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INTRODUCCION

La produccion forestal en el Nordeste argentino (NEA) tiene gran importancia a nivel
econdmico, concentrandose la forestacion nacional en las provincias de Corrientes y Misiones
(Fassola et al. 2009). Segun datos del Ministerio de Trabajo de la Nacién (2017), estas dos
provincias elaboran el 73% de la produccién forestal del pais. Las principales especies
cultivadas en nuestra region son Eucaliptus y Pino, habiendo también forestaciones con otras
especies como Kiri y Araucaria, entre otras.

En el caso de las plantaciones forestales de Pino, presentan una relacién simbidtica con hongos
Basidiomicota que promueven su crecimiento, conocidas como ectomicorrizas. Estas tienen la
caracteristica de que sus micelios invaden intercelularmente la raiz de las plantas formando la
red de Hartig, una estructura mediante la cual el hongo se asocia a ésta permitiéndole asi el
intercambio de sustancias con el drbol y aumentar la superficie explorada por las raices a
través de los micelios fungicos (Rodriguez Pastrana et al. 2008; Myco UAL (s. f.)). La
importancia ecoldgica de la asociacién ectomicorricica se fundamenta en que mejora la
capacidad de la planta para la adquisicion de nutrimentos minerales y agua del suelo,
incrementa la resistencia a patdgenos y favorece el mayor crecimiento de la planta;
considerando que esta Ultima es también el componente mas influyente en esta relacién
simbidtica (Carrera Nieva y Lopez Rios 2004; Agerer 1995a, 1995b)

Muchos de estos hongos ectomicorricicos son inducidos a la fase reproductiva sexual cuando
se dan las condiciones ambientales favorables, dando lugar a la formacién del basidioma, una
estructura de tejidos especializados donde se produce la cariogamia y la formacion las esporas
sexuales dando origen al carpéforo que se observa a simple vista en el suelo (Lechner et al.
2018; Toledo et al. 2014).

En ciertas especies, este basidioma, ademas de su valor como organismo simbidtico de un
cultivo forestal, puede tener interés gastronédmico, debido a su sabor y composicion
nutricional. La composicidn aminoacidica de los hongos comestibles es cercana a la encontrada
en la proteina de la soja y, para algunas especies, puede ser anadloga a la hallada en los huevos
de gallina. Muchos aminoacidos esenciales que no son sintetizados por el hombre pueden
obtenerse a través del consumo de hongos (Lechner et al. 2018). Aunque es necesario tener en
cuenta que, en muchos casos estos pueden ser riesgosos para la salud humana y, debido a que
las diferencias entre una especie y otra son poco perceptibles para el ojo no entrenado, se
requiere un conocimiento previo para la identificacién de cada una de estas especies.

Dentro de los géneros de hongos ectomicorricicos que se reportan ademas como comestibles
podemos encontrar Laccaria, Lactarius y Suillus entre otros (Renteria-Chavez et al. 2017,

Murrieta Hernandez et al. 2014; Toledo et al. 2014; Niveiro et al. 2009)

A nivel regional, Niveiro et al. (2009) han encontrado hongos de los géneros Suillus granulatus
y Lactarius delicious, especies de interés gastrondmico y ectomicorricicas en cultivos de pino
en Corrientes y Misiones. Es decir que la regién cuenta con una potencialidad en la realizacion
de cultivos forestales asociados a hongos ectomicorricicos con un valor comestible y comercial.

A pesar de la importancia que tiene esta simbiosis en el correcto desarrollo del cultivo forestal,
no hay muchos estudios a nivel productivo de los hongos ectomicorricicos comestibles
naturalizados respecto a variedades utilizadas en indéculos comerciales, tales como
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Scleroderma spp. y Pisolithus arhizus utilizadas en el inoculo Simbiosis de Phol Forestal S.R.L.
Esto se debe también al hecho de que no hay aislamientos de los mismos para su posterior
evaluacidn, lo que motiva a realizar este trabajo como base para posteriores estudios de los
mismos.

Por lo tanto, esta pasantia tiene como finalidad el aprendizaje y familiarizacién con la
metodologia de muestreo e identificacidn de las diferentes especies ectomicorricicas, las
técnicas de laboratorio requeridas para el aislamiento y la posterior produccién y conservacion
de colonias de los hongos ectomicorricicos de interés para su uso en las explotaciones
forestales.

OBJETIVOS

1- Aprender las técnicas bdsicas para muestrear e identificar macroscépicamente hongos
ectomicorricicos comestibles asociados a Pinus spp.

2- Lograr aislamientos de los hongos a partir de muestras obtenidas en plantaciones de
pinos mediante siembras y repiques en medio de cultivo

3- Produccion de indculos a partir de los aislados obtenidos previamente

4- Realizar practica piloto de inoculacién sobre plantines de pino

MATERIALES Y METODOS

La pasantia se llevd a cabo en la Catedra de Microbiologia Agricola de la Facultad de Ciencias
Agrarias de la UNNE, ciudad de Corrientes.

Etapa 1: Recoleccion e identificacion de hongos ectomicorricicos

Se comenzd con la lectura bibliografica para la recoleccidon e identificaciéon de los hongos
asociados a las plantaciones de pino, como asi también las condiciones para el mantenimiento
del material para la obtencidn de aislamientos.

A_ Coleccién de hongos asociados a forestaciones implantadas en el NEA.

Para conocer la diversidad de hongos asociados a las forestaciones de Pino se realizaron
salidas a campo. El muestreo se realizé en plantaciones de pino en los alrededores de Santa
Ana de los Guacaras, Corrientes, durante los dias otofiales y posteriores a lluvias durante el
periodo 2019-2020. Si bien en principio se planted la realizacién de muestreos en plantaciones
forestales del Noreste de Corrientes y en Misiones; las restricciones en movilidad durante el
periodo 2020 nos limitaron Unicamente a las zonas cercanas.

Para el muestreo se recorrid una transecta de 50 m aproximadamente. Para ello se tomd la
distancia entre un pino y otro y, en base a eso se calculd la distancia a recorrer tomando como
ancho 2 metros de cada lado del lineo de arboles; en aquellas dreas donde se encontrd una
resiembra natural de pino se recorrié al azar observando bajo y fuera de la copa un area de 50
m? (Figura 1). Cada ejemplar que se encontré fue enumerado y fotografiado in situ, para que se
pueda apreciar la ubicacion de la seta ademds del ambiente, observando también si se
encontraba aislado o en grupos. También se tomaron fotos ex situ para apreciar las
caracteristicas morfotipicas tales como caracteristicas del pie y del sombrero, presencia o no
de laminillas, color de la esporada, entre otras caracteristicas.



Las muestras encontradas se depositaron en cajas pldsticas con su numeracion
correspondiente (Figura 2). De los ejemplares coleccionados, no todos eran ectomicorricicos y
comestibles, pero fueron coleccionados para ser utilizados en una pasantia que se logré
realizar con el Doctor Nicolas Niveiro, bidlogo especializado en micologia, y referente en el
area de identificacién de hongos, a partir de la tematica propuesta en el presente trabajo:
“Técnicas de coleccién e identificacion de macrohongos asociados a cultivos forestales del
NEA”. De esta forma se adquirié una mayor experiencia en el reconocimiento de hongos, con
el trabajo sinérgico de la Catedra de Microbiologia Agricola y del Laboratorio de Micologia.

Los ejemplares coleccionados se llevaron a estufa para secarlos y almacenarlos de manera
Optima para su posterior andlisis; los hongos ectomicorricicos y comestibles fueron guardados
en heladera para su posterior aislamiento.

Figura 1
Uno de los sitios de muestreo en Santa Ana.

Figura 2
Muestras recolectadas en caja para su traslado al laboratorio

B_ Andlisis macroscopico y microscopico de los ejemplares coleccionados.
Para la identificacién de los macrohongos de interés recolectados se hicieron descripciones de
caracteres morfoldgicos de cada ejemplar (Figura 3) y, mediante el uso de claves de
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identificacion (Wolfgang 2013) llegar al género y, de ser posible, a la especie. Para ello se
observaron las fotos obtenidas a campo y los materiales secos.

Algunos de los caracteres mas relevantes observados a nivel macroscdpico son:

e Material sobre el cual se encontraron los ejemplares, ademas de las especies
forestales encontradas en los alrededores de los mismos

e Presencia de volva, anillo y forma del pie

e Consistencia de la carne

e Caracteristicas de laminillas y color de la esporada
e Caracteristicas del pileo

e Coloracion

A nivel microscopico, se realizaron -bajo microscopio estereoscodpico Modelo Leica Ez4 y con
una hoja de afeitar- cortes transversales a nivel del pileo lo mas delgados posibles. Es de
destacar que al principio se utilizé bisturi, pero los cortes no resultaban muy delgados, lo que
dificultaba la observacidn; los cortes con hoja de afeitar tuvieron una etapa de entrenamiento
para la preparacién de los ensayos, ya que no resultaba facil manejar el pulso y lograr obtener
cortes tan delgados para visualizar los diferentes componentes.

Estos cortes se montaron sobre portaobjetos y, para facilitar la observacidn, se realizaron dos
formas de tincion utilizando dos colorantes: Reactivo de Melzer por un lado, e hidréxido de
sodio con floxina por otro.

Una vez hechos los preparados, se los observd en el microscopio (Modelo del microscopio
Leica DM 500):

e Presencia de cistidios
e Presencia y color de las basidioesporas
e Basidios

e Esporas



Figura 3
Partes macroscdpicas de los carpdforos, imagen ilustrativa.

Nota: Imagen obtenida de: www.avelinosetas.info

Etapa 2: Aislamiento de los ejemplares seleccionados
El medio de cultivo seleccionado para realizar los aislamientos fue Agar papa glucosado (APG)
en base a los resultados obtenidos en los estudios de Murrieta Hernandez et al. (2014).

Para la preparacion de los mismos se colocé 200 ml de agua destilada en un erlenmeyer y se
precalenté a una temperatura de 60°C aproximadamente; luego se agregd 7,8 g de APG (marca
comercial Britania), segun la concentracién indicada en el marbete del medio de cultivo. Esta
mezcla se llevd a ebullicidn hasta homogeneizar la solucién, denotdndose por la pérdida de
opacidad de la misma. Una vez hecho esto, se le colocé un tapdén de algoddn y gasa, y se llevd
a autoclave por 20 minutos a 1,5 atmdsferas de sobrepresién.

Una vez finalizado el autoclavado, y luego de que la autoclave baje la presién, se retiré el
erlenmeyer y se llevd a la camara de flujo laminar para distribuir en placas de Petri en forma
aséptica. De estos 200 ml de medio se obtienen entre 10y 12 placas, dependiendo del tamafio
de las mismas (Figura 4).

Para los aislamientos se utilizaron zonas del carpéforo que no estaban en contacto con el
exterior y no presentaban sintomas de contaminacion (larvas u hongos), los cuales fueron
seleccionados en base a las caracteristicas fenotipicas de las setas, tales como coloracion de la
esporada, expansion del sombrero, textura al tacto, entre otras, eligiendo en base a esto las
setas maduras sin signos de deterioro para los aislamientos. Se los aislaba preferentemente
dentro de los 3 dias después de la recoleccién ya que debido a su alto contenido de humedad
presentan un rapido deterioro, a pesar de estar conservados en heladera.

Se utilizaron cortes de la parte central del himendéforo, zona que se encuentra inmediatamente
por encima del himenio, previa limpieza del mismo despegando la cuticula superior con
cuidado de no dejar fragmentos, ya que debido a su consistencia viscosa puede tener
adheridos posibles contaminantes; posteriormente se removié el estipite y el pileo. Una vez
completada esta limpieza se procede a cortar a la mitad el himendforo y de esta seccion
interna con un bisturi previamente desinfectado se vuelve a retirar una fina capa y por debajo



de la misma se retira un segmento del tejido del carpdforo. Estos segmentos cortados seran
sembrados en medio de cultivo (Honrubia et al. 1995).

En cada siembra se hacian 3 repeticiones por muestra en caso de que hubiera problemas por
contaminacién, aunque en la mayoria de los casos se obtuvieron aislamientos sin presencia de
contaminantes en todas las repeticiones. Las placas sembradas fueron llevadas a estufa de
crecimiento a 24°C por 30 dias. De los crecimientos obtenidos se realizaron repiques sucesivos
en placas de APG.

Una vez realizada la purificacién de los crecimientos se generd un stock de aislados, de los
cuales uno se conservd en heladera como parte del cepario y los otros fueron colocados en
heladera como material de trabajo con los cuales se harian los repiques para las diferentes
pruebas que se necesiten o se planifiquen, tales como pruebas con fungicidas, velocidad de
crecimiento, desarrollo en diferentes medios de cultivo, entre otros.

Dentro de lo que implica el mantenimiento de las cepas flngicas, se decidid probar una técnica
de conservacién en tubos con agua destilada estéril donde son colocadas tiras de papel de
filtro con micelio. Para ello, se colocaron tiras de papel esterilizadas sobre placas de APG,
donde luego se realizd la siembra de tacos de micelio y se incubaron a una temperatura de
24°C. Cuando las tiras de papel se cubrieron de micelio (aproximadamente a los 30 dias) se las
guardaron en los tubos con agua estéril a 5°C (Lépez Alcala et al. 2012).

Una vez obtenidos materiales para la conservacién de los hongos de interés recolectados, se
procedid a relevar todos los datos en planillas de Excel para asi obtener un registro de hongos
segln el sitio de recoleccién. Esto ayudaria a reconocer si cada zona de muestreo presentaba
diferencias respecto a los macrohongos presentes.

Los datos relevados en el Excel fueron:
e Denominaciéon
e Nombre cientifico del espécimen
e Habito de vida del hongo
e Lugary fecha de recoleccion
e Medio de conservacién

e N°de aislamientos



Figura 4
Izq. plaqueo de medios; der. material fungico sembrado.

Etapa 3: Produccién de indculo
En el caso de la produccidn de indculo miceliar para las posteriores pruebas de inoculacion
sobre pinos se optd por un medio liquido por la facilidad que este representa en la aplicacion

al sustrato o semilla.

En base a los estudios de Murrieta Herndndez et al. (2014) se prepard el medio BAF (biotina,
acido fdlico, agar), el cual estd compuesto de:

Glucosa 30.0g

Peptona 2.0g

Extracto de levadura 0.2 g
KH,P0,0.5¢g
MgSO,x7H200.5¢g
FeCl; x 6 H20 10.0 mg
ZnSO4x 7 H20 1.0 mg
MnSO, 5.0 mg

CaCl, x2H20 100.0 mg
Tiamina HCl 50.0 pg
Biotina 1.0 pg

Acido félico 100.0 pg
Inositol 50.0 pg
Agar15.0g

Agua destilada 1000.0 ml

Sin embargo, debido a la dificultad de obtener algunos insumos durante el afio 2020, se
preparé sin los componentes de biotina, acido fdélico y tiamina, evaluando la presencia de
crecimiento; el cual se dio sin aparentes inconvenientes. Para cada indculo se prepararon
erlenmeyers de 200 ml con 150 ml del medio de cultivo, a los cuales se inocularon tacos de
APG con micelio, obtenidos con un tip de micropipeta (7 mm de diametro) (Figura 5).

También, siguiendo con lo recomendado por la bibliografia como la técnica de inoculacién mas
utilizada a fines practicos (Nouhra y Becerra, 2011), se preparé un indculo esporal, para el cual
se tomaron carpdéforos frescos, se le retird el pie y la cuticula al himenio y se los licué con agua
destilada durante 2-3 minutos. La suspension obtenida se filtré a través de un colador con una



gasa para retirar el maximo posible del sobrante organico y reducir la formacién de colonias
bacterianas y fungicas indeseadas en la misma. Este preparado se almacené en heladera a 4°C,
teniendo una vida util de 3 a 6 meses (Smith y Kolkowski, 1996).

Figura 5
Erlenmeyers con medio de cultivo BAF recién sembrados con tacos de micelio.

Etapa 4: Ensayo de inoculacién en pino

Para la prueba piloto de inoculacién, se planted un ensayo en plantines de pino a partir de
semillas. Los tratamientos que se evaluaron fueron con los aislamientos obtenidos y se sumé
un inéculo comercial adquirido de Paul Forestal, denominado Simbiosis®, conteniendo inéculo
esporal y miceliar de Scleroderma spp. y Pisolithus arhizus a una concentracién de 100.000

unidades colonizadoras por litro de inéculo.

De esta manera los tratamientos realizados fueron:
A- Indculo comercial (Simbiosis®)

B- Inéculo micelial de S. granulatus

D- Inéculo micelial de S. flavidus

E- Testigo, sin inoculacién ectomicorricica

La distribucién de los tratamientos fue en 5 bandejas de 36 pocillos de 75 cm?, aplicando un
tratamiento por bandeja; la quinta bandeja fue dividida en 4 partes aplicando los 4
tratamientos realizados.

Preparacion de sustrato

Se utilizé un sustrato elaborado con turba, corteza de pino compostada y lombricompuesto en
una proporcion 13:6:1 respectivamente. El aporte de nutrientes se realizé Unicamente a través
del lombricompuesto sin realizar fertilizaciones, con la idea de probar las ventajas de la
micorrizacién.

A la turba y a la cdscara de pino compostada se le determind pH colorimétricamente mediante
el reactivo BTA (bromotimol azul) y cuantitativamente con un pHmetro. Ademas, se determiné



colorimétricamente la presencia de NH, mediante el reactivo de Nessler y de NO; mediante el
uso de dos reactivos, Griess A 'y Griess B con Zn. Estas mismas pruebas se aplicaron al sustrato
una vez elaborado.

El lombricompuesto fue enviado para su analisis al Instituto Agrotécnico “Pedro M. Fuentes
Godo” de la ciudad de Resistencia-Chaco (Figura 6).

En el caso de la turba se determind que su pH era de 5,6 mediante el reactivo BTA (bromotimol
azul) y 5,4 con el pHmetro. Este material no presentd NH,y NOs.

En cuanto a la cascara de pino compostada tenia un pH de 4,5 mediante el reactivo BTAy 5,5
con el pHmetro. Este material presenté elevado contenido de NO; y cierto contenido de NH,.

Una vez armado el sustrato arrojé unos valores de pH de 4,5 mediante el reactivo BTAy 5 con
el pHmetro. En cuanto a la presencia de nitrégeno este, al igual que la turba, presentd
contenidos de NH, y NOs (Figura 7).

Figura 6
Tabla con los valores del lombricompost

El sustrato preparado fue autoclavado por dos ciclos distanciados en un minimo de 24 hs. Para
ello las bolsas con sustrato fueron humedecidas y llevadas a autoclave a 1.5 atm por 20
minutos. A pesar de realizar esta operacién, no se obtuvieron buenos resultados, ya que al
cabo de unos dias el sustrato esterilizado en bolsas se encontraba completamente cubierto de
hongos con esporas amarillentas; observando ademds que aquellas bolsas que no habian
pasado por autoclave pero que estaban humedecidas no presentaban crecimiento alguno. En
base a esto, se optd por el uso del fungicida Carbendazim para el control de posibles
enfermedades presentes en el sustrato. Las aplicaciones se hicieron al momento de la siembra
(no siendo esta una aplicacion éptima al tratarse de un fungicida sistémico) y dos semanas
después cuando ya el cultivo enraizé. Para la aplicacion de los tratamientos a los plantines se
esperd al menos un mes desde la aplicacion del producto.

Los contenedores elegidos para colocar el sustrato y realizar la siembra fueron bandejas con
tubetes de 75 cm®. Estas se desinfectaron mediante una inmersién en una solucién de
lavandina al 10% por 15 minutos; una vez cumplido este periodo se las enjuagd con agua
corriente, se las dejo secary se las embolsé hasta el momento de la siembra.
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Figura 7
Izq. Determinacion de pH del sustrato; der. Determinacion de NH, y NO3

Estratificacion de semillas y siembra

Los plantines de pino se obtuvieron a partir de semillas de Pinus taeda gentilmente donadas
por EEA INTA Montecarlo-Misiones, las cuales venian con la prueba de Poder Germinativo que
arrojaba un valor del 80%.

Previo a la siembra, se aplicd un proceso de estratificacion a las semillas con el objetivo de
generar las condiciones naturales que las semillas deben experimentar antes de que pueda
ocurrir la germinacidn y asi homogeneizar la emergencia de los plantines.

Para ello primero se aplicé el test de flotabilidad a las semillas, dejandolas en agua estéril por
24 horas a temperatura ambiente y cumplido este periodo se descartaron las que flotaban,
consideradas como vanas. Luego se las llevé a heladera a 4°C por un periodo de 45 dias.

Una vez completado este proceso se desinfectaron las semillas con hipoclorito de sodio al 1,5%
por 30 minutos, se las lavé 3 veces con agua estéril y por ultimo se les aplicé 3 lavados de 5
minutos cada uno con agua destilada.

Para la preparacidn del hipoclorito de sodio al 1,5 % se utilizé lavandina comercial, la cual
viene al 5,6% y se usé la formula C1*V1=C2*V2 (C: concentracién; V: volumen) para diluirla.

Una vez hecho esto se sembraron 42 semillas por tratamiento y junto con la siembra se realizd
una primera aplicacién del fungicida preventivo Carbendazim. Luego los tubetes fueron
trasladados a Santa Ana de los Gudcaras, Corrientes; lugar en el cual se realizé el seguimiento
de los mismos (Figura 8).

Seguimiento del ensayo

A los 7 dias de la siembra las semillas comenzaron a germinar y a los 60 dias se aplicaron los
tratamientos. Para ello se enumerd cada bandeja y se aleatorizé aplicando un tratamiento por
bandeja; en la quinta bandeja los tratamientos fueron aplicados en bloques, quedando con los
4 tratamientos distribuidos en ella. Al momento de la inoculacion se contaba con 34 individuos
por tratamiento, pero que por diferentes factores (PG, enfermedades, estrés) al final del
experimento se llegd con 15 individuos en promedio por tratamiento.

Una vez emergidos los plantines se procedié a medir mensualmente la altura de los mismos
con una regla desde el cuello hasta donde se podia observar el apice de la planta y anotando si
se presentaba alguna anomalia observable a simple vista (Figuras 8, 11y 12).
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Para la preparacién del inéculo con el micelio producido en medio BAF se tomaron los 150 ml
del medio cubierto en micelio, se le retir6 el sobrante del medio de cultivo mediante un
coladory, al micelio obtenido se le agregd un volumen de 500 ml de agua y se lo licué con una
minipimer (Figura 9). La inoculacidn se realizé en dos momentos, la primera a los dos meses de
la siembray la segunda al mes de realizada la inoculacién anterior (Figura 10).

El ensayo se empezd bajo media-sombra del 80% y realizando un riego por aspersiéon una vez
al dia, cambiando la frecuencia a una vez cada tres dias a los seis meses, con un
sombreamiento Unicamente en las horas de méaxima insolacion. Al cabo de 8 meses se las llevd
a sol plenoy se les redujo otra vez el riego a una vez por semana.

A los 10 meses, al momento de finalizar el experimento, se midid el didmetro a la altura del
cuello y la altura de las plantas y se determinaron los indices de robustez y de calidad de
Dickson de cada tratamiento.

Para evidenciar la micorrizacién, las plantas fueron extraidas del tubete, observando si en el
pan de raices y sustrato se visualizaban micelios y raices cortas con manto fungico.

De los plantines en los que se pudo observar una buena micorrizacion a simple vista, se
tomaron fragmentos de estas raices, se las cortaron y se observaron bajo la lupa. Luego se
realizaron delgados cortes transversales y se observaron bajo el microscopio para apreciar las
caracteristicas de las estructuras formadas; para ello se tifieron los cortes con azul de
metileno.

Para la obtencién de peso fresco y seco de las plantas, se extrajeron 5 individuos al azar por
tratamiento, se lavaron las raices bajo agua del grifo y cuidadosamente se fueron removiendo
los residuos de sutrato adheridos a las mismas. Una vez hecho esto se secaron los plantines
con servilletas y se obtuvo el peso fresco (PF) de cada individuo (Figura 13).

Finalizadas estas mediciones, se colocé cada individuo en bolsas de papel enumeradas y se las
llevd a estufa a 105 °C hasta peso constante. Luego se determind el peso seco de copa (PSC) y
peso seco de raiz (PSR) por separado cortando los plantines a la altura del cuello. Esto se
realizd asi para despues determinar el indice de Dickson de cada tratamiento con estos
valores.
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Figura 8
Izq. Siembra de las semillas de pino; der. Inicio de las mediciones de los pinos

Figura 9
Izq. Preparacion del inoculo miceliar; der. Inoculo miceliar preparado
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Figura 10
Inoculacion de los plantines con micelio

Figura 11
I1zq. pl. del tratamiento B a los 6 meses de sembrado; der. pl. del tratamiento D a los 6 meses
de sembrado
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Figura 12
Izq. pl. del tratamiento A a los 6 meses de sembrado; der. pl. del tratamiento E a los 6 meses
de sembrado

Figura 13
Izq. Lavado de raices para determinacion de peso; der. Determinacion de p. fresco de los
plantines
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RESULTADOS

Etapa 1: Recoleccién e identificacidon de hongos ectomicorricicos

Durante la etapa de muestreo se lograron recolectar varias especies ectomicorricicas de
interés, encontrandose Suillus granulatus y S. flavidus, Russula amoenolens vy Pisolithus
arhizus; con predominancia de Suillus flavidus frente a las demds especies (Figuras 14, 15y 16).

A partir del andlisis macroscopico se eligid a S. flavidus y S. granulatus para su aislamiento, ya
gque ademas de su interés ectomicorricico presentan valor gastrondmico, dando un valor
agregado a la produccién forestal (Moser 1978; Raithelhuber 2004; Niveiro 2013; Niveiro et al.
2014) (Figuras 3y 4).

Suillus flavidus se reconocié por: Esporas sin conectores clamps ovaladas. Presencia de puntos
glandulares y anillo. Poros de mas de 1 mm de ancho en ejemplares adultos. Pileo viscoso,
amarillo bronceado a oliva-grisdceo los ejemplares adultos. Estipite amarillo con puntuaciones
olivaceas (Figura 17) (Wolfgang Klofac, 2013).

Suillus granulatus se reconoce por: Esporas ovaladas sin conectores clamp. Presencia de
puntuaciones glandulares y ausencia de velo y anillo. Pileo beige con superficie viscosa con
himenio amarillo palido. Estipite amarillo palido con granulaciones amarillas en la parte
superior lo que le da el nombre a la especie. Este se torna castafio claro en la base (Figura 18)
(Wolfgang Klofac, 2013).

Figura 14
Izg. S. flavidus; der. recoleccion de fotografias para andlisis.
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Figura 15
Izq. S granulatus; der. R. amoenolens

Figura 16
P. arhizus
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Figura 17

Izq. partes de S. flavidus usadas para su identificacion; der. Esporas vistas al microscopio

Figura 18
Partes de S. granulatus usadas para su identificacion

Anidlisis microscopico

Luego de realizados los cortes del material y el montaje sobre el portaobjeto (Figuras 19 y 20)
se observaron algunas caracteristicas de estos hongos. Como puede apreciarse en la figura 21,
se visualizaron los cistidios, los cuales son unas células especiales de gran tamafio que se
encuentran en el himenio de los basidiomicetes y se consideran una caracteristica
micromorfoldgica atil en la identificacidn, ya que tienen formas muy variadas y suelen ser
Unicas para cada especie o género. También se observaron los basidios que suelen presentar
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una forma caracteristica y son la estructura que soporta a las basidioesporas, que son las
esporas sexuales producidos por éstos. Estas también presentan forma, tamafio y colores
caracteristicos que son Utiles para la identificacion de las especies de hongos.

Figura 19
I1zq. Suillus recolectados a observar; der. Preparacion del material bajo la lupa

Figura 20
I1zq. Realizacion de cortes del himenio; der. observacion del material en el microscopio

Nota: Luego de haber realizado los cortes del himenio del hongo estos fueron tefidos con los
colorantes antes mencionados y montados en un portaobjeto para su observacion.
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Figura 21
Estructuras observadas al microscopio

Etapa 2: Aislamiento de los ejemplares seleccionados
Se observd que ambas especies iniciaron su crecimiento lentamente a los 7 dias de su siembra,
a una temperatura de 24°C en oscuridad en los medios testeados (Figura 22).

Figura 22
Crecimientos a las 2 semanas de la siembra.

Los aislamientos obtenidos fueron caracterizados seguin su forma de crecimiento, observando
tanto la cara superior de la placa como el envés de la misma (Figura 23). En el caso de los
crecimientos de S. flavidus las colonias presentaban un crecimiento algodonoso muy denso de
color blanco brillante levemente amarillento, que en estadios avanzados mostraban
exudaciones ocres en su superficie.

En el envés presenta una coloracion naranja amarillenta, siendo naranja-oscuro en el centro y
aclarandose hacia los bordes.

20



Una vez obtenidos los aislamientos puros, se registraron sus datos en la tabla 1.

Figura 23

Izq. Parte superior del crecimiento de S. flavidus; der. Parte inferior los mismos crecimientos

Tabla 1

Cepario con los datos registrados

Denominaciéon | Géneroy sp. | Funcion Origen Procedencia Fecha Medio

SFSA1 Suillus Ectomicorricico | Suelo pinal | Santa Ana, Ctes | 4/06/19 PDA
flavidus 1

SFSA 2 Suillus Ectomicorricico | Suelo pinal | Santa Ana, Ctes | 4/06/19 PDAy
flavidus 2 papel

SFSA 4 Suillus Ectomicorricico | Suelo pinal | Santa Ana, Ctes | 13/08/19 | PDA
flavidus 3

SGSAS5 Suillus Ectomicorricico | Suelo pinal | Santa Ana, Ctes | 13/08/19 | PDAYy
granulatus 1 papel

SGSA6 Suillus Ectomicorricico | Suelo pinal | Santa Ana, Ctes 13/08/19 | PDA
granulatus 2

SFSA9 Suillus Ectomicorricico | Suelo pinal | Santa Ana, Ctes | 9/06/20 PDA
flavidus 4

SFLS11 Suillus Ectomicorricico | Suelo pinal | Laguna Soto, 11/06/20 | PDA
flavidus Ctes
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En cuanto a la técnica de conservacion evaluada, se obtuvo que los materiales conservados
sobre papel en agua estéril a 5°C retomaban mas rapido el crecimiento que los conservados
Unicamente sobre PDA en heladera; interpretamos que esto se debe a que en este caso el
micelio tiene mejor contacto con el medio fresco en el cual se siembra facilitando que retomen
sus procesos bioldgicos. Esta técnica adquiere interés para conservar material de trabajo en el
cepario, ya que los materiales estaran facilmente disponibles para ensayos posteriores (Figura
24).

Figura 24
Crecimientos miceliales conservados sobre papel.

Se intentd ademds hacer aislamientos de Pisolithus arhizus pero en todos los intentos no se
tuvieron buenos resultados. Esto se debié quizas a la estructura caracteristica de los hongos
pertenecientes a la familia Sclerodermataceae, en el cual no era factible aplicar la misma
metodologia de aislamiento usada para los otros ejemplares de la familia Suillaceae. Ante el
hecho de que sus setas no tienen un valor gastrondmico aprovechable por productores no se
tratd de ajustar su técnica de aislamiento.

Etapa 3: Produccién de indculo

El ensayo de obtencion de inéculo micelial en medio liquido (BAF) de estas dos especies
resultd satisfactorio, obteniendo un crecimiento completo en el medio a los 65 dias (Figura
25). Este periodo nos permite planificar el momento en que tendremos que elaborar el inéculo
para tenerlo preparado al momento que queramos realizar nuestros plantines de pino.

El inéculo esporal a pesar de haber sido filtrado y almacenado en heladera, presentd una
coloracion opaca diferente a la original y un aroma desagradable. Por ello se realizé una
siembra en APG y se obtuvieron abundantes crecimientos de colonias de bacterias y se decidid
descartar la posibilidad de incluir un tratamiento que contemplara el uso de esporas en este
ensayo.
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Figura 25
Medios BAF previos a la inoculacion.

Etapa 4: Ensayo de inoculacién en pino

Desde la germinacion hasta el momento de extraccidon, se produjo una importante reduccion
en el stand de plantas. Al inicio fue bajo y se produjo principalmente por damping-off, aunque
algunos también sufrieron dafios mecdnicos durante una tormenta. Luego se produjo otra
perdida de individuos debido al estrés producido al pasar los plantines a sol pleno, en el cual
algunos mostraron un marchitamiento y otros una necrosis en el apice. Las ultimas mediciones
se realizaron a los 10 meses, contando cada tratamiento con 15 individuos.

Una vez finalizada la etapa de vivero, se realizé una evaluacion a simple vista de la
micorrizacién en el pan de sustrato y raices (Figura 26), y se contabiliz6 en cada tratamiento el
porcentaje de micorrizacién:

e Indéculo Comercial: 7 % de micorrizacién
e Suillus granulatus: 7 % de micorrizacion
e Suillus flavidus: 20 % de micorrizacion

e Testigo: 0 % de micorrizacién

De los pocos individuos que se pudieron observar bajo la lupa, se visualizaron raices terciarias
cortas bi a trifurcadas con un recubrimiento miceliar algodonoso color ocre palido compacto
con micelios que no se extendian mas de 1 mm desde las raices (Figura 27).

En base a la bibliografia (Agerer 1995a, 1995b, Garcia Rodriguez 2018) para poder observar
correctamente la red de Hartig es necesario realizar un preparado especial y contar con un
microscopio confocal del cual no se dispone en el laboratorio. Igualmente, y a modo de
practica, se realizaron cortes longitudinales de las raices y se observaron al microscopio éptico
(Figura 28).
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Figura 26
Plantines al final del experimento

Figura 27
Izq. Plantin con las raices micorrizadas con S. flavidus; der. Observacion bajo la lupa de las
mismas raices
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Figura 28
Izq. Corte transversal de raiz micorrizada; der. Acercamiento a células para apreciar la red de
Hartig

Con los valores obtenidos de las mediciones finales al momento de extraccidn de las plantas se
elaboré una tabla con las medidas de resumen obtenidas de cada variable (Tabla 2). Lo que se
puede observar en estos resultados es que la mayoria de los coeficientes de variacién de cada
tratamiento y variable medida fue inferior o estuvo alrededor de 25.

Tabla 2

Medidas de resumen de las variables atendidas en el ensayo de inoculacion.
TRATAMIENTOS Variable n Media _ CV
A ALT FINAL mm 15 166,93 12,89
B ALT FINAL mm 15 158,47 22,35
D ALT FINAL mm 15 158,07 16,23
E ALT FINAL mm 15 179,07 10,86
A DAC MM 15 2,12 15,74
B DAC MM 15 2,67 18,62
D DAC MM 15 2,34 25,10
E DAC MM 15 2,12 14,54
A PFg 5 2,99 25,07
B PFg 5 3,29 11,62
D PFg 5 2,69 22,15
E PFg 5 2,62 9,88
A PSP.A.g 5 0,45 25,72
B PSP.A.g 5 0,46 16,34
D PSP.A.g 5 0,42 16,54
E PSP.A. g 5 0,37 16,55
A PSR.g 5 0,78 23,41
B PSR.g 5 0,92 9,84
D PSR.g 5 0,73 17,82
E PSR.g 5 0,71 8,91

Nota: Se muestran los valores promedio de las mediciones de altura final (ALT FINAL); didmetro a la altura del cuello
(DAC); peso fresco (PF); peso seco de la parte aérea (PS P. A.) y peso seco de la raiz (PS R.) tomadas de cada
tratamiento. A (i. comercial); B (S. granulatus); D (S. flavidus); E (testigo)
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Una vez ordenados todos estos valores, se hizo el analisis de la varianza para saber si los
resultados presentaban diferencias significativas (Tabla 3). Aqui se observé que dentro de cada
variable los coeficientes de variacién también fueron bajos, y en base al p-valor se pudo
apreciar que solo el didmetro a la altura del cuello presentd diferencias significativas. Por lo
cual se aplicé la comparacion de medias por el test de Tukey a esta variable, para determinar
cual de los tratamientos obtuvo mejor resultado (Tabla 4). Mediante este analisis se pudo
apreciar que el tratamiento B (S. granulatus) presentdé didametros superiores al tratamiento E
(testigo) y A (i. comercial), mientras que el tratamiento D (S. flavidus) no presenté diferencias
significativas con ningln tratamiento.

Tabla 3

Andlisis de la variancia de las variables estudiadas

Variable p-valor Coeficiente de variacion
Altura 0,1090 15,84

Diametro a la altura del 0,0039* 19,32

cuello

Peso fresco 0,2101 18,34

Peso seco parte aérea 0,3748 19,56

Peso seco sist. Radical 0,0713 15,93

Nota: *Este p- valor fue menor al nivel de significancia 0,05 por lo tanto presenté resultados estadisticamente
diferentes.

Tabla 4
Test de Tukey de los diametros a la altura del cuello promedio de cada tratamiento
TRATAMIENTO Medias n

B 2,67 15 A

D 2,34 15 A B
E 2,12 15 B
A 2,12 15 B

A partir de la variable altura se obtuvo un promedio de las mediciones de cada fecha y se
elaboré un grafico con los promedios de cada tratamiento (Figura 29) en el cual se puede
observar que el tratamiento A (i. comercial) y E (testigo) iniciaron con alturas superiores al
tratamiento B (S. granulatus) y D (S. flavidus); manteniéndose esta relacion hasta los 6 meses.
Luego de esto, los plantines entraron a la etapa de rustificacion donde se les redujo su
sombreamiento y riego, lo que generé que los plantines disminuyeran su velocidad de
crecimiento con excepcion del tratamiento B; y cuando se les retiré completamente la media
sombra se notd una detencidn del crecimiento en altura en la medicidon del mes siguiente. Los
tratamientos D y A mostraron una reduccién en la altura promedio, lo que pudo deberse al
estrés producido en ese periodo y también a la pérdida de turgencia del plantin (Prieto Ruiz et
al. 2004).

Luego de esta etapa de adaptacién al cambio a pleno sol, los plantines retomaron el
crecimiento. Al final del experimento el tratamiento E fue el que obtuvo una altura promedio
superior, seguido del A. Por ultimo, estaban los tratamientos B y D con valores cercanos. Se
logré que los dos tratamientos mas afectados (D y A) retomen un ritmo de crecimiento similar
a los demas luego de la disminucién en el periodo de cambio sombra-pleno sol.
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Figura 29
Crecimiento promedio de los plantines en cada tratamiento.
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Nota: A: inéculo comercial; B: Suillus granulatus; D: Suillus flavidus; E: testigo

Luego las variables medidas se utilizaron para obtener dos indices que sirven para determinar
la calidad del plantin:

indice de robustez (IR): Es la relacién entre la altura de la planta (cm) y el didmetro del
cuello de la raiz (mm); es un indicador de la resistencia de la planta a la desecacion por
el viento, de la supervivencia y del crecimiento potencial en sitios secos. Su valor debe
ser menor a 6. Un valor inferior indica una mejor calidad de la planta, arbolitos mas
robustos, bajos y gruesos mas aptos para sitios con limitacion de humedad; valores
superiores a 6 sugieren una desproporcion entre el crecimiento en altura y el didmetro
describen ejemplares mas vulnerables a dafios por viento, sequia y heladas (Sdenz
Reyes et al. 2014).

indice de calidad de Dickson (ICD): Este indice permite evaluar mejor las diferencias
morfolégicas entre plantas de una muestra. Es el mejor pardmetro para indicar la
calidad de planta, ya que expresa el equilibrio de la distribucién dela masay la
robustez, lo que evita seleccionar plantas desproporcionadas y descartar ejemplares
de menor altura, pero con mayor vigor (Garcia, 2007). Este indice toma valores entre 1
y 0,00 considerandose como buenos plantines aquellos con ICD mayores a 0,5;
aceptables entre 0,49-y 0,2 y como plantines de mala calidad cuando tienen valores
menores a 0,2.
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Mediante los resultados obtenidos (Tabla 5) se pudo interpretar que en base al indice de
robustez basandonos en los valores sugeridos por Sdenz Reyes et al. (2014) el Unico
tratamiento que presentd unos plantines con una calidad aceptable fue el tratamiento B, que
son los plantines inoculados con S. granulatus. En cambio, si este indice se compara con uno
ajustado para Pinus taeda (Luna, 2019) en el cual se toma como aceptables plantines con
valores de este indice entre 5,4y 8,1, el Unico tratamiento con plantines de mala calidad fue el
tratamiento E. En este caso hay que hacer la salvedad de que este rango es para plantines de 6
meses. Segun los rangos obtenidos por Carneiro (1976) los didmetros y alturas del presente
trabajo estan muy por debajo de los valores que en promedio tendrian que tener plantas
cercanas a los 15 meses, ajustandose mas a los rangos que Carneiro establecid para plantas
con 8 meses de edad.

En cuanto al indice de calidad de Dickson, se puede apreciar que ninguno de los plantines en
promedio alcanzé una calidad aceptable dentro del mismo, aunque el tratamiento B sigue
siendo el que obtuvo mejores resultados. Esto se debe a que el indice de calidad de Dickson
puede ser mas estricto ya que incorpora otra variable como lo es la biomasa seca.

Tabla 5

Valores de IR y ICD de cada tratamiento

Tratamiento indice de Robustez (IR) | indice de calidad de Dickson
(IcD)

A 8 0,121

B 6 0,155

D 7 0,134

E 9 0,099

CONSIDERACIONES FINALES

A través de este trabajo, se pudo comprobar que hay un importante banco de especies
fungicas ectomicorricicas en la regién noreste de Corrientes. Ya que se asume que estos
hongos son originarios de la misma regiéon que los arboles a los que se asocian, se puede
concluir que todas estas especies fueron introducidas en algin momento a la zona de manera
inintencional junto con las pindceas cultivadas, ya que no hay registros de planes de
micorrizacién previos en la provincia. Ademas, se pudo comprobar la presencia de hongos
ectomicorricicos comestibles, posibilitando un ingreso extra para los productores forestales de
nuestra regién, quienes podrian conducir sosteniblemente este recurso sin gran inversion
extra; con el Unico requisito de adquirir los conocimientos para la identificacidon correcta de
estos hongos.
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Una vez identificados las especies y siguiendo las metodologias citadas en bibliografia fue
posible aislar satisfactoriamente las especies micorricicas de interés con muy bajos porcentajes
de fallos por contaminacién. Esta técnica es interesante para la produccién de un inoculante
miceliar el cual asegure una buena calidad a los viveristas, haciendo posible que puedan
integrar la practica de inoculacién a sus tareas habituales en la elaboraciéon de un plantin
forestal. Ademas, la técnica de cultivo de micelio sobre papel también es una metodologia util
para la conservacion del material seleccionado, ya que se comprobé que luego de un periodo
de guardado los materiales conservados sobre el mismo retomaron mas rapido el crecimiento
gue los conservados sobre medio de cultivo agarizado. Se necesitarian estudios futuros en los
gue se compruebe con mas exactitud el tiempo posible de conservacion.

En cuanto a la obtenciéon de plantines, a pesar de las limitaciones que tuvimos durante el afio
2020 se pudo llevar a cabo exitosamente. Si bien la micorrizacién fue baja, hubo un efecto
sobre el didmetro a la altura del cuello en los pinos inoculados con los aislamientos. Ademas,
dentro de los indices evaluados, S. granulatus (trat. B), fue el de valores mas cercanos a los
aceptables. Este resultado nos sirve como punto de referencia de que se deberia de mejorar
con respecto a la micorrizacién controlada para obtener plantines robustos con buena
supervivencia a campo y crecimiento. Tales puntos a mejorar serian aumentar el porcentaje de
micorrizacién probando otras formas de indculo; incluir una fertilizacion mineral u orgénica;
probar otros fungicidas y cambiar el tipo de sustrato.

Esta experiencia sirvié para familiarizarme con el proceso de una investigacion y mejorar mi
capacidad de buscar soluciones ante las diferentes situaciones de conflicto, porque al
momento de aplicar las metodologias encontradas en la bibliografia, surgian inconvenientes o
situaciones a resolver diferentes de las planteadas en los textos. Relacionando los
conocimientos de diferentes areas adquiridos durante toda la carrera me fue posible
interpretar y adaptar todas las ideas de las investigaciones previas a lo que uno es capaz de
realizar en base a los recursos disponibles, y poder obtener resultados satisfactorios.
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