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SINTESIS IN VITRO DE LA MICORRIZA DE
PISOLITHUS TINCTORIUS y PINUS MONTEZUMAE

por Guadalupe Santiago-Martinez *,
Lucia Varela **
Arturo Estrada-Torres *

SYNTHESIS IN VITRO OF THE MYCORRHIZAE BETWEEN
PISOLITHUS TINCTORIUS AND PINUS MONTEZUMAE

SUMMARY

The ability of one strain of Pisolithus tinctorius from Oaxaca to form
mycorrhizae with Pinus montezumae was evaluated. The germination of the plant and
ite confrontation with the fungus was performed in Ingestad medium. The obtained
mycorrhizae had simple, dichotomous or coralleoid morphology, golden brown color
and abundant mycelial strands. Cross section revealed a thick and crowded fungal
sheath, with a large amount of projecting hyphae and a Hartig net surrounding
from two to three outer layers of cortical cells.

RESUMEN

Se evalud la capacidad de un aislamiento de Pisolithus tinctorius
procedente del estado de Oaxaca para formar micorriza con Pinus montezumae. La
germinacién de la planta y su confrontacién con el hongo se realizdé en medio
nutritivo de Ingestad. La micorriza obtenida fue de color café dorado metélico,
con abundantes rizomorfos y presentd una morfologia simple, dicotémica o
coraloide; microscdpicamente se cbservéd un manto grueso y denso, con abundantes
hifas emanantes y una red de Hartig que abarco de 2 a 3 capas de células
corticales.

INTRODUCCION

Pisolithus tinctorius es un hongo ectomicorrizégeno de amplia
distribucién que se asocia a una gran cantidad de plantas,
incluyendo especies de Abies, Arbutus, Arctostaphylos, Betula,
Carya, Fucalyptus, Larix, Pinus (Marx, 1977), Populus, Pseudotsuga,
Quercus, Salix y Tsuga (Molina y Trappe, 1982). Entre las especies
gue forman ectomicorriza, ha sido una de las mas estudiadas por la
facilidad de obtener aislamientos a partir de sus carpéforos, su
crecimiento rapido en condiciones axénicas y la facilidad de
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producir inoculantes a partir de su crecimiento en sustratos
inertes (Molina y Palmer, 19%82).

En México, Pisolithus tinctorius ha sido reportado en 19 de
las 32 entidades de la Repiiblica (Guzm&n, 1973; Guzmdn y Herrera,
19873; Welden y Guzmén, 1978; Ayala y Guzmdn, 1984; Esqueda-Valle
et al., 1990; Pardavé, 1991), encontrandose desde Baja California
Norte y Nuevo Ledn en el Norte, hasta Veracruz y Oaxaca en el Sur.

AGn cuando P. tinctorius ha sido wutilizado en viveros
mexicanos en ensayos gue han arrojade resultados prometedores
(Valdés et al., 1983; Estrada-Torres y Valdés, 1986; Quintos y
Valdés, 1987) todos éstos se han llevado a cabo usando cepas
extranjeras y hasta el momento no se ha probade la capacidad de
ninguna cepa mexicana para formar micorriza, ni su efectividad al
asociarse con plantas nativas. Debido a lo anterior, el propdsito
del presente trabajo fue evaluar la capacidad de un aislamiento de
P. tinctorius (Pers.) Coker catalogado como TLAX 13 en el cepario
de hongos ectomicorrizégenos del Centro de Investigaciones en
Ciencias Bioldgicas (CICB) de la Universidad Auténoma de Tlaxcala
(UAT) para formar micorrizas con Pinus montezumae Lamb., especie
frecuentemente empleada en los programas de reforestacién de la
regién central de México.

MATERIALES Y METODOS

Material biolégico. Las semillas de P. montezumae utilizadas en el
ensayo procediercn de la regién de San Juan Tetla, Puebla y fueron
proporcionadas por el INIFAP, Coyoacadn, México, D.F.

La cepa de P. tinctorius fue aislada de una nogalera ubicada
cerca de la ciudad de Oaxaca y fue proporcionada por el CIIDIR,
IPN.

Obtencidén de las plantulas. Las semillas de P. montezumae fueron
desinfectadas superficialmente con perdéxido de hidrégeno al 30 %
durante 15 min, enjuagandolas después con agua destilada estéril
(Piché y Fortin, 1982). Se colocd una semilla por cada tubo de
ensaye de 200 X 30 mm conteniendo 40 ml de agar nutritivo de
Ingestad inclinado (Mason, 1980), dejaAndose por 16 semanas (hasta
notar la aparicién de raices secundarias) a temperatura ambiente y
con un fotoperiodo de 16 h de luz y 8 h de oscuridad (Piché y
Fortin, 1982). Se adicioné agua destilada estéril cada vez que era
necesario. Los tubos en los que se presentd contaminacién por
hongos o bacterias fueron desechados antes de la inoculacién del
hongo ectomicorrizégeno.
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Preparacién del micelio del hongo. Se sembraron de 5 a 8 cuadros de
5 X 5 mm de micelio de Pisolithus tinctorius crecido en papa
dextrosa agar en matraces Erlenmeyer gue contenian medio ligquido
de Melin y Norkrans modificadec y pequefios trozos de vidrio. Los
dispositivos se incubaron a 25°C durante 4 semanas, agitandolos
manualmente cada tercer dia (Marx y Bryan, 1975).

Inoculacién. Las plantulas contenidas en los tubos se inocularon
con 20 ml de micelio suspendido en el medio liguido.

Caracterizacién de la micorriza. Después de 12 semanas, las
plantulas fueron extraidas de los tubos, caracterizando 1la
morfologia de las micorrizas, segin los criterios de Agerer (1987)
e Ingleby et al. (1990). Para la descripcién microscépica se
hicieron cortes a mano. Los colores fueron descritos utilizando
como referencia las tablas de Methuen (Kornerup y Wanscher, 1978),
de las cuales se indica su notacidén entre paréntesis.

RESULTADOS

Los primercs indicios de la formacién de la micorriza se
detectaron a las 8 semanas, observandose gue el micelio comenzé a
colonizar la superficie de las raices secundarias y posteriormente
inicidndose la bifurcacidén sucesiva de los &pices.

Las raices micorrizadas presentaron morfologia simple,
dicotémica o coraloide (Fig. 1), de 0.9 a 11.9 mm de largo total
con puntas de 0.5 a 0.7 mm de largoe y ejes de 0.2 a 0.7 mm de
didmetro; las puntas fueron rectas, de color café dorado metalico
(6D7) y fibrosas; se presentaron rizomorfos color café doradoe
(6D7), conectados con el manto en un solo punto y hasta de 0.1 mm
de diadmetro. También se observaron abundantes hifas emanantes.
Algunas raices llegaron a dicotomizarse sin formar micorriza.

Microscépicamente se presentd un manto grueso y denso hasta de
41 pum de ancho, la superficie con abundantes hifas emanantes de 3.5
a 4.5 um de diametro, septadas, con fibulas, con pared delgada.y
frecuentemente anastomosadas; en la parte externa se encontré un
prosénguima afelpado que al ir madurando formdé bandas paralelas y
un sinénguima con células tortuecsas (Fig. 2); las hifas de ambos
pseudotejidos, eran lisas y con pared delgada. La red de Hartig se
encontrd envolviendo de 2 a 3 capas de células corticales (Fig. 3).
Los rizomorfos estaban formados por hifas de 2.5 a 6.0 um de
didmetro, de color amarillo clare con pared delgada, algunas de
ellas incrustadas (Fig. 4).
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LEYENDA DE LAS FIGURAS

Figs. 1 - 4. Micorriza formada entre Pisolithus tinctorius y Pinus montezumae.
1. Ramificacién dicotémica X 25. 2. Manto (M) con algunas células tortuosas (CT)
X 1250. 3. Red de Hartig (H) X 500. 4. Hifas de los rizomorfos con incrustaciones
y fibulas X 1250.
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DISCUSION

La morfologia dicotdémica a coraloide de la micorriza de
Pisolithus tinctorius y Pinus montezumae corresponde a la forma
tipica de las micorrizas formadas por el género Pinus (Zak, 1973).
Molina y Trappe (1982) ya habian establecido gque las ectomicorrizas
de P. tinctorius se distinguen por el color amarillo brillante que
cambia al madurar a café ‘dorado, la superficie del manto con
abundantes hifas emanantes y rizomorfos, y 1la red de Hartig
envolviendo de 2 a 3 capas de células corticales, caracteristicas
encontradas en la micorriza obtenida, salvo por el color que desde
el principio era café dorado y que corresponde al color de la cepa
mexicana utilizada. La morfologia de la micorriza de P. tinctorius
y Pinus pinaster también es semejante a la descrita, salvo que el
color del mante se describe  como blanco y no se menciona la
presencia de rizomorfos (Azevedo, 1982). Lépez-Olivarez y Fierros-
Gonzdlez (1990) describieron una micorriza gue atribuyeron a P.
tinctorius, que fue obtenida a partir de muestras de raices de
Pinus caribeae Mor. var. hondurensis Barr. et Golf en una
plantacién del estado de Oaxaca. La micorriza aquil caracterizada
se diferencia de la descrita por Lépez-Olivarez y Fierros-Gonzalez
por presentar un color mas oscuro, un manto fingico de mayor
espesor y la presencia de abundantes hifas emanantes y rizomorfos.

Aungue se ha comprobado que algunas cepas de P. tinctorius han
formado micorriza con Pinus montezumae en ensayos de vivero (Valdés
et al., 1983; Estrada-Torres y Valdés, 1986), dichos ensayos se han
realizado usando cepas procedentes del extranjero. Por otro lado,
solamente se tienen datos de un ensayo de sintesis de ectomicorriza
in vitro usando plantas mexicanas (Marx, 1975), encontrandose gque
6 especies de pino (Pinus ayacahuite Ehrenb., P. leiophylla Schiede
& Deppe, P. michoacana Martinez, P. pseudostrobus Lindl., P. rudis
Endl. y P. teocote Schiede & Deppe) formaron micorriza con una cepa
extranjera de P. tinctorius. De esta forma, ésta es la primera vez
gue se logra la sintesis in vitro de una micorriza formada entre
una planta nativa de México y una cepa de un hongo
ectomicorrizégeno aislada en nuestro pais.
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