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Introduccion

La palabra “micorriza” se formé a partir del término griego mycos (hongo)
y del vocablo latin rhiza (raiz) y fue acufiada como tal, por primera vez, por
Frank en 1885. El hongo coloniza la raicilla y llega a ser parte integrante de ella,
desarrollando un filamento micélico (de micelio: conducto extenso compuesto
por varias hifas) que a modo de sistema radical y altamente efectivo, ayuda a la
planta a adquirir diversos nutrientes, entre los mas importantes el nitrogeno vy
fosforo, ademas de proveerle una mayor capacidad de absorcion y retencion de
humedad del suelo por medio de las hifas asociadas (Paez et al., 2006; Pérez-
Moreno y Read, 2004).

A cambio, el hongo recibe hidratos de carbono (azticares, almidones, entre
otros) que necesita para su alimentacién, estos hidratos de carbono provienen
de la fotosintesis de la planta. Asi, esta asociacién (hongo-raiz) favorece el
crecimiento y el desarrollo, tanto de la planta como del hongo (Péez et al.,
2006).

Las ectomicorrizas se caracterizan por ser asociaciones mutualistas que han
evolucionado a través del tiempo (130-180 millones de afios) lo cual ha
generado una amplia diversificacion de los micobiontes, principalmente en
los bosques templados y boreales en donde alrededor del 95 por ciento de las
raices de las especies forestales establecen la asociacion ectomicorricica.

Los hongos que forman las ectomicorrizas son en su gran mayoria basidiomicetos,
aproximadamente 5 mil especies. Los ascomicetos se asocian con unas 3 mil
especies de plantas y en menor proporcién los zygomicetos (Castellano y
Molina, 1989; Garcia-Rodriguez et al., 2006).

La asociacion de los hongos ectomicorrizicos (ECM) y las plantas es el resultado
de una compleja red de mecanismos a nivel bioquimico y se inicia a través
de la germinacion de la espora, la cual produce hifas monocariéticas que se
fusionan y forman el micelio dicaridtico, este micelio interactta con el sistema
radicular de las plantas. Posteriormente, las hifas se adhieren a la superficie de

las raices formando una estructura conocida como manto flngico que tiene
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generalmente un espesor de 20 a 100 pm.

En las ultimas décadas, el uso de micorrizas en el ambito forestal ha tenido un
importante avance. Recientes estudios dirigen su atencion en la adaptacion de
algunas especies de hongos micorricicos a diferentes condiciones ambientales,
para poder ser inoculados en pinos vy lograr incrementar la sobrevivencia y la
produccién en las plantaciones forestales (Gonzales-Ochoa et al., 2003). Por lo
tanto, la presencia de hongos ectomicorricicos es un prerrequisito fundamental
para un éptimo desarrollo de las especies de “piniceas” (Barroetavefia y
Rajchenberg, 2003).

Debido a los beneficios que provee la ectomicorriza a las plantas forestales, se

desarrolld el presente manual que plantea los siguientes objetivos.
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Objetivo general

Evaluar la presencia de hongos ectomicorricicos (HEM) en poblaciones de

Pinus jeffreyi, de la reserva de Sierra de Juarez (Parque Constitucién de 1857).

Objetivos especificos

1.- Evaluar la presencia de cuerpos fructiferos en las poblaciones de Pinus
jeffreyi, en la reserva del Parque Nacional Constitucion de 1857 en la Sierra de
Juarez.

2.- Identificar la presencia de los morfotipos de ectomicorrizas asociadas al
sistema radicular de Pinus jeffreyi.

3.- Colecta de cuerpos fructiferos de HEM para la produccion de un inoculante
esporal a partir de especies de HEM identificadas en la reserva de Sierra de

Juarez.
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Alcances del proyecto

El presente documento pretende mostrar el proceso de elaboracion de

inoculantes a partir de cuerpos fructiferos de hongos ectomicorricicos para
emplearse en plantulas de Pinus jeffreyi como una alternativa para mejorar su
calidad y sobrevivencia en futuras reforestaciones en la Sierra de Juarez, asi
como un primer acercamiento al tipo de micorrizas que se encuentran presentes
en las inmediaciones de la reserva natural del Parque Nacional Constitucion de
1857.

1 Colecta de carpoforos

(cuerpo fructifero)
La colecta de carpéforos se realiza durante las mananas (de 8:00 a 10:00 am)
cuando la temperatura es la 6ptima para la fructificacion de los hongos. Los
meses mas recomendables para las colectas son julio y agosto y dependiendo
de las condiciones de humedad del ano, es posible encontrar algunos cuerpos

fructiferos en los meses de septiembre y octubre y ocasionalmente en mayo.

Los factores que se consideraron para el muestreo fueron: tipo de vegetacion,
suelo, cubierta de materia organica, accesibilidad, perturbacion y aspectos to-
pograficos. Posteriormente, se delinearon transectos de 100x10 metros para
el conteo y colecta de los carpdforos. Se recomienda realizar la colecta con
precaucion para no alterar el sustrato donde se ubiquen las diferentes especies.
Las especies encontradas, asi como su descripcion taxonomica y su simbiosis se

se describe a continuacion.
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Clasificacion de los cuerpos fructiferos colectados y su identificacion taxondmica
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Suillus sp. Gray

Himenio compuesto de tubos sol-
dados entre si, suelen ser de colores
claros y brillantes: amarillos, vedes...
La cuticula es de colores variados,
sin restos, viscosa y pegajosa, carac-
teristica que diferencia este género.
Abundantes en los bosques, espe-
cialmente de coniferas, en el otono.
Los pies son variados, en algunos
casos fibrosos o membranosos, con
anillos gelatinosos o sin ellos (Arora,
1986).

HEM: S|

Lycoperdon perlatum Pers.

De forma mas o menos globosa con
la parte superior algo puntiaguda
provisto de pie, coloracion blanque-
cina de joven, mas pardusco con la
edad; recubierto de espinas o verru-
gas piramidales individuales de di-
versos tamanos. Al madurar se abre
un orificio apical por donde salen las
esporas. Comestible de joven mien-
tras la gleba es blanca.

De habitat variado, normalmente
en el interior de los bosques, sobre
el mantillo, pero también en zonas
herbosas. Es una especie comun que
aparece formando grupos, a veces
cespitosos, de mediados de verano a
mediados de otofio (Ayala y Ochoa,
1998; Arora, 1986).

HEM: NO



Laccaria laccata Peck.

Pileo convexo con una ligera depre-
sion central, margen ondulado. La-
minas cerosas, gruesas, adheridas.
Estipite fibroso, estriado. Esporas
subglobosas a globosas, ligeramente
ornamentadas, hialinas.

Habita en bosque de Quercus o mix-
to (Ayala y Ochoa, 1998).

HEM: S|

Geastrum floriforme Vittad.

Basidiocarpos pequenios, gregarios,
de nueve a 17 milimetros de ancho
cuando estan cerrados, subglobosos
a globoso deprimidos, algunas veces
con el apice en punta. Exoperidio
higroscdpico con ocho a diez (rara
vez de siete a 11) rayos enrollados
sobre el endoperidio cuando secos,
con las puntas hacia arriba cuando
himedos, la capa externa del exo-
peridio blanco-grisacea, capa inter-
na pardo-grisacea a grisacea. Endo-
peridio sésil, delgado, sub-globoso
con un pedistoma poco levantado,
fibroso irregularmente, concolor con
el peridio. Columela pequena, pardo
a blanco-grisaceo. Gleba café-ocre.
En suelo arenoso, en chaparral con
chamizo y matorral costero (Ayalay
Ochoa, 1998).

HEM: NO
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Nota:

Mycenastrum corium Guers.

Carpodforo globoso sin base estéril.
Peridio grueso de dos capas. Gle-
ba polvorienta olivacea. Dehiscen-
cia esteliforme. Esporas globosas a
subglobosas, verrugosa de apariencia
reticulada. Capilicio espinoso frag-
mentado ramificado. Habita en sue-
los arenosos a los bordes de caminos,
margenes de arroyos, en pastizales,
matorral costero y bosque de encino,
a fines de invierno y primavera (Aya-
lay Ochoa, 1998).

HEM: S|

Astraeus hygrometricus Pers.

Basidiocarpo sésil en forma de estre-
lla. Exoperidio grueso de consistencia
cartilaginosa. Gleba polvorienta. Es-
poras globosas, grandes y ornamen-
tadas. Capilicio ramificado con pare-
des gruesas, septado con abundantes
fibulas. Habita en pastizales suba-
ridos, matorrales aridos, bosque de
Quercus, Platanus y Pinus, en todo el
ano; desde el nivel del mar hasta los
2 400 metros (Ayala y Ochoa, 1998;
Arora, 1986).

HEM: SIZ

Los cuerpos fructiferos del género Suillus no se identificaron hasta el nivel de especie, debido a que el
estado de madurez que presentaban a la hora de la colecta no permitié la identificacion de sus estruc-

turas microscdpicas en el laboratorio.
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Analisis de los carpoforos

Los carpoforos recién recolectados se enjuagan con agua destilada y estéril.

Luego se desinfectan externamente con una solucién de hipoclorito de sodio al
0.5 por ciento por un minuto. Posteriormente son lavados con agua destiladay
estéril para eliminar el desinfectante. Una muestra de las especies colectada es
caracterizada y herborizada siguiendo las técnicas de Cifuentes et al. (1986).
La identificacion taxondmica se obtiene a través de la caracterizacion de las

estructuras microscopicas y macroscopicas.

2 Colecta de raices micorrizadas
de arboles adultos

En los sitios donde se encuentran los carpoforos de los HEM, se colectan mues-
tras de las raices de los arboles presentes. Para esto se seleccionan al azar cua-
tro arboles de Pinus, ubicando en cada uno de ellos el punto de goteo en rela-
cion a los limites de la copa del arbol. Una vez ubicado este punto, se realiza
una excavacion en un cuadrante de un metro cuadrado con 20 centimetros de
profundidad, en el cual se extraen las muestras de raices de Pinus. Finalmente,
todas las muestras son etiquetadas indicando el nimero de arbol, nimero de
muestra y la fecha de colecta. Las raices colectadas se lavan con agua destilada
y estéril y se conservan en una solucién de alcohol-formol-acido acético (en
proporcién 1:1:1) para su preservacion y observacion posterior al microscopio
estereoscopico con la finalidad de identificar las estructuras ectomicorricicas 6
morfotipos presentes (Garza et al., 2002). El promedio de la edad en los arbo-
les de Pinus jeffreyi muestreados es entre 80 y 100 arios, esto debido a que la
zona muestreada se encuentra dentro de una reserva y los arboles dentro de ella

son en su mayoria longevos.
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Identificacion de la ectomicorriza en raices

La identificacion de la asociacion de las raices con los HEM se realizé selec-

cionando raicillas secundarias, las cuales son recolectadas usando pinzas de
diseccion de punta fina y colocandolas en una caja de Petri previamente dividi-
da en cuadriculas de un centimetro cuadrado. Posteriormente, las estructuras
ectomicorricicas fueron identificadas bajo el estereoscopio usando las lentes de
aumento de 20X y 40X. Las estructuras se aprecian como un cambio en el de-
sarrollo radicular, “deformacion”, del sistema radicular, en donde cada tipo de
HEM presenta una “deformacion” caracteristica. En la figura 1, se muestran los

morfotipos que se encuentran en Pinus jeffreyi en la zona de la Sierra de Juarez.

Figura 1. Morfotipos de ectomicorrizas observadas en Pinus jeffreyi.

Identificacion de los morfotipos

Para la identificacion de morfotipos ectomicorricicos, se emplean claves esta-
blecidas para tal fin, en este caso se utilizaron las publicadas en el sistema de
Informacion para la caracterizacion y determinacion de ectomicorrizas DEEMY
(Agerer y Rambold, 2004-2009).

A continuacion se presentan las principales caracteristicas para describir los
morfotipos de HEM encontradas en asociacion con las especies forestales de

la Sierra de Juarez.
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Morfologia de la asociacion-ectomicorriza

Longitud

La longitud de un sistema de micorrizas es considerada como la longitud de la
dltima rama (apice del eje principal) al punto donde se encuentran las partes
mas viejas donde el manto todavia es reconocible. Si los mantos estan muy
delgados, es dificil determinar esta medicion. El rango de valores debe determi-
narse, ej. 5-25 (50) milimetros; el valor en paréntesis simboliza una dimension

excepcional.

Ejemplo:

/]
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Morfotipo de la micorriza segiin su ramificacion

%!g ; 1 Ausente
ﬁ%ﬂb 2 Monopodial - pinnada

&MMIM) 3 Monopodial-piramidal
DO—

% 4 Dicotémica

%‘%E ; 5 Irregular pinnada

% 6 Coraloide

'4.0‘\" -‘~Q~-~g“ 7 Con tubérculos

i%v ,;:_\’? 8 Trenzada
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Orden del sistema de ramificacion

En algunos casos se pueden encontrar secciones sin ramificacién (morfotipo

1) y posteriormente ramificarse una (morfotipo 2), dos (morfotipo 3) v tres

veces mas (morfotipo 4).

S

Morfotipo 1 2 3 4

El registro de informacion de la ramificacion se realiza de la siguiente manera:
0-1 (sin ramificacion, una ramificacién a cada lado), 0-2 (doble o mas ra-
mificaciones a los lados). El ‘O’ siempre debe agregarse, ya que representa el

principio de un sistema en vias de desarrollo.
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Abundancia de micorrizas en la raiz

Se determina al observar la abundancia y niveles de diferenciacion como se

muestra en las siguientes figuras

1 Solitarias o en baja frecuencia

2 En forma de nido, hifas esteras

3 Abundante, denso

B 4 b

Diametro del eje principal

Para medir el didametro se obtiene el promedio de dos mediciones del eje princi-
pal, realizadas en la zona intermedia de la raiz colonizada, como se muestra en
la figura, sin embargo en sistemas coraloides no es comun encontrar diferencia

entre el diametro de extremos sin ramificacion.
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Presencia y abundancia de rizomorfos

Estas estructuras pueden formarse como estructuras robustas, cortas y conicas

que consisten en hifas densamente aglutinadas y se originan principalmente en
angulos muy inclinados y puntos restringidos del manto formando una estruc-
tura similar a la pierna de un insecto. Los términos ‘ frecuente’ y ‘poco frecuen-
te’ estan determinados a criterio personal. Si hay alguna dificultad para decidir

si 'frecuente o poco frecuente’ debe usarse, en ambos.

Ausente
Presente
Poco frecuente

Abundante

A W N &

Forma de la terminacion en la raiz
ectomicorrizada

Directa o recta

2 Inclinada
3 Sinuosa
Tortuosa

Estrechado entre las partes mas
viejas y mas jovenes

Adornado con cuentas

T$%359
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Presencia o tipo de estructuras que se generan
en la asociacion ectomicorricica

Considerando que los rizomorfos son facilmente inapreciables o confusos, hay

dificultades para distinguirlos. Como regla general, los cystidia son caracteri-
zados por una longitud corta y se encuentran particularmente cuando es muy
densa una zona aterciopelada de vellos extendidos alrededor del manto. Las

hifas a menudo se encuentran emanando y cystidia en el contorno.

Ausente Rizomorfos Hifa emanando Cystidia

Figura 2. Tipo de estructuras en las asociaciones ectomicorricicas.

Color de las terminaciones

La coloracion se determina observado las ectomicorrizas en un estereoscopio.
Puede haber algunas combinaciones en descripciones de color como castano
rojizo, verde azulado o verde amarillento. Los cddigos deben traducirse en

colores basicos como los que se muestran a continuacion.

1 Negro 11 Lila, rojizo azul

2  Castafio oscuro 12 \Violeta, rojizo azul oscuro
3  Castafo 13 Azulado

4 Parduzco 14 Azul

5 Ocre, castano amarillento, 15 Verdoso

6 Amarillo 16 Verde

7 Amarillento 17 Grisaceo

8 Naranja 18 Gris

9 Rojizo 19 Blanco
10 Rojo 20 Blanquecino
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Caracteristicas del sitio de muestreo

Tipo de sustrato

Se describen las caracteristicas o tipo de sustrato donde fueron colectadas las

raices que se analizaron. Los principales sustratos donde son encontrados los

hongos ectomicorricicos son los que se mencionan a continuacion.

O 0O N O 1 A W N M

Capa organica

Horizonte mineral organicamente enriquecido
Tierra mineral

Madera deteriorandose

Alrededor de excremento de mamifero

En rocas

En turba

Debajo de musgos

Sustrato artificial

Caracteristicas fisicas del sustrato

Se determina el pH, textura, porosidad, estructura, contenido de materia orga-

nica y contenido de algunos minerales como el nitrégeno, foésforo y potasio del

suelo o capa de sustrato en la que se encuentren las raices muestreadas para

tener referencia de las condiciones en las que se desarrollan los hongos ectomi-

corricicos asociados a la especie de pino que se esté estudiando.
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Clasificacion taxonomica de la especie de
pino asociado al HEM

Otra caracteristica que se debe observar es el grupo taxonémico al que pertene-

ce el pino asociado a la ectomicorriza que se quiere identificar. La caracteristica
mas importante es el nimero de hojas aciculares. En el caso de la Sierra de Jua-
rez, las especies de pinos que se encuentran ahi pertenecen al grupo 2, al menos

las dos especies mas importantes en estos bosques: Pinus jeffreyi y P. coulteri.

Grupo Numero de hojas aciculares

1 Pino de dos hojas aciculares
2 Pino de tres hojas aciculares
3 Pino de cinco hojas aciculares

Evaluacion del porcentaje de colonizacion

en las raices

Para realizar el conteo de las raices colonizadas y obtener el porcentaje de mico-
rrizacion mediante el método de interseccion de cuadrantes, se corta la raiz en
segmentos y se colocan en una caja de Petri, con cuadricula de un centimetro
cuadrado. Posteriormente, se realiza la observacion al microscopio estereosco-
pico, se examinan las raices, evaluando las intersecciones en un sentido vertical
y horizontal. Finalmente, se observa toda la longitud de la raiz y se cuantifica
la presencia de estructuras ectomicorricicas (Figura 3) (Ferrera-Cerrato, 2001;
Carrillo., 2000; Garza et al., 2002).

Figura 3. Cuantificacion de la longitud radical.
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Para calcular el porcentaje de raiz colonizada, se cuentan las raices observadas,

separando las colonizadas y sin colonizar. El conteo se realiza en cada centi-

metro cuadrado, siguiendo la metodologia antes descrita. Posteriormente con

los datos obtenidos se realiza el calculo de la longitud radical colonizada para

obtener el porcentaje de micorrizacion, de acuerdo a la siguiente formula:

% Microrrizacion=

Longitud colonizada

Longitud total

Ejemplo:

% Micorrizacién = (15/35) X 100
Micorrizacién = 42 %

Longitud radical total = 35

Raiz colonizada = 15

Los resultados obtenidos se pueden presentar en un cuadro para su mejor inter-

pretacion, ver ejemplo

Raices Raices
Sitio Colonizadas sin colonizar
(centimetro) (centimetro)
1 10 30
2 38 29
3 16 21
4 6 11
5 43 37
6 39 32
7 24 19
8 47 30
9 25 17

(Tabla 1).

(centimetro) %
40 25.0
67 56.7
37 43.2
17 35.2
80 a7.7
71 54.9
43 72.7
77 61.0
42 59.5

Tabla 1. Cuantificacion del porcentaje de micorrizacion de acuerdo al método de interseccion de

cuadrantes (datos obtenidos de las raices muestreadas en la Sierra de Juérez).
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Nuamero de morfotipos por raiz

Otro parametro de interés en la identificacion de las estructuras es la de evaluar

los morfotipos para visualizar la diversidad de los hongos ectomicorricicos en
la raiz. Para realizar la identificacion de los morfotipos se realiza de acuerdo a
la metodologia previamente descrita. Finalmente, siguiendo este método, se

reportan los diferentes morfotipos (estructuras ectomicorricicas) presentes en

cada sitio de estudio (Tabla 2).

Sitio

Tabla 2. Numero de morfotipos encontrados en Pinus jeffreyi por sitio muestreado.
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Morfotipo
Dicotémica
Irregular pinnada
Dicotomica
Irregular pinnada
Dicotémica
Irregular pinnada
Digitiforme
Dicotomica
Irregular pinnada
Dicotomica
Dicotomica
Coraloide
Dicotémica
Irregular pinnada
Dicotomica

Coraloide

Numero

41



3 Produccion de indculo esporal

Para la elaboracion del inéculo esporal es necesario tener plenamente identifi-

cada la especie de HEM asociada a la especie de pino que se quiere inocular. La
problematica existente para la produccion de indculo en el norte del pais, es |a
corta temporada de lluvias y la sequia que predomina en la mayor parte del afio,
lo cual reduce de manera significativa la presencia de cuerpos fructiferos del
hongo y por tanto son insuficientes para la produccion de indculo esporal. Ante
esta situacion, se tiene la opcion de obtener cuerpos fructiferos frescos de otros
estados de la Republica, donde las temporadas de lluvias son mas favorables y
la fructificacion es mas abundante.

Se debe tomar la precaucién de adquirir o colectar los hongos asociados a las
especies de pinos que se requiera inocular, ya que de lo contrario al no estar
asociados el proceso de inoculacion sera inutil. Otros de los aspectos que se
deben tener en cuenta es el estado de los hongos al ser deshidratados, estos
deben estar frescos y sin presentar caracteristicas de descomposicion o pudri-
cion. La conservacion de los cuerpos fructiferos depende de cada especie ya
que existen algunas especies que sélo se pueden conservar en buen estado 24
horas después de colectadas o algunos otros como los Boletus que se pueden
conservar en buen estado un promedio de 48 horas, por lo anterior se debe
programar la deshidratacion de los cuerpos fructiferos a mas tardar 24 horas
después de la adquisicion de éstos. Una vez deshidratados los cuerpos fructife-
ros se pueden moler y conservar en frascos obscuros y totalmente herméticos
durante uno o dos afios sin que las esporas sufran algun dafio.

Este tipo de inéculo se aplica en seco (dos gramos de inéculo por planta), esto
le da la ventaja de poder ser almacenado durante varios meses, a diferencia del
indculo liquido el cual se puede almacenar en refrigeracion en buen estado sélo

por tres semanas.
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La preparacion del indculo esporal en polvo consta de las siguientes etapas:

Colecta de cuerpos fructiferos

La primera etapa para la produccion de inéculo es la adquisicion o colecta de
cuerpos fructiferos de los hongos ectomicorricicos identificados en asociacion
con la especie de pino que se requiere inocular. Para el caso de Baja California,
especificamente en la Sierra de Juarez, lugar donde se desarroll6 parte del pre-
sente manual, la produccion de cuerpos fructiferos de los hongos en los afios de
2007 y 2008 fue muy escasa, debido en parte a la escasez de lluvias de afios
anteriores y a las condiciones especificas del bosque en esta zona. Resultado de
lo anterior: no fue posible producir el indculo suficiente para realizar la inocula-
cion de plantas de Pinus Jeffreyi, principal especie de interés forestal en la Sierra
de Judrez. No obstante, con la identificacion de la especie Laccaria laccata en el
area mencionada, se realizo la colecta de cuerpos fructiferos de este hongo, en
otras zonas del pais donde se tiene registro de la presencia de esta especie (Fi-

gura 4). Lo cual permitié obtener la cantidad requerida de cuerpos fructiferos

para la produccion del indculo.

Figura 4. Colecta de cuerpos fructiferos en un mercado regional de Ozumba, estado de México.
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Separacion de los cuerpos fructiferos.

Una vez obtenida la cantidad adecuada de cuerpos fructiferos, es necesario

separar los pileos de los estipites de los cuerpos fructiferos, debido a que sélo
se utilizaran los pileos que son los que contienen las esporas. El material nece-
sario para la separacion depende de la especie, si se trata de hongos con estipite
delgado y fibroso se pueden utilizar unas tijeras afiladas, en caso de que se tra-
baje con especies de hongos con estipite grueso y carnoso se recomienda usar
navaja. En este paso se debe tener cuidado de no maltratar el pileo para evitar

la caida de esporas.

Pileo Estipite
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Deshidratacion

Posteriormente a la separacion de los pileos y los estipites, se procede a la des-
hidratacion del material flingico en un deshidratador de tipo charolas, en el que
se debe programar una maxima temperatura de 30 grados centigrados para evi-
tar que las esporas se danen, las temperaturas optimas para la deshidratacion
deben oscilar entre 26 y 28 grados centigrados. El tiempo que se deben dejar
los cuerpos fructiferos en el deshidratador depende de cada especie debido a la
diferencia en la cantidad de agua. Los cuerpos fructiferos deben ser revisados y
extraidos del horno cuando estén totalmente deshidratados y tengan una con-

sistencia crujiente.

Figura 5. Deshidratacion de hongos en un deshidratador de frutas tipo charolas.

Ya deshidratados los pileos se colocan en bolsas de plastico selladas para evitar
que absorban nuevamente humedad. Las bolsas deben ser etiquetas debida-

mente con el nombre de la especie y la fecha de deshidratacion.
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Molido de los pileos.

La etapa final de la produccion del indculo es el molido de los pileos para lo
cual se requiere de un molino de granos para procesar muestras secas (existen
varios modelos en el mercado), otra opcién para moler los pileos es utilizar una
licuadora aunque esta opcion es menos recomendable ya que algunas esporas
son danadas al realizar la molienda. Durante este proceso es necesario prote-
gerse totalmente de la respiracion de esporas, ya que estas estructuras son mi-

croscopicas y pueden entrar facilmente a los pulmones y causar danos.

Figura 6. Molienda de pileos secos en molino.
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Envasado

Una vez que se obtiene el indculo, éste debe ser conservado en frascos total-
mente herméticos y secos para impedir la entrada o presencia de humedad y en
refrigeracion a cuatro grados centigrados en completa oscuridad para evitar la
activacion de las esporas.

Los frascos deben ser etiquetados con los datos de la procedencia de los hon-
gos, fecha de recoleccion y almacenamiento, asi como informacién taxondmica

de la especie del hongo.

Figura 7. Inéculo esporal conservado en frascos de plastico con etiqueta de identificacion.
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4 Inoculacion de plantulas
de Pinus jeffreyi con inoculo
esporal en polvo en condiciones
asepticas

El indculo producido se puede emplear en plantulas de las especies de pinos

relacionadas con los hongos ectomicorricicos identificados. El proceso de la
inoculacion es el siguiente:

1) Verificar que la planta a inocular esté libre de patégenos, para lo
cual se recomienda, primero desinfectar la semilla en una solucion de hipoclori-
to al dos por ciento sumergiéndolas en la solucion durante 10 minutos, después
enjuagar tres veces con agua corriente. Posteriormente, la semilla se escarifica

sumergiendo en agua estéril tibia por 24 horas.

Figura 8. Germinacién de semillas (Pinus jeffreyi) después de siete dias.
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2) Una vez terminada la escarificacion, la semilla htimeda se pone en

refrigeracion a temperaturas de cuatro grados centigrados durante cinco dias.
Esto dltimo tiene el propdsito de activar el proceso de germinacion de la semi-
lla. Después de este periodo la semilla es colocada en charolas o cajas de Petri a
luz indirecta o en una camara de germinacion a una temperatura promedio de
25 grados centigrados. Las charolas o cajas de Petri deben contener en su base
un sustrato (papel filtro o toallas de papel) himedo con agua estéril, de esta
manera se suministrara la humedad requerida durante la germinacion, la cual

requiere un periodo de entre siete y 15 dias.

3) Posteriormente, y antes del transplante de las plantas a los conte-
nedores forestales tipo tubetes con sustrato esterilizado, se deposita el inéculo
(aproximadamente 10 mil esporas) a una profundidad de cinco centimetros del
sustrato (Figura 9a). En este caso la cantidad de esporas requeridas se obtuvo
con dos gramos del indculo. Dos meses después del trasplante de las plantas,
se realizara una segunda inoculacidn con igual cantidad de inéculo que en la
primera ocasion, para compensar la pérdida por lixiviacion de las esporas por el
riego (Figura 9b).

En caso de que las plantulas presenten alguna infeccion por hongos fitopatége-
nos, es recomendable aplicar fungicidas como: Benomil (Promil)® y Carbenda-
zim®, los cuales estan reportados como no dafinos en el desarrollo del hongo
ectomicorricico, en especial el Benomil® que es el mas adecuado cuando se esta

trabajando con planta inoculada.

Para mas informacion técnica de estos productos consulte
de la pagina 38 a 41
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Figura 9. Proceso de inoculacion de HEM en vivero.

(A) Inoculacién antes del transplante y

(B) inoculacién a los dos meses de establecimiento de las plantulas.
Finalmente se recomienda que la planta micorrizada se lleve a campo cuando

cumpla un afio de permanecer en los contenedores y al inicio de la época de

lluvias.
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5 Tipos de inoculos

Las tres principales fuentes de inoculo para la ectomicorrizacion de plantas en

viveros forestales son el propio suelo del bosque, las esporas y los micelios ve-

getativos de los hongos. Cada uno tiene sus ventajas y desventajas, depen-

diendo de los objetivos y del costo del programa de inoculacién (Castellano y

Molina 1989). En el Cuadro 3 se presentan las ventajas y desventajas de los

principales indculos.

Tipo de inéculo Ventajas

*Bajo costo y facil de
obtener

*Facil tratamiento de
secado al sol

Inéculo de suelo

*Medio muy eficiente para
inocular gran cantidad de
plantas en vivero

*No requiere
equipamientos y
procedimientos
especializados

Indculo esporal

*Largo periodo de almace
namiento en total ausen-
cia de humedad y luz

Indculo esporal en
polvo

*Rapidez de elaboracion
*No requiere equipos
especializados

Indculo esporal en
solucion

*Produccién de in6culos
puros de hongos
seleccionados

Inéculo miceliar

Desventajas

*Se requiere gran cantidad de suelo.
*Alto riesgo de introduccion de patégenos
y malezas
*La concentracion de esporas podria
ser baja
*Alto impacto ecoldgico para la zona de
recoleccion

*La colecta de cuerpos fructiferos puede
ser muy complicada

*Puede ser poco efectiva si se danan las
esporas en el proceso de elaboracion

*Riesgo de contaminacion por
patégenos

*Suministros y equipos costosos para
deshidratacion y molido de los cuerpos
fructiferos

*Poca duraciéon en almacenamiento

*Suministros y equipos costosos
*Personal altamente entrenado

Cuadro 3. Ventajas y desventajas de los indculos ectomicorricicos mas utilizados.
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Conclusiones

La presencia o fructificacion de hongos ectomicorricicos asociados a los pinos,

representa una oportunidad para su identificacion y produccion de indculo para
emplearse en el establecimiento de nuevas plantaciones. Hay especies de hon-
gos ectomicorricicos identificados en las regiones del pais donde la fructifica-
cion de hongos no es la suficiente para la produccion de indculo. Para el caso de
Baja California, especificamente en la Sierra de Juarez, lugar donde se desarroll6
parte del presente manual, la produccién de cuerpos fructiferos de los hongos
en los anos de 2007 y 2008 fue muy escasa, debido en parte a la escasez de
lluvias de afios anteriores y a las condiciones especificas del bosque en esta
zona. Resultado de lo anterior: no fue posible producir el indculo suficiente para
realizar la inoculacion de plantas de Pinus jeffreyi, principal especie de interés
forestal en la Sierra de Juarez. No obstante, con la identificacion de la especie
Laccaria laccata en el area mencionada, se procedio a la colecta de la biomasa
de este hongo en otras zonas en donde se tiene registro de la presencia de esta
especie. Lo cual permitio obtener la cantidad requerida de cuerpos fructiferos

para la produccion del indculo.

Por otra parte, para la obtencion del indculo, es necesario disponer de equipos
como deshidratador (horno deshidratador de frutas tipo charolas o deshidrata-
dor solar de alimentos de ConAFoR), molino para procesar muestras secas y re-
frigerador, con el propédsito de obtener y mantener las esporas viables por varios
meses. En el proceso de inoculacion, es importante manejar recipientes, sustra-

to y semilla desinfectada, para no afectar el establecimiento inicial del HEM.

Se recomienda realizar al menos dos aplicaciones del inoculante a las plantas
durante la fase de vivero. La primera se debe realizar una semana antes de la
plantacion en los contenedores y la segunda dos meses después para garantizar

el establecimiento de colonizacion del HEM a la planta de pino.
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BENOMILO

AGRICOLA

APLICACION AL FOLLAJE EN LOS CULTIVOS DE:

Eguivalente | Categoria

Presentacion Uso Autorizado

g l.A./lokg | Toxicoldgica

AGUACATERO
ALMENDRO
APIO
ARROZ
BULBOS DE
ORNAMENTALES
CACAHUATE
CALABACITA
CALABAZA
CIRUELO
coL
DURAZNO
FRESA
FRIJOL
JITOMATE
LIMONERO
MANDARINO
MANGO
MANZANO
MELON
NARANJO
PEPINO
PERAL
PINA
PLATANO
ROSAL
SANDIA
SOYA
TORONJO
VID

POLVO HUMECTABLE 500

LMR
(ppm)

3

1

3

5
EXENTO

0.2
1
1

15
0.2
15
5
2
5
10
10
3
7
1
10
1
7
35
1
EXENTO
sokok

0.2

10
10

IS
(Dias)

30
S/LIMITE
7
S/LIMITE
S/LIMITE

14
S/LIMITE
S/LIMITE
S/LIMITE
S/LIMITE
S/LIMITE
S/LIMITE

14

1
1
1

14
S/LIMITE
S/LIMITE

1
S/LIMITE
S/LIMITE
S/LIMITE

7
S/LIMITE

14

14

1

7

*FX ESTOS PRODUCTOS PLAGUICIDAS ENTRARAN A PROCESO DE REVISION Y ACTUALIZACION
RESPECTO AL LIMITE MAXIMO DE RESIDUO PARA LA COMBINACION PLAGUICIDA/CULTIVO

PARA USO EXCLUSIVO EN PLANTAS FORMULADORAS DE PLAGUICIDAS AGRICOLAS

900 IV
POLVO TECNICO 950 \
950 IV
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BENOMILO

USO: AGRICOLA E INDUSTRIAL
Nombre Quimico: Metil 1-(butilcarbamoil) bencimidazol-2-il carbamato
CAS: 17804-35-2 Férmula: C14H1803N4  Peso Molecular: 290.62
DL50 Oral (mg/kg): > 10000 (RATA)  DL50 Dérmica (mg/kg): > 10000 (CONEJO)
Categoria Toxicoldgica: [V DA 0.01 mg/kg. Clasificacion: BENZIMIDAZOL

Tipo de plaguicida: FUNGICIDA

EFECTOS EN LA SALUD

Exposicién aguda: Exposicién crénica:
Irritante dérmico yocular Posibles efectos teratogénicos (UM)

EFECTOS AL MEDIO AMBIENTE

Toxicidad: Moderadamente toxico para las aves, altamente toxico a peces, letal para lombri-
ces de tierra, no toxico para abejas.

Persistencia: Altamente persistente, su vida media es hasta de 12 meses. Se metaboliza a
carbendazim.

EN CASO DE INTOXICACION

Primeros Auxilios: Lavar las zonas afectadas con abundante agua y dar tratamiento sinto-
matico.

RECOMENDACIONES DE USO Y MANEJO

Uso: No mezclar con aceites
Equipo Minimo de Proteccion: Overol de manga larga, guantes, calzado, sombrero
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CARBENDAZIM

AGRICOLA

APLICACION AL FOLLAJE EN LOS CULTIVOS DE:

Eguivalente Categoria
Presentacion Uso Autorizado
g l.A./lokg | Toxicolégica [ppm] [Dlas)

DISP.(EMULSION ACEITE EN CACAHUATE
AGUA)
FLOABLE 500 \Y} FRIJOL 2 14
POLVO HUMECTABLE 500 vV ORNAMENTALES EXENTO  S/LIMITE
SUSPENSION ACUOSA 357 \Y) SOYA

TABACO

TRATAMIENTO DE PLANTAS EN ALMACIGOS:

MICROGRANULADO DISP. 500 vV CACAHUATE
EN AGUA
ORNAMENTALES
SOYA
TABACO

APLICACION EN DRENCH AL CUELLO DE LA PLANTA EN EL CULTIVO DE:
SUSPENSION ACUOSA 600 \Y) NARDOS EXENTO S/LIMITE

PARA USO EXCLUSIVO EN PLANTAS FORMULADORAS DE PLAGUICIDAS
AGRICOLAS.

POLVO TECNICO 900 v
950 Vi
990 vV
SOLIDO TECNICO 980 v
990 i

URBANO

PARA USO EXCLUSIVO DE APLICADORES DE PLAGUICIDAS EN EL CONTROL DE
ENFERMEDADES FUNGOSAS EN AREAS VERDES

DISP.(EMULSION ACEITE

EN AGUA) S i
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CARBENDAZIM

USO: AGRICOLA E INDUSTRIAL
Nombre Quimico: Metilbenzimidazol-2-il carbamato
CAS: 10605-21-7 Férmula: CoHoN302 Peso Molecular: 191.2
DL50 Oral (mg/kg): > 1500 (RATA) DL50 Dérmica (mg/kg): > 2000 (RATA)
Categoria Toxicoldgica: [V DA 0.03 mg/kg. Clasificacion: BENZIMIDAZOL

Tipo de plaguicida: FUNGICIDA

RIESGOS Y PELIGROS

No se debe agregar a plaguicidas alcalinos como el sulfato de cobre basico, caldo bordelés ni
sulfuro de calcio.

EFECTOS EN LA SALUD

Exposicion aguda: Exposicion crénica:
Irritante ocular, dérmico y de mucosas No se han encontrado efectos en los estudios
realizados en animales

EFECTOS AL MEDIO AMBIENTE

Toxicidad: Toxico a peces y otros organismos acuaticos.
Persistencia: Poco persistente. Descompuesto principalmente por microorganismos, 2-Ami-
nobenzimidazol principal producto de degradacion.

EN CASO DE INTOXICACION

Primeros Auxilios: Lavar con abundante agua las zonas afectadas, quitar la ropa contami-
nada. retirar al paciente del lugar del incidente, inducir el vomito.

RECOMENDACIONES DE USO Y MANEJO

Uso: Evite la dispersion del polvo. Evite la exposicion de mujeres embarazadas, adolescentes
y nifios, con el fuego se producen gases o humos toxicos e irritantes. No aplicar con menos
de 200 litros de agua/ha

Equipo Minimo de Proteccion: Mascarilla y lentes de seguridad

Equipo Minimo de Proteccion: Overol de manga larga, guantes, calzado, sombrero
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Notas
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