
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corto, 2 y 3 dias respectivamente, después de que los cuerpos fructiferos permanecieron en
refrigeracin por 4 dias. Molina y Palmer (1982) recomiendan evitar refrigerar los especimenes

y si no se puede evitar hacerlo por poco tiempo y mantenerlos a una temperaturade 3 a 5 °C.

De los aislamientos realizados sélo se obtuvo respuesta o desarrollo en el 42.5 %, debido
probablemente a la falta o presencia en baja cantidad de algunos nutrimentos en el medio de
cultivo que se empled, ya que los requerimientos nutricionales para cada micobionte son
diferentes y en muchos de ellos son desconocidos, asi como las sustancias aportadas por el
hospedero. Algunos géneros como Amanita, Astraeus, Boletus, Cortinarius, Laccaria, Lactarius,
Pisolithus, Scleroderma, Suillus y Tricholoma, entre otros se menciona que son ficilmente
aislados, en cambio hay taxa como Russula, en que sélo se pueden cultivar algunas especies;
también hay géneros que no crecen en cultivos puros y sélo se establece la relacion del
micobionte con el hospedero, hecho que dGnicamente se ha detectado a través de la observacion

en campo (Miller, 1982; Molina y Palmer, 1982).

Como se comprobd en este trabajo la obtencién y mantenimiento de los cultivos no es
facil, ya que para ¢llo se requiere trabajar bajo condiciones estrictas de asepsia al realizar los
aislamientos y resiembras. En muchas ocasiones los agentes contaminantes intervienen como
factor decisivo en el fracaso del establecimiento de un cepario, por ejemplo los géneros
Cantharellus y Laccaria son dificiles de obtener, como lo sefialan Daniell y Fries (1990) y
Palmer (1971), ya que se han encontrado bacterias creciendo en el tejido de los hongos. Por otro

lado, hongos de los géneros Trichoderma, Aspergillus y Penicillium, entre otros son comdnmente
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encontrados como contaminantes en cultivos. Para ello Palmer (1971) recomendé el empleo
algunos antibiéticos en bajas concentraciones en el medio de cultivo, para reducir el ataque de

contaminantes.

Al realizar resiembras es frecuente observar | que algunos cultivos que crecen
présperamente se pierden o su vigor de crecimiento disminuye. Marx y Daniel en 1976 citado
por Molina y Palmer (1982) establecen que algunos hongos ectomicorrizicos cambian sus Lébitos
de crecimiento y pueden perder su habilidad para formar micorrizas después de algin tiempo

de estar aimacenados.

Por otro lado, se observé que de los aislamientos de carpdforos jévenes se obtiene mejor
Tespuesta, pero éstos s6lo se deben utilizar cuando se tengan ejemplares mad,ufos, ya o;ue es muy
importante Jograr su identificacién para futuros trabajos de investigacién, como en el caso de
Boletus sp. 1 y Geastrum sp., en donde por ser carpOforos inmaduros no se logré su

determinacidn.

Aungue los hongos estudiados se desarrollaron en medio Melin Norkrans Modificado,
es conveniente realizar resiembras en otros medios de cultivo y bajo otras condiciones de pH y
temperatura, para observar su compostamiento. En este medio la cepa de Russula subfoetens var.
grata crece exageradamente lento, por lo que seria recomendable probar su crecimiento en otros

medios de cultivo.
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Como se observo en la tabla no. 3 los hongos aislados presentaron desarrollo del micelio
a partir del dia 3 hasta el 24, no interesando el género. En la literatura se registra desarrollo
después de 4 a 7 dias, aunque hay informes que puede Ilevarse de 2 a 6 semanas para mostrar

algin tipo de crecimiento (Molina y Palmer, 1982).
6.2 SINTESIS in vitro -

Cada aﬁo el listado de las asociaciones micorrizicas planta - hongo se hace mis
numeroso, en donde se incluyen nuevas especies, géneros, familias y ordenes (Zak, vl971).
Desafortunadamente la mayoria de estos informes se basan en observaciones preliminares de los
hongos y de tas plantas, que consisten basicamente en detectar el grado de incidencia de los
carpdforos con una especie determinada de irbol y usarlos como indicio de una relacidn
micorrizica (Palm y Stewart, 1984). Pocos de estos listados se basan en métodos experimentales
mediante la sintesis in vitro, que nos ofrece ventajas como el conocer la habilidad de los hongos
para formar ectomicorrizas bajo ciertas condiciones y asi poder inferir cual es la relacién més

apta para introducirla en determinado sitio de plantacién.

En el presente estudio, bajo las condiciones dadas, se obtuvo un sdlo caso en donde un
hongo se asoci6 con las 2 especies de pino y este hongo fue Pisolithus tinctorius. Los hongos
Amanita flavoconia y Boletus flammans se asociaron a Pinus oocarpa y los hongos A. verna y
Boletus sp. 2 con P. devoniana. De estas asociaciones la de A. flavoconia con P. oocarps y

Boletus sp. 2 con P. devoniana fueron las de mayor éxito, ya que presentaron un desarrollo
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importante de micelio, asi como gran cantidad de raices micorrizadas; en cambio con 4. verna,
B. flammans y P. tinctorius se obtuvo una débil respuesta a la asociacién. De los hongos Boletus
Sp. 1, Boletus sp 3, Clitocybe sp. aff. catervata y Phylloporus phaeoxanthus se present6 algin

grado de desarrollo de micelio en la bolsa, pero no hubo asociacién con ninguna de las dos

especies de pino. La Gnica especie que no presentd desarrollo de micelio en ninguno de los pinos

estudiados fue Russula subfoetens var. grata.

Los resultados negativos obtenidos no indican que los hongos que se inocularon no sean
hongos micorrizicos o que no se puedan asociar con alguna de las dos especies de pino probadas,
Ya que segin Godbout y Fortin (1984) se ha demostrado que algunos hongos ectomicorrizicos
no se desarrollan en las bolsas de crecimiento, ademés Dennis (1985) menciond que factores
como pH, temperatura y humedad son importantes para el desarrollo y establecimiento de la

simbiosis.
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7. CONCLUSIONES

1. No todos los hongos se desarrollan en un medio de cultivo determinado; la
composicién del medio, asi como las condiciones de pH y temperatura son fundamentales para

el desarrollo de las colonias.

2. Cada especie presentd una respuesta diferente en su desarrollo en el medio de cultivo,
as{ como en la resiembra, almacén y pruebas de sintesis micorrizica, pero en general todas las

cepas son delicadas y deben de tratarse con sumo cuidado.

3. Algunos de los factores fundamentales que limitan el establecimiento de un cepario son
el ataque por agentes contaminantes, asi como también el desconocimiento de los requerimientos

nutricionales de cada hongo.

4. Aunque todas las especies empleadas en la sintesis in vitro se desarrolian en bosque
de pino encino y muchas de ellas son registradas en la literatura de bosque de pino, no todas se
asociaron a las especies de pino inoculadas, a pesar de que estas especies estdn pressntes en la

zona de la que fueron colectados los hongos.

5. La cepa del hongo Amanita flavoconic fue la que mejor se desarrolld con Pinus

oocarpa y la de Boletus sp. 2 con P. devoniana.
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6. La respuesta obtenida por las cepas empleadas en la sintesis in vitro puede ser
diferente si las condiciones de pH, temperatura y humedad, asi como el contenido y calidad de

los nutrimentos en el medio de cultivo se modifican.
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8. RECOMENDACIONES

1. Efectuar consultas previas en el herbario micoldgico respectivo, para familiarizarse

con las especies existentes en la zona de estudio y trabajar con las mis conocidas.

2. Realizar mis de 10 aislamientos por cada hongo, ademds de preferencia de unas
cuantas especies en varias ocasiones, ya que esto permitird hacer comparaciones con cepas de

una sola especie y con varias especies entre si.

3. Aislar los hongos en viales, ya que dan un mayor control de los contaminantes y

reducen el gasto de medio de cultivo y espacio.

4, Realizar aislamientos de carpdéforos inmaduros tnicamente cuando se cuente con

ejemplares adultos.

5. Hacer aislamientos en diversos medios de cultivo, variando pH y temperatura o
establecer mediciones de pH y temperatura en los sitios de colecta y con estos datos establecer

intervalos de crecimiento de los hongos y los medios de cultivos.

6. Trabajar en el lugar apropiado con las condiciones de asepcia requeridas, ya que de

esto depende el éxito o -fracaso de este tipo de estudios.
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7. La técnica bolsas de crecimiento empleada en la sintesis in vitro es muy itil para este
tipo de estudios, aunque es necesario buscar otros materiales, ya que el papel poliester con que
se elaboraron es escaso en el mercado y la elaboracion de las bolsas, especialmente el sellado,

resulta complicado.

8. Debido a la complejidad de las condiciones de los sitios de plantacién se sugiere
realizar estudios in vitro bajo condiciones similares, asi como estudios experimentales en

condiciones de vivero, invernadero y campo.
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