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ACT: Toe advantages of the spores utilization of Pisolithus tinctorius as effective inocuJum in the 
growth and development of Pinus caribaea are discusscd. A comparison betwcen the traditionaJ inoculation 
method used in nurseries in Cuba, and the utilization of spores and vegetative micelium of these mycorrhizal 
fungí was accomplished, being obtained the better results for spores as inoculum. Besides, it was demonstrated 
that, to inoculation effects, the spores should have not more than 2 years of storage, if optima! results are to be 
obtained in nursery production. 
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INTRODUCCIÓN 

Se conoce que el éxito para la siembra de pinos a nivel mundial se debe a la inoculación de hongos 
ectomicorrizógenos. Estos hongos son capaces de entrar en simbiosis con las raíces de dichas especies 
forestales (Delwaulle et al., 1982), para garantiz.ar una mejor sobrevivencia y adaptación de tas 
plántulas en el campo. En Cuba, la inoculación tradicional que se realiza en los viveros forestales es 
mediante la utilización de la capa superficial del suelo de pinares naturales mezclado con suelo 
natural. Este método trae aparejado diversas desventajas, pues no existe la seguridad de que el suelo 
utilizado contenga los hongos más deseables para la especie forestal en producción, ademas de que se 
necesitan grandes volúmenes para realizar la inoculación. 

Por otra parte, se ocasiona el deterioro de los pinares naturales, así como el traslado de 
microorganismos perjudiciales y de malas hierbas. Muchos autores han podido demostrar que el 
micelio vegetativo de algunas especies de hongos ectomicorrizógenos (entre ellos, e] más usado 
Pisolithus tinctoríus), es considerado la mejor forma de inoculación (Alvarez y Trappe, 1983, 
Danielson et al., 1984; Hendrix et al., 1985; Valdés, 1989). Sin embargo, la inoculación con esporas 
es un método con gran potencial para desarrollar en el futuro; es práctico, económico y útil en países 
que carecen de la infraestructura necesaria para la producción de micelio vegetativo a gran escala. 
Este tipo de inóculo es aplicable a bongos capaces de producirlas en grandes cantidades cantidades 
como es el caso de Pisolíthus linctorius, el cual abunda en nuestro país. El incremento de la 
producción natural de esporocarpos de Pisolithus coincide con los meses de mayor precipitación, 
época que sería favorable para la colección de estos hongos, secado y almacenamiento en 
refrigeración hasta su utilización en la temporada de siembra. 

*Manuscrito aprobado el 12 de marzo de 1998. 
••Instituto de Ecología y Sistemática, Apartado 8029, C.P. 10800. La 1 !abana, Cuba. 
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Sin embargo, no todos los allos las condiciones climáticas son favorables y la producción de 
esporocarpos es, en ocasiones errática, por lo que resulta de interés conocer qué tiempo las esporas 
resisten las condiciones de almacenamiento manteniéndose viables y capaces de formar 
ectomicorrizas. Todo parece indicar que el mejor método para d�terminar la viabilidad de las mismas 
es mediante pruebas de síntesis de micorrizas. 

En el presente trabajo, se probaron diferentes formas de inoculación de hongos ectomicorrizógenos 
a plántulas de Pinus caribaea, utilizando micelio vegetativo y esporas de Pisolithus tinctorius y se 
compararon los resultados con los obtenidos al inocular las plantas según el método tradicional (con 
suelo micorrizado). 

Colateralmente, se realizó un trabajo de inoculación de esporas de diferentes tiempos de 
almacenamiento a plántulas de Pinus caribaea para conocer su viabilidad, con vistas a la 
recomendación de su utilización en planes de futura reforestación. 

MATERIALES Y MÉTODOS 

Exper�ento de inoculación de micelio vegetativo, esporas y suelo micorrizado: Se realizó un 
experimento en vivero de inoculación de micelio vegetativo de Pisolithus tinctorius, esporas del 
fl'lic;mo hongo colectadas en dos localidades diferentes y suele micorrizado (segúu el mét0do 
tradicional) a· plántulas de Pinus caribaea var. caribaea.

Se llenaron bolsas de polietileno de 850 g con una mezcla de suelo natural, suelo micorrizado y 
materia orgánica (3:2:1 V/V) según las proporciones recomendadas en las normas técnicas. Las 
bolsas se esterilizaron con bromuro de metilo (2% de cloropicrina) y luego de dos días de exposición 
al gas, se destaparon y dejaron aerear durante tres días antes de proceder'.a la siembra e inoculación. 

Se utilizaron semillas de Pinus caribaea var. caribaea de procedencia Cajálbana, las que recibieron 
un t:ra�iento pregerminativo según nonnas técnicas. 

Se.1sembraron cinco semillas por bolsa Las que fueron inoculadas en el momento de la siembra. Los 
tra�ientos de inoculación aplicados aparecen reflejados en la Tabla l. El experimento se fertilizó 
según la metodología utilizada en los viveros de producción de pinos. 

Se realizó un disefio completamente aleatorizado, con 6 réplicas de 5 bolsas cada una por 
tratamiento de inoculación. 

Las variables que se analizaron para la evaluación del crecimiento de las plantas fueron: diámetro 
del cuello de la raíz, altura, peso seco foliar y radical y porcentaje de tnicorrización según Ruiz el al.

(1994). 
Las diferencias entre los correspondientes tratamientos se analizaron mediante comparaciones 

realizando pruebas de contraste, utilizando e 1 paquete de programas SYST AT. 
Comprobación de la viabilidad de las esporas de Pisolithus tinctorius según diferentes tiempos 

de almacenamiento: Se realizó un experimento de inoculación de esporas de Piso/ithus tinctorius 

con diferentes tiempos de almacenamiento a plántulas de Pinus caribaea var. caribaea. 
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Las esporas habían sido colectadas en la focalidad de Mayarf y en el momento de realiz.ado el 
trabajo tenían 2 meses, as{ como 1, 2 y 4 años de almacenadas en refrigeración. 

El experimento se realizó en casa de vegetación, utilizando macetas de I kg de volumen, que 
hablan sido llenadas con una me1.da de sueio, zcohta y cachaza (50:25:25) previamente esterilizada 
en autoclave durante una hora tres días consecutivos. 

Las semillas de pino recibieron tratamiento pregennioativo según nonnas técnicas, genninaron en 
venniculita y fueron transplantadas al mes de sembradas. Para la inoculación, se añadieron a cada 
maceta O 02 g de esporas mezcladas con vemriculita estéril ) las macetas se cubrieron con aserrín  

esterilizado. 
Las plantas fueron fertilizadas con 15 mi de solución Long Ashton semanalmente durante seis meses 

y medio, tiempo en el cual se desmontó el experimento para la evaluación de las variables de 

,/ 
crecimiento (diámetro del cuello de la raíz, altura, peso seco foliar y radical, porcentaje de 
micorrización) según Ruiz et al. (1994). 

Se analiz.aron 5 réplicas por tratamiento y se realizó un diseflo completamente aleatorizado, los 
datos se procesaron mediante un ANOV A de clasificación simple. 

RESULTADOS Y DISCUSIÓN 

Inoculación de micelio vegetativo. esporas y suelo micorrizado a plántulas de Pú,us caribaea

var. caribaea; Los resultados de biomasa obtenidos de la inoculación de micelio vegetativo, esporas 
y suelo micorrizado as{ como los porcentajes de micorrización se presentan en la Tabla 2. 

Al comparar los datos de la inoculación tradicional con los de la inoculación de micelio vegetativo 
(2 vs l ), se observa que, aunque no significativos, los valores de biomasa fueron siempre superiores 
en el caso de la utilización de micelio, en este caso, el porcentaje de micorrización fue altamente 
significativo. 

La comparación entre el método tradicional y la inoculación de esporas en suelo estéril (2 vs 4+6). 
mostró diferencias significativas para todas las variables analiz.adas, a favor de la inoculación de 
esporas; en el caso de la altura, peso seco de la raíz y porcentaje de micorrización, los valores fueron      

altamente significativos. 
Los resultados entre el método tradicional y la inoculación de esporas en suelo no estéril con 

micorriza natural (2 vs 5 + 7), mostraron diferencias significativas para todas las variables analizadas, 
obteniéndose los mayores valores al inocular esporas. El porcentaje de micorrización fue también 
significativamente superior al inocular con esporas. 

Al comparar las inoculaciones con micelio vegetativo o con esporas de Pisolithus tinctorius ( l vs 
4 + 6), se obtuvieron diferencias significativas para la altura, siendo los mejores resultados los 
obtenidos al inocular esporas. 

El peso seco de la raíz y del tallo, aunque no estadísticamente diferentes, fueron menores en el caso 
de la inoculación de micelio vegetativo. Tampoco se observaron diferencias significativas en el 
diámetro del cuello de la raiz y porcentaje de micorrización 
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Aunque en la literatura se plantea que la utilización de micelio vegetativo resulta la mejor forma de 
inoculación (Marx y Barrett, 1974, Marx y Bryan, 1975, Marx e, al., 1976, 1977 y Maix e, al., i978>, 
en el trabajo se obtuvieron los mejores resultados al utilizar esporas de bongos ec�om,��o�ógenos, lo 
que ocasiono incrementos en la btomasa. esto� resultados concuerdan con los obtenidos por lvory y 
Munga (1983) y Delwaulle et al. (l 987), los que encontraron que la inoéttlación de espo�� de hongos 
ectomicorrizógenos ��� i,ncluso mejor que la inoculación realizada con el micelio vegetativo de 
dichos hongos. Otras .ipvei,tigaciones también hablan a favor del uso de esporas (Castellano, 1987; 

,, Cordell et al., 1987; Marx y Cordcll, 1988; Martínez-Amores et al .. 199l; Torres y Honrubia, 1994; 
Parladé et al., 1996). 

La comparación de los datos obtenidos al inocular esporas de dos localidades difereil'tes (4 + 5 vs 
6 + 7) muestra diferencias significativas para la altura. En este caso, en el diámetro del cuello de la 
raíz, aunque no se obsew.aron diferencias estadísticas, los valores de P tendieron a la significación 
(cercanos a 0.05). Los mejores resultados se correspondieron con la inoculación de las esporas de 
Mayarí. Estos resultados ;nos indican la necesidad de estudiar las caracteristicas del suelo donde se 
vaya a aplicar el inóculo, así como las características del suelo de donde este proviene para poder 
inferir éxitos en la simbiosis. • 1 •• .¿ 

Las condiciones del suelo de la localidad de Mayarl sop. muy oligotróficas, • la relación Ca/Mg ·es 
menor que uno. Al predominar el magnesio (el suelo es serpentinoso), el fosforo disponible es casi 
nulo. Por otra parte, el pH en KCI es más alto que en HP porque el cambio catiónico es muy bajo 
Debido a todo esto, se crean condiciones en el suelo que unido a las caractcristicas ecológicas del 
territorio hace que se produzca una diversificación de las especies y facilita el establecimiento de 
especies endémicas (Borhidi, 1991 ). Las especies que alli habitan son muy evolucionadas par� ,:esistir 
las condiciones de estrés a que están som�tidas por lo que consideramos que estas injsmas 
condiciones ocasionaron que las esporas de Mayar! fueron más competentes que las de Viñales. 

Al inoculdJ espora:. eu suelv e:.tJril, ch ,,uelo mi"'orriza'1v :,,11 c!>terfüar \.4 � ú \/$: · 71, 11u : ... 

obtuvieron diferencias significativas para ninguna variable analizada. Estos resultados pudieran ser 
de interés, pues en los viveros de producción no se esteriliza el suelo para la inoculación. El hec�o de 
que la inoculación con. esporas diera los mismos resultados independientemente de si el suelo 
estuviera esterilizado o no, evidencia que los hongos micorrizógenos nativos presentes en el suelo no 
estéril eran de baja eficiencia simbiótica o contaban con pocos propágulos capacitados para colonizar 

La utilización de cualquiera de las variantes de inoculación (3 vs 1 + 2 + 4 + 6) produjo aumentos 
significativos en todas las variables analizadas en comparación con el suelo estéril. El porcentaje de 
micorrización resultó significativamente mayor en el caso de los tratamientos inoculados. Se conoce 
que estas plantas dependen para su sobrevivencia de las ectomicorrizas. Los datos obtenidos 
confirman este criterio, pues I� plantas sin iuocular (tratamiento 3), presentaron los valores má� bajos 
en las variables analizadas. ·, ; 

---"'E,Lp.orc.enta� (k_micorrización alcanzado por las plantas sin inocular (de scgw-o obtenido por 
contaminación durante el experimento), no garantiza la sobrevivenciaa-rtransptant�ues-se-€en�.e-
-----
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que para que los efectos beneficiosos de la inoculación sean patentes, el sistema radicelar debe tener 
al menos 50% de sus raíces micorrizadas (Marx y Cordel!, 1988). El hecho de que las plántulas 
aicancen 12,5 cm de altura, no debe ser un requisito indispensable para el transplante del vivero al 
-:ampo (según 11om1as técnicas que poí lo demás, no están publicadas). Lo que si debe ser considerado 
como indispensable es la posibilidad de realizar una· evaluación del sü;tema radicelar que compruebe 
la presenciá'de· una''carttidad adecuada de micorrizas, y por tanto. de una buena sobrevivencia en el .. ,. 
campo, pues ·en el presente experimento, las plántulas pertenecientes al control estéril alcanzaron una .. 
altura superior a la mencionada anteriormente, y sin embargo, con menos del 33% de micorrización. 

, De manera general, los resultados de la inoculación de hongos ectomicorrizógenos a plántulas de 
Pinus caribaea var. caribaea fueron siempre superiores que en el caso de la utilización del control 

Jstéril.
El método de inoculación tradicional resultó de todos, el menos eficiente, pues los parámetros de 

biornasa medidos así como el porcentaje de micorrización fueron mayores con la inoculación de 
micelio' vegetativo y de esporas de Pisolithus tinctorius. Los mejores resultados se obtuvieron aP 
inocular esporas a las plántulas de Pinus caribaea var. caribaea;'Ja inoculación de micelio vegetativo · 
también resultó satisfactoria. , .. 

Marx y Keoney ( 1982) encontraron que las esporas de estos hongos· necesitan por lo menos dos 
mP.<:P<; rlf>,;pui.S<: rle la germinación de la semilla para formar ectomicorrizas macroscópicamente 
detectables y cuatro meses para estimular el crecimiento de las plántulas de Pinus Laeda. La mayor 
desventaja de la inoculación con esporas consiste en el tiempo que· demora el desarrollo de la 
simbiosis, el cual es mucho más lento que cuando se inocula micelio vegetativo, y permite la 
colonización por otros hongos ectomicorrizógenos o patógenos no deseables y reducir la infectividad 
del inóculo. Pensamos que los mejores resultados obtenidos por nosotros en el caso de la inoculación 
con esporas responden, en gran medida, a la temperatura de los suelos. Muchos autores han 
demostrado la sobrevivencia detmicelio de. Pisolithus Linctorius a temperaturas de hasta 42ºC (Marx 
et al., 1970; Mamoh y Gbadegesin, 1980; Hung y Chien, 1978) en condiciones de laboratorio. 

Por otra parte, los resultados obtenidos en el caso de la inoculación de micelio vegetativo coinciden 
generalmente con trabajos realizados en regiones con climas no tropicales (Marx et al., 1984; Pera el

) al .. 1994). Sin embargo. en investigaciones realizadas en nuestro país comparando la inpsulación (.fe
esporas y mict:ílio ,vegetativo (Ferrer et al.. 1990), los mejores resultados en el porcentaje .,de 
micorrización se obtuvieron al inocular esporas, las que son mucho más resistentes a los cambio� d�. 

• las condiciones climáticas.
La utilización de micelio vegetatiV6 tiene ventajas sobre la utilización de suelo micorrizado, pues,

como se plantea con anterioridad, se introduce el hongo deseado según la planta que se vaya a
sembrar, elimina los parásitos y la micorrización es mucho más rápida.

Si la respuesta a la inoculación con esporas fue similar o mayor que la de micelio vegetativo,
entonces podría pensarse en sustituir el método de inoculación tradicional que actualmente se realiza
en nuestro país con el empleo de las esporas de los hongos más deseables.
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Esto �raería como ventajas, por una parte, mejores resultados en la mfoorrIZación, el ahorro de grandb° 1 

insumos, pues se evitaría el traslado del suelo micorrizado de los pinares naturales hacia los viveros de 
producción y desde- el punto de vtsta conservacionista, la protección de los pinares naturales. Este tipo 
úi:: inóculo es aplicable a· hongos capaces de producirlac; en grande� cantidades, como Pis9!ithus
tinctorius, el cual abunda en nuestro país. 

· · ' 

El incremento de fa producción natural de Pisolithus se ha observado que coincide eón los meses de 
mayor precipitación, época que seria favorable para la colección d� estos hongos, secado y 
almacenamiento en refrigeración hasta su utilización en la temporada désiembra. Sm e,nbargo, no 
todos los aflos las condiciones climáticas son· favotables ·y la producción de esporocarpos,' e's, en 
ocasiones, errática, por lo que resulta de interés' conocer qué tiempo las esporas resisten las 
condiciones de almacenamiento manteniéndose viables y capaces de formar ectomicorrizas. 

Resultados de la inoculación de esporas de Pisolitllus tinctorius con diferentes tiempos 'de 
almacenamiento: La altura y peso seco del talfo,y la rafz alcanzadas por las plantas mostraroii ·un 
buen desarrollo de las mismas para el tiempo de duración del experimento (Tabla 3). 

No se obtuvieron diferencias significativas en ninguna de las variables analizadas al utilizar 
esporas de diferentes edades. 

El porcentaje de micorrización, aunque no fue estad{sticamente diferente, fue menor en el caso' de 
la� e-spora� má'i viejas y aún ª"f el resultado obtenido se aproxima arson ,é, \-alor r�.,;omend.tdo cu l ..
micorrización de los pinos. se�n·Marx y CordeH �1-988) ,. · 

Se plantea que la utilización de esporas es una variante satisfactoria para los países que cárecen'de' 
la infraestructura necesaria para la producción de micelio vegetativo, aunque hasta el momento no 
existen pruebas para demostrar el tiempo en que las mismas permanecen viables. todo parece indicar 
que lo más acertado es la realización de pruebas de síntesis de ectomicorrizas. 

En el experimento se obtuvo que resulta lo ,misnio utilizar esporas de 2 meses, que de uno, dos o 
cuatro años de almacenamiento en lo que respect'a a ta formación de biomasa vegetal. 

CON€LUSIONES 

·· Las cepas y esporas provenientes de los lugarés rhás perturbados (Mayarí), resultaron m��'
eficientes en la formación de ectomicorrizas en Pinils caribaéa var. caribaea. 

- La inoculación de esporas de Pisolithus tinctorius en plántulas de Pinus caribaea v�, caribaea es
efectiva y permite estabilizar tecnológicamente los resultados esperados. 

- Se puede sustituir el método tradicional de suel9 ·micorrizado por la inoculación. de e.sporas d�,
Pisolithus tinctorius en plántulas de Pinus caribaea. 

- Las esporas de Pisolithus tinctorius almacenadas hasta cuatro aflos no pierden su viabilidad .
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RECOMENDACIONES 
Q�.l?e sustituirse el método de inoculación tradicional de los viveros forestales de pinos por la tJJOculacióo dt: esporas de hongos formadores de ectomtcorrizas sobre suelo no esterilizado por ser más eficiente, contribuir a preservar los, bosques naturales y constituir un ahorro considerable de divis� •. 2. Estudiar la dinámica de producción de esporocarpos de distintas especies de hongosectomicorrizógenos en plantaciones de, pinos, para garantizar la utilización de estas esporas como fuente alternativa de inóculos. 3. Las esporas deben tener como máximo cuatro años de almacenadas en refrigeración, para lograrque las plántulas tengan una.micorrización:cercana al 50%. Con el almacenamiento de las mismas, no sólo se garantizarla la inoculación én los lugares donde su producción haya sido errática, sino que también p9dr(a pensarse en su fácil .traslado hacia lugares con planes de futura reforestación. 
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Tabla 1. Diferentes tratamientos de inoculación de hongos ectomicorrizógenos (micelio vegetativo, 
esporas y suelo micorrizado) en plántulas de Pinus caribaea var. carthaea
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Tabla 2. Medias y errores estándares de las diferentes variables analizadas en plántulas de Pinus

caribaea var. caribaea inoculadas con núcelio vegetativo, esporas y suelo micorrizado. (n=6 réplicas; 
cada réplica representa la media de 5 plantas). Comparaciones y P>F 

Diámetro del cuello Altura Peso Seco J>eso Seco M.icorrizac. 

Tratamientos de la raíz (cm) (cm) Tallo (g) Raiz (g) (%) 
X sx X sx X sx X sx X sx 

1 0.30 0.01 15.65 1.19 0.778 0.15 0.529 0.07 61.4 5.6 
2 0.27 0.01 14.87 0.35 0.895 0.08 0.420 0.11 44.4 6.2 
3 0.22 o.os 12.78 0.89 0.423 0.07 0.264 0.09 33.2 0.05 
4 0.30 0.12 17.03 3.33 1.445 1.39 0.738 0.66 57.4 16.9 
5 0.26 0.03 14.35 1.72 0.759 0.14 0.479 0.20 60.6 2.93 
6 0.37 0.07 18.6 2.7 1.652 0.91 0.823 0.42 63.9 2.75 
7 0.33 0.03 19.53 0.93 1.389 0.26 0.676 0.15 65. l 2.99 

Comparaciones 
3 vs 1+2+4+6 0.001 0.001 0.005 0.005 <0001 
l vs l 1 0.244 0.471 0.48 0.335 <0.001 
2 vs 4+6 

l
0.029 0.003 0.034 0.008 <0.001 

2 vs 5+7 0.006 0.01 0.027 0.035 <0.001 
I vs4+6 0.360 0.02 0.175 0.102 0.427 
4+5 vs6+7 0.115 0.066 0.460 0.839 0.448 
4+6 VS 5+7 0.834 0.538 0.907 0.456 0.959 

Valores de P < 0.05 (significativos) 

Tabla 3. Variables analizadas en plántulas de Pinus caribaea inoculadas con esporas de Pisolithus

tinctorius de diferentes tiempos de almacenamiento. (r = 5 réplicas). P>0.05 

Tiempo de Diámetro del cuello Ahura(m) Peso seco (g} Micorrización 
ahnacenamiebto' de la. raíz ( cm) TALLO � (%) 
de las esooras 

4 afios 0.26 23.92 l.19 0.53 48 
2 afios 0.22 23.64 1.01 0.56 63 
1 afio 0.25 22.8 1.08 0.52 63 
2 meses 0.28 22.9 1.13 0.54 60 
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