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RESUMEN

En México, la produccién de planta de Pinus greggii Engelm. en
vivero debe alcanzar estindares morfoldgicos y fisiolégicos fija-
dos por la Norma Mexicana para la Certificacién de la Opera-
cién de Viveros Forestales (NMX-AA-170-SCFI-2016), donde
destaca la nutricién y la presencia de micorrizas. El objetivo del
estudio fue evaluar el crecimiento de Pinus greggii en la etapa de
vivero, con base en la inoculacién micorricica con dos productos
comerciales y el uso de un fertilizante de liberacién controlada
en dos dosis. La hipdtesis fue que al menos una combinacién del
tipo de inoculante y dosis de fertilizacion, favorece el crecimien-
to de las plantas en proporcién mayor. El disefio experimental
fue bloques completos al azar con nueve tratamientos, los datos
se analizaron con ANDEVA y las medias de los tratamientos se
compararon con la prueba de Tukey. A los 11 meses de la siembra
se analizaron variables morfoldgicas, indices de calidad, porcen-
taje de supervivencia y de micorrizacién; ademds, se caracteriza-
ron las ectomicorrizas desarrolladas. La supervivencia varié de 64
a 99%, con los porcentajes mayores en los tratamientos inocu-
lados solo con hongos nativos o exéticos. Las plantas mostraron
diferencias significativas en las variables morfoldgicas; los trata-
mientos combinados, sin importar la dosis o tipo de inoculan-
te, mostraron resultados mejores. El porcentaje de colonizacién

micorricica varié de 37 a 63%, y destacaron los tratamientos
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ABSTRACT

In Mexico, Pinus greggii Engelm. in nursery must reach
morphological and physiological standards set by the Mexican
Standard for the Certification of the Operation of Forest Nurseries
(NMX-AA-170-SCFI-2016), where nutrition and the presence
of mycorrhizae are emphasized. The objective this study was to
evaluate the growth of Pinus greggii in the nursery stage, based
on mycorrhizal inoculation with two commercial products and a
controlled release fertilizer in two doses. The hypothesis was that
at least a combination of type of inoculant and fertilization dose
would favor the growth of the plants in a greater proportion. The
experimental design consisted of complete randomized blocks
with nine treatments. Data were analyzed with ANOVA and the
means of treatments were compared with the Tukey test. At 11
months after sowing, morphological variables, quality indices,
percentage of survival and mycorrhization were analyzed. In
addition, the developed ectomycorrhizac were characterized.
Survival ranged from 64 to 99%, with the highest percentages
in treatments inoculated only with native or exotic fungi. Plants
showed significant differences in morphological variables; the
combined treatments, regardless of the dose or type of inoculant,
showed better results. The percentage of mycorrhizal colonization
ranged from 37 to 63%, and the treatments with better response
were those inoculated with spores of exotic fungi and fertilized
(both doses). The diversity of fungal spores contained in the
commercial inoculants did not coincide with the fungal species
that established symbiosis with 2 greggii. Thus, the addition of
controlled release fertilizer and inoculation with commercial

products resulted in quality plant production.
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inoculados con esporas de hongos exdticos y fertilizados (en am-
bas dosis). La diversidad de esporas de hongos contenidos en los
inoculantes comerciales no coincidié con las especies de hongos
que establecieron simbiosis con P greggii. En conclusién, la adi-
cién de fertilizante de liberacién controlada e inoculacién con
productos comerciales dio como resultado una produccién de

planta de calidad.

Palabras clave: calidad de planta, fertilizante de liberacién con-

trolada, inoculantes comerciales, micorrizacién.
INTRODUCCION

as micorrizas son el resultado de la relacién

simbidtica mutualista entre las raices de las

plantas vasculares y cierto tipo de hongos del
suelo, estos dltimos contribuyen a que el agua y los
nutrientes sean mejor aprovechados por las plantas, y
a cambio reciben elementos carbonados para alimen-
tarse (Barragdn-Soriano ez al., 2018). Un elemento
importante para incrementar la calidad de planta en
especies del género Pinus en vivero, es el uso de ino-
culantes con propdgulos provenientes de zonas bos-
cosas, o elaborados de manera comercial por ser mds
précticos (Valdés ez al., 2019).

Pinus greggii es nativo de la Sierra Madre Oriental
de México y entre sus cualidades destaca su capaci-
dad para desarrollarse en sitios deficientes de nutri-
mentos; se utiliza con fines de proteccién o restau-
racién en dreas degradadas, asi como para establecer
plantaciones forestales comerciales (Dvorak, 2010).
La produccién de planta de P greggii en vivero abarca
un periodo de seis a ocho meses, tiempo en el cual el
material vegetativo debe tener condiciones apropia-
das de luminosidad, temperatura, humedad, nutri-
cién, espacio de crecimiento y sanidad. De acuerdo
con la Norma Mexicana para la Certificacién de la
Operacién de Viveros Forestales (NMX-AA-170-
SCFI-2016) (Secretaria de Economia, 2016), al salir
del vivero las plantas de esta especie deben tener de
25 a 30 cm de altura, =4 mm de didmetro a la base
del cuello, seis a ocho meses de edad, con presencia
de micorrizas en sus raices y 25% o mds de lignifi-
cacién del tallo; estos pardmetros son predictores de
que tendrdn probabilidades mayores de superviven-
cia y crecimiento en campo.

Escobar-Alonso y Rodriguez-Trejo (2019) resal-
taron la importancia de estudiar aspectos sobre ino-
culacién controlada en especies del género Pinusy su

274 VOLUMEN 55, NUMERO 3
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inoculants, mycorrhization.
INTRODUCTION

ycorrhizae are the result of the mutualistic

symbiotic relationship between the roots

of vascular plants and certain types of
soil fungi. The latter contribute to the better use of
water and nutrients by plants, and in return they
receive carbon elements to feed (Barragdn-Soriano ez
al., 2018). An important element to increase plant
quality in species of the genus Pinus in nurseries is
the use of inoculants with propagules from wooded
areas, or commercial strains because they are more
practical (Valdés ez al., 2019).

Pinus greggii is native to the Sierra Madre Oriental
of Mexico and among its qualities, the predominant
is the ability to develop well in nutrient deficient
sites. It is used for protection or restoration purposes
in degraded areas, as well as to establish commercial
forest plantations (Dvorak, 2010). The production
of P greggii plants in the nursery lasts a period of six
to eight months, time during which the vegetative
material must have appropriate conditions of light,
temperature, humidity, nutrition, growth space and
health. According to the Mexican standard Norma
Mexicana para la Certificacién de la Operacién de
(NMX-AA-170-SCFI-2016)
(Secretaria de Economia, 2016), at ending the
nursery period, plants of this species must be 25
to 30 cm tall, =4 mm in diameter at the base of
the neck, six to eight months old, with mycorrhizae
evident in their roots, and 25% or more lignification
of the stem. These parameters are considered signs
that they will have greater probabilities of survival
and growth in the field.

Escobar-Alonso and Rodriguez-Trejo (2019)
highlighted the importance of studying some aspects
of controlled inoculation in species of the Pinus
genus and their effects on the quality of the plants
produced in nursery. The objective of this research
was to evaluate the growth of P greggii in the nursery
stage plus inoculation with mycorrhizal fungi from
two commercial products, and the use of a controlled
release fertilizer in two doses. The hypothesis was that
at least a combination of type of inoculant and dose
of fertilization would favor the growth of plants in a
greater proportion.

Viveros  Forestales
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efecto en la calidad de planta producida en vivero.
El objetivo de esta investigacién fue evaluar el creci-
miento de P greggii en la etapa de vivero, mds la ino-
culacién con hongos micorricicos de dos productos
comerciales y el uso de un fertilizante de liberacién
controlada en dos dosis. La hipdtesis fue que al me-
nos una combinacién del tipo de inoculante y dosis
de fertilizacién, favorece el crecimiento de las plantas
en proporcién mayor.

MATERIALES Y METODOS

Localizacién

El estudio se realizé en el vivero forestal “Praxedis Guerrero”,
ubicado en el kilémetro 12.5 de la carretera Durango-El Mez-
quital (23° 56’ 58.3” N y 104° 34’ 07.4” O, 1890 m de altitud).
El vivero pertenece a la Secretarfa de Recursos Naturales y Medio
Ambiente del Gobierno del estado de Durango, México, tiene
una superficie de 20 ha y una capacidad de produccion de cinco

millones de plantas.
Produccién de la planta

La planta se produjo en envases, conocidos como tubetes,
de polietileno rigido de color negro, con guias de raices internas
y 165 mL de capacidad, colocados en rejillas portatubetes de 98
cavidades. Como sustrato se empled una mezcla de turba (Sphag-
num) (57%), vermiculita (23%) y perlita (20%). La porosidad
total del sustrato fue 68%, la porosidad de aireacion fue 32% y la
capacidad de retencién de agua fue 36%; de acuerdo con la nor-
ma mexicana NMX-AA-170-SCFI-2016, son valores adecuados
para el desarrollo del sistema de raices de las plantas (Secretaria
de Economia, 2016).

Semilla de Pinus greggii Engelm. var. greggii procedente del
estado de Nuevo Ledn se utilizd. Antes de la siembra, como tra-
tamiento pre germinativo la semilla se sumergi6 en agua a tempe-
ratura ambiente durante 24 h, después se escurri6 para eliminar
el exceso de agua, enseguida se aplicé fungicida Tecto 60 (Tia-
bendazol: 2-(4-tiazolil)-1H-benzimidazol) para evitar danos por
hongos productores de Damping off; y se secé a la intemperie. La
siembra se realiz6 el 18 de octubre de 2018 y se colocaron dos
semillas por envase.

Durante el desarrollo del experimento la planta se colocé en
diversas dreas de produccién en el vivero, con base en su etapa
de crecimiento. En la etapa de establecimiento, 18 de octubre de
2018 al 30 de enero de 2019, la planta permanecié en un drea

con estructura de metal y ventanas laterales, cubierta con pelicula
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MATERIALS AND METHODS

Location

The study was carried out in the “Praxedis Guerrero” forest
nursery, located at kilometer 12.5 of the Durango-El Mezquital
highway (23° 56’ 58.3” N and 104° 34’ 07.4” W, 1890 m
altitude). The nursery belongs to the Secretarfa de Recursos
Naturales y Medio Ambiente under the State Government
of Durango, Mexico; it has an area of 20 ha and a production

capacity of five million plants.
Plant production

Plants were produced in containers, known as tubes, made
of rigid black polyethylene, with internal root guides and a
165 mL capacity, placed in 98-cavity tube racks. As substrate we
used a mixture of peat (Sphagnum) (57%), vermiculite (23%)
and perlite (20%). The total porosity of the substrate was 68%,
the aeration porosity was 32% and the water retention capacity
was 36%; according to the Mexican standard NMX-AA-170-
SCFI-2016, these are adequate values for the development of the
root system of plants (Secretarfa de Economia, 2016).

Pinus greggii Engelm var. greggii seed from the state of Nuevo
Ledn was used. Before sowing, as a pre-germination treatment,
the seed was immersed in water at room temperature for 24 h,
then drained to remove water excess, then Tecto'60 fungicide
(Thiabendazole: 2- (4-thiazolyl) - 1H-benzimidazole) was
applied to avoid damage by Damping off, and dried in the open.
Sowing was carried out on October 18, 2018 and two seeds were
placed per container.

During the experiment, the plants were placed in different
production areas in the nursery, according to their growth stage.
In the establishment stage, from October 18, 2018 to January
30, 2019, plants remained in an area with a metal structure and
side windows, covered with a 720 pm milky white polyethylene
film and a 50% shade mesh was placed over it. The average
temperature was 17 °C, and relative humidity was 74%. From
January 31 to March 17, 2019, the plants continued growing in a
tunnel-type greenhouse covered with 720 m green polyethylene
film and 50% shade mesh, where the average temperature was
18 °C, and relative humidity was 47%.

Since five months after sowing, March 18, 2019 until May
17,2019, the experiment was in an area with a 50% shade mesh,
where the average temperature was 18 °C, and relative humidity
46%. For the pre-conditioning stage, May 18 to September 17,
2019, plants were exposed to outdoor conditions, where the

average temperature was 23 °C, and relative humidity was 41%.
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de polietileno color blanco lechoso de 720 ym y sobre ésta se co-
loc6 una malla sombra al 50%; la temperatura promedio fue 17 °C
y la humedad relativa fue 74%. Del 31 de enero al 17 de marzo
de 2019 la planta continud su crecimiento en un invernadero
tipo ttnel cubierto con pelicula de polietileno color verde de 720
um y malla sombra de 50%, donde el promedio de temperatura
fue 18 °C y la humedad relativa fue 47%.

Desde los cinco meses de la siembra, 18 de marzo de 2019,
hasta el 17 de mayo de 2019, el experimento estuvo en un 4rea
con malla sombra al 50%, donde la temperatura promedio fue
18 °Cy la humedad relativa 46%. Para la etapa de pre acondicio-
namiento, 18 de mayo al 17 de septiembre de 2019, la planta se
expuso a condiciones de intemperie, donde la temperatura pro-
medio fue 23 °C y la humedad relativa fue 41%.

Disefio experimental y tratamientos

El disefio experimental fue bloques completos al azar con
nueve tratamientos y cuatro repeticiones, con 49 plantas cada
una. Los tratamientos incluyeron inoculacién controlada con
dos productos comerciales fabricados en México (Ecto-Myc® y
MpycorTree Ecto-inyectable®), y fertilizacién con Multicote 8°, de
liberacién controlada y con una composicién de 11N-28P-11K,
mds microelementos (Cuadro 1). El fertilizante se aplicé durante
la preparacién de la mezcla de sustrato.

El inoculante Ecto-Myc® contenia una mezcla de esporas de
hongos nativos de México: Amanita rubescens Pers., Amanita sp.,
Lactarius indigo [Schwein] Fr., Ramaria sp. y Boletus sp. El inocu-
lante MycorTree Ecto-inyectable” inclufa esporas de hongos exé-
ticos: Pisolithus tinctorius (Pers.) Coker & Couch y Scleroderma
citrinum Pers. Las dosis utilizadas en los tratamientos de inocu-
lacién controlada se estimaron de acuerdo con la concentracién

de esporas en cada inoculante, determinada en una Cdmara de

Experimental design and treatments

The experimental design was arranged in complete
randomized blocks with nine treatments and four replications,
with 49 plants each. Treatments included controlled inoculation
with two commercial products manufactured in Mexico (Ecto-
Myc® and MycorTree Ecto-injectable®), and fertilization with
Multicote 8°, controlled release, and with a composition of
11N-28P-11K, plus microelements (Table 1). The fertilizer was
applied during preparation of the substrate mix.

The Ecto-Myc® inoculant contained a mixture of spores of
fungi native to Mexico: Amanita rubescens Pers., Amanita sp.,
Lactarius indigo [Schwein] Fr., Ramaria sp., and Boletus sp.
The MycorTree Ecto-injectable inoculant included spores of
exotic fungi: Pisolithus tinctorius (Pers.) Coker & Couch, and
Scleroderma citrinum Pers. The doses used in the controlled
inoculation treatments were estimated according to the
concentration of spores in each inoculant, determined in a
Neubauer Chamber. Ecto-Myc® had a concentration of 1.05x107
spores mL"!, and MycorTree Ecto-injectable® 6.5x10° spores mL™".
The inoculation was performed four months after sowing when
there were secondary roots. The inoculation technique consisted
of injecting the spore solution directly into the root system, 5 cm
below the upper level of the substrate. Then, a light irrigation
was applied so that the solution had greater contact with the

root system.
Variable evaluation and statistical analysis

At 11 months after sowing, seven months after inoculation,
we assessed the survival percentage of the plants. Ten individuals
per experimental unit were randomly extracted to measure

height from the stem base to the apical bud (PILOT® model

Cuadro 1. Inoculantes micorricicos y fertilizante de liberacién controlada evaluados en el crecimiento de P

greggii en vivero.

Table 1. Mycorrhizal inoculants and controlled release fertilizer evaluated in the growth of P greggii in the

nursery.
Tratamiento Descripcién

T Sin fertilizante y sin inoculante (testigo)

FB Fertilizante Multicote 8° (3 g L)

FA Fertilizante Multicote 8° (6 g L)

HN Inoculante Ecto-Myc” (1 mL planta™)

HE Inoculante MycorTree Ecto-inyectable® (1.5 mL planta™)

HNFB Inoculante Ecto-Myc® (1 mL planta™) y fertilizante Multicote 8° (3 g L)

HNFA Inoculante Ecto-Myc® (1 mL planta™) y fertilizante Multicote 8” (6 g L)

HEFB Inoculante MycorTree Ecto-inyectable” (1.5 mL planta™) y fertilizante Multicote 8" (3 g L)

HEFA Inoculante MycorTree Ecto-inyectable® (1.5 mL planta™) y fertilizante Multicote 8" (6 g L)
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Neubauer. Ecto-Myc® tuvo una concentracién de 1.05x107 espo-
ras mL", y MycorTree Ecto-inyectable® 6.5x10° esporas mL™'. La
inoculacidn se realizé cuatro meses después de la siembra cuando
habia raices secundarias. La técnica de inoculacion consistié en
inyectar la solucién con esporas directamente al sistema radical,
5 c¢m debajo del nivel superior del sustrato; después, se aplic6 un
riego ligero a fin de que la solucién tuviera contacto mayor con

el sistema de raices.
Evaluacién de variables y andlisis estadistico

Alos 11 meses de la siembra, sicte meses después de la ino-
culacidn, se evalud el porcentaje de supervivencia de las plantas.
De manera aleatoria se tomaron 10 individuos por unidad expe-
rimental para medir altura desde la base del tallo a la yema apical
(regla graduada modelo PILOT"), didmetro del cuello de la raiz
(vernier digital Truper® modelo CALDI-6MP), biomasa hiimeda
y seca de la parte aérea, radical y total.

Para estimar biomasa seca las plantas se deshidrataron a 65 °C
en horno de ventilacién forzada (Felisa® modelo FE-291D) hasta
que alcanzaron peso constante. Después, los pesos secos se re-
gistraron en una balanza analitica (Ohaus® modelo PA1502 con
una precisién de 0.001 g) y se calcularon tres indices: relacién
biomasa seca de la parte aérea/biomasa seca de la parte radical,
indice de lignificacién (ecuacién 1) e Indice de Calidad de Dick-

son (ecuacién 2):

P al
eso total seco (g) 100

L= Peso total himedo (g) 1)

Peso total seco (g)

Altura (cm) Peso sec o parte aérea (g)
Didmetro (mm) Peso sec o raiz (g) @)

ICD =

El porcentaje de colonizacién micorricica (PCM) se evalud
en tres plantas de cada unidad experimental, seleccionadas al
azar. Para ello se elimind el sustrato del sistema de raices con agua
corriente y de cada planta se tomaron 100 cm de raices secun-
darias, que para su conservacion se colocaron en fijador (FAA)
compuesto por formaldehido (10%), 4cido acético glacial (5%)
alcohol 96° (50%) y agua destilada (35%), hasta el momento
de la evaluacién. El nimero de dpices, con o sin micorrizas, se
determiné por observacién directa con un estereoscopio (Leica®
EZ4 HD, Suiza) (Figura 1) y se calculé el PCM (ecuacién 3).

Apices micorrizados

PCM ==

Apices micorrizados + Apices no micorrizados

€)
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x100

graduated ruler), root neck diameter (Truper digital vernier
model CALDI-6MP); as well as biomass, fresh and dry, from
aerial and root sections, and of complete plants.

To estimate the dry biomass, plants were dehydrated at 65 °C
in a forced ventilation oven (Felisa® model FE-291D) until they
reached constant weight. Then, the dry weights were recorded on
an analytical balance (Ohaus® model PA1502 with a precision of
0.001 g) and three indices were calculated: dry biomass ratio of
the aerial section/dry biomass of the root section, lignification

index (equation 1) and Dickson’s Quality Index (equation 2):

P al
eso total seco (g) 100

L= Peso total himedo (g) 1)

Peso total seco (g)

Altura (cm) Peso sec o parte aérea (g)
Didmetro (mm) Peso sec o raiz (g) @)

ICD =

The percentage of mycorrhizal colonization (PCM) was
evaluated in three plants of each experimental unit, randomly
selected. To this end, we removed substrate of the root system
with running water and 100 cm of secondary roots were taken
from ecach plant. For their conservation we placed them in a
fixative solution (FAA) composed of formaldehyde (10%), glacial
acetic acid (5%) 96° alcohol (50%), and distilled water (35%),
until the moment of evaluation. The number of apices, with or
without mycorrhizae, was determined by direct observation with
a stereoscope (Leica® EZ4 HD, Switzerland) (Figure 1) and the
PCM was calculated (equation 3).

Apices micorrizados

PCM = x100

Apices micorrizados + Apices no micorrizados

®3)

The percentage values of mycorrhizal colonization, as well as
those of survival were transformed with the arcsine and square
root functions. We performed analyses of variance (ANOVA) on
the variables and used the Tukey test for the multiple comparison
of means (p=<0.05), with the SAS statistical package (SAS
Institute, 2009).

Figure 1.

RESULTS AND DISCUSSION
Survival

Survival showed differences (p=<0.05) among
treatments, with a variation from 64 to 99%:; the
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Figura 1. Proceso de determinacién del porcentaje de micorrizacién. A) Planta evaluada. B) Planta con y sin sustrato. C) Seleccién
de raices secundarias. D) Muestra de raices en conservacién. E) Evaluacién de raices. F) Estructura micorricica.

Figure 1. Process for determining the percentage of mycorrhization. A) Evaluated plant. B) Plant with and without substrate. C)
Selection of secondary roots. D) Sample of roots in conservation. E) Root evaluation. F) Mycorrhizal structure.

Los valores porcentuales de colonizacién micorricica asi
como los de supervivencia, se transformaron con las funciones
arcoseno y raiz cuadrada. En las variables evaluadas se realizaron
andlisis de varianza (ANDEVA), con pruebas de comparacién
multiple de medias de Tukey (p=0.05), con el paquete estadisti-
co SAS (SAS Institute, 2009).

RESULTADOS Y DISCUSION
Supervivencia

La supervivencia presentd diferencias (p=<0.05)
entre tratamientos, con una variacion de 64 a 99%;
los porcentajes mayores se obtuvieron en los trata-
mientos HN y HE, caracterizados por tener solo
indculo. Los tratamientos con fertilizacién, solos o
combinados con inéculo, asi como el T, tuvieron re-
sultados intermedios; los dos tratamientos con super-
vivencia menor fueron los inoculados combinados
con la dosis alta de fertilizacién (Figura 2).

La mortalidad ocurrié al inicio de la etapa de pre
acondicionamiento (mes de mayo), cuando la planta

278 VOLUMEN 55, NUMERO 3

highest percentages were obtained in the HN and
HE treatments, which only contained inoculum.
The treatments with fertilization, alone or combined
with inoculum, as well as the T, had intermediate
results. The two treatments with the lowest survival
were those where inoculation was combined with the
higher dose of fertilization (Figure 2).

Mortality occurred at the beginning of the pre-
conditioning stage (in May), when plants were
placed outdoors, due to a drastic change in the
environmental conditions of cultivation after being
exposed to greater solar radiation, they obtained an
average of 1898 umol m? s of photosynthetically
active radiation (RFA) compared to 497 pumol m™
s of RFA under shade mesh, which caused light and
thermal stress in the plant. Escobar-Alonso (2012)
indicated that in this stage a decrease in growth is
induced and resistance to greater stress is promoted;
which influence the morphological and physiological
attributes of the plants. In turn, this favors survival
on the field; however, for this to occur, changes in the
environment must be gradual.
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Figura 2. Supervivencia de P greggii a los 11 meses de edad (Tukey; p<0.05) bajo nueve combinaciones de tratamientos de
inoculacién micorricica y fertilizacién en vivero. FB = Fertilizacién Baja, FA = Fertilizacién Alta, HN = Hongos Nativos,
HE = Hongos Exéticos, HNFB = Hongos Nativos y Fertilizacién Baja, HNFA = Hongos Nativos y Fertilizacién Alta,
HEFB = Hongos Exéticos y Fertilizacién Baja, HEFA = Hongos Exéticos y Fertilizacién Alta.

Figure 2. Survival of P greggii at 11 months of age (Tukey; p=<0.05) under nine combination treatments of mycorrhizal inoculation
and fertilization in the nursery . FB = Low Fertilization, FA = High Fertilization, HN = Native Fungi, HE= Exotic Fungi,
HNFB = Native Fungi and Low Fertilization, HNFA = Native Fungi and High Fertilization, HEFB = Exotic Fungi and
Low Fertilization, HEFA = Exotic Fungi and High Fertilization.

se colocd a la intemperie, debido a un cambio drésti-
co de las condiciones ambientales de cultivo al recibir
radiacién solar mayor, en promedio de 1898 ymol m™
s de radiacién fotosintéticamente activa (RFA) en
comparacién con 497 umol m™ s de RFA bajo ma-
lla sombra, lo que ocasioné estrés luminico y térmico
en la planta. Escobar (2012) indicé que en esta etapa
se induce disminucién del crecimiento y se promue-
ve resistencia al estrés mayor; lo cual influye sobre los
atributos morfolégicos y fisioldgicos de la planta. A
su vez, esto permite que la supervivencia se favorez-
ca en campo; sin embargo, para que esto ocurra los
cambios en el ambiente deben ser paulatinos.

Indicadores morfolégicos y calidad de planta

El valor promedio de altura presentd diferencias
(p=<0.05) entre tratamientos, los valores mds altos
(35.0 y 34.8 cm) se observaron en las plantas produ-
cidas con los tratamientos HNFB y HNFA (Figura
3), donde la inoculacién y fertilizaciéon de manera
conjunta favorecié el incremento en altura; el caso
contrario ocurrié cuando estos factores se utilizaron
de forma separada.

Como criterio de calidad de planta, la norma
mexicana NMX-AA-170-SCFI-2016 establece que
la altura recomendada para P greggii debe ser entre
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Morphological indicators and plant quality

The average height value showed differences
(p=0.05) among treatments; the highest values (35.0
and 34.8 cm) were observed in the plants produced
with the HNFB and HNFA treatments (Figure 3),
where the inoculation and fertilization together
favored height increase; the opposite occurred when
these factors were used separately.

As a criterion of plant quality, the Mexican
standard NMX-AA-170-SCFI-2016  establishes
that the recommended height for P greggii should
be between 25 and 30 cm (Secretarfa de Economia,
2016). Results showed that the treatments with
mycorrhizal inoculum, in combination with
fertilization; and the treatments with fertilization
only (regardless of the dose), obtained the minimum
height required; the rest of the treatments did not
reach the established criteria.

Martinez-Reyes et al. (2012) evaluated the growth
of P greggii inoculated with the ectomycorrhizal
fungus  Hebeloma — mesophaeum — (Pers.) Quél.
without fertilizer, 14 months after sowing; in the
uninoculated plant they obtained a height of 11 cm,
while in the inoculated plant it was 27 c¢m. Bautista
et al. (2018) analyzed the growth of P greggii under
different fertilization routines, and when using only
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Figura 3. Altura promedio de P. greggii alos 11 meses de edad (Tukey; p<0.05) bajo nueve tratamientos de inoculacién micorricica
y fertilizacién en vivero. FB = Fertilizacién Baja, FA = Fertilizacién Alta, HN = Hongos Nativos, HE = Hongos Exéticos,
HNFB = Hongos Nativos y Fertilizacién Baja, HNFA = Hongos Nativos y Fertilizacién Alta, HEFB = Hongos Exéticos
y Fertilizacién Baja, HEFA = Hongos Exéticos y Fertilizacién Alta.

Figure 3. Average height of P. greggii at 11 months of age (Tukey; p < 0.05) under nine treatments of mycorrhizal inoculation and
fertilization in the nursery. FB = Low Fertilization, FA = High Fertilization, HN = Native Fungi, HE = Exotic Fungi,
HNFB = Native Fungi and Low Fertilization, HNFA = Native Fungi and High Fertilization, HEFB = Exotic Fungi and
Low Fertilization, HEFA = Exotic Fungi and High Fertilization.

25y 30 cm (Secretaria de Economia, 2016); los re-
sultados mostraron que los tratamientos con indcu-
lo micorricico, en combinacién con fertilizacién; y
los tratamientos sélo con fertilizacién (sin importar
la dosis), obtuvieron la altura minima requerida; el
resto de los tratamientos no alcanzaron el criterio es-
tablecido.

Martinez-Reyes et al. (2012) evaluaron el creci-
miento de P greggii inoculado con el hongo ectomi-
corricico Hebeloma mesophaeum (Pers.) Quél. sin fer-
tilizante, 14 meses después de la siembra, en planta
sin inocular obtuvieron una altura de 11 c¢m, mien-
tras que en la planta inoculada fue 27 cm. Bautista ez
al. (2018) analizaron el crecimiento de P greggii bajo
rutinas de fertilizacién diferentes y al utilizar solo fer-
tilizante de liberacién controlada, con dosis de 6 kg
m?, la altura promedio fue 31.3 cm, siete meses des-
pués de su siembra.

Respecto al didmetro del cuello de la raiz exis-
tieron diferencias (p=<0.05) entre tratamientos, los
resultados mds favorables se observaron cuando se
combind la fertilizacidon con la inoculacién de hon-
gos ectomicorricicos, sin importar la dosis y el tipo
de inoculante. En cambio, los valores inferiores, al
igual que en la variable altura, se encontraron en
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controlled release fertilizer, with doses of 6 kg m?,
the average height was 31.3 c¢m, seven months after
sowing.

Regarding the diameter of the root neck, there
were differences (p=<0.05) among treatments;
the most favorable results were observed when
fertilization was combined with the inoculation of
ectomycorrhizal fungi, regardless of the dose and
type of inoculant. On the other hand, the lower
values, as in the height variable, were found in the
unfertilized treatments (T, HN and HE) (Figure 4),
which did not reach the minimum diameter required
by the Mexican standard NMX-AA -170-SCFI-2016
(=4 mm) to be labelled as quality plants (Ministry of
Economy, 2016).

Renteria-Chdvez et al. (2017) evaluated the effect
of inoculation with three species of ectomycorrhizal
fungi on the growth and nutrition of P greggii.
They found that the diameter and height variables
were higher in mycorrhized plants, regardless of the
species used. Martinez-Reyes et al. (2012) obtained
diameters of 1.6 mm in uninoculated P greggii plants
and 2.3 mm in mycorrhizal plants, the same as
the T treatment, and similarly to the HN and HE
treatments of this study.
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Figura 4. Didmetro promedio de P. greggii a los 11 meses de edad (Tukey; p<0.05) bajo nueve tratamientos de inoculacién
micorricica y fertilizacién en vivero. FB = Fertilizacién Baja, FA = Fertilizacién Alta, HN = Hongos Nativos, HE =
Hongos Exéticos, HNFB = Hongos Nativos y Fertilizacién Baja, HNFA = Hongos Nativos y Fertilizacién Alta, HEFB =
Hongos Exéticos y Fertilizacién Baja, HEFA = Hongos Exéticos y Fertilizacién Alta.

Figure 4. Average diameter of P, greggii at 11 months of age (Tukey; p < 0.05) under nine treatments of mycorrhizal inoculation
and fertilization in the nursery. FB = Low Fertilization, FA = High Fertilization, HN = Native Fungi, HE = Exotic Fungi,
HNFB = Native Fungi and Low Fertilization, HNFA = Native Fungi and High Fertilization, HEFB = Exotic Fungi and
Low Fertilization, HEFA = Exotic Fungi and High Fertilization.

los tratamientos sin fertilizar (T, HN y HE) (Figu-
ra 4), los cuales no alcanzaron el didmetro minimo
requerido por la norma mexicana NMX-AA-170-
SCFI-2016 (=4 mm) para considerarla como planta
de calidad (Secretaria de Economia, 2016).
Renteria-Chévez et al. (2017) evaluaron el efecto
de la inoculacién con tres especies de hongos ectomi-
corricicos sobre el crecimiento y nutricién de P gre-
ggii, encontraron que las variables didmetro y altura
resultaron superiores en las plantas micorrizadas, sin
importar la especie utilizada. Martinez-Reyes et al.
(2012) obtuvieron didmetros de 1.6 mm en plantas
de P greggii sin inocular y de 2.3 mm en plantas mi-
corrizadas, igual que el tratamiento T y de forma si-
milar que los tratamientos HN y HE de este estudio.
Los resultados de biomasa seca aérea mostraron
diferencias (p=0.05) entre tratamientos, el intervalo
de valores que destaca es de 3.9 a 4.4 g, donde so-
bresali6 el tratamiento HNFA, seguido de HEFA y
FA, caracterizados por haberse fertilizado con dosis
altas. En biomasa seca radical se obtuvieron valores
promedio de 0.2 a 2.3 g, los tratamientos HNFB y
HEFA resultaron ser los mejores. La biomasa seca to-
tal varié de 0.4 a 6.3 g, con los valores mayores en
los tratamientos donde se aplicé inéculo micorricico
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The aerial dry biomass results showed differences
(p=<0.05) among treatments; the higher interval of
values was 3.9 to 4.4 g, where treatment HNFA was
the better, followed by HEFA and FA. All of them
characterized as high dose fertilization. In root dry
biomass, average values of 0.2 to 2.3 g were obtained;
the HNFB and HEFA treatments were the best.
The total dry biomass ranged from 0.4 to 6.3 g,
recording the highest values in the treatments where
mycorrhizal inoculum was applied combined with
fertilizer, regardless of the dose (Table 2).

In all cases, the treatments without fertilization
(T, HN and HE) presented the lowest values, more
than 10 times lower than those obtained in the
higher treatments. Thus, on this point, we emphasize
the importance of combining fertilization and
inoculation to produce quality plants (Figure 5).

Biomass production in the treatments with high
fertilization was similar to that reported by Vicente-
Arbona et al. (2019), who analyzed plant quality of P
greggii produced in substrates based on sawdust and
two doses of controlled release fertilizer (6 and 8 g
L"), inoculated with Laccaria laccata (Scop.) Cooke.
Sienz et al. (2014) evaluated the effect of fertilization
on the quality of the P greggii plants produced in
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Cuadro 2. Biomasa seca de P greggii a los 11 meses de edad bajo nueve
tratamientos de inoculacién micorricica y fertilizacién en vivero.
T= Testigo, FB = Fertilizacién Baja, FA = Fertilizacién Alta, HN =
Hongos Nativos, HE = Hongos Exéticos, HNFB = Hongos Nativos
y Fertilizacién Baja, HNFA = Hongos Nativos y Fertilizacién Alta,
HEFB = Hongos Exéticos y Fertilizacién Baja, HEFA = Hongos

Exéticos y Fertilizacién Alta.

Table 2. Dry biomass of P greggii at 11 months of age under nine treatments
of mycorrhizal inoculation and nursery fertilization. T = Control, FB=
Low Fertilization, FA = High Fertilization, HN = Native Fungi, HE=
Exotic Fungi, HNFB = Native Fungi and Low Fertilization, HNFA =
Native Fungi and High Fertilization, HEFB = Exotic Fungi and Low
Fertilization, HEFA = Exotic Fungi and High Fertilization.

Tratamiento  Biomasa aérea (g) Biomasa radical (g) Biomasa total (g)

T 0.2+0.01 d 0.2+0.01 e 0.4+0.02 ¢

FB 2.6£0.14 ¢ 1.6£0.07 d 4.240.19b

FA 3.9+0.16 ab 1.9+0.07 bc 5.8¢0.22 a
HN 0.3+0.02d 0.3+0.02 d 0.5+0.03 ¢
HE 0.4+0.02 d 0.4+0.03 d 0.840.04 ¢
HNFB 3.840.10 b 2.3+0.06 a 6.1+0.14 a
HNFA 4.4+0.15 a 1.9+0.08 bc 6.3+0.20 a
HEFB 3.7+0.18 b 2.1+0.10 ab 5.840.26 a
HEFA 4.0+0.12 ab 2.3+0.07 a 6.320.17 a

Medias con letras diferentes en una columna indican diferencia estadistica (Tukey;
p=0.05). £ Error estdndar de la media. % Means with different letters in a column
indicate statistical difference (Tukey; p=<0.05). + Standard error of the mean.

combinado con fertilizante, sin importar la dosis
(Cuadro 2).

En todos los casos, los tratamientos sin fertiliza-
cién (T, HN y HE) presentaron los valores menores,
mids de 10 veces inferiores respecto a los obtenidos en
los tratamientos superiores; en este punto destacamos
la importancia de combinar la fertilizacién y la ino-
culacién para producir planta de calidad (Figura 5).

La produccién de biomasa en los tratamientos
con fertilizacién alta fue similar a la documentada
por Vicente-Arbona ez al. (2019), quienes analizaron
la calidad de planta de P greggii producida en sustra-
tos con base en aserrin y dos dosis de fertilizante de
liberacién controlada (6 y 8 g L) e inoculados con
Laccaria laccata (Scop.) Cooke. Sdenz et al. (2014)
evaluaron el efecto de la fertilizacion en la calidad de
planta de P greggii producida en un vivero, obtuvie-
ron una produccién de biomasa seca total promedio
de 2.9 g, y lo atribuyeron a la fertilizacién inade-
cuada. En nuestro estudio se obtuvo produccién de
biomasa seca total mayor que la registrada por estos
autores.
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a nursery; authors obtained an average total dry
biomass production of 2.9 g, and attributed this
value to inadequate fertilization. In our study, the
total dry biomass production was higher than that
recorded by these authors.

Results in the T, HN and HE treatments were
similar to those found by Barragin-Soriano ez
al. (2018) who evaluated the contribution of the
ectomycorrhizal fungus H. mesophaeum to the
growth of P montezumae Lamb. Regarding the
lignification index, a percentage higher than 25%
represents the reference value for a quality plant,
since it reflects the optimal level of pre-conditioning,.
Our results showed that, except for T, HN and HE,
plants produced with the other treatments had higher
values than those recommended, with HNFB in the
upper statistical group.

For the aerial : root dry biomass ratio, values
should be between 1.5 and 2.5; of the evaluated
treatments, only T, HN and HE were lower than that
indicated interval. The remaining treatments showed
favorable values, with a better balance between the
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Los resultados en los tratamientos T, HN y HE
fueron similares a los encontrados por Barragdn-So-
riano et al. (2018), quienes evaluaron el aporte del
hongo ectomicorricico H. mesophaeum al crecimien-
to de P montezumae Lamb. Respecto al indice de
lignificacién, un porcentaje mayor a 25% representa
el valor de referencia para planta de calidad, ya que
refleja el nivel 6ptimo de pre acondicionamiento. Los
resultados mostraron que salvo el T, HN y HE, la
planta producida en los demds tratamientos tuvieron
valores superiores al recomendado, con HNFB en el
grupo estadistico superior.

Para la relacién entre biomasa seca aérea y radical
los valores deben ubicarse entre 1.5 y 2.5; de los tra-
tamientos evaluados, solo el T, HN y HE fueron in-
feriores al intervalo indicado. El resto de tratamientos
presentaron valores favorables, con equilibrio mejor
entre la relacién parte aérea y radical; cabe resaltar
que son los mismos tratamientos donde la lignifica-
cién fue superior a 25% (Cuadro 3).

El Indice de Calidad de Dickson resulté mejor en
los tratamientos combinados, sin importar la dosis
o el tipo de inoculante, asi como en el tratamiento
FA. En contraste, los tratamientos T, HN y HE ob-
tuvieron los valores més bajos, debido a la ausencia
de fertilizante (Cuadro 3). Estos resultados significan
la obtencién de un indice mayor que el logrado por
Bautista ez al. (2018), Castro-Garibay ez al. (2018) y
Maldonado-Benitez et 2. (2011).

Los valores menores en las variables de crecimien-
to e indices de calidad, sobre todo en los tratamientos
sin fertilizacién, al igual que en el estudio de Do-
minguez-Nunez et al. (2004), se atribuyen a que la
simbiosis micorricica, en dependencia de su fase de
establecimiento y funcionalidad, puede volverse un
costo en el consumo de carbono para la planta hos-
pedera, lo cual se expresa con un crecimiento menor

(Pinkas et al. 2000).
Inoculacién controlada

El porcentaje de colonizacién micorricica varié de
37 a 63%. El tratamiento HEFA presenté el porcen-
taje mayor, seguido por el tratamiento HEFB, y en
ambos casos destacé la aplicacion del inoculante con
esporas de hongos exdticos. Después, con valores en-
tre 52 y 55% se ubicaron los tratamientos en donde
se aplic6 HN o HE, fertilizados y sin fertilizar. El

porcentaje menor se obtuvo en el T, tratamiento sin
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Figura 5. Aspecto final de la planta de P. greggii a los 11 me-
ses de edad, bajo nueve tratamientos de inoculacién
micorricica y fertilizacién en vivero. FB= Fertili-
zacién Baja, FA = Fertilizacion Alta, HN= Hongos
Nativos, HE = Hongos Exéticos, HNFB= Hongos
Nativos y Fertilizacién Baja, HNFA= Hongos Nati-
vos y Fertilizacién Alta, HEFB= Hongos Exéticos y
Fertilizacion Baja, HEFA= Hongos Exéticos y Ferti-
lizacién Alta.

Figure 5. Final appearance of P greggii plant at 11 months
of age, under nine treatments of mycorrhizal
inoculation and nursery fertilization. FB = Low
Fertilization, FA = High Fertilization, HN = Native
Fungi, HE = Exotic Fungi, HNFB = Native Fungi
and Low Fertilization, HNFA = Native Fungi and
High Fertilization, HEFB = Exotic Fungi and
Low Fertilization, HEFA = Exotic Fungi and High
Fertilization.

aerial and root sections. It is worth mentioning that
these are the same treatments where lignification was
higher than 25% (Table 3).

The Dickson Quality Index was better in the
combined treatments, regardless of the dose or
type of inoculant, as well as in the FA treatment. In
contrast, the treatments T, HN and HE obtained the
lowest values due to the absence of fertilizer (Table
3). These results mean obtaining a higher index than
those observed by Bautista ez al. (2018), Castro-
Garibay ez al. (2018) and Maldonado-Benitez ez al.
(2011).

The lower values in the growth variables and
quality indices, especially in the treatments without
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Cuadro 3. Valores medios de indices de calidad P. greggii alos 11 meses de edad

Table 3.

bajo nueve tratamientos de inoculacién micorricica y fertilizacién
en vivero. T = Testigo, FB = Fertilizacién Baja, FA = Fertilizacién
Alta, HN = Hongos Nativos, HE = Hongos Exéticos, HNFB =
Hongos Nativos y Fertilizacién Baja, HNFA = Hongos Nativos y
Fertilizacion Alta, HEFB = Hongos Exéticos y Fertilizacién Baja,
HEFA = Hongos Exéticos y Fertilizacién Alta.
Mean values of P greggii quality indices at 11 months of age under nine
treatments from mycorrhizal inoculation and nursery fertilization. T
= Control, FB = Low Fertilization, FA = High Fertilization, HN =
Native Fungi, HE = Exotic Fungi, HNFB = Native Fungi and Low
Fertilization, HNFA = Native Fungi and High Fertilization, HEFB =
Exotic Fungi and Low Fertilization, HEFA = Exotic Fungi and High

Fertilization.
Tratamiento Indice de Relacién biomasa  Indice de Calidad
lignificacién (%) seca aérea/radical de Dickson
T 23.7+1.22d 1.2+0.09 0.1+0.00 ¢
FB 29.8+0.60 bc 1.6x0.10 0.5+0.03 b
FA 28.6+0.36 ¢ 2.1+0.06 0.7+0.03 a
HN 18.9+0.75 ¢ 1.1+£0.08 0.1+£0.01 ¢
HE 21.0+0.62 de 1.1£0.07 0.1+£0.01 ¢
HNFB 33.4+0.44 a 1.7+0.06 0.7+0.03 a
HNFA 30.8+0.41 abc 2.4+0.11 0.7+£0.04 a
HEFB 29.7+0.59 bc 1.9+0.09 0.7£0.04 a
HEFA 32.2+0.37 ab 1.8+0.07 0.8+0.03 a

Medias con letras diferentes en una columna indican diferencia estadistica (Tukey;
p=0.05). + Error estdndar de la media. ¢ Means with different letters in a column
indicate statistical difference (Tukey; p<0.05). + Standard error of the mean.

inocular que present6 colonizacién ectomicorricica
no buscada debido a que el experimento se realizé en
condiciones normales de vivero, donde es posible la
existencia de propdgulos de hongos ectomicorricicos
radicados de forma natural (Figura 6). Al respecto,
Salgado-Salomén er al. (2009) aportaron evidencia
de que existen fuentes de inéculo micorricico en los
viveros de produccién acelerada (sistema tecnifica-
do), las cuales pueden provenir de los sustratos, del
agua de riego o por esporas que existen en el sitio.

En nuestro estudio los niveles de micorrizacién
concuerdan con lo informado por Vicente-Arbona
et al. (2019), quienes encontraron 61% de tasa de
micorrizacién en P greggii inoculado con L. laccata.
Resultados miés altos de micorrizacién en P greggii a
los de este estudio, son los valores mayores al 77%
publicados por Méndez-Neri ez al. (2011) al inocular
con H. mesophaeum, L. laccata 'y Suillus aff. pseudo-
brevipes.

Martinez-Reyes e al. (2012) encontraron 79.5%
de micorrizacién en P greggii inoculado con H.
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fertilization, as in the study by Dominguez-Nufez ez
al. (2004), are attributed to the fact that mycorrhizal
symbiosis, depending on establishment stage and
functionality, may become a carbon consumption
cost for the host plant, leading to lower growth
(Pinkas et al. 2000).

Controlled inoculation

The percentage of mycorrhizal colonization
ranged from 37 to 63%. HEFA
presented the highest percentage, followed by
HEFB treatment; in both cases, we should note
the application of the inoculant with exotic fungal
spores. Then, with values between 52 and 55%,
HN and HE treatments, fertilized and unfertilized,
followed. The lowest percentage was obtained in T,
uninoculated treatment that presented unintended
ectomycorrhizal colonization because the experiment
was carried out under normal nursery conditions,

treatment
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Figura 6. Porcentaje de colonizacién micorricica (Tukey; p=<0.05) en raices de P greggii 11 meses después de su siembra en
vivero bajo nueve tratamientos evaluados. FB = Fertilizacion Baja, FA = Fertilizacion Alta, HN = Hongos Nativos, HE =
Hongos Exéticos, HNFB = Hongos Nativos y Fertilizacién Baja, HNFA = Hongos Nativos y Fertilizacién Alta, HEFB =
Hongos Exéticos y Fertilizacién Baja, HEFA = Hongos Exéticos y Fertilizacién Alta.

Figure 6. Percentage of mycorrhizal colonization (Tukey; p < 0.05) in P greggii roots 11 months after planting in the nursery
under nine evaluated treatments. FB = Low Fertilization, FA = High Fertilization, HN = Native Fungi, HE = Exotic
Fungi, HNFB = Native Fungi and Low Fertilization, HNFA = Native Fungi and High Fertilization, HEFB = Exotic
Fungi and Low Fertilization, HEFA = Exotic Fungi and High Fertilization.

mesophaeum. Pero, Renteria-Chavez ez al. (2017) ob-
tuvieron valores menores a 30% en la colonizacién
micorricica en P greggii, inoculado con Hebeloma
leucosarx P.D. Orton, L. laccata 'y L. bicolor (Maire)
PD. Orton. Segtin Tateishi ez al. (2003), porcentajes
de micorrizacién mayores al 60% se consideran altos.

En otras especies del género Pinus se encontraron
resultados similares. Barragdn-Soriano ez al. (2018)
encontraron 76% de micorrizacién en P montezumae
inoculado con H. mesophaeum. En contraste, Balta-
sar et al. (2007) inocularon con Rhizopogon roseolus
(Corda) Th. Fr. en P ponderosa Dougl. ex Laws. y
encontraron 38% de micorrizacién en el tratamiento
mejor con fertilizacién baja, y porcentajes menores
con fertilizacién alta.

Las diferencias en los porcentajes de micorriza-
cién resaltan la importancia de seleccionar especies
de hongos ectomicorricicos adecuados y de utilizar la
técnica de inoculacién apropiada (Gonzélez-Ochoa
et al. 2003). En nuestro estudio, por medio de mi-
corrizacién controlada se confirmé la amplitud de la
capacidad colonizadora (de media baja a alta) de las
especies fingicas probadas y su compatibilidad con
Pinus greggii. Las diferencias en PCM encontradas
entre tratamientos se atribuyeron principalmente al
nivel de compatibilidad planta-hongo.
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where the existence of naturally-based propagules
of ectomycorrhizal fungus is possible (Figure 6). In
this regard, Salgado-Salomén ez al. (2009) provided
evidence about sources of mycorrhizal inoculum
found in accelerated production nurseries (high
technology systems). These spores may proceed from
substrates, irrigation water or spores already existent
on site.

In our study, the levels of mycorrhizal colonization
agree with those reported by Vicente-Arbona ez al.
(2019), who found a 61% mycorrhizal colonization
rate in P greggii inoculated with L. laccata. Whereas
higher mycorrhizal colonization results in P greggii
than those in our study, are those values higher than
77% reported by Méndez-Neri ez al. (2011), after
inoculating plants with H. mesophaeum, L. laccata
and Suillus aff. pseudobrevipes.

Martinez-Reyes et al. (2012) found 79.5%
mycorrhization in P greggii inoculated with H.
mesophaeum. But Renteria-Chavez er al. (2017)
obtained values lower than 30% in mycorrhizal
colonization in P greggii, inoculated with Hebeloma
leucosarx PD. Orton, L. laccata and L. bicolor
(Maire) PD. Orton. According to Tateishi ez al.
(2003), mycorrhizal percentages higher than 60%
are considered high.
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Caracterizaciéon de ectomicorrizas

Con el inoculante MycorTree Ecto-inyectable
se generaron dos morfotipos afines a Scleroderma
citrinum (Figura 7A) y a Pisolithus tinctorius (Figu-
ra 7B), el primer morfotipo se encontré en propor-
cién mayor que el segundo. Para ambos morfotipos,
las ectomicorrizas formadas en los tratamientos sin
fertilizar o con fertilizacién baja se encontraron en
etapa madura; mientras que en los tratamientos con
fertilizacién alta las estructuras se observaron en el
desarrollo inicial.

El morfotipo afin a S. citrinum se caracterizé por
presentar ectomicorrizas estipitadas, con ramifica-
cién dicotémica, color blanco parduzco sin presen-
cia de rizomorfos en etapa de desarrollo inicial. En
etapa madura mostré ectomicorrizas con ramifica-
cién coraloide estipitada, color blanco amarillento,
terminaciones rectas no ramificadas y presencia de
rizomorfos (DEEMY, 2019). El morfotipo afin a Pi-
solithus tinctorius presenté estructuras coraloides esti-
pitadas con ramificaciones dicotémicas, dpices rectos
no ramificados, color marrén amarillento y presencia
de rizomorfos de conexi6n restringida. Esta caracte-
rizacidn coincide con la observada por Valdés ez al.
(2019) para P tinctorius en simbiosis con P devonia-
na; también utilizaron inéculo de origen comercial.

Los resultados con el inoculante Ecto-Myc', com-
puesto de una mezcla de esporas de hongos nativos
(Lactarius indigo, Amanita rubescens, Amanita sp.,
Ramaria sp. y Boletus sp.), no representaron la mis-
ma diversidad de especies que lo componen. Es

In other species of the genus Pinus, similar results
were found. Barragin-Soriano ez al. (2018) reported
76% mycorrhization in P montezumae inoculated
with H. mesophaeum. In contrast, Baltasar ez al.
(2007) inoculated P. ponderosa Dougl. ex Laws. with
Rhizopogon roseolus (Corda) Th. Fr., and found 38%
mycorrhizal colonization in the best treatment with
low fertilization, but lower percentages with high
fertilization.

The differences in the percentages of mycorrhizal
colonization emphasizes the importance of selecting
suitable ectomycorrhizal fungal species, and using
the appropriate inoculation technique (Gonzilez-
Ochoa et al. 2003). In our study, by means of
controlled mycorrhizal infection, the amplitude of
colonizing capacity (from medium-low to high) of
the tested fungal species was confirmed, as well as
their compatibility with Pinus greggii. The differences
in PCM found among treatments were mainly
attributed to the level of plant-fungus compatibility.

Characterization of ectomycorrhizae

With the MycorTree Ecto-injectable” inoculant,
two morphotypes related to Scleroderma citrinum
(Figure 7A) and Pisolithus tinctorius (Figure 7B)
were generated. The first morphotype was found
in a greater proportion than the second. For both
morphotypes, the ectomycorrhizae formed in the
unfertilized or low fertilization treatments were
found in the mature stage; while in treatments with
high fertilization, the structures were observed in
their initial development.

Figura 7. Estructuras micorricicas. A) morfotipo afin a S. citrinum; B) morfotipo afin a P, tinctorius, identificados en raices de

plantas de P greggii del tratamiento 5.

Figure 7. Mycorrhizal structures. A) morphotype related to S. citrinum; B) morphotype related to P, tinctorius, identified in roots

of P. greggii plants from treatment 5.
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posible que algunas de las esporas no lograran germi-
nar y colonizar las raices de las plantas. Una explica-
cién factible es que las esporas de algunas especies de
hongos ectomicorricicos germinan mds rdpido que
otras, porque requieren condiciones ambientales es-
pecificas (Nara, 2009; Ishida ez al., 2008).

Dos morfotipos principales se identificaron; el
primero afin a Amanita spp. con ramificacién dico-
témica, terminaciones rectas no ramificadas, forma
cilindrica no inflamada y afilada, de colores ocre,
ocre-amarillento o blanco con presencia de rizomor-
fos (Figura 8A) (DEEMY, 2019). Es preciso sefialar
que los productos comerciales no siempre tienen
identificadas las especies de hongos que contienen,
lo cual dificulta relacionar la descripcién de las mi-
corrizas formadas con el contenido de una especie en
particular.

La incertidumbre respecto de las especies conte-
nidas en este inoculante comercial, en principio oca-
siona duda y no deja claro si la colonizacién tiene
efectos sinérgicos o deletéreos sobre la calidad de la
planta inoculada. Asi que es dificil determinar cual
especie de hongo ectomicorricico aporté beneficios
mayores al fitobionte probado; este es el caso del se-

The morphotype related to S. citrinum was
characterized by presenting stipitate ectomycorrhizae,
with  dichotomous branching, brownish-white
color without the presence of rhizomorphs in the
initial development stage. In its mature stage, this
morphotype showed ectomycorrhizae with stipitate
coral-like branching, yellowish-white color, straight
unbranched terminations and the presence of
rhizomorphs (DEEMY, 2019). The morphotype
similar to Pisolithus tinctorius presented stipitate
coral-like structures with dichotomous branches,
straight unbranched apices, yellowish-brown color,
and presence of restricted connection rhizomorphs.
This characterization coincides with that observed by
Valdés ez al. (2019) for P tinctorius in symbiosis with
P devoniana; they also used inoculum of commercial
origin.

The results with the inoculant Ecto-Myc),
composed of a mixture of spores of native fungi
(Lactarius indigo, Amanita rubescens, Amanita sp.,
Ramaria sp. and Boletus sp.), did not represent
the same diversity of species that compose it. It is
possible that some of the spores failed to germinate
and colonize the roots of the plants. A plausible

Figura 8. Estructuras micorricicas del inoculante Ecto-Myc'. A) Morfotipo afin a Amanita spp. B) Morfotipo afin a Laccaria spp.
C) Espora afin a Laccaria spp. D) Cuerpo fructifero afin a Laccaria spp.

Figure 8. Mycorrhizal structures of the Ecto-Myc' inoculant. A) Morphtype related to Amanita spp. B) Morphtype related to
Laccaria spp. C) Spore related to Laccaria spp. D) Sporophoro related to Laccaria spp.
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gundo morfotipo encontrado, afin al género Lacca-
ria spp., el cual presentd ramificacién dicotémica de
longitud igual, con constricciones en la base de las
ramificaciones, desde la parte media y casi al llegar
a los dpices, color marrén anaranjado (Rodriguez-
Gutiérrez et al., 2019) (Figura 8B). La identificacién
a nivel de género se basé en la presencia de esporas
compatibles con Laccaria spp. al momento de ana-
lizar el producto y determinar la concentracién de
esporas. Incluso, en los tratamientos donde se aplicé
este inoculante se observaron cuerpos fructiferos de
este género (Figura 8Cy 8D).

La certeza en el contenido del inéculo puede sol-
ventarse si la recoleccién de los cuerpos fructiferos de
hongos silvestres se hace en forma directa en campo,
para procesarlos por medio de secado, molido, tami-
zado, empaquetado y almacenado (Carrasco-Her-
ndndez ez al., 2018), y de esta manera, el inoculante
queda disponible para su aplicacién en las raices de
las plantas.

CONCLUSIONES

La adicién de fertilizante de liberacién controlada
e inoculacién con productos comerciales con hongos
ectomicorricicos resulté una alternativa buena para
producir planta de P greggii de calidad, sobre la base
de los requerimientos que estipula la norma mexica-
na NMX-AA-170-SCFI-2016. La falta de fertiliza-
cién ocasioné un desarrollo deficiente de la planta,
respecto a la norma.

El porcentaje promedio de colonizacién micorri-
cica no tuvo influencia del tipo de inoculante o dosis
de fertilizacién, sino por el nivel de compatibilidad
planta-hongo.

No todas las esporas de las especies de hongos na-
tivos contenidas en el inoculante comercial formaron
estructuras micorricicas en las raices de las plantas de
P, greggii. De modo que no fue posible determinar si
existié incompatibilidad especifica de alguna de ellas
con la especie forestal estudiada.
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explanation is that the spores of some species
of ectomycorrhizal fungi germinate faster than
others, because they require specific environmental
conditions (Nara, 2009; Ishida ez 4/., 2008).

Two main morphotypes were identified; the first
related to Amanita spp. with dichotomous branching,
straight unbranched terminations, non-inflamed and
sharp cylindrical shape, ochre, ochre-yellowish or
white, with the presence of rhizomorphs (Figure 8A)
(DEEMY, 2019). It is worth noting that commercial
products do not always have the species of fungi they
contain identified, which makes it difficult to relate
the description of the mycorrhizae formed with the
content of a particular species.

The uncertainty regarding the species contained
in a commercial inoculant, in principle causes doubt
and does not make it clear if the colonization has
synergistic or deleterious effects on the quality of the
inoculated plant. Therefore, it is difficult to determine
which species of ectomycorrhizal fungus provided
greater benefits to the tested phytobiont. This was the
case of the second morphotype found, related to the
genus Laccaria spp., which displayed dichotomous
branching of equal length, with constrictions at
the base of the branches, orange-brown color in
the middle part, and almost at reaching the apices
(Rodriguez-Gutiérrez ez al., 2019) (Figure 8B).
Identification at the genus level was based on the
presence of spores compatible with Laccaria spp. at
the time of analyzing the product and determining
the concentration of spores. Furthermore, in the
treatments where this inoculant was applied, there
were fruiting bodies of this genus (Figure 8C and
8D).

Certainty in the inoculum content can be attained
if the collection of the fruiting bodies of wild fungi
is done directly in the field. In order to process them
through drying, grinding, sieving, packaging and
storage (Carrasco-Herndndez er al., 2018). In this
way, the inoculant is available for its application to
the roots of the plants.

CONCLUSIONS

The addition of controlled release fertilizer and
inoculation with commercial products containing
ectomycorrhizal fungi resulted in a good alternative
to produce quality P greggii plants, based on the
requirements in the Mexican standard NMX-AA-

ARTICULO CIENTIFICO
DOI: https://doi.org/10.47163/agrociencia.v55i3.2419



Pinus greggii ENGELM.: RESPUESTA A LA INOCULACION MICORRICICA CONTROLADA Y A LA FERTILIZACION EN VIVERO

del apoyo del desarrollo del experimento en el Vivero Forestal

“Praxedis Guerrero”.
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170-SCFI-2016. The lack of fertilization caused
poor development of plants when compared to the
standards.

The average percentage of mycorrhizal
colonization was not influenced by the type of
inoculant or fertilization dose, but by the level of
plant-fungus compatibility.

Not all the spores of the native fungal species
contained in the commercial inoculant formed
mycorrhizal structures in the roots of P greggii plants.
Thus, it was not possible to determine if there was
a specific incompatibility of any of them with the
forest species studied.
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