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RESUMEN

La introduccién artificial de los hongos
ectomicorrizégenos en los viveros forestales pue-
de realizarse a través de la reproducciéon masiva
de micelio vegetativo utilizando un sustrato soli-
do como perlita de expansién. Se estudio el cre-
cimiento y desarrollo micelial de la especie
fuingica Pisolithus tinctorius, y se empleé como
soporte la roca zeolitica cubana, natural y modi-
ficada por intercambio iénico con amonio, potasio
y calcio. Se obtuvo un incremento en la velocidad
de crecimiento y en la densidad micelial de la
especie micorrizégena soportada en la roca
zeolitica.

INTRODUCCION

La micorrizacién en 75% de las es-
pecies del reino vegetal posibilita un
incremento en la supervivencia y
desarrollo de las plantaciones, so-
bre todo en aquellos suelos margi-
nales y degradados por la mineria

ABSTRACT

The artificial introduction of ectomycorrhizal
fungus in forestry nurseries, can be done by
massive reproduction of vegetative micelium,
using a solid sustrate like perlite of expansive. It
was studied the growth and development micelial
of the fungal species Pisolithus tinctorius, using
as like support the cuban zeolitic rock: natural
and modified by ionic exchange with ammonium,
potassium and calcium. An increment was
obtained in the growth rate and micelial density
of the mycorrhizal species supported in the zeolitic
rock.

[Gardner and Malajczuck, 1988;
Malajczuk et al., 1994].

En nuestro pais la inoculacion
micorrizoégena a las posturas de los
pinos se realiza tradicionalmente
mediante la mezcla de sustratos
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naturales micorrizados, como es el
caso del suelo de pinar, lo que trae
como consecuencia la manipulacion
y traslado de grandes volumenes de
tierra, y provocar asi el desequilibrio
ecologico de los pinares estableci-
dos, ademas de la introduccion de
semillas de plantas indeseables y
microorganismos fitopatégenos
existentes en el suelo, por lo que
ambos resultan mas perjudiciales
para el crecimiento de las plantas
que el propio beneficio derivado de
los hongos micorrizégenos [Castella-
no y Molina, 1989].

Numerosas investigaciones han de-
mostrado que el mejor método bio-
légico para la introducciéon de hon-
gos ectomicorrizogenos destinados
a la micorrizacion de las raices de
las plantas de Pinus sp. en vivero es
por medio de la inoculaciéon con
micelio vegetativo de cepas puras
[Garbaye, 1988; Swart and Theron,
1990; Pera et al., 1994]. Esta técni-
ca de inoculacion con micelio vege-
tativo evita los inconvenientes an-
teriormente mencionados cuando se
utiliza el suelo de pinar. Para la ob-
tencion de cantidades suficientes de
in6culo micelial es necesario la re-
producciéon de fragmentos de mice-
lio vegetativo sobre un sustrato soé-
lido como vermiculita o perlita de
expansion, que son soportes mine-
rales del tipo aluminio-silicato y que
aparecen en la naturaleza en forma
de rocas de origen volcanico y se-
dimentario.

En Cuba hasta el momento no se
han detectado yacimientos de
vermiculita o perlita de expansion,
pero si de zeolitas, que son abun-
dantes a lo largo de nuestra isla, y
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que si bien no poseen la cualidad
de expansion por la accién del agua,
resultan buenos intercambiadores
iénicos y poseen ademas la porosi-
dad necesaria que requieren los so-
portes para la reproduccion de es-
tos hongos. Por esta razon el objetivo
de nuestra investigacion fue ensa-
yar la posibilidad de emplear la roca
zeolitica cubana, con vistas a su
aplicacion como sustrato para la re-
produccion y obtenciéon de inéculo
micelial, destinado a la micorri-
zacion de las posturas de Pinus sp.

MATERIALES Y METODOS

La roca zeolitica cubana empleada
fue la muestra ZP1-86 pertenecien-
te al yacimiento de Piojillo, ubicado
en la provincia de Villa Clara, en
Cuba. Esta muestra posee un tama-
no de particula que varia entre 1y
3 mm. Los tratamientos experimen-
tales fueron roca zeolita en forma
natural y modificada por intercam-
bio ionico con los iones amonio,
potasio y calcio, ademas del testigo,
cuyo sustrato fue la perlita de ex-
pansién. Se analizaron 10 réplicas
por cada tratamiento.

La perlita de expansion fue obteni-
da como producto de importacion
proveniente de la republica de Che-
coslovaquia. El hongo ectomi-
corrizogeno estudiado fue Pisolithus
tinctorius Pers. (Coker & Couch), por
ser una de las especies que tienen
una mayor distribucién geografica y
de hospederos, como Pinus sp. y
Eucalyptus spp. Se ha comprobado
ademas que esta especie ectomi-
corrizégena tiene gran capacidad
para crecer bajo diferentes condicio-



nes esdafoclimaticas y en medio de
cultivo [Pera et al., 1994].

Los hongos ectomicorrizégenos se
propagan masivamente segun la
técnica descrita por Marx y Bryan
(1975). En erlenmeyers de 2 L se
introduce una mezcla del soporte
sélido, turba y solucién nutritiva del
medio Mehlin Norkrans modificado
con glucosa. En este estudio cada
soporte (sustrato soélido) correspon-
de con un tratamiento, y en cada
uno de ellos se le introdujo de for-
ma aséptica y superficial cinco dis-
cos miceliales de 8 mm de diame-
tro de P. tinctorius, obtenidos de los
aislamientos y crecimiento de esta
especie en el mismo medio de cul-
tivo sélido, sin la presencia del so-
porte y turba. Los cuerpos fructife-
ros de P. tinctorius fueron colectados
en plantaciones de siete afos de
Pinus cubensis, establecidos en la
provincia de Holguin.

También se realizaron observacio-
nes quincenales durante noventa
dias con el objetivo de evaluar el
crecimiento micelial de P. tinctorius
soportado en cada uno de los
sustratos soélidos. La estimacién vi-
sual, por su parte, nos permitio
cuantificar el porcentaje de micelio
vegetativo por volumen (%) ocupa-
do del erlenmeyer.

Complementariamente, al final del
periodo evaluado se observaron
muestras de micelio vegetativo so-
portado en perlita de expansion y
zeolita natural por medio de la utili-
zacion del microcospio optico y elec-
tronico de barrido, para de esta for-
ma comparar la densidad micelial y
viabilidad (esporulacién) de la cepa
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estudiada. El microscopio electroni-
co de barrido fue JEM 100 x II con
dispositivo de barrido ASID 4D.

RESULTADOS Y DISCUSION

En la Fig. 1 se observa la dinamica
de crecimiento micelial de Pisolithus
tinctorius, soportado en la zeolita
natural y modificada con iones
amonio, calcio y potasio. Como se
puede apreciar, desde el inicio has-
ta el final del periodo evaluado en
el experimento, el crecimiento fue
mas rapido en la zeolita natural y
modificada que en la perlita de ex-
pansion.

Ademas, se observa como la velo-
cidad de crecimiento micelial de
P. tinctorius soportado en la zeolita
natural y modificada con calcio fue-
ron iguales entre si e inferiores a las
variantes de zeolita con amonio y
potasio.

Por otro lado, se muestra que en los
tratamientos con zeolita natural y
modificada con calcio, el ciento por
ciento del soporte sélido es cubier-
to con micelio fingico a los sesenta
dias, y a los cuarenta y cinco con
las otras dos variantes, es decir, con
la zeolita modificada con amonio y
potasio; sin embargo, con la perlita
de expansion el maximo de creci-
miento micelial se alcanza a los no-
venta dias, por lo que en los demas
tratamientos el crecimiento es mu-
cho mas rapido en un menor tiem-
po de incubacion, situacion muy
importante para el manejo de
inéculo y su aplicacion en el
sustrato de crecimiento para las
posturas en vivero.
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Fig. 1. Dinamica del crecimiento micelial de Pisolithus tintorius

Cabe senalar que otros autores
como Marx y Bryan (1970), Pena
Puente (1979) y Ferrer et al. (1987)
han desarrollado esta técnica de
inoculacion con Pisolithus tinctorius
utilizando como soporte la perlita
de expansién, y reportan como
maximo crecimiento micelial, en
cuanto a volumen ocupado de
igual capacidad a la empleada en
nuestro ensayo, un tiempo de no-
venta dias.

Cuando se realizaron los analisis
microscopicos de muestras obteni-
das de fragmentos miceliales so-
portados en zeolita natural y perli-
ta de expansion, se pudo comprobar
que la densidad poblacional de la
zeolita natural era mucho mayor
que en la perlita de expansién, por
lo que este resultado se correspon-
de positivamente a los acelerados
crecimientos de este nuevo sopor-
te estudiado respecto a la perlita
de expansion. La observacion al mi-
croscopio electronico de barrido
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permiti6 precisar que los micelios
del hongo Pisolithus tinctorius se so-
portan en las particulas de zeolita
natural al penetrar a través de sus
poros secundarios, o sea, en los es-
pacios intercristalinos, asi como
que los micelios se dispusieron
entre los cristales de mordenita y
clinoptinolipta. Igualmente pudo
verificarse la viabilidad de la espe-
cie ectomicorrizogena, ya que se
observaron esporas soportadas en
la roca zeolitica y la perlita de ex-
pansion.

La estructura mineralogica de la
zeolita posee canales (espacios li-
bres) inter e intracristalinos donde
se almacena gran cantidad de agua,
gases y cationes, estos ultimos sus-
ceptibles de ser intercambiados por
otros cationes, lo que determina en
gran medida las propiedades fisico-
quimicas de estos minerales y, por
lo tanto, sus consecuentes usos y
aplicaciones en la esfera agricola,
forestal y acuicola [Wilson y



Mumpton, 1984; Mercadet, 1990;
Herrero et al, 1994].

Por otra parte, la penetracion de los
micelios soportados en la perlita de
expansion, asi como su distribucion
entre los grandes espacios entre si,
es posible que limite su funciéon
como suministrador o portador de
nutrientes, a diferencia de la roca
zeolitica que ademas actia como
soporte, cualidad que solo es atri-
buible a la perlita de expansion.

CONCLUSIONES

El empleo de la roca zeolitica cuba-
na, natural y modificada por inter-
cambio i6énico con amonio, potasio
y calcio, como sustrato soélido en el
medio de cultivo para la obtencion
de ind6culo micelial de Pisolithus
tinctorius, supera a la perlita de ex-
pansiéon en cuanto a:

e Mayor obtencién de biomasa
micorrizégena en un periodo de
tiempo minimo de incubacion
(cuarenta y cinco dias).

¢ Actua como portador o suminis-
trador de nutrientes al medio de
cultivo para el crecimiento
micelial de la especie ectomicorri-
zbégena y, por tanto, para el incre-
mento en la productividad y
sobrevivencia de las especies ve-
getales.

e La estructura mineralégica permi-
te la protecciéon micelial contra las
tensiones ambientales, mecani-
cas y microbianas presentes en el
momento de inocular las plan-
tulas en el vivero.

¢ Desde el punto de vista econoémi-
co esta alternativa constituye un
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ahorro de recursos financieros,
sobre todo para aquellos paises
que como Cuba no poseen estos
yacimientos (perlita de expansion
o vermiculita), y que indiscutible-
mente son utilizados para esta fi-
nalidad.

* Las velocidades de crecimiento
micelial de Pisolithus tinctorius en
un mismo periodo de incubacion
(dias), soportadas en la roca
zeolitica modificada con amonio y
potasio, fueron mayores que
cuando se utiliza como soporte
esta roca natural o modificada con
calcio.
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