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RESUMEN

Lasespecies forestales dependen de la simbiosis que realizan
con los hongos ectomicorrizicos, para un crecimiento
o6ptimo. Adicionalmente México es un importante
reservorio cultural y biolégico de especies de hongos
silvestres comestibles a nivel mundial. A pesar de la gran
importancia ecoldgica, antropoldgica y practica, existen
escasas descripciones de las ectomicorrizas formadas entre
hongos ectomicorrizicos comestibles y plantas nativas de
México. En el presente trabajo, se realizo la descripcion
morfoldgicade las ectomicorrizas de los hongos comestibles
Laccaria bicolor y L. proxima en asociacion con Pinus
patula y P. pseudostrobus. La sintesis de las micorrizas
estudiadas se efectué mediante la inoculacidn con esporas
en un sustrato estéril, bajo condiciones de invernadero.
Se describen las ectomicorrizas formadas en plantas 397
dias después de la siembra de pinos y de la inoculacion
con las especies fungicas. Se observaron diferencias en la
micromorfologia de las ectomicorrizas de ambas especies
fingicas, siendo los principales caracteres distintivos, la
longitud de laectomicorriza, el tipo deramificacion, la forma
de las puntas no ramificadas y el color de los 4pices. Ambas
especies presentaron el mismo arreglo anatomico de la capa
externadel manto. Se adicionatambién ladescripcion de las
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ABSTRACT

For an optimum growth, forest species depend on the
symbiosis with ectomycorrhizal mushrooms. Additionally,
Mexico is an important cultural and biological reserve of
species of wild edible mushrooms at world level. In spite of
huge ecological, anthropological and practical importance,
there are scarce descriptions of ectomycorrhizas formed
between edible ectomycorrhizal mushrooms and native
plants of Mexico. In this work was done the morphological
description of ectomycorrhizas of edible mushrooms
Laccaria bicolor and L. proxima in association with Pinus
patula and P. pseudostrobus. The synthesis of the studied
mycorrhizas was made by means of the inoculation with
spores in a sterile substrate, under greenhouse conditions.
The ectomycorrhizas formed in plants 397 days after
the planting of pines and of the inoculation with fungal
species are described. Differences were observed in the
micromorphology of the ectomycorrhizas of both fungal
species, being the main distinctive characters, the length
of the ectomycorrhiza, the ramification type, the shape of
non-ramified tips and the color of the apexes. Both species
showed the same anatomical arrangement of the external
layer of the manttle. It is also added the description of the
sporocarp of Laccaria bicolor and L. proxima. This study
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esporomas de Laccaria bicolor y L. proxima. Este estudio
se realizo en el laboratorio de micorrizas del Programa
de Edafologia del Colegio de Postgraduados en Ciencias
Agricolas (CP) en 2009.

Palabras clave: Laccaria bicolor, L. proxima, Pinus patula,
P. pseudostrobus.

INTRODUCCION

En la mayoria de bosques templados y boreales las especies
de arboles presentes forman asociaciones ectomicorrizicas
(Smith y Read, 2008). Estas asociaciones contribuyen a la
biodiversidad de suelos y al funcionamiento del ecosistema,
siendo reguladores de laproductividad de los bosques (Smith
y Read, 2008). En general, los hongos micorrizicos y en
particularlos ectomicorrizicos, realizan diversas aportaciones
benéficas a las plantas los cuales incluyen la transferencia de
aguay nutrimentos hacia los arboles asociados (Pérez-Moreno
y Read, 2001ay 2001b; Pérez-Moreno y Read, 2004).

Se estima que existen mas de 5 000 especies de hongos
(pertenecientes a los basidiomicetes y ascomicetes) y
alrededor de 2 000 plantas (tanto angiospermas como
gimnospermas) que forman simbiosis ectomicorrizicas
(Agarwal y Sah, 2009). Adicionalmente, México es un
importante reservorio cultural y biolégico de hongos silvestres
comestibles a nivel internacional. Un gran porcentaje de las
especies de hongos silvestres comestibles en México forman
asociaciones ectomicorrizicas (Pérez-Moreno et al., 2008).

Algunas especies de hongos ectomicorrizicos pueden ser
cultivados en laboratorio, para su posterior utilizacioén en
micorrizaciones controladas de plantas en vivero, siendo
necesario determinar las condiciones y técnicas culturales
que permitan la optimizacion de esta simbiosis hongo-
planta. Por ello la adecuada seleccion e identificacion de
las especies de hongos micorrizicos como simbiontes y
su posterior manipulacion, tanto en laboratorio como en
vivero, pueden ser aspectos claves para lograr con éxito el
establecimiento de especies vegetales en campo (Honrubia
etal.,1992; Pereira et al., 2007).

Dado que existen diferencias morfoldgicas entre las raices
ectomicorrizadas con diferentes especies de hongos,
la caracterizacion morfoldgica de las ectomicorrizas
es fundamental para un manejo adecuado en vivero de
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was carried out in the laboratory of mycorrhizas of the
Program of Edaphology of Colegio de Postgraduados en
Ciencias Agricolas (CP) in 2009.

Key words: Laccaria bicolor, L. proxima, Pinus patula, P.
pseudostrobus.

INTRODUCTION

In most of temperate and boreal forests the existing species
of trees form ectomycorrhizal associations (Smith and
Read,2008). These associations are the main contribution to
the biodiversity of soils and the operation of the ecosystem,
being regulators of productivity and composition in
forests (Smith and Read, 2008). In general, mycorrhizal
mushrooms and in particular the ectomycorrhizal, make
diverse beneficent contributions to plants which include the
transfer of water and nutriments toward the associate trees
(Pérez-Moreno and Read, 2001aand 2001b; Pérez-Moreno
and Read, 2004).

It is considered that exist more than 5 000 species
of mushrooms (belonging to the basidiomicetes and
ascomicetes) and around 2 000 plants (as much angiosperms
as gymnosperms) that form ectomycorrhizal symbiosis
(Agarwal and Sah, 2009). Additionally, Mexico is an
important cultural and biological reserve of wild edible
mushrooms at international level. A great percentage of
the species of wild edible mushrooms in Mexico form
ectomycorrhizal associations (Pérez-Moreno et al.,2008).

Some species of ectomycorrhizal mushrooms can be
cultivated in laboratory, for their later use in controlled
mycorrhization of plants in mursery, being necessary to
determine the technical and cultural conditions that allow
the optimization of this symbiosis mushroom-plant. For
this the appropriate selection and identification of species
of mycorrhizal mushrooms as symbionts and their later
manipulation, as much in laboratory as in nursery, they can
be key aspects to achieve with success the establishment of
vegetable species in field (Honrubia et al., 1992; Pereira et
al.,2007).

Since morphological differences exist among the
ectomycorrhizal roots with different species of
mushrooms, the morphological characterization of
ectomycorrhizas is fundamental for a proper handling in
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inoculaciones controladas. Sin embargo, en México esta
caracterizacion se ha efectuado para muy pocas especies
fingicas y vegetales.

El género Laccaria ha sido utilizado ampliamente, por
ser un hongo cosmopolita (Cairney y Chambers, 1999).
Mueller (1992) reconocio 19 especies para Estado Unidos de
Américay tentativamente 40 a nivel mundial. Las especies
de Laccaria forman ectomicorrizas con un amplio rango de
hospederos (Pinaceae, Pinus, Larix, Picea, Pseudotsuga,
Dipterocarpaceae, Dipterocarpus, Fagaceae, Betula,
Myrtaceae, Eucalyptus, Leptospermum, Picea, Tsuga, Abies,
Fagus, Nothofagus, Quercus, Tiliaceae, Tilia, Salicaceae
y Salix). Dentro de esta gran diversidad de especies se
encuentran Laccaria proxima y L. bicolor, las cuales han
recibido escasa atencion en cuanto a sudescripciony sintesis
en laboratorio.

Debido al gran potencial de utilizacion que tienen las
especies del género Laccaria en México (Pérez-Moreno et
al.,2008; Perea-Estrada et al., 2009), en el presente trabajo
se efectuod la descripcion macro y micromorfologica de
ectomicorrizas sintetizadas entre Laccaria bicolor 'y L.
proxima con Pinus pseudostrobus y P. patula.

MATERIALES Y METODOS

Las semillas de Pinus pseudostrobus y P. patula fueron
esterilizadas con peroxido de hidrogeno (H,0,) al 30%. Se
utilizaron tubetes de plastico negro de 140 ml los cuales se
lavaron y desinfectaron con alcohol previo a su llenado con
el sustrato. El sustrato utilizado consistié en una mezcla
de arena-corteza-suelo en proporcion 2:2:1, el cual fue
esterilizado con vapor de agua durante 24 h.

Los tubetes se llenaron con el sustrato, dejando en la parte
superior un espacio aproximadamente al 10% del volumen
para aplicar el in6culo y posteriormente se llenaron en su
totalidad. Se coloco la semilla de cada pino por tubete a una
profundidad aproximada de 0.5 cm y se agregd una capa
de granos finos de tezontle (<0.5 cm de diametro) en la
superficie para cada tubete.

Lagerminacion ocurrio, tres semanas después de la siembra
yseaplico el fungicida Captan en proporcionde2 gL', cada
tercer dia hasta que el tallo estuvo lignificado a fin de evitar
el “damping off . A cada planta se inoculé con 10¢a 108

nursery of controlled inoculations. However, in Mexico
this characterization has been made for very few fungal
species and vegetables.

The genus Laccaria has been used thoroughly, by being
a worldwide mushroom (Cairney and Chambers, 1999).
Mueller (1992) recognized 19 species for United States
of America and tentatively 40 at world level. The species
of Laccaria form ectomycorrhizas with a wide host
range (Pinaceae, Pinus, Larix, Picea, Pseudotsuga,
Dipterocarpaceae, Dipterocarpus, Fagaceae, Betula,
Myrtaceae, Eucalyptus, Leptospermum, Picea, Tsuga,
Abies, Fagus, Nothofagus, Quercus, Tiliaceae, Tilia,
Salicaceae and Salix). Inside this great diversity of species
are Laccaria proxima and L. bicolor, which have received
scarce attention as for their description and synthesis in
laboratory.

Due the great potential use that the species of genum
Laccaria in Mexico have (Pérez-Moreno et al., 2008;
Perea-Estradaetal.,2009), in this work was made the macro
and micromorphologic description of ectomycorrhizas
synthesized between Laccaria bicolor and L. proxima with
Pinus pseudostrobus and P. patula.

MATERIALS AND METHODS

The seeds of Pinus pseudostrobus and P. patula were
sterilized with hydrogen peroxide (H,0,) at 30%. Black
plastic tubes of 140 ml were used, washed and then
disinfected with alcohol before filling with the substrate.
The used substrate consisted on a sand-bark-soil mixture
in proportion 2:2:1, which was steam sterilized during
24 h.

The tubes were filled with the substrate, leaving
approximately in the superior partaspace at 10% of volume
to apply the innoculum and then they were filled in at full.
The seed of each pine was placed by tube at an approximate
depth of 0.5 cm and a layer of fine grains of tezontle was
added (<0.5 diameter cm) in the surface for each tube.

The germination occured three weeks after the planting
and Captan fungicide was applied in proportion of 2 g
L, every third day until the stem was lignified in order to
avoid "damping off". Each plant was inoculated with 10°
to 10® spores. The preparation of innoculum consisted on
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esporas. Lapreparacion del inoculo consistio en deshidratar
los pileos de los esporomas de Laccaria bicolory L. proxima
a una temperatura de 35 °C, los cuales se almacenaron en
viales de 1.5 ml hasta la inoculacion.

Los esporomas utilizados para el inoculo fueron adquiridos
enelmercado de Ozumba, el cual se encuentraubicadoenel
sureste del Valle de México. Las coordenadas extremas del
municipio son: 19° 02’ latitud norte y 98° 48’ 14> longitud
oeste y unaaltitud mediade 2 340 m. La parte norte y central
del municipio presentan un clima templado C(w2) (w) b(i)
g, con temperatura media anual entre 12 y 18 °C y la parte
sur del municipio posee un clima semicalido (A) C(w2)
(w)a(i"), con una temperatura media anual entre 12y 18 °C
(SEGOB, 2010).

Las especies de hongos ectomicorrizicos comestibles del
género Hebeloma y Laccaria, adquiridos en el mercado
de Ozumba, se describieron de acuerdo a las principales
caracteristicas macro y microscopicas especificadas por
Largent (1973); Largent et al. (1977). Las plantas desde la
siembra hasta la cosecha permanecieron en condiciones de
invernadero durante 397 dias, regandose cada tercer diacon
agua purificada.

Caracterizacion macro y micromorfoldégica

Lacaracterizacion macroy micromorfologicase efectuo 397
dias después de la siembra. El cepellon se remojo durante 24
h, posteriormente se retird la parte aérea del pino y se enjuagod
cuidadosamente la raiz, la cual fue dividida en tres areas
iguales: superior, media e inferior. Después se prosiguio a
extender la raiz de cada area y cortar segmentos de 5 cm, de
estos se seleccionaron al azar algunos para su posterior conteo
en el estereoscopio. Por cada area se contaron 200 raices
cortas, en total se contabilizaron 600 raices cortas por pino.

Se analizaron las caracteristicas micromorfologicas y
anatomicas mas comunes de las raices cortas micorrizadas
para cada especie tales como: longitud, didmetro, color,
tipo de ramificacion, forma de las puntas no ramificadas,
textura y anatomia externa del manto de las micorrizas;
el procedimiento se realiz6 de acuerdo al sistema de
informacion para caracterizacion y determinacion de
ectomicorrizas (Agerer y Rambold, 2009). Se tomaron
fotomicrografias en un estereoscopio Leica EZ4 a las
raices cortas micorrizadas en mejor estado y en las que se
observaron las caracteristicas distintivas para cada especie.

Violeta Carrasco-Hernandez et al.

dehydrating the pileus of sporocarp of Laccaria bicolor'y
L. proxima at a temperature of 35 °C, which were stored in
trays of 1.5 ml until the inoculation.

The sporocarps used for the innoculum were acquired in
the market of Ozumba, which is located in the southeast
of Valley of Mexico. The coordinates of the municipality
are: 19° 02' north latitude and 98° 48' 14" west longitude
and a average altitude of 2 340 m. The north and central
part of the municipality shows a temperate climate C(w2)
(W) b(i)g, with annual average temperature between 12 and
18 °C and the south part of the municipality has a climate
semiwarm (A) C(w2) (w) a(i’), with an annual average
temperature between 12 and 18 °C (SEGOB, 2010).

The species of ectomycorrhizal edible mushrooms of
genus Hebeloma and Laccaria, acquired in the market
of Ozumba, were described according to the main
macro and microscopic characteristic specified by
Largent (1973); Largent et al. (1977). The plants from
the sow until the harvest remained under greenhouse
conditions during 397 days, being irrigated every third
day with purified water.

Macro and micromorphological characterization

The macro and micromorphological characterization
were made 397 days after the sow. The rootball was
soaked during 24 h, later was retired the aerial section
of the pine and the root was rinsed carefully, which was
divided in three equal areas: top, medium and inferior.
Then the root of each area was extended and cut to 5 cm
segments, of these some were selected at random for their
later count in the stereoscope. For each area there were
200 short roots, in total 600 short roots were counted by
pine.

The most common micromorphological and anatomical
characteristic were analyzed of mycorrhizal short roots for
each species such as: lenght, diameter, color, ramification
type, shapes of non-ramified tips, texture and external
anatomy of the mantle of the mycorrhizas; the procedure
was carried out according to the system of information
for characterization and ectomycorrhizas determination
(Agererand Rambold, 2009). Photomicrograph were taken
in a Leica EZ4 stereoscope to mycorrhizal short roots in
better state and in those that the distinctive characteristics
were observed for each species.
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RESULTADOS Y DISCUSION

Tanto Laccaria laccata como L. proxima tienen una gran
importancia como especies comestibles en diversas partes
del centro y sur de México, en donde son conocidas con los
nombres comunes de “xocoyotl”, “xocoyoli” o “chocoyul”
(Pérez-Moreno et al., 2008). Adicionalmente, diversas
investigaciones han utilizado especies del género Laccaria,
para su aplicacion en la micorrizacion controlada de planta
de vivero, debido a que se han registrado efectos benéficos
en las plantas inoculadas, en comparacion con las plantas
no inoculadas en términos de crecimiento aéreo, radical y
contenido nutrimental; por ejemplo, Laccaria laccata con
Pinus pinaster (Peray Parladé¢, 2005), Laccaria bicolor con
Pseudotsuga menziesii (Parladé y Alvarez, 1993; Parladé
et al., 1997; Parladé et al., 1999), Pinus pinea (Parladé et
al., 1997; Rincon et al., 2001) y Pinus pinaster (Perrin
et al., 1994; Parladé et al., 1997; Parladé et al., 1999).

A pesar de la gran importancia de especies del género
Laccaria, a nivel internacional y en México son pocos
los estudios enfocados a la descripcion anatomica de las
ectomicorrizas de Laccaria bicolory L. proxima. Estudios
previosrealizaron la descripcion morfologicay anatomica de
Laccariabicolor(Santiago et al.,2003)y Laccaria proxima
(Agerer y Rambold, 2009); sin embargo, es necesario un
estudio, comparativo entre las principales caracteristicas
que distinguen estas especies. Es probable que la escasez
de trabajos enfocados a la descripcion morfologica y
anatomica de ectomicorrizas, se deba principalmente a los
tiempos prolongados necesarios para obtener ectomicorrizas
en estadios adultos. Por ejemplo, en nuestro caso se
utilizaron ectomicorrizas de estadios maduros, los cuales
se caracterizaron un afio después de la inoculacion.

Descripcion de esporomas

La caracterizacion e identificacion de los esporomas
ectomicorrizicos en campo es indispensable parauna colecta
adecuada, a continuacion se describen las caracteristicas
distintivas de los esporomas de Laccaria bicolory L. proxima
(Cuadro 1). Entotal se utilizaron 30 esporomas de cada especie
para efectuar su caracterizacion macro y micromorfologica.

En el Cuadro 1, se comparan las caracteristicas distintivas
entre Laccaria proximay L. bicolor en funcion del material
estudiado. Las principales caracteristicas que sobresalen
entre estas dos especies, es la mayor longitud en pileo y

RESULTS AND DISCUSSION

As much Laccaria laccata as L. proxima have a great
importance as edible species in diverse parts ofthe center and
south of Mexico where are known with the common names
of "xocoyotl", "xocoyoli" or "chocoyul" (Pérez-Moreno et
al., 2008). Additionally, diverse investigations have used
species of the genus Laccaria, for their application in the
controlled mycorrhization of nursery plant, because they
have registered beneficent effects in the inoculated plants,
in comparison with the plants not inoculated in terms of air
growth, radical and contained nutrimental; for example,
Laccaria laccata with Pinus pinaster (Pera and Parladé,
2005), Laccaria bicolor with Pseudotsuga menziesii
(Parladé and Alvarez, 1993; Parladé ez al., 1997; Parladé et
al., 1999), Pinus pinea (Parladé et al., 1997; Rincon et al.,
2001) and Pinus pinaster (Perrin et al., 1994; Parladé et al.,
1997; Parladé et al., 1999).

In spite of the great importance of species of the genus
Laccaria, at international level and in Mexico there
are few studies focused to anatomical description of
ectomycorrhizas of Laccaria bicolor and L. proxima.
Previous studies made the morphological and anatomical
description of Laccaria bicolor (Santiago et al.,2003) and
Laccaria proxima (Agerer and Rambold, 2009); however,
it is necessary a study, comparative between the main
characteristic that distinguish these species. It is probable
that the shortage of works focused to morphological and
anatomical description of ectomycorrhizas, is due mainly
at the necessary long times to obtain ectomycorrhizas in
mature state. For example, in our case ectomycorrhizas of
mature state were used, which were characterized one year
after the inoculation.

Sporocarps description

The characterization and identification of ectomycorrhizal
sporocarps in field are indispensable for an appropriate
collection, next the distinctive characteristics of sporocarps
of Laccaria bicolor and L. proxima are described (Table 1).
In total 30 sporocarps of each species was used to make its
macro and micromorphological characterization.

In Table 1, the distinctive characteristics are compared
between Laccaria proxima and L. bicolor in function of
studied material. The main characteristics that outstand
between these two species, are the biggest length in pileus
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estipite de Laccariaproximaylacoloracion violetaen laparte
basal del estipite de Laccaria bicolor. Las caracteristicas
de las dos especies de Laccaria descritas en el Cuadro 1,
coinciden con las descripciones realizadas por Mueller
(1992), aexcepcion de la formadel estipite y espora (Cuadro
2). En cuanto a las esporas se podria decir que tienden a ser
mas globosas que elipsoides; pues larelacion ancho-longitud
es minima de acuerdo a las mediciones de Mueller (1992).

Violeta Carrasco-Hernandez et al.

and stipe of Laccaria proxima and purple coloration in the
basal part of the stipe of Laccaria bicolor. The characteristics
of two species of Laccaria described in Table 1, coincide
with the descriptions carried out by Mueller (1992), to
exception in the shape of the stipe and spore (Table 2). About
the spores, they tend to be more spherical than ellipsoid;
because the relationship width-length is minimum according
to measurements of Mueller (1992).

Cuadro 1. Comparacion de las caracteristicas diagnosticas de Laccaria bicolory L. proxima en el material estudiado.
Table 1. Comparison of the diagnostic characteristics of Laccaria bicolor and L. proxima in the studied material.

Estructura Caracteristicas Laccaria bicolor Laccaria proxima
Pileo Forma Convexo Plano
Color Vino Vino
Diametro (mm) 8-207 20-60"
Estipite Forma Cilindrico Cilindrico
Color Vino y violeta en la parte basal’ Vino*
Ancho (mm) 2.4-6.8 3.6-9.3
Longitud (mm) 35-65* 20-80*
Laminas Adherencia Libres Libres
Color Rosa Rosa
Esporas Forma Globosa Globosa
Color Café Café
Ornamentacion Espinosa Nodulosa
Diametro (um) 5.5 5.2

*=principales caracteristicas distintivas de cada especie.

A continuacion se presenta la caracterizacion macro y
micromorfologicarealizada alasraices cortas micorrizadas
con Laccaria bicolor y L. proxima con Pinus patula y P.
pseudostrobus. Dichas especies de pino son nativas de
México y de gran importancia forestal. En el caso de Pinus
patula, aunque es una especie nativa de México en donde
posee una distribucion natural restringida, ha tenido mucho
¢éxito en plantaciones a nivel internacional, tanto en areas
tropicales como en zonas templadas desde ladécadade 1940,
incluyendo el sur de Africa, el subcontinente de la India,
América del Sur y Australia (Gillespie, 1992).

Laccaria bicolor. Raices micorrizadas con ramificaciones
en su mayoria dicotomicas (Figura Ic), y en menor
abundancia ausente de 1-4.5 mm de longitud y 0.3 mm de
diametro, sin rizomorfos y superficie lisa (Figura 1¢). Las
puntas no ramificadas de jovenes estaban estranguladas
entre la parte mas vieja y la mas joven o rectas, se observo
que en este estadio la base tiene una longitud apenas

Macro and micromorphological characterization carried
out to short mycorrhizal roots with Laccaria bicolor and L.
proxima with Pinus patula and P. pseudostrobus is hereafter
shown. This pine species are native of Mexico and of great
forest importance. In the case of Pinus patula, although it
is anative species of Mexico where has a restrictive natural
distribution, has been very successful in plantations at
international level, as much in tropical areas as in temperate
areas from the decade of 1940, including the south of Africa,
the subcontinent of India, South America and Australia
(Gillespie, 1992).

Laccaria bicolor. Mycorrhizal roots with ramifications in
their majority dichotomic (Figure 1¢), and in smaller extent
absence of 1-4.5 mm of length and 0.3 mm of diameter,
without rhizomorphs and flat surface (Figure 1¢). The not
ramified tips of youth were strangled between the oldest
part and the youngest or straigth, it was observed that
in this stage the base has a length hardly perceptible, its
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Cuadro 2. Descripcion macro y micromorfoldgica de raices cortas de Laccaria bicolory L. proxima.
Table 2. Macro and micromorphological description of short roots of Laccaria bicolor and L. proxima.

Estructura  Caracteristica L. bicolor L. proxima
Pileo Forma Convexo a plano y frecuentemente Acampanado a convexo, llega a ser
deprimido plano a levantado, algunas veces
deprimido
Color Rosaceo como la carne fresca Rojizo a marrén anaranjado
Didmetro (mm) 8-70 15-70
Estipite Forma Subclavado o levemente bulboso Subclavado, en ocasiones levemente
bulboso
Color Rojo marrén obscuro Rojo obscuro
Ancho (mm) SD 3-10
Longitud (mm) 23-85 24-72
Cuticula Fibrosa SD
Laminas Adherencia Distante o libre Distante o libre
Color Ligeramente vinaceo, Rosaceo de la carne
Esporas Forma Subglobosa, ampliamente elipsoide, Elipsoide
ocasionalmente globosa
Color SD SD
Ornamentacion Equinulada Equinulada
Longitud (pm) 8-11 7-9
Ancho (um) 7-9 6-8
SD=sin dato.

perceptible, su coloracion en las etapas iniciales fue café
claro, tendiendo a naranja y con el tiempo se tornaron café
rojizo con algunos puntos plateados; la base de la micorriza
permanecio6 café obscuro en sus diferentes etapas. Las
hifas de la capa externa del manto present6 un arreglo
plectenquimatoso. Macromorfologicamente se apreciaron
hifas gelatinosas de color café rojizo. Los primordios que
se observaron en tubetes de Laccaria bicolor presentaron
una coloracion rosa claro y en la base tonos violaceos.

Laccaria proxima. La micorriza presentd un tipo de
ramificacion en su mayoria ausente y en menor proporcion
dicotomica, con una longitud de 1 a 8 mm y 0.2 mm de
diametro, la morfologia de las puntas no ramificadas
fueron sinuosos o inclinados. De jovenes presentaban una
coloracion café claro distribuido homogéneamente; por el
contrario, con el tiempo se va diferenciado la base de un
color café obscuro y la punta café claro, con la terminacion
cilindrica (Figura 1f). En su etapa adulta la base es mayor
que el apice. El tipo de manto en la superficie era liso
(Figura 1d), su anatomia fue plectenquimatoso (Figura
1h). Macromorfolégicamente, se apreciaron estructuras
alargadas de las hifas, color café y blanco en las puntas.

coloration in the initial stages was brown clear, tending
to orange, and with the time became reddish brown with
some silver points; the base of mycorrhiza remained dark
coffee in its different stages. The hyphas of external layer
of the mantle showed a plectenchymatic arrangement.
Macromorphologically was appreciated gelatinous hyphas
ofreddish brown color. The primordium that were observed
intubes of Laccaria bicolor showed a clear pink coloration
and in the base purple tones.

Laccaria proxima. The mycorrhiza showed a ramification
type in its majority absent and in smaller dichotomic
proportion, with a length of 1 to 8 mm and 0.2 mm of
diameter, the morphology of the non-ramified tips was
serpentine or inclined. Of youth they showed a clear brown
coloration distributed homogeneously; on contrast, with the
time it is differentiated the base of a dark brown color and
the clear brown tip, with the cylindrical termination (Figure
1f). In their adult stage the base is bigger than the apex. The
mantle type in the surface was flat (Figure 1d), its anatomy
was plectenchymatic (Figure 1h). Macromorphologically,
lengthened structures of hyphas were appreciated, brown
and white color in the tips.
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Figura 1. Laccaria bicolor y L. proxima. a) esporoma de Laccaria bicolor; b) esporoma de Laccaria proxima; c)
ramificacion dicotomica de Laccaria bicolor con Pinus patula; d) acercamiento al morfotipo de Laccaria
proxima con Pinus pseudostrobus; €) Laccaria bicolor viva con Pinus patula; f) punta cilindrica de Laccaria
proxima con Pinus psedostrobus; g) esporas de Laccaria bicolor; y h) manto plectenquimatoso de Laccaria
bicolor. Las barras blancas en los incisos corresponden a: 4 mm (a), 8 mm (b) y I mm (¢, d, e y ).

Figure 1. Laccaria bicolor and L. proxima. a) sporocarp of Laccaria bicolor; b) sporocarp of Laccaria proximas c)
dichotomic ramification of Laccaria bicolor with Pinus patula; d) zoom to morphotype of Laccaria proxima
with Pinus pseudostrobus; e) Laccaria bicolor live with Pinus patula; f) cylindrical tipo of Laccaria proxima
with Pinus psedostrobus; g) spores of Laccaria bicolor; and h) plectenchymatic mantle of Laccaria bicolor.
White bars on incien los section correspond to: 4 mm (a), 8 mm (b) and 1 mm (¢, d, e y f).

En el Cuadro 3, se comparan las caracteristicas de
Laccaria laccata y L. bicolor descritas anteriormente.
Cabe destacar que las raices cortas de Laccaria proxima
fueron de mayor longitud, a diferencia de L. bicolor, esta
ultima se distingui6 principalmente por su coloracion del
manto café anaranjado en su etapa adulta ademas que la
mayor proporcion de raices cortas presentaron un tipo de
ramificacion dicotomica.

In Table 3, the previously described characteristics
of Laccaria laccata and L. bicolor are compared. It is
necessary to highlight that shortroots of Laccaria proxima
were of more length, contrary to L. bicolor, this last one
was distinguished mainly by their mantle coloration of
orange brown in their mature stage also that the biggest
proportion of short roots showed a type of dichotomical
ramification.
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Cuadro 3. Caracteristicas entre Laccaria bicolor y L. proxima de raices cortas micorrizadas en Pinus patula y
P. pseudostrobus después de 397 dias de la siembra e inoculacion.
Table 3. Characteristic between Laccaria bicolor and L. proxima of short mycorrhizal roots in Pinus patula and
P. pseudostrobus after 397 of planting and inoculation.

Caracteristicas Laccaria bicolor Laccaria proxima
Longitud (mm) 1-4.5 1-8*

Diametro (mm) 0.03 0.02

Proporcion de longitud (base: apice) Similar Mayor la base que el apice

Tipo de ramificacion

En sumayoria dicotdmicas*y en
menor proporcion ausentes

Mayoria ausente* y en menor
proporcion dicotomica

Forma de las puntas no ramificadas Recto* o moniliformes Sinuosas® o inclinadas®

Textura del manto Liso Liso

Color del apice (estadio juvenil) Cafg claro Cafg claro

Color del apice (estadio maduro) Café claro (cercano a naranja)* con  Café claro y la base del 4pice café
algunos puntos plateados obscuro

Anatomia en la capa externa del manto Plectenquimatoso Plectenquimatoso

*=principales caracteristicas distintivas de cada especie.

En general, las caracteristicas de Laccaria bicolor descritas
en el presente trabajo coinciden con las realizadas por
Santiago et al. (2003), a excepcion de la longitud y diametro
delamicorriza(Cuadro4). Enel casode Laccariaproxima,se
observaron diferencias conrespecto a las descritas por Agerer
y Rambold (2009) en el tipo de color del apice, diametro de
la micorriza y textura brillante del manto (Cuadro 4).

In general, the characteristics of Laccaria bicolor described
inthis work coincide with those carried outby Santiago et al.
(2003), to exception of length and diameter of mycorrhiza
(Table4). Inthe case of Laccaria proxima, difterences were
observed with regard to those described by Agerer and
Rambold (2009) in the type of color of the apex, diameter of
the mycorrhiza and brilliant texture of the mantle (Table 4).

Cuadro 4. Caracteristicas micromorfolégicas de las raices cortas micorrizadas con Laccaria spp., reportados en
estudios previos.
Table 4. Micromorphological characteristic of short mycorrhizal roots with Laccaria spp., reported in previous studies.

Caracteristicas Laccaria bicolor Laccaria proxima Laccaria laccata
(Santiago et al., 2003)¢ (Agerer y Rambold, 2009)* (Mohan et al., 1993)°

Longitud (mm) 2.5-3.6 8 5.5

Didmetro (mm) 0.4 0.6 0.6

Tipo de ramificacion Simple a dicotomica Dicotémica En su mayoria dicotomica 'y

raramente mono, tri y tetrapodial

Forma de las puntas SD Sinuoso a inclinado ligeramente tortuoso

no ramificadas

Textura del manto Granulosa y con brillo metalico Liso y brillante SD

Color del apice Café clara De blanco a café Blanco

(estadio juvenil)

Color del apice Naranja café Café rojizo Naranja claro a marrén grisaceo

(estadio maduro)

Anatomia en la capa Plectenquimatoso Plectenquimatoso Prosenquimatoso

externa del manto
*=descripcion de Laccaria proxima en Pinus sp.; *=descripcion de Laccaria laccata en Pinus patula en la India; “=descripcion de Laccaria bicolor en Pinus montezumae;
SD=sin dato.
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Enel Cuadro 3 y4, sesintetizan las caracteristicas distintivas
para cada especie fingica, siendo evidente la diferencia en
longitud entre especies. Enla etapa juvenil delas micorrizas,
las diferencias entre especies son casi imperceptibles y la
similitud se encontré en la anatomia de la capa externa del
manto.

CONCLUSIONES

Se logro con éxito lamicorrizacion de Pinus patula 'y Pinus
pseudostrobus con Laccaria bicolor y Laccaria proxima,
mediante la inoculacion con esporas.

Existieron diferencias morfoldgicas entre las raices cortas
de Laccaria bicolor y Laccaria proxima; aunque poco
perceptibles en sus estadios jovenes. Las caracteristicas
distintivas (longitud, didmetro, color, tipo de ramificacion,
forma de las puntas no ramificadas, textura y anatomia
externa del manto de las micorrizas) entre Laccaria
bicolory Laccaria proxima son mas notorias en su etapa
adulta.

Entérminos generales las caracteristicas micromorfologicas
por especie de hongo fueron iguales en Pinus patula 'y Pinus
pseudostrobus.

La descripcion de los esporomas de Laccaria bicolor'y
Laccaria proxima, es fundamental debido a su amplio uso
biotecnologico. La principal caracteristica distintiva entre
estas dos especies fue la diferencia en tamaiio del pileo y
estipite, asi como la coloracion violaceo intenso en la base
del estipite de Laccaria bicolor de la cual carece Laccaria
proxima.
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In Tables 3 and 4, the distinctive characteristics are
synthesized for each fungal species, being evident the
difference in length between species. It is necessary to
mention that in the juvenile stage of the mycorrhizas, the
differences between species are almost imperceptible. As for
main similarity it was found in the anatomy in the external
layer of the mantle.

CONCLUSIONS

It was achieved with success the mycorrhization of Pinus
patula and Pinus pseudostrobus with Laccaria bicolor and
Laccaria proxima by means of inoculation with spores.

Morphological differences existed between the short roots
of Laccaria bicolor and Laccaria proxima; although not
very perceptible in their young stages. The distinctive
characteristics (length, diameter, color, ramification type,
shapes of non-ramified tips, texture and external anatomy
of mantle of the mycorrhizas) between Laccaria bicolor
and Laccaria proxima are more notorious in its adult stage.

In general terms the micromorphological characteristic
for mushroom species was same in Pinus patula and Pinus
pseudostrobus.

The description of sporocarp of Laccaria bicolor and
Laccaria proxima are fundamental due to their wide
biotechnical use. The main distinctive characteristic between
these two species was the difference in size of the pileus and
stipe, as well as the intense purple coloration in the base of the
stipe of Laccaria bicolor of which Laccaria proxima lacks.

End of the English version
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