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RESUMEN

Se estudid el crecimiento de 10 cepas de hongos potencialmente
ectomicorrizicos, 7 de 1las cuales proceden de carpéforos
recolectados en bosques de Abies-Pinus y Pinus sp. del estado de
Tlaxcala, 2 de plantaciones de Juglans sp. del estado de Oaxaca y
1 de Estados Unidos. Las cepas &de Tlaxcala, pertenecen a 1los
siguientes taxa: Amanita muscaria, Amanita sp. Seccién Vaginatae,
Rhigopogon sp., Suillus granulatus y 8. tomentosus; las restantes
son de Pisolithus tinctorius.

Se hicieron pruebas de crecimiento en diferentes medios
nutritivos, observdndose que las cepas del mismo género mostraron
una coloracién y textura similar. El género Amanita se caracterizé
por presentar un micelio blanquecino a cremosoc y un crecimiento
irregular y lento; el género Rhigopogon por su coloracidén café
oscura y su colonia plana con algunas hifas aéreas; 8Suillus por su
coloracion café-naranja y su textura aterciopelada densa; Yy
Pisolithus tinctorius por su coloracién café-olivécea, su textura
algodonosa y su crecimiento répido.

Microscépicamente, el micelio que presentaron todas las cepas
es septado y de pared delgada. Las cepas de Pigolithus tinctorius
Yy Amanita presentaron fibulas, Suillus no presenté estas
estructuras pero se observaron incrustaciones en las hifas, siendo
mas conspicuas en los micelios viejos. Rhizopogon presentd pustulas
de tamafio irregular y fibulas escasas.

Para determinar la dinadmica de las cepas estudiadas, se
elaboraron graficas del crecimiento en cada medio nutritivo,
obteniéndose que las cepas con mayor rapidez de crecimiento fueron
las de Pisolithus tinctorius y las mas lentas las de Anmanita,
quedando como intermedias las cepas de 8uillus y Rhizopogon. La
mayoria de las cepas presentaron mejor crecimiento micelial en
Sabouraud (SAB), siguiéndole papa dextrosa agar (PDA), biotina-
aneurina-acido f6lico-agar (BAF) e Ingestad (ING). No hubo
correlacién entre la biomasa y el didmetro de la colonia va gue en
jos medios de ING y Melin y Norkrans modificado (MNM) se observd un
diametro final grande pero escasa produccién de biomasa.

En las pruebas de crecimiento en diferentes pH se encontré que
algunas cepas de Amanita, Suillus y Pisolithus tinctorius presentan
mejor desarrollo desde pH 4.0 hasta pH 6.0; en tanto algunas cepas
de Amanita y Rhizopogon se desarrollan mejor a pH de 6.0 y 5.0
respectivamente.

En las pruebas de sintesis in vitro se obtuvieron las
asociaciones de Pinus montegumae con B8uillus granulatus, 8.
tomentosus y Pisolithus tinctorius; y Pinus greegii con Rhizopogon,
Suillus granulatus y 8. tomentosus.
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INTRODUCCION

Los hongos son organismos que tienen gran importancia en el
mantenimiento de los bosques, porque ademds de ser degradadores de
materia organica, son capaces de formar asociaciones mutualistas
con numerosos &Arboles de importancia econémica (Le Tacon, 1985;
Malloch y Malloch, 1981; Molina y Trappe, 1982 a; Pope et al.,
1983; Trappe, 1984).

Estas asociaciones se llaman micorrizas y se establecen entre
los micelios flngicos y las raices secundarias de muchas plantas,
entre las gque destacan A&rboles de interés forestal que son
completamente dependientes de esta asociacién. Por esta razén, una
de las condiciones indispensables para el establecimiento de pinos
en &reas que se desean reforestar es la presencia de estos hongos
en sus raices (Dixon et al., 1981; Sohn, 1981; Vogt et al.,1982).

La importancia de la micorriza ectédtrofa o ectomicorriza no
estriba solamente en el papel fisiolégico de aumentar la superficie
de absorcién o de solubilizar sustancias necesarias para el
crecimiento de las plantas, sino también en otras funciones, tales
como la sugerida por Zak (1964) y comprobada por Marx y Davey
(1967, 1969) qulenes refieren que las raices que presentan
micorriza son menos susceptibles que las no micorrizadas a la
infeccién por patégenos radicales como Phytophtora cinnamonmi,
Pusarivm oxysporum Yy Rhizoctonia s=olani (Marx, 1973). Los
mecanismos de proteccién incluyen barreras fisicas (manto) contra
la penetracién de organismos patdgenos a la raiz y secrecién de
antibiéticos e inhibidores de crecimiento de patégenos (Marx, 1969,
1972; zak, 1964).

A la vez, la micorrizésfera es rica en bacterias, diatomeas,
actinomicetos y otros hongos (Marks y Foster, 1973). En algunas
ocasiones las plantas micorrizadas establecen interacciones con
bacterias del suelo, tales como Agzospirillum, Azmotobacter y
Clostridium, las cuales son fijadoras de nitrdgeno y crecen mejor
en presencia de exudados producidos por los hongos micorrizicos,
siendo en ocasiones totalmente dependientes de estos hongos y
beneficiando a las plantas por el incremento en las fuentes de
nitrégeno disponibles (Larsen et al., 1980 fide Amaranthus et al.,
1988; Amaranthus et al., 1987a, 1988).

Otra de las propiedades ecoldgicamente significativas de la
micorriza es el hecho de que provee a la planta de resistencia a
condiciones adversas, tanto a heladas (Cromer, 1935; Harley, 1940)
como a sequias (Amaranthus et al. 1987 a, 1987 b; Goss, 1960).



ANTECEDENTES
GENERALIDADES

Solamente el 3 % de las fanerdgamas presentan ectomicorriza,
siendo esta asociacién mds comiGn en plantas de 1las familias
Pinaceae, Salicaceae, Betulaceae y Fagaceae; en otras familias como
Ulmaceae, Dipterocarpaceae, Rosaceae, Caesalpinioidea, Sapindaceae,
Aceraceae, Tiliaceae, Myrtaceae y Ericaceae solamente existe la
asociacién en algunos taxa. Los géneros: Arbutus, Cupressus,
Bucalyptus, Juniperus, Malus, Pyrus, 8alix, y Tilia pueden formar
micorriza vesiculo-arbuscular (VA) y ectomicorriza (Meyer, 1873).

Existen plantas ectomicorrizicas obligadas gue pertenecen a
los géneros Abies, Carpinus, Fagus, Larix, Picea, Pinus y Quercus,
las cuales no tienen éxito sin sus respectivos simbiontes, y
plantas ectomicorrizicas facultativas tipicas de los géneros acer,
Alnus, Betula, Corylus, Cupressus, Bucalyptus, Juniperus, Pyrus,
Balix y Ulmus, las cuales son capaces de vivir en ausencia del
hongo simbionte (Meyer op oit., 1973).

Los hongos formadores de ectomicorriza pertenecen a géneros
como Amanita, Boletus, Cenocococum, Chloridium, Complexipes,
Blaphomyces, Endogone, Hebeloma, Lactarius, Paxillus, Pisolithus,
Rhizopogon, Russula, Scleroderma, Sepultaria, suillus, Telephora y
Tuber, que son simbiontes obligados en condiciones naturales. En
algunos casos es imposible el aislamiento en cultivos puros; para
otros el crecimiento es escaso, pero también existen organismos
cuyo aislamiento es facil y crecen bien en cultivos puros. Este
grupo puede tener una gama amplia de hospederos y ademds puede
crecer saprofiticamente (Jackson y Mason, 1984).

La ectomicorriza estd integrada por una trama de células
fngicas que rodea a la raiz formando un pseudotejido llamado
manto; continuando con una capa de células de color café oscuro
nombrada capa de taninos, que es capaz de inhibir el desarrollo de
la micorriza; y la penetracidén intercelular de las hifas del hongo,
formando la red de Hartig que es la evidencia de la verdadera
micorriza (Fig. 1) (Jackson y Mason, 1984; Marks y Foster, 1973).

Las raices micorrizadas difieren de’las no infectadas por su
morfologia gruesa, cuando las dos tienen la misma edad, difiriendo
en forma segGn el hospedero. Por ejemplo, en Abies, Fagus Yy
Eucalyptus las micorrizas son pinadas, en tanteo en Pinus hay
ramificacién dicotémica, coraloide o nodulosa cuando las
ramificaciones son repetitivas y con crecimiento apical lento {Fig.
2). El1 color estd influenciado por la capa de taninos gue se
encuentra abajo del manto, aungque éste puede variar con el
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Fig. 1. Diagrama de un corte transversal
de micorrizas de Picea formada
por cuatro hongos diferentes. (Tomado de
Jakson y Mason, 1984)
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“Figura 2. Tipos de ramificacion
(tomado de Agerer, 1987 a)
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tiempo. El manto de la micorriza puede ser variable en la forma
como cubre a la raiz (Ingleby et al., 1990) ademés de presentar en
ocasiones estructuras tales como pelos, cistidios y rizomorfos
(Marks y Foster, 1973).

’ La formacidén de la micorriza aparentemente tiene dos fases: 1)
Infeccién primaria, en la cual el hongo no infecta a las plantulas
aunque en el suelo se encuentren propdgulos. Los hongos forman una
trama de hifas alrededor de la raiz primaria y con el tiempo se
forman las primeras raices secundarias las cuales crecerén entre la
trama del hongo; y 2) Cuando el protoxilema aparece, la penetracién
ocurre entre las células corticales forma&ndose la red de Hartig,
penetrando en ocasiones hasta la endodermis (Fig. 3), sin embargo
algun;s veces la penetracién no llega a ocurrir (Marks y Foster,
op. cit.).

El crecimiento de las plantGlas se efectua en un periodo corto
cuando las condiciones son favorables, en el momento que no hay
frio, sequia ni escasez de nutrimentos; en este lapso la micorriza
incrementa su capacidad para capturar recursos precozmente,
.alargando la vida de la raiz y protegiéndola contra patégenos
(Amaranthus et al., 1988).

Se conoce poco acerca de la persistencia y distribucién del
hongo ectomicorrizico en ausencia del hospedero; Hacskaylo (1973)
sugirié que no persiste muche tiempo sin &1, aungue se ha
observado que las esporas y algunos fragmentos de hifas son
metabélicamente activos después de dos afios (Person, 1982; Ferrier
y Alexander, 1985).

El proceso de infeccién de la raiz por el hongo (usualmente un
basidiomiceto) depende de las condicicnes fisiolégicas especificas
de la raiz, definiéndose una zona de formacidén de la micorriza. No
existen reportes de infeccién intercelular en el tejido del
meristemo apical, tampoco hay penetracién al tejido de 1la
endodernmis y estele y no existe asociacién cuando las células estéan
moribundas o muertas (Fig. 3) (Marks y Foster, 1272).

Cuando plantas producidas con suelos forestales se trasladan
a medios adversos, su sobrevivencia es baja, 1o que contribuye a la
alta mortalidad de plantas en las campafias de reforestacién (Perry
et al., 1987), razbn por la cual las micorrizas tienen una gran
importancia prédctica y se han incrementado los ensayos sobre la
influencia de los hongos micorrizicos sobre las coniferas usadas en
los programas de reforestacién (Bjorkman, 1967, 1970; Hacskaylo y
Vozzo, 1967).

Molina y Trappe (1982 ¢) mencionaron que los hongos varian en
su habilidad para formar micorrizas, agrupdndolos en 3 categorias:
1) hongos con amplio potencial ectomicorrizico, baja especificidad
y esporocarpos asociados con diferentes hospederos en el campo;

2) hongos con potencial ectomicorrizico intermedio y limitacisn
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Fig. 3 Corte esquematico mostrando las
regiones de la raiz y las zonas donde
se puede originar la simbiosis
micorrizal., Las areas sombreadas repre-
sentan las regiones donde no ocurre una
verdadera infeccion micorrizica
(tomado de Marks y Kozlowki, 1973).
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para asociarse con algunos hospederos; y 3) hongos con potencial
ectomicorrizico estrecho, capaces de formar ectomicorriza solamente
con una especie o género de hospedero.

Numerosos hongos producen esporocarpos en el campo
exclusivamente en asociacidén con hospederos especificos, perc al
enfrentarse en el laboratorio con otro tipo de hospederosg son
capaces de tener un buen desarrollo ectomicorrizico. De esta
manera, la especificidad hospedero-esporocarpo no limita 1la
asociacién micorrizica con otros hospederos bajo condiciones
axénicas.

Los hongos con amplia gama de asociacién hospedero-esporocarpo
muestran compatibilidad con cualquier hospedero, sugiriéndose que
puede existir algGn factor de reconocimiento comiin para muchos
hospederos. El hongo con asociaciones especificas hospedero-
esporocarpo frecuentemente muestra incompatibilidad con otros
hospederos (Molina y Trappe, op cit).

Amanita muscarlia, Boletus eduiis y Lacocaria iaccata cominmente
se asocian con diferentes hospederos, consideré&ndose simbiontes de
amplio espectro, en tanto Buillus y Rhigopogon forman cuerpos
fructiferos asociados s6lo con especies vegetales particulares,
considerédndose hongos con hospedero especifico (Molina y Trappe,
1982 c).

Los hospederos también varian en su habilidad para formar
ectomicorriza con varios hongos. Molina y Trappe (1982 D)
sugirieron que existe un espectro entre los hospederos altamente
receptivos, los maAs especializados y los hospederos restringidos.

Entre las coniferas, el género Pinus muestra pocas diferencias
infragenéricas en su habilidad para formar ectomicorrizas con
varios hongos, en tanto Pseudotsuga menziesii y Larix ococidentalis
s6lo son capaces de formar ectomicorriza con hongos muy especificos
(Molina y Trappe, 1282 c).

Marks y Foster (1973) sugirieron que los taninos contienen
polifenoles que son téxicos para los hongos y resinas que tienen
una conocida actividad fungistdtica. Estos compuestos son
secretados por el hospederoc y podrian actuar como un tamiz
biolégico que va a seleccionar solamente especies de hongos que
pueden tolerar este compuesto.

El rompimiento de la corteza por la invasién de hongos y la
lignificacién de la raiz son sintomas de incompatibilidad. Estas
respuestas del hospedero sugieren un tipo de mecanismo de defensa
fenbdlica como se ha demostrado en muchas interacciones planta-
patégeno (Molina y Trappe, 1982 c).



Las raices crecidas en agua no muestran rasgos de micorriza u
otras infecciones. Levisohn ({ide Slankis, 1973) sugiridé que 1la
ramificacién de las raices puede ser inducida por los exudados de
los hongos simbiontes y que la bifurcacién no ocurre cuando las
pla&ntulas no necesitan asociarse a un hongo micorrizico. Las
auxinas sintéticas pueden inducir la morfologia simple, coraloide
o tuberculada en la raiz de pléantulas de Pinus sylvestris y Pinus
strobus (Slankis, 1973).

Cuando la planta hospedera se encuentra bajo la influencia de
exudados de los hongos, se forman nuevas regiones apicales que se
hinchan y quedan libres de pelos radicales. Se ha demostrado gue
bajo condiciones de campo se puede obtener la estructura dicotémica
de las raices, concluyéndose que este cambio es inducido por
exudados de hongos simbiontes (Slankis, op. cit.).

Concentraciones de 1.0 - 1.5 mg/1 de &cido indol acético (AIA)
inducen dicotomia e inhabilidad para formar pelos radicales en
raices de pino; las concentraciones de 5 - 10 mg/1l de AIA producen
un notable parecido de la estructura de la raiz a las micorrizas
simples y coraloides; y concentraciones de 10 - 20 mg/l inducen
desviaciones estructurales parecidas a la micorriza tuberculada
(Slankis, op. cit.).

Se han inducido fuertes cambios morfogénicos por &cido
naftalén acético (ANA) y otras auxinas, causando decremento en la
ramificacién de la raiz en el siguiente orden: &cido indol acé&tico
(AIA), &4cido indol butirico (AIB) y &cido indol propiénico (AIP).
No obstante, los cambios morfolégicos que se logran no son
permanentes (Slankis, 1973).

Cuando se suspende la adicidén de exudados fungales o auxinas
sintéticas, a la segunda semana los &pices bifurcados comienzan a
alargarse hasta desaparecer y las regiones apicales elongadas y
adelgazadas se cubren densamente con pelos radicales, por lo que
Slankis (1973) concluyé que la morfogénesis que sufren las raices
cortas durante la conversién en micorriza es inducida por
metabolitos exudados por el hongo simbionte.

Palmer (fide Slankis, 1973) sugirié que la bifurcacién y
proliferacién de nuevas raices en la naturaleza son inducidas por
el ATIA extracelular del hongo simbionte o sustitutos con la misma
propiedad de promocién de crecimiento.

Ulrich (fide Slankis, 1973) hizo experimentos de inoculacién
de plantulas de Pinus lambertiana con hongos formadores de
micorriza que no produjeron cambios en la morfologia de la raiz atlin
cuando se formé la red de Hartig. Este mismo autor indicé que en
pliantulas crecidas asépticamente con 10 especies de hongos
micorrizicos, solamente Amanita rubescens produjo dicotomia en las
raices.



Torner (fide Slankis, 1973) establecié que la habilidad para
inducir dicotomia es una caracteristica casi exclusiva de los
basidiomicetos, pero no necesariamente de los simbiontes
micorrizicos.

ESTUDIOS SOBRE LA ECTOMICORRIZA EN MEXICO

La erosifén afecta aproximadamente el 80 % del territorio
mexicano. El1 deterioro constante y veloz de los ecosistemas se
manifiesta a través del avance de la desertificacién, especialmente
en dreas densamente pobladas y con escasos recursos econdmicos y
tecnolégicos, constituyendo una grave amenaza para el bienestar
econémico y social y c¢onsecuentemente un grave problema para el
desarrollo general del pais (Valdés et al., 1983).

Siendo México uno de los paises que cuenta con un gran nameroc
de coniferas, muchas de las cuales son explotadas econémicamente,
es importante determinar todos los factores gque puedan favorecer su
crecimiento para obtener mayores rendimientos (Pefia-Cabriales y
Valdés, 1973).

En nuestro pais se utiliza suelo forestal para la obtencién
de plantulas en los almacigos. Sin embargo, ademds de las
consecuencias ecolégicas y costos del movimiento de grandes
volGmenes de suelo, con esta medida existe el peligro de introducir
microorganismos patédgenos gque frecuentemente causan mayor dafio que
el beneficio derivado de los hongos simbiontes presentes en el
suelo acarreado (Valdés et &l1.,1983). Por este método tradicional
se favorece la simbiosis entre las plantdlas Yy el hongo
ectomicorrizico bajo condiciones de alta humedad y fertilidad; sin
embargo, las pléntulas en su mayor parte mueren con frecuencia al
ser transplantadas en &reas altamente erosionadas, dado gue las
condiciones de estos lugares son completamcnte diferentes a las que
tenian en donde fueron obtenidas, ya gque los hongos tienen
dificultad para sobrevivir y crecer en &reas severamente
perturbadas (Marx, 1977 a).

Los programas de reforestacién con pinos u otras coniferas
prosperan rapidamente en las &reas en dende existen hongos
micorrizicos indigenas o nativos pues de esta manera se tiene el
indéculo de manera natural. Sin embargo, en las 4reas desnudas gue
se encuentran dJdesprovistas de vegetacién es necesaria 1la
introduccién de plantidlas nativas o exbticas ectomicorrizadas, por
lo que estas plantas deben de ser inoculadas ya sea con suelo
forestal o con los hongos simbiontes adecuados (Marx y Bryan, 1975;
Valdés et al., 1983).

En nuestro pais, los ensayos con especies forestales y hongos
ectomicorrizégenos son ailn escasos pero han dado resultados

prometedores.
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Valdés y Grada-~Yautentzi (1580) encontraron que el crecimiento
de Pinus michoacana, P. montezumae, P. pseudostrobus y P. radiata
fue incrementado al introducir inéculos de Pisolithus tinctorius,
Laccaria laccata y Lepiota lutea. Valdés et al. (1983) obtuvieron
una buena respuesta de crecimiento de Pinus pseudostrobus, P.
radiata y P. teocote al ser inoculados con cultivos de Pisolithus
tinctorius y Laccaria laccata en mezclas de suelo erosionado y
arena.

Valdés (1986) registrd mayor sobrevivencia de algunas especies
de Pinus inoculados con Pisolithus tinctorius tanto en vivero como
en los lugares de transplante en el campo.

Quintos y Valdés (1987) observaron un ligero incremento en
crecimiento de Pinus engelmanii cuando se inoculd con P.
tinctorius.

En algunas ocasiones se han obtenido resultados
contradictorios pues en ensayos en vivero, Cuevas-Rangel (1979) no
obtuvo respuesta de plantulas de Pinus montezumae inoculadas con
Pisolithus tinctorius, mientras que Estrada-Torres y Valdés (1986)
registraron un incremento en tamafio, volumen y peso seco con
respecto a las plantulas testigo al inocular el mismo hospedero con
la misma especie flngica.

No obstante, en todos estos trabajos se utilizaron cepas
exdticas de hongos y los estudios sobre hongos nativos se han
restringido a la elaboracién de listados de especies potencialmente
micorrizdégenas de lugares determinados (Castillo et al., 1979; Ledén
Yy Guzmdn, 1980; Quintos et al. 1984; Garza-Ocaflas, 1986). Peha-
Cabriales y Valdés (1974) realizaron algunos aislamientos vy
caracterizaciones de cepas mexicanas de hongos ectomicorrizégenos
asociados a Abies, pero en este caso las especies de hongos no
fueron identificadas en forma precisa.

En fechas recientes se han iniciado estudios en plantaciones
sobre la morfologia de algunas micorrizas, evaluando su relacidn
con el crecimientc de pinos (Lopez-Olivares y Fierros, 1990; Lopez-

Olivares et al., 1990).

Avila (1988) aislé y caracterizd micelios de 4 especies de
Amanita confirmando su identificacidén a través de la observacién
del septo doliporo.

Cruz-~Ulloa (1990) inicié la formacidén de una coleccién de
micelios de hongos ectomicorrizicos, aisl&ndolos, propagdndeolos y
caracterizandolos.
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CULTIVOS PUROS

Molina y Trappe (1984) mencionaron que existen miles de hongos
ectomicorrizicos que presentan una gran diversidad fisiolégica,
haciéndose evidente por la facilidad o dificultad
que se tiene para aislarlos, por el crecimiento que presentan en
cultivos puros, por su efectividad al ser utilizados como inéculo
Y por el beneficio que pueden aportar al hospedero. Por esta razén
propusieron una serie de criterios que sirven para seleccionar el
mayor nGmero de hongos ectomicorrizbégenos gqgue prometan, a pequeiia
© gran escala, préacticas satisfactorias en los viveros. Entre
estos caracteres se pueden sefialar:

- Buen crecimiento en cultivo.

- Adaptaciones ecoldgicas especiales tales como a pH
extremos y altas temperaturas.

- Efectividad para formar micorrizas.

~ Amplia gama de hospederos.

No obstante, los estudios de cultivo in vitro son la via para
conocer estos caracteres a través del conocimiento de la biologia
basica de los hongos, como son sus respuestas de crecimiento
variando el pH, tempsaratura y régimen de humedad, fisiologia de la
nutricién mineral y de carbohidratos, y produccién de enzimas y
hormonas (Molina y Palmer, 1982).

El estudio de los cultivos puros bajo condiciones axénicas
tuve en un principio el propésito de establecer criterios para
distinguir las especies en cultivo y por comparacidn poder
identificar los cultivos desconocidos de hongos aislados desde la
raiz micorrizada de los &rboles forestales (Pantidou, 1962).

También se han utilizado para separar dos especies con
carpb6foros muy parecidos, siendo el principal criterio la tasa de
crecimiento medida a través del di&metro de la colonia en cultivo
de un mes de edad, gque aungue no es un criterio con significado
taxonémico, nos ayuda a separar cepas de diferentes géneros a
través del color del micelio (Pantidou, 1961), asi como también con
los cambios de color del medio nutritiveo (Oort, 1981).

Adenés, también se ha establecido que los hongos
ectomicorrizicos solamente producen micelioc estéril in vitro,
contrastando con los conidios descritos para un gran nimero de
hongos formadores de ectendomicorriza y pseudomicorriza. Esto
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sugiere que la ausencia de conidios in vitro puede ser una
caracteristica comin entre 1los hongos ectomicorrizicos y 1la
presencia de estas estructuras citada por algunos autores se debe
a contaminantes o especies saprobias confundidas como
ectomicorrizédgenas (Hutchison, 1989). Ademas, los hongos
ectomicorrizicos presentan otras caracteristicas tales como
inhibicién total o parcial de la germinacién de basidiosporas in
vitre, una tendencia hacia el crecimiento lento o ausencia de
crecimiento en cultivos axénicos, inhabilidad para degradar
celulosa, actividad pectinolitica muy leve o nula y una ausencia
general de produccién de basidiomas en cultivos de agar.

STINTESIS IN VITRO

Melin en 1921-1922 fue el primer investigador en producir
técnicas de sintesis in vitro de hongos ectomicorrizicos por
inoculacién de pla&ntulas de Picaa, Abies, Pinus =ilvestris y Laziz
europaea con ciertos hongos. Después &1 y otros investigadores
pudieron aplicar estas técnicas bAsicas a estudios de determinacién
de la identidad del hongo micorrizégeno y en experimentos
fisiolégicos. Inicialmente, el sustrato utilizado para la sintesis
en cultivo fue arena humedecida con solucién nutritiva; ésta
combinacién ha sido adaptada en experimentos gque requieren
condiciones estériles y conocimiento definido concerniente a la
composici6én del sustrato, teniendo como desventaja el que se tiene
que limpiar guimicamente para la remocién de sustancias orgénicas
e inorgénicas poco deseables, ademds de qgue su &rea superficial y
la capacidad de retencién de agua son relativamente bajas, por lo
que al reemplazar el liquido en condiciones asépticas se tiene
riesgo de contaminacién (Hacskaylo, 1953).

Al intentar superar las desventajas del empleo de la arena con
medio nutritivo, Melin utilizé terra-lite, el cual es un producto
biolégicamente estérll de vermiculita gque provee de excelentes
condiciones de aereacién y puede mantener la humedad por un periodo
largo sin que se le adicionen suplementos de liquidos (Hacskaylo,
op. cit.).

A partir de esto, numerosas técnicas y muchas variaciones de
la sintesis in vitre han sido probadas, no obstante, algunas de
ellas requieren de procesos de manipulacién muy elaborados y tienen
que llevarse a cabo bajo condiciones exigentes de cultivo (Richter
y Bruhn, 1986).

En la actualidad los métodos asépticos m&s convenientes
incluyen el uso de tubos de ensaye grandes con agar o con
vermiculita (Molina, 1979b; Stein y Fortin, 1990; Yang y Wilcox,
1984) ; matraces desde 500 hasta 2000 ml (Duddridge y Read, 1984b;
Mason, 1975); cajas de petri (Chilvers et al., 1986; Duadridye
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1986a); bolsas de crecimiento (Fortin y Piche, 1979; Piche y
Fortin, 1982); y frascos con perlita y medio nutritivo (Trappe,
1967). Wong y Fortin (1989) sugirieron que ciertos estados de
desarrollo de la ectomicorriza se encuentran influenciados por
factores gaseosos como bibéxido de carbono, etileno y un
indeterminado numero de componentes atmésfericos, por 1lo gue
recomiendan el cercado o proteccién selectiva de la raiz.

Para lograr la sintesis es necesario tener en cuenta el
periodo de independencia micorrizica en el cual la planta puede
vivir y crecer sin necesidad de asociarse simbiéticamente. Este
intervalo de tiempo varia segln la especie, pues existen taxa como
Quercus coccifera que es capaz de seguir utilizando los
nutrimentos de la semilla hasta finales del segundo afio de vida
(oria de Rueda, 1991).

CARACTERIZACION DE LAS ECTOMICORRIZAS

De las plantas micorrizicas, la ectomicorriza es facilmente
observable por su estructura, color, forma y textura ademas de
varias caracteristicas microscépicas, hecho que la hace facilmente
distinguible de la raiz no micorrizada (zak, 1973).

La configuracién externa e interna del arreglo celular de la
raiz es inherente a cada &rbol, pero es modificada por 1la
interaccién con el hongo. El patrén de ramificacién es poco o nada
variable entre &rboles de la misma especie, pero si se pueden
observar diferencias entre distintos géneros. Por ejemplo Populus
y 8alix tienen una morfologia monopodial; Castanea, Fagus y Quercus
una forma monopodial y pinada irregular; Abies, Larix, Picea,
Pgseudotsuga y Tsuga tienen forma monopodial y piramidal pinada
regular o irregular; y Pinus tiene una forma monopodial y su
caracteristica forma bifurcada (Fig. 3). Algunas rafices de Arbkecles
forman nddulos o tubérculos con ciertos hongos tales como Boletus,
Rhizopogon cokerii & R. vinicolor. Las carateristicas internas de
la raiz micorrizada gue son utilizadas en la caracterizacién son:
tamafio, nimero de filas de células corticales, didmetro del estele
y arreglo radial de elementos primarios del xilema (Zak, op.cit.).

Son numerosos los trabajos hechos con caracterizacién de
micorriza tanto in situ (Agerer, 1986, 1987a, 1987b, 1987c, 1988;
Danielscn, 1984; Duddridge y Read, 1984a; Uhl, 1988) como in vitro
(Duddridge y Read, 1984b; Fortin y Piche 1979; Fortin et al. 1980,
1983; Gay, 1990; Godbout y Fortin, 1985; Ingleby et al., 1990;
Mason 1975; Mason et al., 1977; Miller et al., 1986; Palm y
Stewart, 1984) mostrando un panorama de la gran diversidad de
micorrizas existentes, pero siendo aun escasa la informacidn
disponible si se considera el gran nimero de hongos
ectomicorrizégenos existentes.
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OBJETIVOS

Obtener el crecimiento vegetativo de varios hongos
ectomicorrizicos de diferentes bosques

Encontrar el medio de cultivo y pH &6ptimos para el
crecimiento micelial de cada cepa estudiada

Evaluar mediante 1la sintesis in vitro 1la

interaccién entre algunas cepas de hongos nativos
y dos especies de Pinus
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MATERIALES Y METODOS
AYSLAMIENTO

Con la finalidad de recolectar cuerpos fructiferos de hongos
potencialmente formadores de ectomicorrizas, se realizaron salidas
a diferentes bosques del estado de Tlaxcala. Posteriormente se
seleccionaron aquellos basidiomas que no presentaron dafio mec&nico
o atague por insectos y que aGn se encontraban en estado juvenil.
Con base en el procedimiento descrito por Molina y Palmer (1982),
se extrajeron aproximadamente 3 milimetros cdbicos de tejido del
contexto del pileo, el cual fue colocado en tubos de ensaye con los
medios de cultivo de papa-dextrosa-agar (PDA) y biotina~aneurina-
&cido f6lico agar (BAF), con un total de 10 repeticiones por cada
medio nutritivo. Los aislamientos fueron mantenidos a una
temperatura de 25° C.

El resto de los carpdforos fueron caracterizados de acuerdo
con los criterios de Cifuentes et al. (1986). El1 material fue
herborizado en una secadora micolbégica y posteriormente
determinado.

Los crecimientos vegetativos obtenidos se siguieron propagando
en cajas de petri con PDA hasta que se les utilizé en las pruebas
propuestas en el presente trabajo.

Las cepas estudiadas se encuentran depositadas en el cepario
de hongos ectomicorrizicos del Centro de Investigacién en Ciencias
Biolégicas (CICB) de la Universidad Autdnoma de Tlaxcala (UAT) .

CULTIVOS EN DIFERENTES MEDIOS NUTRITIVOS

Micelio crecido en cajas de petri durante tres semanas se
cuadriculé con un bisturi estéril, cortando fragmentos de 4 a 5 mm
por lado y transfiriéndolos a cajas de 90 mm de difimetro por 10 mm
de alto con los siguientes medios de cultivo: papa dextrosa agar
(PDA), extracto de malta agar (EMA), Sabouraud (SAB), Ingestad
(ING), Melin y Norkrans Modificado (MNM), Hagem (HG) y biotina-
aneurina-acido f6lico-agar (BAF) (Apéndices 1 y 2), sembréndose
cinco repeticiones para cada uno. Las muestras se incubaron en la
oscuridad a 25 °C. Los medios de cultivo y las cajas de petri se
esterilizaron de manera convencional.
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Se caracterizé el crecimiento de las 10 cepas en cada uno de
los medios nutritivos tomando como base el color del micelio (cada
vez que se notd algln cambio importante y/o al final del
ensayo), textura, reverso y cambio de color del medio nutritivo
cercano a la colonia. Los colores fueron determinados con base en
la tabla de Methuen (Kornerup y Wanscher, 1978).

El desarrollo de las cepas se evalud midiendo el diédmetro de
las colonias cada tercer dia, hasta que se estabilizé el
crecimiento. Al final de este periodo se midié la produccién de
biomasa a través del peso seco de la colonia, modificando 1la
técnica propuesta por Chapman et al. (1990), en la cual el micelio
se separa calentando la caja hasta el punto de fusidén del agar; la
colonia se enjuaga con agua caliente para eliminar el medio
nutritivo, secé&ndose posteriormente a 60 °C hasta obtener peso
constante.

La caracterizacién microscdpica se efectud siguiendo los
criterios de Nobles (1965), Pantidou (1961) y Pantidou y Groves
(1966) .

A los resultados de di&metro final y peso seco se les aplicd
andlisis de varianza simple y bifactorial asi como pruebas de
intervalos mGltiples de Tukey con un nivel de significancia del 1%.

Los valores de didmetros obtenidos cada tercer dia se
graficaron, obteniéndcse matemdticamente el valor de r para los
modelos de crecimiento lineal, exponencial y logistico; el valor de
la pendiente de la curva de los modelos lineales se consideré como
la rapidez media de crecimiento, efectudndose con estos datos
andlisis de varianza simple y bifactorial asi como pruebas de
intervalos multiples de Tukey con un nivel de significancia del 1
%. Finalmente, se elaboraron graficas de correlacidn diametro final
- peso seco.

CULTIVOE EN DIFERINTES pH

Para las pruebas de crecimiento en diferentes pH se tomdé como
base el medio nutritivo donde crecieron mejor las cepas, en este
caso fue el Sabouraud el cual se prepard en medio liquido con los
siguientes pH: 4.0, 4.5, 5.0, 5.5, y 6.0. Debido a que el
crecimiento en este medio no fue homogéneo, la prueba se repitid
utilizando BAF con los mismos pH. Para este procedimiento se siguié
la metodologia propuesta por Hung y Trappe (1983) utilizando
matraces de Erlenmeyer de 250 ml con 100 ml de solucidén nutritiva
y usando trozos de vidrio para fragmentar el micelio durante la
agitacidn de los dispositivos. Los matraces se agitaron manualmete
cada tercer dia. A los 30 dias se mididé la biomasa producida
filtrando el micelio y secdndolo hasta peso constante. Cada cepa se
sembré por quintuplicadoe en cada uno de los medios usados.
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A los pesos secos obtenidos se les aplicé an&lisis de varianza
simple y bifactorial asi como pruebas de intervalos mfiltiples de
Tukey con un nivel de significancia del 1%.

S8INTESIS IN VITRO
Tratamiento de las semillas

Para la obtencién de plantulas de pino en condiciones
asépticas, las testas de las semillas se desinfectaron
superficialmente con peréxido de hidrégeno al 30 % durante 15 a 30
minutos, dependiendo del tamafio de la semilla y de la dureza de la
testa; posteriormente se enjuagaron varias veces con agua
destilada estéril (Mason, 1975; Miller et al., 1986; Piche y
Fortin, 1982; Trappe 1967). Las semillas se colocaron en tubos de
ensaye con medio nutritivo de Ingestad (Mason, 1980). Se dejaron
aproximadamente por 16 semanas a temperatura ambiente y un
fotoperiodo de 16 horas de luz por 8 de oscuridad (Piche y Fortin,
1982). Las semillas utilizadas fueron de Pinus gregii y P.
montezumae debido a que son especies que se encuentran en los
bosques de los alrededores de Tlaxcala.

Micelio

De las colonias de los hongos creciendo en medio s6lido se
extrajeron de 5 a 8 cuadros de 5 mm por lado, se sembraron en
matraces de Erlenmeyer de 125 ml, con pequefios trozos de vidrio en
el fondo y con medio liquido de Melin y Norkrans Modificado,
agitdndose manualmente cada tercer dia, durante 3 6 4 semanas (Marx
y Bryan, 1975; Miller et al., 1986).

Para la confrontacién de 1la plantula con el hongo se
utilizaron los siguientes dispositivos:

Bolsas de crecimiento

Baséndose en los procedimientos de De la Bastide y Kendrick,
(1990), Fortin y Piche (1979), Fortin et al. (1980, 1983), y
Massicotte et al. (1987) se usaron bolsas de polietileno de 19 X 14
cm con cierre grip, las cuales se desinfectaron previamente con
hipoclorito de sodio durante 24 horas, después de lo cual se
enjuagaron con agua destilada estéril, A cada bolsa se le introdujo
un papel absorbente previamente esterilizado; adicionandose
posteriormente aproximadamente 10 ml de medio nutritivo de BAF
esterilizado por 15 minutos a 121° C. Se colocdé la plantula con
primordios de raices secundarias y el hongo en crecimiento activo.
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Tubos de ensaye

De acuerdo con la metodologia de Mason (1980) y Mason et al.
(1977), a tubos de ensaye de 200 X 30 mm se les adicionaron 50 ml
de medio nutritivo de Ingestad .agar, esterilizandolos por 15
minutos a 121° C. El medio se dejo solidificar con el tubo
inclinado y después se depositd una semilla previamente
desinfectada. Aproximadamente a las 16 semanas, cuando se comienzan
a observar las primeras raices secundarias, los dispositivos se
inocularon con micelio crecido en medio nutritiveo liquido de MNM.

Frascos

Se hizo una modificacién de los métodos propuestos por
Duddridge y Read (1984b), Mason (1975, 1980), Miller et al. (1986),
Palm y Stewart (1984), Piche y Fortin (1982) y Trappe (1967), la
cual consistidé en introducir 300 ml de vermiculita (Insulex) 33.3
ml de turba y 200 ml de medio liquido de MNM en frascos lecheros de
1000 ml ajustando 21 pH entre 5.5 y 6. Estas botellas se
esterilizaron a 121° C durante 2 horas. Se inoculé el hongo crecido
en medio liguido, y se agitdé el dispositivo para homogeneizar su
contenido; posteriormente se introdujo la pl&ntula previamente
crecida y con raices secundarias bien desarrolladas, dej&ndose
crecer por 16 semanas.

Las plantas fueron sacadas de los dispositivos para verificar
la formacién de ectomicorriza. En caso de presentarse la
asociaccidn, las raices fueron fijadas en formol-acido acético-
alcohol (FAa).

CARACTERIZACION

Para la caracterizacién de la micorriza obtenida in vitro se
siguieron los criterios de Agerer (1986, 1987a) e Ingleby et =al.
(1990), tomando en cuenta la morfologia y coloracién de 1la
micorriza, presencia de rizomorfos, etc. (Figura 2 y Apéndices 3 y
4).
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RESBULTADOS

AISLAMIENTOS OBTENIDOS Y SU PROCEDENCIA

Durante las épocas de lluvias de 1989 a 1991 se realizaron
salidas a diferentes localidades del estado de Tlaxcala para la
recoleccién de hongos frescos. De éstos se seleccionaron los
ejemplares que se encontraban en perfectas condiciones para
intentar su aislamiento.

Se intentaron aislamientos de 110 cuerpos fructiferos
pertenecientes a 41 taxa diferentes. E1 mayor nimero de intentos se
realizé en Amanita caesarea, A. fulva, A. muscaria, A. rubescemns,
A. sp., Boletus edulis, B. sp. Chalciporus piperatus, Chroogomphus
sp. Cortinarius sp. Hebeloma sp., Laccaria bicolor, Lactarius spp.,
Rhizopogon spp., Russula bravipes, R. sp., Suillus granulatus, 8.
tomentosus, 8. sp., Thelephora sp., Terfesia sp. y Tricholoma sp..
Se obtuvieron un total de 21 cepas, algunas de las cuales se
perdieron durante las resiembras.

De Amanita caesarea, Boletus edulis, Chalciporus piperatus,
Croogomphus sp., Cortinarius sp., Lactarius spp., Russula brevipes,
R. sp., Thelephora sp. y Tricholoma sp. nunca se obtuvo
crecimiento; Amanita fulva, A. rubescens y Telephera sp. crecieron
levemente al principio pero el desarrollo se detuvo durante 1la
primera resiembra; Elaphomyces sp., Hebeloma sp., Laccaria bicolor,
y 8uillus sp. crecieron bien en el primer aislamiento pero las
cepas se perdieron durante las resiembras consecutivas.

Cepas de Amanita muscaria, Amanita sp., Boletus sp., Laccaria
bicolor, Rhizopogon sp., Buillus granulatus, 8. tomentosus y
Terfezia mantuvieron su crecimiento atn después de varias
resiembras. De é&stas se seleccionaron 10 para su estudio; 7
procedentes de diferentes localidades del estado de Tlaxcala, 2 de
Oaxaca y una de Estados Unidos (Tabla 1).

Los ejemplares de herbario se encuentran depositados en la
micoteca del Centro de Investigacién en cCiencias Biolégicas (C.
I. C. B.) de la Universidad Auténoma de Tlaxcala (U. A. T.) y los
aislamientos en el cepario de hongos ectomicorrizégenos de la misma
Institucidn.
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TABLA 1. CEPAS ESTUDIADAS Y PROCEDENCIA DE LAS NISHAS

CEPA i _REGISTRO |PROCE-IASOCIA
TAKA: IFDE HERBARIO [DENCIADO A:

LAY 1 puanita muscaria (Sine. )Jonhnsl Kong luz 1834 Ralintzi lopies, Pinus

TAX 2 | pwanita wuscaria ($ing,) Jenyins Santiago 54 Halintzi |ppies, Pinus

1A% 3 | Rnizopogon sp. Kong Luz 1484 falintzi |pipus

Santiago 134 Terrenate |psaudo tsuga,

A 4 Amanita sp. Seccion Vaginatae
fbies, Pinus
uercus

TAX 5 | Suillus granulatus (L) Kuntze ¥ong luz 1588 Tepeticpac |pinus

TLAX 9 | suillus tomentosus (Kauf.)Sing, Santiago 276 Ralintzi  |apies, Pinus

' TLAX 18 | suitlus granulatus (L.) Kuntze Santiago 284 Tepeticpac [pjpus

TLAX 11 | pisotithus txnctonus ((Pnrs 8] Donadas por el faxaca Juglans
Cober & Gouch Laboratorio de
TLAX 12 (p, tinctorius (Pers.) Coker & Xicologia de la E U A
oueh £ K. C. B. del
1P K Qaxaca Juglans

1ax 13 P. tinctorius (Pers.) Coker &
Couch
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CARACTERIZACION DE LAS COLONIAS EN DIFERENTES MEDIOS

En la Tabla 2 se integra la informacién de cada cepa en las
pruebas de crecimiento en diferentes medios nutritivos. El género
Amanita se caracterizé por presentar un micelio blanguecino a
cremoso y un crecimiento irregular y lento; Rhizopogon presentd una
coloracién café~oscura y una colonia plana con escasas hifas
aéreas; B8uillus presentd una coloracidén café-naranja, textura
aterciopelada densa, colonias de planas (PDA, EMA, SAB, MNM y HG)
a ligeramente algodonosas con micelio elevado (ING y BAF); Yy
Pisolithus tinctorius se caracterizé por presentar una coloracién
café-olivdcea y una textura algodonosa densa con micelio aéreo
abundante.

Las cepas pertenecientes a un mismo género presentaron una

morfologia similar en coloracién y textura; pudiendo diferenciarse
claramente de los otros géneros estudiados.
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TABLA 2. CARACTERIZACIGN DE L&S CEPAS EN DIFERENTES MEDIGS MUTRITIWS

CEPA  [HEDIO |COLOR D2 LA COLON1A|MORFOLOGIA ¥ TEXTURA| COLOR REVERSO COLOR DEL AGAR
TLAK L PDS [Rl inicio se obger~{Se forma una membra=|Blanoo amarillento [Se tiA go £¢ ro-
va el micelio blan~|na quo se ondula y |(4R2) en ¢] coentro,|Jizo (35 983
€0, y con el tiempofeleva dando aparien- oan noan lo oo or
g0 pone ngrana-qrx Cia cerebriforme, To (9
sdoeo (5B zuo doxfuox f' cubre|de va o en ol m r~
,; micelio aigodeno~{gen
KA [fiicelfo blanco Rlgodonosa laxa, en anarislo-oato osou={No oambia
(] ?entro s¢ compac=|ro ( el ¢
ta formando una mem~|iro y blanco naran-
brana que se ondula Jl (382) en o] mar~
dando [a apariencia
d1 oorebro, poco
¢
8RB |Hicallo blanco a nlvo?cnot? denso nnranc-ogto (3C4) |No oambia
orema con la ¢o ?nll ele- T i *( aﬁ
va g. qu rma una l?plldo 4A3)
MeM, ;;uu que se ongy|e
1a, hagta [legar
tomar a apAr\one A
g cered: ro. 3
o nlooll 90 ?30-
laxo, la porc
TI margen queda
IMG [#icelio blanco & ﬁlyodon01o denso, Hsrunua-qr s‘oog No cambia
orema onta poco eleva- |(4B2) ¢n e q’n 10
da que forma una mMem Y amarillo palido
branr que se ond?la 4R3) en el margen
ue lava tomar i3
OrmMa Ce coredro que
se cubre de micel{o
algqodonoso jaxo
w(NCrerd 0 | meeee | eeeee [ e
HG MO CRECIO eeeee | eeeee ———
BAF [Micelto blanguecino|Rlgodonsso denso for NaranJa-cafo (5¢4) |ho cambia
3 naranua-vrxncm mando una mem rany al’\s
que se cubre de Mi-|gue se ondula irregy r\llo altdo (4R3)
celio blanquecino armente hasta dar fsta ngo-cnlrx-
a_apariencia de ce~|llento (4A2) en ol
rebro, ?uo s¢ cubre |margen
de micelio alqodon?-
$95,0919012 poco ele
TlAX 2 PR RO CRECIS |  meeee | mmees —————
[ WOCRECIS | —=- | eeeam ] ameee
8AB |Nicelio naranja- Algodonosa, con mi- |Naranja-grisaceo No oambia
qr s}ooo 55 f Yxo denso y grue- (§§3>J.n ¢ oontso.
cr ierto do n1c01lo :o. que forma un: nar: café
ance Membrana up se arry 3 § &NCO-Naran-
ga hasta la apa= on el Mar-
rlanfla de varebro, q
3. n'eurxo blanco do
estrigoso a irsuto
I MO CRECIO |  =--m- ——— ——
[l NOCRECIO | e=ee- ] wmees ] eemmes
[T MO CRECIO | eeee= | eeeee [p——
# Los nlmeros entre pargntesis se refieren al color determinado
oon las taglls de Methusn (Kornerup y Wanscher, 1989
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TABLA 2 (SONTTHUACON)

CEPA |HEDIO |COLOR DB LA COLONIA|MORFOLOGIA Y TEXIURA] COLOR REVERSO COLOR DEL AGAR
AN S | Bar temd & b)anquecinolRlgodonora, forma  [HappnJa=grisioe Ko o
:?golls‘%ll LLRE] un' nonbrAnA guo H !52)’ v ¢ o owmblo
emfnfnn HIN e ”"M (3K )
rornlr 9r3¥oeelonet
0 forl L
TLAX 3 | PDA g celio 1n|clné Atyrciopelada laxa, Naqro y cerca del {Se tiﬁa de amariilo
N00 qUE Cam gn alcolonia an yoro ;; onfo-osouro untov . on [} r l
ca t-o:curo (6F$) gon Mice aer ) pa:ta naran- r a
centro Anu- lango poco abundan— ando R 3;;
rll o laro (qad). te. Con abundantes . Mo tone €
aarillo g e0 f[exudados _color cafe
(4C4) hasta b anqu[ ofcuro (?F8)
cnno oerct ¢
Anll ?ntri-
cos L? n nidos
o Elanquoqlno ? érun atorclcpollda cre~ Rnaslllo pé)ido {ne de anarlllo
3 grisacgo (6B2) mosa lax2, colonia ) en los lu- 05 e antes de ser
eSPUSS solo s¢ co-ipla ?nr s donde s¢ r} 1nvrd ido por el mi-
ored una parto de a oolorgeion dife-foelio
lanoo narang rgp;o odi e=grisgces
% K uio}oza-ng-
emas
?g g grisiceo
8AB [Blanoo & ¢rema, pog|Aterciopelada laxa [Naranga=cafe (35C3) {Se tine oaf e~
teriormente camblanjy en algunos luga- osorro ¢ 0) eoroa
T y formindo ani= |res hirjuto que en 3
ug concentricos ocarloncr forma un olardn o ai ale-
len definidos, lani strigoso arse do a colonia
dc cg orny cafe=cialbien de inxdo. o0
g; . ‘na- a qunos lugares se
rxllonto (3r6-8 observa Micelio den-
s0 dispuesto irre-
qularmente, colonia
plana
ING  [Micelio adhor}qn al A!orcnopo\nda a nl 3;3""‘;‘1 ont Se tlna de ln rillo
. agar color Eg ¢-ama|godonosa laxa, colo=1( ?q anj L] nva~
r{llento <i ). en Inia plana a ligera- ng Zon ca -cllPO [ por o atcolxo
0 contr? ; g na-{mente elevada irre- |(SD6) cambi ango=
rfnq;-ca € (3C3) enlgularmente, con mar-jun ani lo nuY dtlca aard ltnto ( A2},
s margen c%bi?fto qen xrrlqular ?g nlrlnu:;g.:r
escago micelio
l:tOO Srfnquocino rtl?o-ptlldo (4‘“)
que en 3 qunos 19-
rgsgdu naranJA-caft
W [Nicelio adhor:do,al Aterctopelads laxa, |Cafe-oscuro (6FQen Sr tine s; aaritlo
agar naranya=café 1colonis plany. cre= o; centro Y cdfe aro (4RS)
( cen el centro [cimiento irregular [(2F4) en o] margen
vy café-oscuro en ¢
margen, con micelio
aereo blanquecine
H@ jMarin a- risiceo at rclepo ads laxa, Cafc-oxcuro (7F6) tine aarilio
353 e l contro onid ana con z cent Yo y cafe rouxxo (236)
y caf- oycuro 67 alvunas E ) en el mirgen
on vl mirqen arreds crocnnncnto
micelio anroo iﬁ' irregular, con algu-
quecino nos pliegues radia-
les someros
BAF |Haranja-cafe (5C3) [At rc:o?cllda densa, |Hegro con el n}g?on ti ntes de
¢on algunas srtu ? onta plana, con ca O'OIOUTG (] s$er 1nvai do 9 el
cafo-c aro ( P lcvuox rldxalr miceliv, ta il

ngrlnu grisiceo

que no llegan 2

margen

Hinde Hitar
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TABLA 2 (CONTINUACIGN)

NEDI0

COLOR DE LA COLOWIA

MORFOLOGIA ¥ TEXTURA

COLOR REVERSO

COLOR DEL AGAR

TLAX 4

PDR

Blanco-ama
(2R2), iub
de micelio

illento
riendose
blanco

Aterciopelada. Crecy
Mlento muy \rroqular
|nlc1llnonto Tna

{tsrlorninto

onia se eleva y
arruqa formando una
AeMmbPand gque se arru
93 forn ndo cavernas
al final da aspeoto
de cerebro

leana-qullooo
(3B on e

AR
s¢ orna un an
color rosado (BR
pooo paracptlb [

—os
>

Se tife de rosade
(3R2)

Blanquecino

atorcxopelada creci
al nto irreqular on=
ulado y discontinuo

.A.:hf::%?%gi%f'g
en ¢l margen

lhltlll::go ( 5900

tifie do café

8RB

Hicelio blanquecine

Algodonosa, colonia
muy elevady en el
centro y plana en el
Ralgen, posteriormen
te 5o forma una MM

bon)
¢ cerebro, Tbrl n=
ose de "YO'S o bla
q?egtno 3 Yo onon°

rompe ¢l agar

Gris-rojizo (?B2)
centro

$anblin ' Crece mios-
éto blanoo por on=
¢ 30 rompe ¢l dgar

g¢ tife

N

Aterciopelads, con
froctnlonto 1rrequ-

Gris-dorado (4C2)
en ¢l crn ro v lan

( C2) en @ narqon

se tide

Aterciopelada, con
recimiento irregu-
ag ondula 0 ?uc se

re de mice
algodonoso

gsanl-vrisiooo

o se tife

L]

)y en parte
£ Joven anco=-a~
marillento (4A2)

irsnaa-qn ;ccw
]

Aterciopelada, con
roclnnnnto Lprequ-
ar y discontinug

formando arrugas

Naranja-grisiceo

se tine

Bary

ﬂlgT 10 °blanqu clno
nso-anar\ Len~
ge cu-
bro L io blan
quecine chonosa

Aterciopelada que
osteriormente se
OfMa U3 Membrana

que se plxo?a

va tomando [2 torma

de cerebro gue se cy
re de micelio algo-
0noso

ele=](

(S

agt}il o-p*tc

“"3“4"°E"‘§'°

margen

se tife
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TABLA 2 (CONTINUACION
- T 0 T
CSr_JYDI0 |COLOR 0R LA COLONIA|MORPOLOGI ¥ TEXTURA|  COLOR REVERSO | COLOR DEL AR
TLAX 3 | PDA [Presenta una grada~lal 1ay
elo slgodonogal .
c1on de colores du-|cambiando a gtggc :: ggngsﬁgg?cﬁﬁlll A genil ¥
rante su crecimien-|pelada densa arillente on ur ?! HN f.
:?éo}n cg?ndo con jcentro y quodonota centro, amarillo- I(de croofn(onn.l 3
olf SriISiSies S s seles bt B e e E%0R T
(352) enel centro nlen o irreqular naréon ) f na
y blanco-naran a on lleques ala- |del "ere 1nionto
o} Margen, P°§ gan fa sy af o-gi
?fncnto se forman Porfxoat cono an el ), ct
an :;l:onozz Li= | revers )y at g gg ; Y
?8549_0n f; gentras n‘ 8 en e
naranja=grisiceo
ésBS) snlrillo-vtn
486> v on ocd
sagno: oaf ~0$ouro
72 Margen
2] zsentn una grada=-{Rterciopelada-cre- lnlcxalnontt g;g - |Ho se tifie
colores, mo53, colonia plana {amari} onto (SFe)
dotdo blanquecino, |con pliegues radia- [con el centro amari
hgsta gris=cafe les poco pronuncia- l o-cafe o ? ?
en el contro dos, cortos, creci- [(5D4), al fina
? grx:-naran miento irregular fqrnln anilloes oon-
SB2) en el margen aontriogg ?rxs-fzr-
use 0
qr;saooo 6F3) g
tnaa °'£' (3¢ en
SAB Pr¢sontl una grada-{Aterciopelads densa jcafe-oscuro (6F?) ST tiﬁz dz warille
cion de coloch queien alyunas partes claro (4a4)
inici f con blanque-[con apariencia algo-
cing gn ¢ naranja-(donosa, rugos: en el
cafe (3¢, p?sto- cvntr?. con pliegues
rigrmente se formaniradiales, crecimjen-
anillos concéntri- tto irregular, colo=
cos gafo-anlrxl en-fnia plana, con exuda
to (3D6) en el cen-|dos color cafe-oscu~
ro anarlll ~pali=|re (2F8)
0 i4ﬁi ¥ gance-
amarillento (4R2)
en ¢l margen
ING |Se presenta una grajaterciopelada a ater Cafo-oscurq (3F7) y|s e de lnlrlllo
dacion de colores ~fciopelada densa en anlri pall 0 (283)
durante su craci- (el centro y algodong}(4Rd), llo ando a jcercd de la oolonl
mlcnto. comenzando T laxa en ¢l margeriformar anillos con-
lanqucglno a najal intcio la colonialcentricos rojo-opa-
ranga-qut § ¢s plana elevindose |co (8 verde-opay
forn ndose |en el margen, con al co (25 4 qrts—vc
1uego anillos eon- launos plieaues r;di 2805) Ty amar
czngricos cafe o5 al reverso de 13 llo-paTlda (5&53 ity
(6£4), n 22 1 colonia el mirgen
ﬁ ceo' (4330, 18Ty
anoo cnar {1Tento
L ln)c\alnentc blan- [Aterciopelada laxa, |Se forman anillos |Ho se tide
quecino cambiando alcolonia plama concdntricos caf
narsnaa grisiceo (SF‘)k naranja-cla-
B ngrxnua
grliloto (384>
%xnon-nltanda
HG ]Se observa una gri-|Aterciopelada laxa, {S¢ fzrntn Anlll? Ho se tife
dacion de colores, jcoionia plama conc ntrxco; caté-
inicialmente blanc amaril } g na-
ormando anillo ranja-caf Cﬁ)
cam 1ando

e i

no-osouro (7F,
aranja grisiceo
(SBS) en el margen

clare ¢
naranaa-caf. (3¢9

en ¢l marqen
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1aBL8 2 (CDHTINUQC!ON)

CEPA |MEDIO |COLOR DE La COLONIA|MORFOLOGIA ¥ TEXTURA|  COLOR REVERSO COLOR DEL AGAR
LAY S BAF |Con una gradacion [Aterciopelada d
ensa (Café oscuro (6F6), 1Sg tiA

dT colores, desde [en 8] centro y alge-|nardngiccats (3¢8) pzlféo.( 33‘"lP1110

blanquecing, ha:z donoss laxa on ol warillo clare

naranjga-café (6¢5) Imargen, con abundan- Y4ﬂ4) con un anille

con e margen blan-{tes gllbques radla- jintermedio caf2 -0s-

f? n tonos amari-|les bien marcados, {curo (8F4

o-olaro (4a4) }a colonia plana al
1c|o Y poco eleva-

TLAX 91 PDA  |Hjcelio inicial Algodonosa en el ¢-oscur (6F8- in -

? anqg;céno cznblan f:gtrg y :torclopo- gfg ﬁuct 3;i§ g:odzﬂﬁgflndl

n n -

?gg) K ?s-roquc nargon? FERITHE frﬁ{o ffﬁ!)‘"‘rl

(? dcsTTos se  [miento digscontinyo

f r?a? ani °§|°°n- colonta p{aha. con

oéntrigos no nos pliegue T

dOllngado! de co- 3 Y!!u 5 9 T

lor npranja-grisé- dvl ensayo ol mar=

oo?_( ), naranga~ T'" presenta mice-

gpd (8835, "hast 10 muy laxo, con

blanquecino en ¢ secreciones co}z

margen c: e=oscuro (EFE)

KHA |Blanquecina que Aterciopelada cremo- B%anco amarilliento narlllo-palldo
cambia a blanco-2majsa, colonia plana (302> (3R2)
rillento (442)

SAB [Se presenta una graihterciopelada 3 Se {qrman anlllF f tife Sg aarillo
dacion de colores ~|aterciopelada denss conconttxcg: ) f aro (4 g ;
desde blanquecino jcon crecimiento on- Joscuro (6F ), cafe= t naranJs (3R7)
hasta cafe (6£4) enfdulado discontinuo |rdJ1zo (8D7) ¢ mar-
el centro y blanco- lrrovular. en forma 70n cafe=n ranua

2r1nqa (6R2), for-[de rinon nl final [{(2¢7), se formd gn
ndose anillos conlen forma ro donda, anillo muy delgado
c(ntr ccs café-cla={colonia plana, con I;ro ontro los de-
nlranqa- pliegues radiales més anillios
caf: (6 5- muq pronuncados
n ranJa-vrxta ue se marcan de
(384, bolq (463), los dos lados
? ango=na gf
A2) harta anoo
o el margen
IMG |Blanquecino cambian Dc 1lgodonosa densa [Haranga-cafe  (3C3)1So tiAe ligeramente
dz aqblanco naranu }70donosa ara, form?gdo:n al final 3 ? snoo-znlrl!log
(‘nz) xnarxllo colanxa muy elevads [anillos concéntri-|t,
lido ¢ final=|con paquenis gotas °°§ roJgo-opaco
mente b Anco-nartn- d¢ sxu ? g or na- 3, ngrlnaa-vrl-
Ja (6A2) a  blancolranga-cafe (5C%) sacv (684, naran~
rosado (242 fon iy Ji=pilido (333) ']
nos naranya~grigi~ n ranga=grisiceo
ceo (636)\J gBS) en el margen
M (La colonia 1nicla ﬁtorclo ¢lada algodojCafé (6C?7), poste=- |S¢ tiRe de amarillo
con micello blanco|nosa, }xna algo¥|riormente se sornlg pzliéo (4a4)
camMbia 3 naran- donosa en el centro lani lo} concéntri~
Jn-cafo (6¢4) en elly aterciopelada laxalcos ca d-olcu{o
centro y blanqueci=len el nar;en. cojo- |(6F6), café-claro
no en el margen, fnis elevada en el (SDS-GDA) ngranga
ostertormente se centro v plana en ellgrisiceo {sp4)
2nnan antllos con~imirgen ? blxnca-nnran|
Atricos NArdnyd= SR2) en el margen

rigyceo (684)
?: llTo-
palldo (éaén gris-
naranda Sy
blanquoolno en vl
margen
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TABLA 2 (CONTINUACION)

¢ Co or blanqueci-
no camb lan 0 3 ama-
aro (SAd) y
nar n.u grisiceo
(SB§), niranga-=cafe
(5C3) en o] margen,
osteriormente f
iferencian anillos
concinzncot 55‘"'
Ja-g 1sdcec (5
46 g),oon el mar-
gen blanco

Tugoss, colonia pla~
na con micelio esca-
so al 1nic1o v abun-
dante al finsl, ligel
ramente ondulads,
crecimiento irrequ-
13r con abundantes
g tegues radiales
100 Marcados, ¢on
abundantes exudados
grsr cafe=oscuro

Mar
caf

CEPA  |MEDIO |COLOR DE LA COLOMIA|MORFOLOSIA Y TEXTURA| COLOR REVERSO COLOR DEL AGAR

TLAX 9 HG celio inicpal Aterciopeladi-algod Ca[(-oscuro (6F ]

Pliniacean's unas |nosa a 4l90donoss en|on 61 gentno. ga?(. i8 Line {geranente
partes café-olaro, el cont o y aterglo- mulllonto (SE6
cambiandg_a blanco-{pelads e e hasta nann.;a-ou‘(
naranga (z )y na= (mergen, co onia ele-|( §§ M3Cqen,
ranjatcaf (!éb) y [vada en ! oentro y slmnto '8
ngﬂnu-qru ceo margen plano, mioe~ ﬂ
Y en el margen |l10 aéreo escaso, 43E), m
reoimiento irregu= o uo ( R3) o Y
ar con,uudl 0F oo™ (Margen
29 ?a @ oscuro
nr g aneo clnbundo a lInfcislmente ater- &;g-o:ou 0 (§F8) a Marl! =oro (387)
an¢o~naranJa cloTo ada cambirando ) cM} n g z xau‘ lo=royize
( AP an @l oentro |3 algodonoss densa, jnagro y o3 ’ co)
% b zns -amarllen-fcolo P elevada y o0 0l Margen
0 (4Az) en el mar-{con pliegues radla-
;on‘ cu«bi‘ndo anallas
ang -qgu ceo
(6B3), blanco=narapn
Ja (6R2), oon tonos
nlucvor y algunis
92 tes Mnn‘n-qu-
ceo (5B6)

TLAX 18] PDA |Inicfa de blanqueci|Aterciopelada en el JInicia con oare~- Se tine de amarillo
no a amarille=pdli=lcentro y al enveje~ fclaro (2d6) y ter— putok (3R4) hasta
do nJ)z naranga- lcer algodonosa en elimina con la {orm- arillo=rojizo
NH’( ) blan~ [margen, crecimiento {cion de anillgs con|(4R7)
quecing en ol mar— [discontinuo, colonialcéntricos café-osol
gen, tomxn}nd en [plana, micelio aereolro (6F7), o0&
nardnga~caf € (6C4), escaso, con plega~, |(6E?), histz paran-
café-claro (6D4-6) jmiantos radiales so-{Jja~claro (SR4)
café-grisdceo (SEI) meros, con erudados
caf -.\mrl}lcnto ahundantes color ci~
(SEQ), cafd (6E6) y[fe oscuro (7F8)

0 0casiones amari=
lo pastel (3R4)

M4 . (Naranja-griséceo Aterciopelada laxa, (Varia desd marl Se tine ligeramente
(SBJ)ucon tonos hqormrnu cremosa |llo-oro (387), cafe dc gmril}o-p:?ldo
blanquecinos, micelio adreo muy amarillento (4F6) (4a2)
cambiando - ryris-ca uca;n cretimiento m}l ndo 3 haranja
£§ (5C2), naranga=~ {roqu&ar, colonta |eafé (5C3) y naran~
grisiceo (SB3) y fifplanid, ligeramente a-grisiceo (SB3) y
nalmente nannu-c_{ ondulada, con plie~ inalmente naranja~
f€ (6C3) Y nann‘u- vuu radiales lige- fgrisiceo (%8 ) ca=
vnucoo B3} en €= osouro g ?
¢l naranja-café (3¢

8AB & colonia inicia [Aterciopelada densa, c.r: escgro (6F7) v St tine d; aarillo

aro (4a%) 2

an, ¢ g

“gris cao (; 3
cafe‘rwuo (8|
con tonas naranja~
cafd ( g;

aarillo~niranga
“;) J
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TABLA 2 (COMTINUACI{H)

7
CEPA [NEDIO [COLOR DE LA COLONIA|MORFOLOGIA Y YEXTURA|  COLOR REVERSO COLOR DEL AGAR
TAX 18] Ina H sello fniclal Igodonosa, con abupl¢ artljon H LiAe Ligersmpnte
mqu?&mo con to- gm. micells nno‘.ﬂ d“). oon l.ena [ ? neo~ gmrl ten]
g’ ca s cambian fon pliegues radia= cit orma AT &
:Mgm fﬁ'"n'" o "6 cm nﬁhdo{ dejl ?; oonc(ntr
Ja color amarillo-clarojcaf e-osqyr
grisiceo (355). des | ( 354) Z x:-u?u ? é
yg s A naranji-caf Xanco ma xl ento
)y por ultimo (4R2), hasta ?8 u
naran t-gggo (6€3) oaf.—o curo g
y caft (ot?) ~perdu- oafé~olare (
Sando el mar 3
lanquecine durante
todo ¢! crecimiento
et feelto 1nicial Aterciopelada laxa, |Cafe-cscure (6F7) y[Se tifie do blanoe-
lanquecino, colonta plans y en Inaranga-café (5C6) [amarjllento (4R2) a
cmbnnda a narangajalqunas pirtes se osteriormente se jamarillo-olare
cal‘e (5C5) en el leleva la colonia es~|forman 2nillos con-}(4Ad)
ntro y narapja~ jcasamente contn os cafe-osoy
vi‘lllﬂo (3B4) “en ﬁ 4= pmam
margsn, pozten rlllento( 35, na~
2monu n3 an.u- £an a-quuo
3 ? <5 y finalm nto
g iovar c ‘eifi ¢ olcuro g
ca '-elaro (
HG fHicelio inicial - Morctopolada laxa y[Se forman unlll s, e tifie | vormn
b anquecino -3 Imary ?ormmto CremMosa, cohcon!ré?g F '] ? ANCO=MATS
o= nncw cam |colonta plana con mijoscuroe ¢ afd=)to (4R2)
nn 0 3 narangd= icelio asreo esciaso, [amarillento (5 4)
7nneoo ($8%), crecimiento 1rregu- |naranjacafd (3¢,
$84), posteriormen! IaY, ligeramente on-|(4A3) 'y Hnaln nto
se forman an1= do cah-o:cz;o ),
l 0s concéntricos cafe v ni;ln-
nnnnqa-q siceo Ja-vrln’ooo (3
( g , cafe=oscurg, ¢! margen
4), naranja-cafe
S nannJa—Yri
! coo
Bar coHo fnicial Aterciopelada laxa a Cafr-orcuro (6F7) {Se tide 20 aarillo
anquecino, naran- ligeramente algodon; con el :}arnn naranfrojize (4n6)
ga grisaceo (5B3) alsa laxa, al final e risiceo (5B
lanco-rosado (782) lcentro quads 333780 ».m 1ando 2 cuo-
con el margen blan-|pelado y el mirgen ozcuro v naranJa
quecino, posterior—jalgodonoso, colonla
Mente se forman a= (plana, con micelio
nillos concéntricos urco abundante, con
ngrni ~gris&oeo pliegues radiales
), naranja= |muy marcados, en al-
oaf ¢ (503 naranaa gunas partes la colo
vrlu’cno (] nia se éleva
vru-dorgda (462)
Y" u 0 ¢1 mice~
¢ blanquecino en
el margen durante
todo el orecimiento
TLAX 11| PDA  |Café-claro y verde |Algodonosa densa, mi{Formando anillo Se tife ljgeramente
blanquecino en oI celio abundante, co~ conc(ntrlcg: cafe- ?3 ranl o=pklido
Margen, posterior- lonxa tlevada, creciirogizo Fé), en e}
meate forma anillos|miento radial homoge[centro. cah-o curo
concuntncor roJyo~ |neo, ¢on #1udados €9 <7F5 ca :)
opua (8B3) en el los cafe (77 asu cu‘(-gru ceo
centrp, amrsl (703
grisaceo (4B3-4)
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TABLA 2 (CONTINUACIOND

CEPA {MEDIO |COLOR DE LA COLOKIA|MORFOLOGIA Y TEXTURA|  COLOR REVERSO COLOR DEL AGAR
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TABLA 2 CCONTIHUACION)

CEPA  (MEDIO |COLOR DE LA COLONIA|MORFOLOGIA ¥ TEXTURA|  COLOR REVERSO COLOR DEL AGAR
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CARACTERIZACION MICROSCOPICA

El micelio de todas las cepas fue septado y de pared delgada,
algunas hifas presentaron fibulas como en el caso de Pisolithus
tinctorius y amanita, en cambio en el género Suillus no existié
indicio de fibulas, present&ndose incrustaciones en las hifas,
caracteristica gue se acentué en los micelios mas viejos. E1
micelio de Rhizopogon presentd plstulas de tamafio irregular y
£fibulas escasas.

TILAX 1 y 2
Amanita muscaria
Figuras 4 - 9

Hifas filamentosas de (1.0-) 1.5 -~ 2.9 um de di&metro,
hialinas en KOH, con pared delgada y lisa, poco ramificadas,
septadas, en ocasiones con hinchamientos de la hifa en el septo,
cilindricas, con fibulas entre el 10 y el 40 % de los septos
observados; algunas hifas terminales dicotomizadas, otras con
ramificacién irregular a partir de un eje principal, en ocasiones
divaricada, septadas, con pared gruesa; algunas células
moniliformes, globosas o elipsoides de 9.8 - 14.7 X 10.8 -
23.5 um que en ocasiones forman cadenas; las células que forman la
membrana desde globosas, elipsoides o piriformes de 41.2 X 11.8 um,
hifas moniliformes frecuentes de 9.8 - 10.8 um formando un
pseudoparénquima.

TLAX 4
Amanita sp. Seccién vaginatae
Figuras 10 - 12

Hifas filamentosas de 1.5 -~ 2.0 (-3.9) um de di&metro,
hialinas en KOH, con pared delgada y lisa, poco ramificadas,
septadas, con fibulas en el 40 % de los septos cbhservados, algunas
hifas con ramificacién irregular a partir de un eje principal,
septadas y en ocasiones con hifa terminal hinchada; algunas cé&lulas
moniliformes, globosas o elipsoides de 9.8 - 14.7 X 19.6 - 23.5 um,
las cé&lulas de la membrana son desde globosas, elipsoides o
piriformes de 41.2 X 11.8 um, presentdndose también hifas
moniliformes 9.8 -~ 10.8 um formando un pseudoparé&ngquima.
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TLAX 3
Rhizopogon sp.
Figuras 13 - 18

Hifas filamentosas de (1.5-) 2.0 - 4.4 (5.9) um de di&metro,
ramificacién divaricada © muy escasamente a partir de un eje
Qrincipal, hialinas, con pared delgada, con plstulas de tamafio
irregular, septos escasos, fibulas entre el 5 y el 10 % de los
septos observados; micelio sumergido en el agar con hifas
tortuosas; células moniliformes de (3.1-) 4.7 - 5.5 (-9.4) um con
las puntas adelgazadas; vesiculas intercalares y terminales de 6.2
- 17.9 um de di&metro.

TLAX 5 y 10
Suillus granulatus
Figuras 19 - 22

Presenta hifas filamentosas de hialinas a café amarillento en
KOH, de (1.0-) 2.0 - 2.9 (-5.9) um de di&metro, con pared delgada,
septadas, algunas sinuosas, otras con terminaciones ensanchadas; en
ocasiones con grandes vesiculas terminales, intercalares o en la
base de las ramificaciones, de 13.7 - 19.6 X 7.8 - 12.7 um, con
abundantes papilas grandes y gruesas que dan la apariencia de
costras y abundantes verrugas.

TLAX 9
Suillus tomentosus
Figuras 23 -~-27

Hifas filamentosas de (2.0-) 2.4 - 2.9 (-4.9) upm de diémetro,
hialinas en KOH a café amarillento, con pared delgada, septadas,
algunas sinuosas, otras con terminaciones ensanchadas; en ocasiones
con grandes vesiculas terminales e intercalares de 13.7 -~ 19.6 X
7.8 - 12.7 um; hifas dendriticas escasas; con abundantes verrugas
y papilas grandes.

TLAX 11, 12 y 13
Pisolithus tinctorius
Figuras 28 - 31

Hifas de 2.9 - 3.9 (-4.9) pm de di&metro, desde hialinas a
amarillo claro hasta amarillo café en KOH,. con pared delgada y lisa
a ligeramente engrosada, ramificadas en &ngulo recto o divaricadas,
con septos que en ocasiones se encuentran ensanchados, con
abundantes fibulas abultadas; en ocaciones se encuentran hifas
ornamentadas con pequefias verrugas; las hifas sumergidas son de la
misma forma y tamafio que las aéreas pero a veces muy apretadas y/o
sinuosas.
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Amanita muscaria. Figuras 4 -~ 9. (4) Ramificacién divaricada
1250 X. (5) Membrana formando pseudoparénquima 1250 X.
(6) Hinchamiento de la hifa en el septo 1250 X. (7) Vesicula
terminal 1250 X. (8) Cé&lulas globosas a elipticas formando
cadenas 1250 X. (9) Hifas tortuosas 1250 X.

Amanita sp. Seccién Vaginatae. Figuras 10 - 12. (10) Célula
globosa 1250 X. (11) Hifa terminal hinchada 1250 X.
(12) Ccélulas globosas a elipticas formando cadenas 1250 X.

Rhigopogon sp. Figuras 13 - 18. (13) Hifas moniliformes con la
punta adelgazada 1250 X. (14) Ramificacién divaricada
1250 X. (15) Células globosas a elipticas formando cadenas
1250 X. (16) Hifas con plstulas de tamafio irregular y
célula globosa 1250 X. (17) Hifas tortuosas 1250 X.
(18) Vesicula intercalar 1250 X.

suillus granulatus. Figuras 19 - 22. (19} Ramificacién 1250 X.
(20) Hifas con papilas y verrugas 1250 X. (21) Hifas con
verrugas 1250 X. (22) Hifa moniliforme 1250 X.

Suillus tomentosus. Figuras 23 - 27. (23) Hifas con verrugas y
papilas 1250 X. (24) Hifas sinuosas 1250 X. (25) Hifas
dendriticas 1250 X. (26) Vesiculas intercalares 1250 X.
(27) Ramificacién de las hifas 1250 X.

Pisolithus tinctorius. Figuras 28 - 31. (28) Hifas sinuosas
1250 X. (29) Hifas fibuladas 1250 X. (30) Hifas con
incrustaciones piramidales 1250 X. (31) Ramificacién con
septos ensanchados 1250 X.
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PRUBBAS DX CRECIMIENTO
DIAMETRO FINAL

En la Tabla 3 se muestran los resultados de diametro final de
las colonias. Las pruebas estadisticas elaboradas con los
resultados obtenidos del didmetro final, indican que no existen
diferencias estadisticas (P = 95 y 99 %) en el comportamiento de
las cepas pertenecientes a un mismo génerc, sin embargo, 2 cepas de
Amagitn muscaria y 1 de Pisolithus tinctorius no crecieron en los
medios de MNM y HG. En cuanto a los medios de cultivo, la prueba de
rango multiple de Tukey indicé que 4 medios favorecen en mayor
proporcién el crecimiento radial de las cepas siendo éstos el PDA,
SAB, ING y BAF; sOlamente en la cepa TLAX 12 el mayor didmetro se
registré en MNM.

En 1 cepa de Amanita muscaria (TLAX 1) al inicié de las
pruebas se presentd un crecimiento lento en todos los medios
(Grafica 1), el andlisis de varianza indicé que no se presentaron
diferencias significativas entre los crecimientos en los diferentes
medios. En los medios de MNM y HG no se presenté crecimiento. La
cepa TLAX 2 Gnicamente crecié en el medio de Sabouraud (Gré&fica 2)
alcanzando un diimetro de 15.7 mm. La cepa de Amanita sp. Seccién
Vaginatae (TLAX 4) (GraAfica 3) tuvé su mayor crecimiento en el SAB
(32.3 mm) presenté&ndose diferencias significativas en los valores
de di&metro final (Tabla 3) respecto al MNM (7.3 mm), ING (8.7
mm) , HG (9.0) y PDA (10.7), los gque tuvieron un didmetro final
menor; el EMA y BAF tuvieron valores intermedios. Este ensayo durd
42 dias. Debido a que las cepas no crecieron en todos los medios o
que el medio nutritivo de algunas cajas de Petri se contaminé, en
estas pruebas el andlisis de varianza simple solo se efectud con 3
repeticiones y no se realizé andlisis de varianza bifactorial.

La cepa de Rhizopogon sp. (TLAX 3) tarddé de 12 a 20 dias en
iniciar su crecimiento (Grafica 4), presentando un patrén similar
en todos los medios, pero al terminar el ensayo el PDA fue en el
que se did el mayor difimetro final, alcanzando hasta 61.2 mm (Tabla
3) y presentando diferencias significativas respecto a los demés
medios, 1le siguieron los dia&metros obtenidos en el BAF (41.8 mm),
el SAB (41.0 mm) y el EMA (39.2 mm), con valores intermedios; la
cepa presentd un crecimiento lento en los medios de ING (29.4 mm),
MNM (31.8), y HG (32.6 mm). Esta cepa se observd durante 58 dias.

Para la cepa de Buillus granulatus (TLAX 5) los medios donde
crecieron mejor las colonias fueron el PDA (62.6 mm), ING (56.4
mm), SAB (51.6 mm), y BAF (48.6 mm); el didmetro intermedio se
presentd en el medio de HG y los medios de SAB y BAF no
presentaron diferencias significativas con éste; los diametros
menores se obtuvieron en los medios de EMA y MNM que presentaron
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Amanita muscaria

Cepa procedente de la Malintzi
Asocc;la;ﬁ: a flnus TLAX 1
rafica

Crecimlento en mm
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Amanita muscaria

Cepa procedente de la Malintzi
Asaciago a8 Pinus TLAX 2
. Grafica 2
Crecimiento en mm
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Amanita sp.
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Rhizopogon sp.
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diferencias significativas con los demas grupos (Tabla 3); en la
cepa TLAX 10 los medios donde se obtuvieron mayores di&metros
finales fueron SAB (64.2 mm), PDA (62.6 mm) y BAF (61.2 mm); el ING
(53.8 mm) presentéd un di&metro intermedio, siguiéndole 1los
crecimientos en los medios de MNM (42.2 mm) y HG (38.2 mm) con un
crecimiento lento; en el EMA (27.8 mm) se presentd el menor
diadmetro presentandose diferencias significativas entre 1los
diferentes grupos mencionados. Para el caso de Suillus tomentosus
(TLAX 9) los medios en los que se obtuvo un diametro mayor fueron
PDA (63.2 mm), ING (62.5 mm) SAB (62.3 mm) y BAF (57.0 mm) siendo
significativamente diferentes con los demis; el didmetro en el HG
(41.7 mm) fue intermedioc y con diferencias estadisticas respecto a
los otros medios; las colonias mds pequefias se presentaron en los
medios de MNM (34.3 mm) y EMA (27.2 mm) siendo significativamente
diferentes de los demaAs grupos.

De acuerdo con el andlisis de varianza bifactorial, todas las
cepas de 8uillus se comportaron de manera similar y no se
encontraron diferencias significativas entre ellas. Sin embargo, se
presentaron diferencias significativas en los crecimientos radiales
de cada medio de cultivo, resultando los didmetros finales mas
grandes en PDA (62.6 mm), SAB (59.4 mm), ING (57.6 mm) y BAF (55.6
mm) ; los crecimientos radiales intermedios se dieron en HG (40.7
mm) y BAF gquedando este Gltimo con crecimiento similar con el
primer y segundo grupo; y los m&s bajos en EMA (29.6 mm) y MNM
(32.4 mm) .

En las Grédficas 5 y 6 se observa un periodo de adaptacién a
los medios cuando son transferidos a cajas nuevas. En el caso de la
cepa TLAX 5 este periodo puede variar entre 8 y 26 dias dependlendo
del medio utilizado, =siendo el MNM en donde el inicio de
crecimiento se retardé m&s. La cepa TLAX 10 tardd en iniciar su
crecimiento de 4 a 6 dfas en ING y de 10 a 12 dias en los demas
medios; mientras que la TLAX 9 inicié su desarrollo desde los
primeros dias en gue fue sembrada (Grafica 7). No obstante, una vez
que los micelios comienzan a invadir los medios, las cepas TLBY 5
Vv 10 tienen una rapidez de crecimiento promedio mayor que la cepa
TLAX 9 en los medios de PDA, SAB, HG y BAF (Tabla 5), por lo gue al
final del crecimiento los di&metros coloniales que se producen en
estos medios son similares (Tabla 3). Este ensayo durd 36 dias.

Para las cepas de Pisolithus tinctorius (TLAaX 11, 12 y 13), el
medio donde hubo un desarrollo mayor en los primeros 20 dias fue el
ING. En la cepa TLAX 11 (Grafica 8) los medios en los que se
presentaron los mayores di&metros sin existir diferencias
significativas entre ellos fueron ING, PDA y SAB (83.0 - 84.0 mm),
presentando diferencias significativas (Tabla 3) con los otros dos
grupos. En EMA (20.5 mm) se obtuvo el crecimiento menor,
presentando un crecimiento significativamente menor. La
cepa TLAX 12 (Grafica 9) crecib mejor en los medios de MNM (58.0
mm) , ING (55.2 mm) y PDA (53.6 mm); siguiéndole el HG (44.2 mm) que
fue significativamente diferente y los menores crecimientos se
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Suillus tornentosus
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obtuvieron en los medios de SAB (35.8 mm) y EMA (33.2 mm)
presentandose diferencias significativas entre los 3 grupos. La
cepa TLAX 13 (Gr&fica 10) no creci6é en los medios de MNM y HG,
siendo los medios en que crecid® mejor el PDA (69.6 mm) y el ING
(61.2 mm), presentando diferencias significativas con EMA (41.6 mm)
Yy SAB (41.4 mm).

El andlisis de varianza bifactorial sb6lo se efectud con los
resultados de los crecimientos en PDA, EMA, SAB e ING, pues la cepa
TLAX 13 no crecié en el resto de los medios. Las colonias crecidas
en PDA (68.8 mm), ING (66.8 mm) y SAB (53.4 mm) fueron las gque
alcanzaron mayor didmetro, sin embargo, en EMA su crecimiento fue
muy escaso presentando diferencias significativas con los valores
obtenidos en los demads medios.
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RAPIDEE DE CRECIMIENTO

Se elaboraron 57 curvas de crecimiento, de las cuales 34
presentaron mayor indice de correlacién al hacer el ajuste al
modelo exponencial y 23 con el modelo lineal. Cabe sefialar que los
indices de los modelos lineales y exponenciales de todos los juegos
de datos son muy semejantes y muy cercanos a la unidad, lo que
indica que el ajuste a estos modelos es bastante aceptable. Para
todos los casos, se tomé la pendiente del modelo lineal para
obtener la rapidez media de crecimiento (Tabla 4). Para verificar
sl existian diferencias significativas en la rapidez media de
crecimiento entre los diferentes medios se efectuaron anilisis de
varianza simple para las cepas de Amanita y Rhizopogon. Para
detectar diferencias significativas en la rapidez media de
crecimiento entre las cepas de un mismo género y los medios en los
que se cultivaron, se realizaron an&lisis de varianza simple y
bifactorial para las cepas de 8uillus y Pisolithus.

En Amanita, la cepa TLAX 1 crecié mds r&pido en el SAB
registrandose tasas de crecimiento de 0.844 mm/dia, obteniéndose
diferencias significativas con los demés grupos, los medios deonde
se presentd la menor rapidez de crecimiento fueron BAF y PDA (0.347
- 0.328 mm/dia) siendo significativamente diferentes a los valores
de otros medios; la cepa TLAX 2 s6lo crecidé en SAB teniendo una
rapidez de 0.317 mm/dia. En la cepa TLAX 4 se observd que el medio
donde se obtuvo mayor rapidez de crecimientc fue SAB (0.620
mm/dia), los valores de rapidez en los medios de BAF y EMA (0.425 -

0.312 mm/dia) presentaron diferencias significativas con el SAB y
con los medios donde se presentd una baja rapidez de crecimiento:
MNM, ING, PDA y HG (0.178 - 0.113 mm/dia) (Tabla 5).

Para la cepa de Rhizopogon se observé mayor rapidez en el
medio de PDA (0.943 mm/dia), siguiéndole el BAF, SAB y EMA (0.644 -
0.698 mm/dia) presentando diferencias significativas con el
primero y con los valores de rapidez m&s bajos 0.477 - 0.546 mm/dia
(ING, MNM y HG) (Tabla 5).

En el andlisis dc varianza simple se observd que la cepa TLAX
5 (Buillus) crecid mas rapido en los medios de PDA, ING, SAB y BAF
(1.043 - 1.391 mm/dia), los medios que le siguen son HG y EMA
(0.815 - 0.855 mm/dia) presentando diferencias significativas con
el primer grupo y con el MNM gue proporciondS la menor rapidez
(0.120 mm/dia). La mayor rapidez de la cepa TLAX 9 se obtuvo en los
medios de ING, PDA, SAB y BAF (1.184 - 1.372 mm/dfa), siguiendole
los crecimientos en HG y MNM (0.646 ~ 0.791 mm/dia) que presentarcn
diferencias significativas con los grupos de rapidez antes
mencionados y la registrada en EMA (0.531 mm/dia). En la cepa TLAX
10 la mayor rapidez se obtuvo en los medios de PDA, SAB y BAF
(1.343 ~ 1.436 mm/dia) presentando diferencias significativas con
los dem&s grupos, siguiéndole la rapidez en el medio de ING (1.156
mm/dia) y los valores mds bajos se presentaron en los medios de
MNM, HG y EMA (0.638 - 0.854 mm/dia) (Tabla 5).
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En el andlisis de varianza bifactorial no se encontraron
diferencias significativas entre los valores de rapidez de las
cepas de Buillus , no obstante, se observd una rapidez similar en
los medios PDA, SAB, ING, y BAF (1.191 a 1.388 mm/dia) presentando
diferecias significativas con los demds medios, en el MNM y EMA se
dié una rapidez menor que va desde 0.610 hasta 0.661 mm/dia (Tabla
5).

Para las cepas de Pisolithus tinctorius se observdé en el
andlisis de varianza simple gue los medios donde se obtuvo mayor
rapidez de crecimiento para la cepa TLAX 11 fueron el SAB y el PDA
(3.162 -~ 3.197 mm/dia); sigquiéndole el crecimiento en ING (2.871
mm/dia) que presentd diferencias significativas con el primer y los
dltimos grupos; los crecimientos en HG y MNM fueron menos répidos
(1.197 - 1.217 mm/dia); y el medio donde se obtuvo un crecimiento
muy lento fue el EMA (0.468 mm/dia) presentandose diferencias
significativas entre los diferentes grupos mencionados. La cepa
TLAX 12 su mayor rapidez la obtuvo en el medio de MNM (2.155
mm/dia); le siguen los crecimientos en los medios de PDA, HG, ING
y SAB (0.997 -~ 1.672 mm/dia) presentando diferencias significativas
con los otros grupos, menos el crecimiento en el SAB que presentd
similitud con el crecimiento en el EMA (0.972 mm/dfa). La cepa TLAX
13 presentd mayor rapidez en los medios de PDA e ING (2.367 - 2.520
mm/dia) que presentaron diferencias significativas con EMA y SAB
(1.251 ~ 1.207 mm/dia) (Tabla 5).

En el andlisis de varianza bifactorial no se presentaron

diferencias significativas entre las 3 cepas y entre los 4 medios
analizados (Tabla 5).
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PRODUCCION DE BIOMASA

En cuanto a la biomasa micelial la cepa TLAX 1 de Amanita
(Tabla 6 y Grafica 11) produjo la mayor cantidad en el SAB (281.4
mg) siendo significativamente diferente con los valores de biomasa
obtenidos en los demds grupos; siguiéndole el ING (52.3 mg), el BAF
(50.4 mg), el PDA (33.3 mg) y el EMA (19.9 mg). Para la cepa TLAX
2 s6lo se presentd crecimiento en el SAB con 75.1 mg de biomasa. La
cepa TLAX 4 produjo la mayor cantidad de biomasa en el SAB (213.1
mg) , seguido por el valor alcanzado en BAF (133.1 mg) presentandose
diferencias significativas entre estos datos. En los medios de MNM,
PDA, ING, EMA y HG la produccién de biomasa fue muy escasa (15.3 -
29.4 mm).

El medio de cultivo donde se obtuvo mayor cantidad de biomasa
para la cepa de Rhizopogon (TLAX 3) (Tabla 6 y Grédfica 12) fue el
BAF (91.5 mg) seguido por el PDA (78.5 mg) y el SAB (76.0 mg),
existiendo diferencias significativas entre estos grupos, las
biomasas mds pobres se obtuvieron en los medios de ING (35.6 mg) y
MNM (28.6 mg) presentando diferencias significativas con los demés
medios.

La cepa TLAX 5 de Buillus (Tabla 6 y Grafica 13) produjo
mayor bicmasa en el SAB (196.5 mg) siguiéndole el BAF (152.9 mg) y
el PDA (179.2 mg) no encontrandose diferencias significativas entre
las biomasas producidas entre estos medios, el BAF y el PDA son
similares con el ING (118 mg), sin embargo, é&ste Gltimo presentd
diferencias significativas con el SAB. Los medios menos favorables
para el crecimiento de la misma cepa fueron EMA (41.1 mg), HG
(21.5 mg) y MNM (14.6 mg) siendo significativamente diferentes con
los demas grupos. Para la cepa TLAX 9 el medio donde crecid mejor
fue el SAB (329.8 mg) presentando diferencias significativas con
los dem&s grupos, siguiéndole el BAF (251.6 mg) que también
presentd diferencias significativas con todos los demds medios. En
PDA (153.1 mg) e ING (111.0 mg) se obtuvieron cantidades similares
de micelio. La menor cantidad de biomasa se produjo en el MNM
(57.8 mg) HG (27.8 mg) y EMA (15.2 mg). La cepa TLAX 10 presentd
la mayor biomasa en el SAB (232.0 mg), siguié&ndole el BAF (172.2
mg) y PDA (140.0 mg) que presentaron diferencias significativas con
el primer valor de bicmasa. Los medios menos favorables para la
produccién de biomasa fueron el ING (85.2 mg), MNM (52.0 mmg), EMA
(21.0 mg) y HG (20.7 mg).

El anédlisis de varianza bifactorial indic6 gue el medio donde
se produjo mayor biomasa de las cepas de Buillus fue el SAB (252.7
mg) . Las biomasas producidas en el BAF (192.2 mg), PDA (157.4 mg)
e ING (104.7 mg) presentaron diferencias significativas con los
dem&s grupos. En los medios de MNM (41.5 mg), EMA (25.7 mg) y HG
(23.2 mg) la produccién de biomasa fue més pobre.
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Para Pisolithus tinctorius (Tabla 6 y Grafica 14), la cepa
TLAX 11 tuvo el valor mas alto de biomasa en el SAB (438.1 mg),
pPresentando diferencias significativas con los demads pesos secos,
siguiéndole el PDA (193.0 mg) que también presentd diferencias
significativas. En el ING (69.3 mg), HG (31.3 mg), MNM (30.8 mg) y
EMA (14.2 mg) se produjo escasa biomasa y presentindose diferencias
significativas con los grupos antes mencionados. El SAB (200.7 mg)
Yy el PDA (199.4 mg) fueron los medios en donde el desarrollo
miceliar fue m&s grande en la cepa TLAX 12 presentéandose
diferencias significativas con los otros medios; siguiéndole el ING
(109.5 mg) y MNM (81.5 mg). Las biomasas mas pobres se presentaron
en el EMA (51.1 mg) y HG (43.4 mg) siendo significativamente
diferentes. La cepa TLAX 13 no crecid en los medios de cultivo de
MNM y HG y 1los crecimientos en SAB (320.8 mg) y PDA (267.3 mg)
alcanzaron la biomasa mas grande; el ING (144.3 mg) presentd
diferencias significativas con los demds grupos, en tanto el EMA
(40.5 mg) es el medio que proporciond la més baja produccién
micelial. El1 ensayo durd 30 dias.

El anédlisis bifactorial solo se aplicd para la produccidn de
biomasa en los medios PDA, EMA, SAB e ING, no presentandose
diferencias significativas en la cantidad de biomasa producida por
cada cepa de Pisolithus tinctorius. No obstante, los crecimientos
obtenidos en el SAB (319.9 mg) y el PDA (219.9 mg) fueron
estadisticamente diferentes de los que se obtuvieron en ING (107.7
mg) y EMA (40.5 ng).
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CORRELACION BIOMASA - DIAMETRO FINAL

En las graficas 15 a 24 se muestra la dispersidén de los datos
que existe al correlacionar los valores del peso seco y del
diémetro final de las colonias de las cepas estudiadas. En las
cepas de Amanita se observa que no existe correlacidén entre estos
parametros, haciéndose més evidente para la cepa TLAX 1 (Gréafica
15) en los medios de ING y SAB en los cuales se presentan didmetros
coloniales similares pero con una marcada diferencia en la
produccién de biomasa; por otro lado, ING y BAF tuvieron diferentes
di&metros pero similar cantidad de biomasa. En la cepa TLAX 4
(Grafica 17) el EMA y HG presentaron un crecimiento radial
diferente pero similar produccién de biomasa.

En los medios de SAB y BAF la cepa de Rhimopogon (Grafica 18)
present6 crecimiento radial similar, pero mayor biomasa en el BAF;
en los medios de PDA y SAB se produjo similar cantidad de biomasa,
pero el crecimiento radial se desarrollo mds en el PDA.

En los aislamientos de 8uillus granulatus la cepa TLAX 5
(Grafica 18) tuvo una produccidn de biomasa similar en los medios
MNM y HG pero el di&metro final fue diferente; un comportamiento
similar se observé en la cepa TLAX 10 (Grafica 20) con EMA y HG,
mientras que con SAB y PDA se presentaron di&metros similares pero
diferente produccién de biomasa. En 8. tomentosus (Grafica 21) los
medios de EMA y HG presentaron similitud en la cantidad de biomasa
producida pero diferentes di&metros, sin embargo, en ING y SAB el
comportamiento fue a la inversa.

Para el caso de Pisolithus tinctorius, la cepa TLAX 11
(Grafica 22) produjo biomasa similar en los medios de EMA, MNM y HG
pero el diadmetro colonial fue diferente. En ING y SAB se
presentaron di&metros similares, pero la biomasa producida en SAB
fue mayor; la cepa TLAX 12 (Grafica 23) tuvo un didmetro similar en
los medios SAB y EMA, pero mayor biomasa en SAB, en tanto que el
EMA, ING y MNM produjeron biomasas similares pero los diametros
fueron menores en EMA, En la cepa TILAX 13 (Grafica 24) los medios
de EMA y SAB dieron un diémetro similar pero la biomasa fue mayor
en SAB.
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PRODUCCION DE BIOMASA A DIFERENTES PH

Al concluir los ensayos de crecimiento en diferentes medios de
cultivo, se selecciondé el SAB liquido para llevar a cabo algunas
pruebas de crecimiento en diferentes pH, pero el crecimiento que se
produjo impedia romper las colonias formadndose conglomerados de
micelio, por lo que se decidié cambiar el medio empleado para estas
pruebas, utilizando finalmente el BAF liquidec que también ofrecié
buenas condiciones para el crecimiento de los micelios. Este medio
se prepar6é a los siguientes pH: 4.0, 4.5, 5.0, 5.5 y 6.0.

Los aislamientos de Amanita (Tabla 7) crecieron con muchas
variaciones en su peso seco, la produccién de biomasa de las cepas
TLAX 1 y 2 no presentd diferencias significativas entre los
diferentes pH probados, pero los resultados presentaron una alta
desviacidén estdndar. La cepa TLAX 4 presentd mayor biomasa a pH de
6.0 (331.2 mg), presentando diferencias significativas con los
demds tratamientos. El peso seco m&s bajo se obtuvo en el pH de 5.0
(33.6 mg), quedando los valores intermedios en los pH de 4.5, 5.0
y 5.5 (Grafica 25).

En el andlisis de varianza bifactorial no se encontraron
diferencias significativas entre los pesos secos producidos por
cada cepa de Amanita y entre la biomasa producida a los diferentes
PpH.

La cepa de Rhizopogon (TLAX 3) produjo mayor biomasa a pH de
5.0 (431.2 mg), presentando diferencias significativas con todos
los demés pH, siguiéndole los de 4.5 (225.2 mg) y 5.5 (131.6 mg)
que presentaron diferencias significativas con respecto a los otros
grupos. En los pH de 6.0 (78.7 mg) y 4.0 (69.7 mg) la cantidad
de biomasa fue escasa (Tabla 7 y Grafica 26).

Para las cepas de 8uillus no existieron diferencias
significativas (Tabla 7) en el comportamiento de las 3 cepas, no
influyendo los pH en su produccién de biomasa (Grafica 27).

En el andlisis de varianza bifactorial de 8uillus no
existieron diferencias significativas en la produccidén de biomasa
entre las cepas ni entre los pH (Tabla 7).

Los aislamientos de Pisolithus tinctorius produjeron gran
cantidad de biomasa en los pH probados, no encontré&ndose
diferencias significativas entre los valores de los diferentes
tratamientos (Tabla 7).

En el andlisis bifactorial no se obtuvieron diferencias
significativas entre las cepas, ni entre los tratamientos.
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TABLA 7. BIOWASA (ng) DE LAS CEPAS CRECIDAS IN BoF
A DIFENENTES pH

CEPA 4.8 4.5 5.8 5.5 6.8

% | 43,4 129 5.5
a1 A8, |88 | A8 | 3% | SRR

nax 2| St | ST | R0 | 2TE%s | BBBils

25.7 ) 33,6 93,1 2
X 4 | =1ale o—ﬂ%v.x =18b | oz, 8.6 s S
b5 5 1§ )

(o)

PRS00 | Shbh | 2HRY | AT | T
ANRORBIF
& 3 q%§§?e 0332)5?9 | o:‘gﬁ)&?e

nat 5* [T, | SRR | D | T | Sl

96| 19,7
St P
18 | =

399.5 | 343.3 | 3855, | 295,2 | 251.3
9300 | 28 | 2880 | Bl | ot
339,7 | d95.4 | 264,8 | 904.4 | 660,4
X 8% (233376 | oodders | ooo9ite | odtivy | osttecs

Promedion] 392,1 | 816,2 | 283.1 | 298.1 )
§:"§:‘° Wals | 8% | 2B | 20 | Y
ARAbASIE

bty 23
w | 268,1 | 3.9 7.1 547,7 | 469.8
Tax 19* | 283500 | 28150 | 2506%s | o2404Ts | o0
556,2 | 483.4 | 501.4 | 475.4 | 694.5
nax 2% | 3362 | S84 1 A% 28 S,
617,1 | 965.8 | 657.6 | 668,8 | 1847.3
AR 13% § Gihsly | 230506 | ouissea | ouseioe | o=3bios
Promsdiow| 585,1 | €843 | 887.3 | 56L.3 | 737.6
do13s’") G50s | om262.8 | 0280, | 0=93.4 | 0=251.9
oepas
ANRDABIF
gronod!o de 5 refeticlonos
9 % de oon

iabi
- Lo rai quagos no hau diferencias significativas (P0.04)
'l erencias significativas_entre tratamientos
(Pz0,0815 de acuerdq a la Prueba de Tukey
- ¢ Desviaoidn estandar
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sINTESIS IN VITRO

A continuacién se enlistan agquellas combinaciones planta~hongo
que se encontraron en los diferentes dispositivos en las cuales las
plantas lograron sobrevivir hasta el momento en gque las raices
fueron analizadas:

Frasco lechero con vermiculita y medio nutritivo de MNM.

Pinus montezumae - Amanita sp. Seccién Vaginatae (TLAX 4)
P. montezumae - Rhizopogon sp. (TLAX 3)

P. montezumae - Suillus granulatus (TLAX 5)

P. montezumae - 8. granulatus (TLAX 10)

P. montezumae ~ B. tomentosus (TLAX 9)

P. gregii - Amanita muscaria (TLAX 1)

P. gregii - amanita sp. Seccién Vaginatae (TLAX 4)

P. gregii ~ Rhizopogon (TLaX 3)

P. gregii ~ Buillus granulatus (TLAX 10)

P. gregil - 8. tomentosus (TLAX 9)

Bolsa de crecimiento con medio nutritivo de BAF.
Pinus montezumse - Pisolithus tinctorius (TLAX 13)

P. montezumae - Suillus granulatus (TLAX 10)

Tubo de ensaye con medioc nutritivo de Ingestad.

Pinus montezumae - Pisolithus tinctorius (TLAX 13)
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CARACTERIZACION DE LAS ECTOMICORRIZAS

En esta seccién se describen las raices secundarias en las que
se observé alguna modificacidén morfolégica potencialmente causada
por la presencia del hongo.

Pinus montezumae - Amanita sp. Seccién Vvaginatae (TLAX 4)

Ramificacién monopodial a dicotémica (Foto 1) y en ocasiones
dicotémica irregular, de 0.62 a 2.02 mm de largo, puntas no
ramificadas de 0.30 a 0.98 mm de largo, di&metro de los ejes de
0.32 a 0.50 mm, las puntas con superficie lisa, en ocasiones
llegando a ser moniliformes, superficie de la raiz desde granulosa
hasta reticulada, de color café (7E8) en las puntas no ramificadas,
naranja café& (7C6) en el &pice, a color café oscuro (7F8) en el
eje, rizomorfos conectados a la raiz en puntos restringidos (Foto
2), de color café oscuro (7F8), 0.22 a 0.32 mm de di&metro, en
forma de filamentos interconectados (Foto 3). con hifas emanantes
escasas.

Microscdpicamente en algunos cortes se observan hifas, sin
embargo la raiz no presenta penetracién del hongo. Capa de células
taniniferas muy engrosada, amarilla (Foto 4); rizomorfos con hifas
de (2.0-) 3.0~3.5 (-4.0) um de diametro, la mayor parte de pared
delgada pero entremezcladas con algunas de pared gruesa, septadas,
de color amarillo café (Foto 5).

Pinus montezumae - Rhizopogon sp. (TLAX 3)

Ramificacién dicotdémica a coralocide, de 1.44 a 2.64 mm de
largo, puntas no ramificadas de 0.49 a 1.14 mm de largo, X 0.26 a
0.34 mm de didmetro, ejes de 0.38 a 0.42 mm de di&metro, con
superficie lisa, en ocasiones llegando a ser moniliformes, color de
las puntas ramificadas y &pices color café (7Eg), ejes de color
café cscuro (7F8) (Foto 6).

Microscépicamente presenta una capa de células taniniferas muy
gruesa, sin indicios de penetracién, no se presenta ni manto, ni
red de Hartig (Foto 7).

pirnus montezumae - sSuillus granulatus (TLAX 5)

Ramificacién de monopodial a dicotémica de 0.60 - 2.26 mm de
largo, puntas de 0.42 mm de largo X 0.48 ~ 0.82 mm de diémetro,
ejes de 0.24 mm de didmetro, con la puntas redondeadas, superficie
lisa a granulosa, no se observan las células corticales, superficie
del manto lanosa a algodonosa, laxo, completamente café oscuro (6F5
a 7F8), rizomorfos escasos que se conectan al manto en un punto, de
color café oscuro (6F5 a 7F8). Con abundantes hifas emanantes que
dan la apariencia de algodén.
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La raiz monopodial se observa mas grande que la dicotémica.

Microscépicamente, 1los cortes de 1la raiz dicotomizada
presentan una capa de taninos muy gruesa (Foto 8), acentuadndose
esta caracteristica en algunas partes; en los cortes de la raiz
monopodial se observé el manto que cubre a la raiz de manera
irregular, midiendo desde 78.4 hasta 196.0 um de grosor,
prosenquimatoso, afelpado, margen demasiado laxo hasta
prosenguimatoso en forma de red (Foto 9), con hifas de 2.9 - 3.4
(=3.9) um de diametro, tortuosas, de pared delgada y lisa (Foto
10), las hifas mAs externas estédn ornamentadas con pdstulas. En
otros cortes se observé una masa amorfa alrededor de la rafiz, como
si se estuviera desintegrando. La red de Hartig penetré de manera
irregular una capa de células de la corteza.

Pinus montezumae - Suillus tomentosus (TLAX 9)

Ramificacidédn monopodial de 0.6 a 1.3 mm de largo, puntas de
0.52 a 0.76 mm de didmetro, ejes de 0.42 a 0.48 mm de didmetro, con
las puntas mds anchas en el é&pice, lisas, poco brillantes,
superficie poco granulesa, color naranja gris&ceo (5B4), con el
&pice blanco naranja (5A2), eje color café oscuro (6F8). Algunas
ocasiones se observaron hifas emanantes.

Microscépicamente, en algunos cortes se presenté una capa de
taninos muy gruesa, sin micelio alrededor; en otros cortes se
observé un manto de 19.5 a 93.1 um de grosor (Foto 12), el margen
del manto se encuentra formado por un prosénquima afelpado con
abundantes células alargadas;  la superficie del manto forma un
prosénquima en forma de red con células alargadas y laxas, las
hifas de (2.0-) 2.9 ~ 4.9 um de diédmetro, con pustulas escasas en
las hifas emanantes mi&s externas; la parte media e interior del
manto esta formada por un sinénquima en forma de malla con células
alargadas. En otros cortes se observé la capa de células de la
corteza muy delgada y el cilindro central muy grande. La red de
Hartig penetré de manera irregular de 1 a 3 células de la corteza
(Foto 13).

Pinus montezumae -~ Suillus granulatus (TLAX 10)

Ramificacién de monopodial, dicotémica (Foto 14) hasta
coraloide (Foto 15), de 0.82 a 2.26 mm de largo, puntas de 0.42 a
0.94 mm de largo X 0.22 a 0.82 mm de di&metro, ejes de 0.24 a 0.58
mm de diametro, superficie poco granulosa y algodonosa, color
naranja grisdceo (6B5) a café griséceo (6F3), puntas de color
blanco naranja (6A2), ejes color café oscuro (6F3), con rizomorfos
escasos que se unen al manto en un punto, color café oscuro (6F5),
0.1 mm de didmetro, con abundantes hifas emanantes.
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Microscépicamente presenta un manto de 32.3 a 34.3 pm de
ancho, con la orilla muy laxa (Foto 16), formado por hifas
emanantes de 2.5 a 3.9 um de diametro, finamente verrucosas; las
hifas de la superficie forman un prosénquima afelpado; el manto
interior forma un sinénquima irregular con hifas de 2.5 a 3.0 um de
di&metro, que presentan paredes generalmente redondeadas vy
entrelazadas. La red de Hartig penetrd de 2 a 3 células, dichas
células se encuentran separadas por 2 a 3 células hifales (Foto
17), en algunas células del cdrtex se observd micelio intracelular
(Foto 18), y en algunos cortes se encontrd micelio rodeando las
células del cilindro (Foto 19). En otras muestras obtenidas se
presentd un manto muy laxo de 58.0 um de grosor, y la red de Hartig
no penetré homogéneamente a todas las células del cbrtex, sino que
s6lo se introdujo entre algunas de ellas (Foto 20).

Pinus montezumae -~ Pisolithus tinctorius (TLAX 13)
Tubo de ensaye con medio nutritivo de Ingestad

Ramificacidn desde dicotémica hasta coraloide (Foto 21), de
0.9 hasta 11.9 mm de largo, puntas de 0.5 a 0.7 mm de largo, ejes
de 0.2 a 0.7 mm de didmetro; las puntas son rectas, color café
dorado metdlico (6D7), fibrosa, con rizomorfos color café dorado
(6D7), conectados con el manto en un punto, de 0.1 mm de di&metro,
con hifas emanantes abundantes.

Microscépicamente presenta un manto de 40.8 um de ancho,
grueso y denso, la orilla con abundantes hifas emanantes
anastomosadas de 3.5 a 4.5 um de diametro, septadas, con fibulas,
con pared delgada; la superficie formada con un prosénguima
afelpado que con el tiempo forma bandas paralelas y un sinéngquinma
con células tortuosas (Foto 22), siendo las hifas de ambas partes
lisas y con paredes delgadas. La red de Hartig penetrd de 2 a 3
células corticales (Foto 23). Los rizomorfos estén formados por
hifas filamentosas, algunas incrustadas y otras con pared delgada
y lisa, de 2.5 a 6.0 pum de diametro, color amarillo claro (4A3)
(Foto 24).

Bolsa de crecimiento con medio nutritivo BAF.

Ramificacién de dicotémica a coraloide (Foto 25), 0.64 a 1.82
mm de largo, puntas no ramificadas de 0.44 a 0.74 mm de largo X
0.22 a 0.42 mm de diametro, ejes 0.20 a 0.26 mm de diametro, puntas
redondeadas, color café& (6D7) brillante en las puntas no
ramificadas, apices de las puntas color blanco naranja (532), ejes
color café oscurc a café (7F8 y 6D7), micorrizas viejas color café
oscuro (7F8). No se observaron rizomorfos ni hifas emanantes.
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Microscoépicamente, se observaron cortes de varias raices
dicotomizadas; sin embargo, en ninguno se observé ni manto ni red
de Hartig pero si una capa de células taniniferas muy gruesa (Foto
26). En algunos cortes se observaron algunas hifas emanantes
dispersas, sin que exista evidencia de penetracién al cértex.

Pilnus gregii - Amanita muscaria (TLAX 1)

Crecimiento monopodial 1.8 mm de largo X 0.45 mm de diédmetro,
color amarillo café (5C7).

Microscépicamente no hay presencia de manto ni de red de
Hartig pero si de una capa de células taniniferas muy gruesa y
rugosa.

Pinus gregii - Amanita sp. Seccién vaginatae (TLAX 4)

Crecimiento monopodial de 2.72 mm de large X 0.52 mm de
diametro; con escaso micelio rodeando la raiz, color café oscuro
(7F6) ; brillo escaso y superficie lisa.

Microscépicamente no presenta manto ni red de Hartig, pero en
su lugar existe una capa de células taniniferas gruesa.

Pinus gregii - Rhizopogon sp. (TLAX 3)

Ramificaciédn monopodial de 1.2 a 1.62 mm de largo X 0.3 a 0.6
mm de di&metro, superficie del manto poco visible, las cé&lulas
corticales no se observan, superficie lisa, color café-amarillo-
oscuro brillante (6ES8).

Microscépicamente, en algunos cortes se observa un manto de
47.8 um de ancho, que cubre a la raiz de manera irregular (Foto
28), micelio afelpado formado de células alargadas y tortuosas, de
(2.0-) 2.9-3.4 (~4.9) um de diémetro, ramificadas, septadas, con
gran contenido globular en el citoplasma; formando un prosénguima
en forma de una malla muy laxa.

Pinus gregii -~ suillus tomentosus (TLAX 9)

Ramificacién monopodial (Foto 29), de 1.2 a 3.6 mm de largo X
0.5 a 0.6 mm de diametro, la punta redondeada a ligeramente
ensanchada en el &pice; superficie del manto visible, de algodonosa
a lanosa, color café oscuro opaco (6F7), con tonos grisiceos; con
abundantes células emanantes.
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Microscépicamente el margen del manto esta formado"g “Micelio
laxo, con abundantes hifas emanantes (Foto 30) de (2.5-) 2.9 - 3.9
(-4.9) um de ancho, pared delgada y 1lisa, algunas de
las hifas m&s externas presentan plstulas (Foto 31). E1l manto de
10.3 hasta 73.5 um de ancho, formado por hifas filamentosas que se
intercalan constituyendo una red. El interior del manto formado por
un sinénquima con células tortuosas poco alargadas {(Foto 32).

En algunos cortes de la micorriza se observa que la red de
Hartig penetré en la corteza de manera irregular de 2 a 3 células
llegandose a romper con la presencia del hongo; en unos cortes no
se observa red de Hartig pero si una capa de células taniniferas
gruesa (Foto 33).

Pinus gregii - Suillus granulatus (TLAX 10)

Crecimiento monopodial de 1.4 mm de largo X 0.4 mm de di&metro
(Foto 34), con las puntas redondeadas y en ocasiones volviéndose
moniliforme; la superficie del manto no es visible, y las células
corticales se pueden observar f&acilmente; superficie granulosa y
poco fibrosa, color café oscuro (6F8).

Microscépicamente el manto tiene de 29.4 a 73.5 um de ancho,
cubre la raiz de manera discontinua, muy laxo (Foto 35); hifas de
2.0 - 3.9 um de didmetro, con pared delgada y lisa, las hifas méas
externas presentan pfistulas escasas. Se observd la red de Hartig
penetrando de manera discontinua (Foto 36). Los cortes de la raiz
gue presentaron forma moniliforme no presentaron ni manto ni red de
Hartig; en cambio se observd la capa de células taniniferas muy
gruesa.
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RELACION DE FOTOGRAFIAS

Pinus montezumae - Amanita sp. Seccién Vaginatae (TLAX 4). Fotos
1 - 5. (1) Raiz dicotomizada 25 X. (2) Raiz dicotomizada con
rizomorfos conectados al manto en un punto restringido (R) 32
X. (3) Rizomorfos en forma de filamentos interconectados (R) 25 X.
(?) Capa de células taniniferas gruesa (T) 250 X. (5)
Rizomorfo 250 X.

Pinus montezumae -~ Rhizopogon sp. (TLAX 3). Fotos 6 - 7. (6) Raiz
coraloide 20 X. (7) Coértex con células taniniferas (T) 250 X.

Pinus montezumae - Suillus granulatus (TLAX 5). Fotos 8 - 11. (8)
Cértex con células taniniferas (T) 500 X. (9) Manto grueso y laxo
(M) 50 X. (10) Manto (M) con hifas emanantes (HE) 250 X. (11) Red
de Hartig (H) penetrando de manera irregular a la corteza 500 X.

Pinus montezumae - Suillus tomentosus (TLAX 9). Fotos 12 - 13. (12)
Red de Hartig (H) y manto (M) 250 X. (13) Red de Hartig (H)
cubriendo 1 célula cortical 500 X.

Pinus montezumae -~ Suillus granulatus (TLAX 10). Fotos 14 - 20.

(14) Raiz dicotémica 25 X. (15) Raiz coraloide 25 X. (16) Manto (M) -
y Red de Hartig (H) 250 X. (17) Red de Hartig (H) 500 X. (18) Hifa

penetrando la célula cortical (HI) 500 X. (19) Hifas penetrando en
el cértex (H) 500 X. (20) Hifas penetrando al cilindro vascular de
manera irregular (CV) 250 X.

Pinus montezumae =~ Pisolithus tinctorius (TLAX 13). Fotos 20 - 26.
(21) Ramificacién dicotémica 25 X. (22) Manto (M) con algunas
células tortuosas (CT) 1250 X. (23) Red de Hartig (H) 500 X. (24)
Hifas de los rizomorfos con incrustaciones y fibulas 1250 X. (25)
Raiz dicotomizada 25 X. (26) Pared de las células corticales con
capa de células taniniferas muy gruesa (T) 250 X.

Pinus aregii - Amanita muscaria (TLAX 1). Foto 27. Raiz monopodial
25 X.

Pinus gregii - Rhizopogon sp. (TLAX 3) Foto 28. Manto laxo e
irregular (M) 250 X.

Pinus gregii - Suillus tomentosus (TLAX 9) Fotos 29 - 33. (29)
Raiz monopodial 20 X. (30) Manto grueso (M) con abundantes hifas
emanantes (HE) 125 X. (31) Manto muy laxo (M), algunas hifas
externas con piistulas (HE) 500 X. (32) Manto (M) y red de Hartig
(H) 500 X. (33) Células corticales y células taniniferas (T) 500 X.

Pinus gregii - suillus granulatus (TLAX 10) Fotos 34 - 36. (34)

Raiz monopodial 25 X. (35) Manto laxo y discontinuo (M) 500 X. (36)
Red de Hartig (H) penetrando de manera discontinua 500 X.
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DIBCUBION
AISLAMIENTOS

Para asegurar la obtencién de las cepas es recomendable
realizar varias repeticiones de los aislamientos de cada ejemplar,
tomando en cuenta por un lado que existen especies de hongos cuyo
crecimiento es dificil en medios axé&nicos y por otro lado que
existen problemas de contaminacién (Molina y Palmer, 1982).

Dada la diversidad fisioldgica y requerimientos nutricionales
de cada hongo (Molina y Trappe, 1982 b; 1984) es conveniente
realizar los aislamientos en varios medios de cultivo como son el
PDA, el BAF u otros, con la finalidad de obtener una gama de
condiciones que permita en determinado momento favorecer el
desarrollo del hongo.

Al realizar los aislamientos de 431 taxa diferentes fue posible
denotar variaciones en cuanto a su comportamiento, ya gue de 110
intentos s6lo se obtuvieron 21 cepas, algunas de las cuales se
perdieron en las resiembras, como en los casos de Lacocaria bicolor
v suilius sp.; otras cepas presentaron un crecimiento muy escasc
como Boletus sp., mientras que otras m&s mostraron un patrén de
crecimiento inestable, es decir, que al resembrarse algunas veces
crecen y otras no.

En el caso de las especies en las que no se ha logrado su
crecimiento vegetativo en condiciones axénicas es recomendable
intentar su aislamiento con otros medios.

PRUEBAS DE CRECINIENTO

Con la finalidad de conocer el desarrollo de los hongos con
diferentes fuentes nutricionales, se realizaron observaciocnes de su
crecimiento con los medios de «cultivo que se utilizan
cotidianamente en la manipulacién de cepas de hongos
ectomicorrizicos como son PDA, ING, MNM, HG y BAF, v medios de
cultive que se usan para crecer una gran variedad de hongos como
son EMA y SAB.

Los medios de cultivo utilizados se clasifican dentro de los
semisintéticos, por su proceso de elaboracién estandarizado; de
esta manera se tiene mayor control que con los medios naturales en
cuanto a la composicién gquimica, sin embargo no se pueden
reproducir exactamente como en el caso de los sintéticos (Cooke,
1968) . A pesar de este problema estos medios nos pueden servir como
referencia para la elaboracién de variantes, cambiando 1los
compuestos utilizados en dicho medio.
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Los crecimientos de los micelios respondieron a la cantidad de
dextrosa utilizada en cada medio nutritivo, los medios en donde
crecieron mejor fueron el SAB, BAF y PDA cuya composicién lleva 40,
30 y 20 g de este azlcar respectivamente. A pesar de ser medios
utilizados especificamente para hongos ectomicorrizégenos, en MNM
Yy HG hubo menor crecimiento que en los medios sefialados antes y
esto puede deberse a sus contenidos menores de dextrosa (10 y 5 g
respectivamente). E1 EMA y el ING tienen el mismo contenido de
azGcar que el MNM. En el primero, se obtuvieron valores similares
que en el ultimo, pero en el ING el desarrollo de las hongos fue
mds vigoroso siendo coOmparable en ocasiones con los crecimientos
obtenidos en medios con mayores contenidos del carbohidrato, por lo
que es posible que exista una interaccién entre el pH, el contenido
de dextrosa y los otros componentes de los medios. Estos resultados
concuerdan con los datos de Oort (1981), quien al comparar medios
con diferente concentracidén de dextrosa (BAF y medio de Modest)
encontré que los crecimientos de Lactarius seccién Dapetes se
desarrollaban mejor en el medio con mayor contenido de azutcar.
Asimismo, al variar la concentracién de dextrosa del medio, se
observdé que algunos aislamientos incrementaban su crecimiento al
aumentar el contenido del carbohidrato. No obstante, la
concentracién de otros elementos como las fuentes de nitrégeno
pueden influir en el éefecto que tiene la concentracién de dextrosa.

Los medios nutritivos donde crecieron mejor las cepas
presentaron pH desde 5.6 (PDA, SAB), 6.0 (BAF) hasta 6.5 (ING). En
contraste, en los pH de 4.6 (EMA), 4.7 (HG) y 5.6 (MNM) tanto el
crecimiento radial como el peso seco fueron mids pobres.

Duponnois y Garbaye (1990) propusieron una alternativa para la
estimulacién del crecimiento de 1los hongos ectomicorrizicos,
utilizando bacterias para hacerlas crecer, pero esto todavia esta
sujeto a estudios posteriores.

CARACTERIZACION COLONIAL

De los aislamientos estudiados, se encontraron diferentes
patrones de crecimiento en los distintos medios nutritivos para
cada cepa. Ademds, se observé que existen diferencias morfolégicas
a nivel genérico, lo cual concuerda con los estudios de Pantidou
(1962) quien menciond que los caracteres morfolbégicos pueden ayudar
a reconocer aislamientos de diferentes especies. No obstante, para
garantizar que dichas caracteristicas son constantes a nivel
especifico deben de evaluarse con un nimero mayor de cepas.
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Amanita

Las cepas de Amanita se caracterizan por su coloracién
blanqugcina Y crecimiento irregular desarrollando una membrana que
se arrizca formando cavernas, llegando a ser cerebriforme; presenta
una fase de adaptacién al medio nuevo desde 5 hasta 10 dias, su
rapidez varia de 0.097 a 0.750 mm/dia y no sobrepasa los 35 mm en
el SAB a los 42 dias. La mayor biomasa se obtuvo en los medios de
SAB y BAF. No todas las cepas tifieron de color rosa el medio de
PDA, ni con la misma intensidad.

Los resultados obtenidos coinciden con los datos de Avila
(1988) y Cruz-Ulloa (1990) en la morfologia y comportamiento de
las cepas al tener un crecimiento lento, una colonia irregular y en
la coloracién rosada que en ocasiones toma el PDA. Sin embargo, no
existe una correlacién entre la produccién de pigmento de las cepas
Yy su estatus taxondmico o procedencia.

Rhizopogon

La cepa de

Rhizopogon se caracteriza por presentar crecimiento postrado y
colonias planas, de color café oscuro, con escasos micelios aéreos
blanquecinos; comienza su crecimiento en el medio nuevo a los 18
dias, encontréndose que esta cepa fue quién presenté mayor tiempo
de adaptacién. Su desarrollo es lento, con una rapidez desde 0.436
a 0.953 mm/dia sin sobrepasar los 61.2 mm a los 58 dias de
crecimiento. La produccién de biomasa es escasa.

Al realizar estudios con varias cepas de este género, 2Zak
(1971) encontré que el micelio procedente de diferentes
aislamientos varia mucho en textura, color y didmetro final, por lo
que es incierto hacer comparaciones entre los aislamientos
pertenecientes a este género. ’

Suillus

Se observé gue en Buillus la morfologia colonial de las 3
cepas cambia de medio a medio, sin embargo, ésta no es muy variable
entre las 3 cepas que crecen sobre el mismo medio. Solamente hubo
ligeras variaciones en textura y color, siendo la cepa TLAX 9 mas
algodonosa y oscura en medios como el ING y BAF. AGn cuando la
morfologia colonial parece ser muy constante como para reconocer
aislamientos de este género, la diferencia a nivel especifico
parece ser mas problemdtica ya que las cepas TLAX 5 y 10 presentan
pequefias diferencias en sus caracteristicas coloniales atn
perteneciendo a la misma especie. No obstante, estas colonias
presentaron zonas concéntricas marcadas cuando se encontraba
creciendo sobre PDA, en tanto que en la cepa de S. tomentosus
dichas zonas se observaron difusamente definidas.
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Cruz-Ulloa (1990) describidé a 8uillus granulatus como una
especie de crecimiento lento de 30 a 40 mm en 30 dias, igual que
Pantidou y Groves (1966), los cuales reportan un di&metro de 20 a
30 mm en un mes, caracteristica que se observé en las cepas
probadas (30 a 60 mm en 46 dias).

Cruz-Ulloa (op. cit.) ha descrito el desarrollo de Suillus
tomentosus como de crecimiento importante (de 70 mm en 30
dias), en cambio Pantidou y Groves (op. cit.) lo citan como de
crecimiento rédpido (de 80 mm en 2 6 3 semanas), lo cual coincide
con el crecimiento de la cepa TLAX 9.

Pisolithus tinctorius

Las cepas de Pisolithus tinctorius se caracterizan por su
coloracién café olivéacea, colonia algodonosa, una fase de
adaptacién corta, tardando 2 dias en comenzar a invadir el medio
nuevo y cubriendo las cajas de 28 a 30 dias. La mayor rapidez de
crecimiento que se obtuvo fue de 3.145 mm/dia en SAB.

Molina y Palmer (1982) describieron a esta especie como de
crecimiento répido, caracteristica dque comparten las cepas
estudiadas. Sin embargo, Cruz-Ulloa (1990) describi® una cepa de
esta especie como de crecimiento lento (55 mm en 30 dias).

CARACTERIZACION MICROBCOPICA

Para confirmar gque 1los aislamientos realizados son 1los
correspondientes a los hongos aislados, es recomendable revisar
microscépicamente el crecimiento micelial para tener la certeza de
que la cepa aislada es la deseada, pues la presencia de conidios in
vitro se debe a la confusidn con contaminantes o especies saprobias
(Hutchison, 1989).

Al revisar microscédpicamente los aislamientos, se observé que
las cepas de Amanita presentan hifas de pared delgada vy lisa,
septada, poco ramificadas y con escasas fibulas, con hifas de pared
gruesa entremezcladas y algunas células moniliformes agrupadas,
globosas o elipsoides que en ocasiones forman cadenas,
caracteristicas que coinciden con las descritas por Avila (1988) y
Cruz~Ulloa (1990).

Rhizopogon presentd6 hifas de pared delgada con pistulas de
tamafio irregular, con escasos septos y fibulas, el micelio
sumergido en el agar con hifas tortuosas, con abundantes células
moniliformes con la punta adelgazada y algunas vesiculas
intercalares y terminales coincidiendo en estas caracteristicas con
las descripciones de Rhizopogon 1luteolus hechas por Cruz-Ulloa
(1990).
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Suillus presentd hifas con pared delgada con ornamentaciones
en forma de paistulas o verrugas, hifas de color café amarillento,
algunas veces sinuosas, en ocasiones se presentd gran cantidad de
terminaciones ensanchadas y algunas veces se encontraron grandes
vesiculas terminales e intercalares, caracteristicas que coinciden
con las descritas por Pantidou y Groves (1966) y Cruz- Ulloa
(1990).

En el género B8uillus se ha tenido dificultad para separar una
especie de otra basandose en las caracteristicas morfolégicas del
cuerpo fructifero que pueden confundir, por lo que se ha dado mayor
atencién al estudio de sus cultivos, pensando que ciertas
caracteristicas de estos pueden indicar presencia o ausencia de
afinidad entre especies (Pantidou y Groves 1966). Adem&s, se ha
encontrado que todas las especies pertenecientes a este género
tienen en comdn gue son papiladas, presentan hifas dendriticas y
muchas especies con hifas sumergidas presentan células hinchadas
intercalares o terminales. La presencia o ausencia de fibulas son
de gran intéres taxonémico, asumiéndose que estan presentes en los
cultivos de igual forma gque en algunos cuerpos fructiferos de
algunas especies (Pantidou y Groves op. cit.)

Pisolithus tinctorius se caracteriza por presentar hifas desde
hialinas hasta de color amarillo café en KOH, ramificaciones en
&ngulo recto o divaricadas, con abundantes fibulas, las hifas
sumergidas son de la misma forma y tamafio que las aéreas, pero mas
apretadas y sinuosas, estas caracteristicas coinciden con las
descritas por Cruz-Ulloa (1990), sin embargo, no se observd alglin
otro tipo de células, como las descritas por la misma autora.

DIAMETRO FINAL

Con base en los andlisis de varianza simple vy bifactorial y la
prueba de rango mGltiple se puede decir que los mejores medios para
la mayoria de las cepas fueron: SAB, PDA, ING y BAF, excepto para
la cepa TLAX 12 cuyo mayor di&metro se obtuvo en el MNM. Los medios
donde las cepas alcanzaron el menor difmetro fueron EMA, MNM y HG.

El medio de SAB proporciond buenas condiciones nutricionales
para el crecimiento de las cepas de Amanita. La cepa TLAX 2
dnicamente crecié6 en este medio, lo cual hace pensar que
posiblemente esta cepa podria tener requerimientos muy especificos
para crecer. La cepa TLAX 4 crecié en todos los medios, siendo el
SAB el medio donde alcanzé su mayor di&dmetro y presentd diferencias
significativas con los crecimientos en los otros medios; los medios
donde se present6 menor diametro fueron PDA, HG, ING y MNM. No se
pudo comparar el crecimiento entre las cepas con el andlisis de
varianza bifactorial, debido a que no todas las cepas crecieron en
todos los medios.
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Para la cepa de Rhizopogon el medio donde se obtuvo el mayor
didmetro fue el PDA (61.2 mm) presentando diferencias
significativas con los dem&s grupos, los medios donde se obtuvo un
diametro intermedio fueron BAF, SAB y EMA y donde tuvieron escaso
crecimiento fueron HG, MNM e ING.

En los crecimientos de 8uillus el mayor didmetro de la cepa
TLAX 5 se obtuvo en el PDA (62.6 mm) y los menores con EMA y MNM
quedando los demds valores de crecimientos intermedios presentando
diferencias significativas con los demis grupos; para la cepa TLAX
9 sus mayores didmetros se obtuvieron en PDA (63.2 mm), ING, SAB y
BAF presentando similitud entre sus didmetros y diferencias
significativas con los demés grupos; los medios donde se presenté
menor didmetro fueron MNM y EMA. En la cepa TLAX 10 los medios de
SAB (64.2 mm), BAF y PDA fueron en los que se produjo mayor
crecimiento, presentandose diferencias significativas con los demé&s
grupos; el medio donde crecié menos fue el EMA.

En el anédlisis de varianza bifactorial no se encontraron
diferencias significativas entre los crecimientos de las 3 cepas de
Buillus, mientras que entre los medios, los gue mayor didmetro
final presentaron fueron PDA, SAB, ING y BAF y los di&metros
menores se encontraron en los medios de MNM y EMA, presentdndose
diferencias significativas entre estos tltimos y los que produjeron
mayor didmetro.

Los aislamientos de 8uillus presentaron un periodo de
adaptacidn a los medios cuando fueron transferidos a cajas nuevas.
Para la cepa TLAX 5 este tiempo puede variar entre 8 y 26 dias
dependiendo del medio utilizado (Grafica 5), siendo el MNM en donde
dicho periodo es mas largo, la cepa TLAX 10 tardd de 4 a 6 dias
(Grafica 6), en cambio la TLAX 9 inicia su desarrollo casi desde
los primeros dias en que es sembrada (Grédfica 7). No obstante, una
vez que los micelios comienzan a invadir los medios, las cepas que
presentan periodos de adaptacién mds largos gque alcanzan el
crecimiento de la cepa TLAX 9, por lo gque al final del ensayo lcs
diametros coloniales y las biomasas producidas son similares en
varios de los medios ensayados.

Para los crecimientos de Pisolithus se encontrd que la cepa
TLAX 11 alcanzd sus mayores difmetros en el ING (84 mnm), PDA y SAB
presentando similitud entre ellas y diferencias significativas con
los dem&s grupos, el menor diametro se ohtuvo en EMA; para el caso
de la cepa TLAX 12 su mayor didmetro se alcanzé en el MNM (58.0 mm)
en tanto que los diédmetros en los medios ING y PDA fueron muy
similares y todos estos presentaron diferencias significativas con
los grupos restantes, los medios de EMA y SAB fueron los que
presentaron didmetros finales menores. La cepa TLAX 13 no crecid en
los medios de MNM y HG, en el PDA y SAB crecié muy bien aungue en
ING y EMA crecif escasamente. El analisis de varianza bifactorial
indicé gue los medios donde crecieron mejor las cepas fueron PDA,
SAB e ING y donde se presentd el crecimiento més escaso fue en EMA.
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El MNM y el HG no fueron incluidos en el andlisis bifactorial
debido a que, como ya se menciond, la cepa TLAX 13 no se desarrolléd
sobre ellos.

Avila (1988) recomendé el medio de papa- dextrosa—agar como el
m&s favorable para la mayoria de las especies de Amanita que
estudié, ya que estimula el crecimiento y la diferenciacién
celular, sin embargo, sdlo comparé con EMA, no utilizando otros
medios para comparar la tasa de crecimiento de sus cepas.

RAPIDEZ DE CRECIMIENTO

Al obtener el valor de r en los modelos de crecimiento lineal,
exponencial y logistico, gran parte de las curvas se ajustaron al
exponencial, lo cual sugiere que si hubieran continuado las
mediciones del di&metro por mds tiempo, sus crecimientos se
ajustarian al modelo logistico de Roberts, pues la mayoria de las
graficas presentaron: un periodo donde el hongo crecié escasamente
(1.~ fase de preparacién del -ndivxduc, donde se adapta al medio en
que ha sido colocado) y otro periodo donde hubo un buen crecimiento
(2.- fase de crecimiento, donde el organismo encuentra todos los
recursos disponibles de manera r&pida para su reproduccién);
faltando Gnicamente la Gltima fase (3.- donde la poblacién llega a
su punto méximo de crecimiento y éste se estabiliza) (Franco et
&l., 1985).

La mayoria de las curvas de crecimiento se ajustan al modelo
exponencial, pues éste ge caracteriza por presentar pendientes
diferentes conforme transcurre el tiempo. No obstante, este modelo
presupone un crecimiento infinito, lo cual no es factible ni en la
naturaleza ni en las condiciones experimentales ensayadas, debido
a que existe la limitacidén del espacio disponible.

En los casos en los que las curvas se ajustaron al modelo
lineal, las fases lag fueron muy cortas v las tasas de crecimiento
son m&s o menos constantes a través del tiempo. Debido a que en
todos los casos se obtuvo un buen ajuste al modelc lineal, las
pendientes de las curvas ajustadas a este modelo fueron
consideradas como la rapidez media de crecimiento.

Se efectuaron andlisis de varianza simple para los valores de
rapidez de las cepas de Amanita porque las cepas no crecieron en
todos los medios y en Rhizopogon porque solo se probdé una cepa. En
suillus y Pisolithus se aplicaron andlisis de varianza tanto simple
como bifactorial para comparar la rapidez de crecimiento de cada
cepa en cada uno de leos medios.
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En las cepas de Amanita (TLAX 1 y 4) se obtuvo la mayor
rapidez en el medioc de SAB siendo diferentes significativamente con
los demds valores de rapidez; los resultados de menor rapidez para
la cepa TLAX 1 se encontraron en los medios de BAF y PDA y en la
TLAX 4 PDA, ING, MNM y HG.

En Rhizopogon el valor de rapidez m&s alto se obtuvo en el
medio de PDA presentando diferencias significativas con los otros
grupos, los resultados de las pruebas estadisticas aplicadas a los
datos de la rapidez coincidieron con los resultados del andlisis
del di&metro final.

En el andlisis de varianza simple realizado en los
aislamientos de Suillus, las 3 cepas estudiadas presentaron mayor
rapidez en los medios de PDA, SAB y BAF, en el ING crecieron bien
Gnicamente las cepas TLAX 5 y 9 siendo significativamente
diferentes con los demds crecimientos; los medios en los que se
obtuvo una rapidez media menor fueron EMA, MNM y HG.

Al comparar los andlisis de varianza bifactorial del di&metro
final y la rapidez media de crecimiento da las cepas de suillus se
observd que coincidieron los resultados de los 2, presentdndose los

valores mas altos en los medios de PDA, SAB, ING, y BAF.

Para las cepas de Pisolithus tinctorius se encontré que para
la cepa TLAX 11 los medios donde se detectS mayor rapidez media
fueron PDA y SAB presentando diferencias significativas con los
demas crecimientos y el medio donde presenté la rapidez més baja
fue el EMA; en la cepa de Estados Unidos (TLAX 12) se observd que
la mayor rapidez se detecté6 en el MNM presentando diferencias
significativas con los demds resultados, los crecimientos con menor
rapidez se observaron en los medios de EMA e ING; la cepa TLAX 13
presentd® su mayor rapidez en los medios de ING y PDA detecténdose
diferencias significativas con los medios de EMA y SAB que tuvieron
una rapidez menor.

En el anilieis de varianza bifactorial realizado con los datos
de las cepas de Pisolithus no se encontraron diferencias
significativas entre 1las cepas, ni entre los tratamientos
analizados, posiblemente ésto se deba a las altas desviaciones
estandar que se presentaron en algunos valores de rapidez, como en
el caso del crecimiento en el 53AB.

Con base en este pardmetro, las cepas de los diferentes taxa
se pueden agrupar desde las mas répidas (Pisolithus tinctorius y
guillus tomentosus), las de rapidez de crecimiento intermedio
{Buillus granulatus y Rhizopogon), hasta las m&s lentas (Amanita
muscaria y Amanita sp. Seccién Vaginatae).
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PRODUCCION DE BIOMASA

Los resultados en los ensayos de produccién de biomasa
analizados con las pruebas de rango multiple mostraron que el medio
de cultivo donde se obtuvo mayor peso seco de las colonias fue el
SAB para la mayoria de las pruebas, excepto en la cepa de
Rhizopogon TLAX 3 gque produjo mayor biomasa en el medio de BAF. La
cepa TLAX 5 (8uillus granulatus) en los medios de PDA y BAF y las
cepas de Pisolithua tinctorius (TLAX 12 y 13) qgue produjeron gran
cantidad de biomasa en el medio de PDA de tal manera gue no se
presentaron diferencias significativas con el SAB. Los medios
donde se obtuvo la biomasa mids pobre fueron el EMA, MNM y HG.

CORRELACION BIOMASA ~ DIAMETRO FINAL

El diametro final de las colonias es un par&metro ampliamente
utilizado para evaluar el efecto que tienen diferentes medios sobre
el desarrollo de los hongos (Acosta-Urdapilleta &t al., 1588;
Cuaxilo, 1991; Mata, 1987; Mata y Guzmé&n, 1989 y Salmones et al.,
1990). No obstante, en ‘algunos casos se ha observado que las
diferencias no se hacen evidentes s6lamente a nivel del di&metro
colonial, sino en la densidad del micelio o en el desarrollo de
hifas aéreas o incrustadas en el medio, razdn por la cual, en
algunos casos se han asignado categorias arbitrarias para
diferenciar colonias con diferente densidad de crecimiento pero con
didmetros coloniales similares (Martinez-Carrera et al., 1986 a;-
1986 b; Mata, 1990; y Salmones et al., 1990).

El empleo del di&metro colonial como el dnico parémetro
indicador del crecimiento podria conducir a una inadecuada
seleccién del medio de cultivo, pero la caracterizacién de las
colonias podria ayudar a una mejor seleccién. No obstante, este
Gltimo criterio es subjetivo y depende meramente de la apreciacién
del observador.

La produccién de biomasa es otro parametro gue se ha utilizado
para la evaluacién del crecimiento de las colonias (Oort. 1981), ya
que este pardmetro es mas objetivo. En el presente trabajo se
decidié medir la biomasa producida al final del periodo de
observacién, ademids del di&metro colonial obtenido cada tercer dia
pero para confirmar el valor del di&metro colonial final en la
seleccién de los medios de cultivo se decidid llevar a cabo una
correlacién entre los 2 pardmetros determinados.

Reyes (1985) indicé que la elaboracién de diagramas de
dispersidén es Gtil para evidenciar si existe correlacién entre 2
paridmetros. Asi, en este caso se elaboraron graficas de los valores
de biomasa contra didmetro final, logrdndose observar que no existe
un patrén definido al respecto, es decir, los crecimientos radiales
mayores no siempre corresponden a la mayor cantidad de biomasa
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producida. Lo anterior puede observarse en el caso de la cepa TLAX
11 (Pisolithus tinctorius) en la cual se obtuvieron diametros
coloniales similares en ING y SAB pero la biomasa producida en el
Gltimo medioc supera en aproximadamente 6 veces a la obtenida en ING
(Gr&fica 22). En el caso contrario, valores de biomasa de la cepa
TLAX 5 (8Suillus granulatus) son similares en MNM y HG, pero el
disdmetro final obtenido en HG dobla el valor del obtenido en MNM
(Grafica 19), encontréndose incluso diferencias estadisticas
significativas entre los mismos. S1 sélo se considerara el
dismetro colonial en la seleccién de los medios de los ejemplos
anteriores, en el primer caso hubiera sido indistinta la seleccién
de ING y SAB a pesar de la diferencia en los valores de biomasa, en
tanto que en el segundo caso se hubiera seleccionado el HG sobre el
MNM, no obstante que su produccién de biomasa micelial es
bdsicamente la misma.

PRODUCCION DE BIOMASA A DIFERENTES pH

El uso de cultivo en medio ligquido para evaluar el crecimiento
en diferentes pH proporciond resultados altamente variables, con
una gran desviacién estédndar y que en algunos casos no presentaron
diferencias. significativas cuando se aplicaron los andlisis
estadisticos. Oort (1981) encontré variaciones moderadas a grandes
en la produccién de biomasa cuando estaba analizando el crecimiento
de 6 cepas de Lactarius argumentando gue en este tipo de ensayos
existen pequeflas variaciones en la composiciédn del medio, en la
fuente del inéculo o en las condiciones ambientales gque podrian
tener un efecto pronunciado sobre todo en las Gltimas etapas de
desarrollo. En nuestro caso, las variaciones en estos mnmismos
factores podrian estarse reflejando en los resultados obtenidos en
el ensayo de pH, siendo ma&s importante su control cuando se utiliza
medio liquido, ya que las diferencias en aereacién (agitacidn),
edad y cantidad de inbculo inicial introducido, seguramente
promueven un desarrollo desigual en los diferentes matraces.

Otros factores que pueden afectar las pruebas de crecimiento
en diferentes pH son la duracién del crecimiento, las fuentes de
nitrégenoc y si las sales de fierro son adicionadas antes o después
de esterilizar el medio de cultivo (Hung y Trappe, 1983), por lo
que la interpretacién de los resultados siempre debe hacerse con
precaucién.

Respecto al género Amanita, el andlisis de varianza
bifactorial no detect6 diferencias significativas entre las cepas
ni entre los medios, 1los andlisis de varianza simple no
evidenciaron diferencias entre el crecimiento de las cepas TLAX 1
Yy 2 en los distintos pH. La cepa TLAX 4 crecié mejor en el pH de
6.0 y su desarollo fue mds pobre en el pH ma&s &cido (4.0), quedando
como intermedios los pH de 4.5 a 5.5.
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Al comparar el crecimiento de la cepa TLAX 4 en medio de SAB
sélido y liquido es posible detectar resultados contradictorios, ya
que solo crecit escasamente en el primero, mientras que en medio
liquido hubo buen desarrollo.

La cepa Rhigopogon tuvo su mayor crecimiento en pH de 5.0
disminuyendo en los pH de 4.5 y 5.5 y obteniéndose el desarrollo
mis pobre en los valores extremos de pH usados en este ensayo
(Grdfica 26). En este caso si se detectaron diferencias
significativas de la biomasa obtenida en pH 5.0 con respecto a los
valores encontrados en los otros pH.

En el caso de Buillus, los andlisis estadisticos no reflejaron
diferencias significativas entre las cepas estudiadas ni entre los
pH evaluados por lo que se puede concluir que las variaciones de pH
ensayados no influyen en el crecimiento de los aislamientos de este
género. Este resultado puede estar influenciado por 1la alta
variabilidad de algunos de los datos.

Las biomasas de las cepas de Pisolithus tinctorius producidas
en diferentes pH tampoco presentaron diferencias significativas y
aparentemente produjeron gran cantidad de biomasa en todos los
tratamientos.

Hung y Trappe (1983) propusieron que existen diferentes
respuestas de crecimiento al colocar el hongo en varias unidades de
pH, describiendo 5 grupos: (1) crece bien solamente a un pH
determinado; (2) el crecimiento aumenta al incrementar el pH; (3)
crece bien a 3 unidades de pH; (4) crece bien a 4 unidades de pH;
-y (5) crece bien a 5 unidades de pH. De acuerdo con los resultados
obtenidos en este trabajo y en forma similar a la clasificacién
propuesta por Hung y Trappe (op. cit.) las cepas estudiadas se
pueden agrupar de la siguiente forma: (a) cepas que solo crecen
bien en un valor de pH, es decir que solo se desarrollan en un
intervalo muy pequefio de pH, siendo este el caso de las cepas de
Rhizopogon (TLAX 3) y MAmanita sp. Seccidén Vaginatae (TLAX 4); ¥y
{b) cepas que se desarrollan en forma similar en todos los valores
de pH probados, es decir que crecen en un amplioc margen de pH;
encontrindose en este caso las 2 cepas de Amanita muscaria (TLAX 1
y 2), las 3 cepas de Pisolithus tinctorius (TLAX 11, 12 y 13) y las
3 de Suillus (TLAX 5, 9 y 10).

Para las pruebas de pH se decidié utilizar el medio de BAF
liquido debido a gue en el SAB liquido el micelio presentaba un
crecimiento reacio al fraccionamiento, con el cual era dificil
obtener una distribucién homogénea de las hifas en el matraz.
Debido a la necesidad de obtener la mayor cantidad de biomasa
distribuida homogéneamente en el recipiente de crecimiento para
inocular las botellas de propagacidn o los contenedores donde se
pruduciran plantas, se recomienda para este fin la utilizacién del
BAF sobre otros medios.
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Por otro lado, es necesario sefialar la necesidad de retomar
los ensayos de pH realizados con estas cepas controlandeo en forma
mis estricta los factores que puedan influenciar los valores de los
resultados.

S8INTESIS IN VITRO

Es importante tener en cuenta que las plantas
ectomicorrizégenas presentan un periodo en el que pueden sobrevivir
sin el hongo simbionte. Este periodo es llamado de independencia
micorrizica (Oria de Rueda, 1991) y es parémetro variable
dependiendo de la especie forestal que es muy 1mportante considerar
en las pruebas de sintesis in vitro, va que si este periodo es muy
prolongado el hongo podria morir si es inoculado antes de que la
planta sea capaz de ser receptiva a la infeccién del hongo.

Wilcox (1982) menciond gue la ectomicorriza aparece en muchas
plantulas desde el primero hasta los 3 meses después de la
germinacién. Sin embargo, aungue las raices primarias pueden ser
invadidas por el hongo no se forman micorrizas hasta la aparicién
de 1las raices laterales. Hay que considerar ademds gque 1la
conservacién de plantulas de especies forestales en medios axénicos
es dificil, por el tiempo que debe transcurrir desde la germinacién
hasta el desarrollo de las raices secundarias, momento en el que
debe efectuarse 1la inoculacién del hongo. Debido a esto,
frecuentemente la pléntula muere por falta de humedad, exceso de
calor, o problemas de contaminacién, razdén por la cual no se logré
la obtenci6n axénica de la micorriza en muchos de los intentos
realizados. Se ha recomendado hacer la inoculacidén de las plantas
directamente con los cuadros de micelio crecido en agar (Fortin y
Piché&, 1979; Gay, 1990; y Mason, 1980), sin embargo Miller et al.
(1986) sugirieron crecer el hongo en medio liquido, con agitacién
cada tercer dia para fragmentar el micelio, corroborando con
resultados comprobados gue de esta manera la inoculacién es més
facil y presenta menor riesgo de contaminacién. No obstante, al
momento de inocularse se presentaron problemas de contaminacién del
medio, pues en ocasiones los contaminantes crecen més rapido que el
hongo a probar. Ademads de esta problematica en cada dispositivo
utilizado se presentaron situaciones particulares.

En las botellas, se tiene la ventaja de que se simulan més las
condiciones que tienen las plantas en el campo y debido a que
la humedad se conserva por m&s tiempo se corre menos riesgo de
contaminacién por adicidén de agua (Hacskaylo, 1953) . Por otro lado,
existen varias dificultades como son el manejo de la planta, la
inoculacién de la misma, el hecho de que no se puede observar el
desarrollo de las rafces y al extraer las plantulas pocas raices
pueden estar micorrizadas. Ademds, este dispositivo ocupa mayoxr
espacio y més tiempo en la obtencién de la micorriza. Trappe (1967)
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menciond que la sintesis puede durar de 3 a 4 meses, sin embargo,
fue necesario esperar hasta 8 meses debido a que las plantas usadas
tardan mucho tiempo en desarrollar sus raices secundarias. En este
dispositivo se observaron modificaciones en las raices secundarias
de 10 combinaciones planta-hongo, siendo la técnica gue permitié la
rgcuperacibn de mayor namero de pléntulas. No obstante, sdlo en la
mitad de 1los sistemas radicales estudiados se encontraron
evidencias de la formacién de ectomicorrizas.

Con la prueba en tubo de ensaye con medio nutritivo en agar,
se obtuvo mayor cantidad de raices micorrizadas, pero se requiere
estar adicionando humedad constantemente, pudiendo de esta manera
favorecer la contaminacién, pues el agar se deseca muy réapido y la
plantula requiere estar por lo menos 8 meses en el dispositivo.
Ademds, la planta est& sometida a una fuerte tensién por contar con
poco espacio y estar expuesta a la luz. Mason (1975) menciond que
la técnica de tubo de ensaye es mas conveniente porgue tiene menor
demanda de espacio, ademds de que se puede observar bien el
desarrollo de la micorriza desde las primeras fases. Mason (1980)
recomendd este método, porque las micorrizas se forman féacilmente
sobre el medio de agar, sin embargo, cuando los hongos producen
escaso micelio y micorrizas sobre el agar es necesario utilizar
como soporte una mezcla de vermiculita-turba. En nuestro caso, este
dispositivo solo arrojé resultados en una combinacién planta-hongo
Yy afn cuando se obtuvieron varias micorrizas perfectamente
formadas, el dispositivo no fue funcional por el bajo porcentaje de
éxito obtenido al usarlo.

Brunner et al. (1990) recomendaron la técnica de bolsa de
crecimiento como ideal para probar las posibles asociaciones
ectomicorrizicas, pues presenta facilidad para observar el
desarrollo de la asociacién, se obtiene mas rapido que en los otros
métodos y se requiere de poco espacio. Sin embargo, como es un
dispositivo semiaxénico expuesto al ambiente, se favorece la ripida
contaminacién, an cuando el material y el medio de cultivo
utilizados se desinfecten y esterilicen. En varias ocasiones
crecieron md&s ré&pido los contaminantes que el hongo simbionte por
1o gue no se obtuvo la micorriza, muriendo tanto la planta como el
hongo inoculado. En este dispositivo sdlo se lograron observar
modificaciones a la raiz en dos de las combinaciones planta-hongo
que se sometieron a confrontacién, pero sélo en un caso se logrd
obtener micorrizas bien definidas, aunque en una proporcién muy
baja.

La sintesis obtenida en tubo de ensaye fue la gque mejores
condiciones ofrecid para la obtencién de la micorriza de Pisolithus
tinctoriua, ofreciendo al mismo tiempo la ventaja de gue se pudo
observar su formacién. Al confrontar a estas mismas especies con la
técnica de bolsa de crecimiento, aparentemente se presentd
ramificacién dicotémica en la raiz, pero al hacer cortes de ésta no
se presenté manto, ni red de Hartig, sino una capa de taninos
gruesa, la cual pudo estimularse debido a las condiciones
estresantes en las que se encontraba la planta.
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Es importante no reproducir por completo las técnicas
descritas, porque algunas de ellas son muy sofisticadas y de alto
costo, por lo que es indispensable adaptarlas a los recursos de
cada institucién.

Ya que las plantas y los hongos nativos presentan fisiologia
diferente que los organismos de otras latitudes es necesario
adaptar las técnicas a los recursos de cada zona antes de seguir
intentando la obtencién de micorrizas sintetizadas ia wvitro. De
esta forma seria importante determinar  los periodos de
independencia micorrizica en las plantas mexicanas y buscar los
mecanismos para que las plantas desarrollen raices secundarias en
periodos mds cortos.

CARACTERIZACION DE LAS ECTOMICORRIZAS

La caracterizacidén de las micorrizas obtenidas in vitro y su
comparacidén con las caracteristicas de las micorrizas procedentes
del campo son herramientas Gtiles que han permitido encontrar y
detallar los caracteres gue son importantes para la identificacisén
de los micobiontes (Palm y Stewart, 1984), lo cual permitirad en el
futuro su identificacién en estudios de inoculacién en vivero o
campo.

En el caso de los aislamientos del género Amanita, las Unicas
modificaciones que se lograron observar en las plantulas de Pinus
montezumae fueron algunas dicotomizaciones. MicroscSpicamente,
aunque el hongo formé rizomorfos y creci6 sobre las raices, no se
observé ninguna evidencia de la formacién de manto ni de la red de
Hartig, pero si una capa de células taniniferas muy gruesa. La
bifurcacién de las raicaes secundarias pudo deberse a la respuesta
de la presencia de exudados del hongo tal como lo ha demostrado
Slankis (1973).

Amanita muscaria coloniza una amplia gama de hospederos,
encontréindose asociada con 12 géneros de plantas (Trappbe, 1962;
Malajczuk et al., 1982; Mclina y Trappe, 1982 b). En sintesis in
vitro forma una micorriza abundante y bien desarrollada con varias
especies de Pinus (Trappe, 1962; Riffle, 1973), Larix decidua,
Picea abies, Pseudotsuga menziesii, Betula pendula, Arbutus
menziesii, Arctostaphylos uva-ursi y algunas especies de Eucalyptus
(Molina y Trappe, 1982 c).

Rhizopogon modificé la wmorfologia de las raices secundarias
de Pinus montezumae a dicotémicas o coraloides, perc al observarse
microscépicamente, éstas no presentaron ni manto ni red de Hartig
v en cambio se encontr® una capa de taninos bastante gruesa,
deduciéndose que el cambio de morfologia de la raiz se debe a la
presencia de los exudados del hongo y la capa gruesa de taninos
como respuesta a la infeccién. Al confrontarse con Pinus gregii se
present6 una morfologia monopodial simple, form&ndose un manto muy
laxo que cubrid a la raiz de forma irregular, no existiendo
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formacién de la red de Hartig. Lo anterior hace suponer, que si el
dispositivo se hubiera conservado m&s tiempo probablemente se
habria observado una ramificacién dicotémica, un manto mas compacto
y formacién de la red de Hartig.

Las caracteristicas de la micorriza de 1las especies de
Rhizopogon que se han descrito en la literatura son muy variables,
ya que las raices obtenidas en el campo tienen una ramificacién
desde bifurcada hasta coraloide muy compacta; en algunos casos
Rhizopogon occidentalis llega a presentar una micorriza
monopodial con Picea sitchensis y R. vinicolor forma micorrizas
monopodiales y pinadas con Pseudotsuga mensiesili. En algunas
pruebas de sintesis imn vitro con Tsuga heterofila y ULarix
occidentalis se ha reportado gue este taxdn coloniza pocas raices
y éstas presentan una morfologia monopodial, con manto poco
desarrollado y una red que penetra de 2 a 3 células corticales
(Molina y Trappe, 1982 c). Zak (1971) observé solamente estructuras
pinadas comparadas con las ectomicorrizas tuberculadas naturales,
sugiriendo que tal vez la cubierta de la micorriza sintetizada no
tiene el mismo tiempo de desarrollo que la micorriza obtenida en
campo. La estructura monopodial simple, el manto laxo y la ausencia
de red de Hartig observados en Pinus gregii coinciden con los
resultados de Molina y Trappe (1982 c) y sugieren que la formacién
de este tipo de micorrizas requiere de tiempos mds prolongados.

Al confrontar Suillus granulatus con Pinus montezumae se
obtuvieron estructuras desde monopodiales o bifurcadas, hasta
coraloides; en las ramificaciones bifurcadas no se encontrd
infeccidn, suponiéndose que la meodificacién se debié a la presencia
de exudados del hongo; en la ramificacidén monopodial se presenté un
manto muy laxo que cubrié a la raiz de manera discontinua. También
se observd que la infeccién por el hongo es muy agresiva, pues en
alounos cortes se detectd penetraccidn en las células corticales,
llegando en ocasiones hasta el cilindro vascular.

Con Pinus gregii se observé una morfologia monopodial, con un
manto muy laxo que cubrid a la raiz de manera discontinua y no se
observé red de Hartig.

8uillus granulatus ha sido ampliamente estudiado: se ha
encontrado en plantaciones asociado con Pinus strobuas (Smith y
Thiers, 1964, 1971), Snell y Dick (1970) y Palm y Stewart (1984) lo
reportaron asociado con P. strobus, P. resinosa, P. rigida, P.
banksiana, Picea sp. y Tsuga sp.. Ademds sus micorrizas se han
obtenido en sintesis in vitreo con Pinus ponderosa (Cline y Reid,
1982; Riffle, 1973), P. strobus (Doak, 1934; Fortin et al., 1980;
Hatch y Hatch, 1933; Piché y Fortin, 1982) y P. resinosa (Moser,
1959; Sutherland y Fortin, 1968).

Al observar algunos cortes de las ralices de Pinus montezumae
inoculado con S8uillus tomentosus se observé un micelio muy laxo
rodeando la raiz y una capa de células taniniferas muy gruesa; an
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otros cortes la capa de la corteza fue muy delgada y el cilindro
central muy grueso; mientras que en el resto la red de Hartig
penetrd de manera irregular de 1 a 3 células.

Con Pinus gregiise presentd una morfologia monopodial, con un
manto laxo y la red de Hartig penetrando de 2 a 3 células de manera
discontinua. En algunas ocasiones no se observé red de Hartig pero
si una capa de células taniniferas muy gruesa que en ocasiones
abarcaba varios niveles de células del cbértex, indicando gque en
algunos casos las pl&antulas respondieron més intensamente a la
infeccidn del hongo. En la bibliografia revisada no se lograron
encontrar datos de las micorrizas producidas por esta especie.

En el caso de Pisolithus tinctorius solamente se obtuvo
micorriza al confrontarlo con Pinus montezumae dando una morfologia
de dicotémica a coraloide con su tipico color café dorado.
Microscépicamente, presentd un manto bien formado, asi como una red
de Hartig bien desarrollada que penetréd homogéneamente de 2 a 3
cé&lulas corticales. Este hongo se considera cosmopblita,
encontrandose asociado con varios hospederos; se ha reportado con
48 especies de &rboles y se ha observado en sintesis in vitro con
23 especies adicionales (Marx, 1977 b) incluyendo varias especies
de Abies, Arbutus, Arctostaphylos, Betula, Carya, Eucalyptus,
Larix, Pinus, Populus, Pseudotsuga, Quercus, Salix y Tsuga (Molina
y Trappe 1982 c). La morfologia de la micorriza de esta especie fue
basicamente similar a la ya descrita para el género Pinus (Molina
Y Trappe, 1982 c).

En los ensayos de confrontacién utilizande bolsas de
crecimientc se observé ramificacidén de la raiz, pero no formacién
de manto ni de red de Hartig, suponiendo que estos cambios se deben
a la presencia de exudados de los hongos los cuales murieron antes
de invadir la raiz.

Duddridge (1986 a) en ensayos de sintesis in vitro con sin
fuentes de carbono observé algunas interacciones hongo-planta,
detectando incompatibilidades que se manifestaban como desarrolio
anormal de la pared del hospedero, infeccién intracelular,
ausencia o irregularidades en el manto y red de Hartig o formacién
de &cidos fenblicos. Duddridge (1986 b) menciond® que hay una
respuesta de defensa del hospedero al incluir una fuente de carbono
f4cilmente asimilable en el medio de sintesis, incrementando la
producciétn de fenoles y 1lignificacién de la interfase hongo-
hospedero, argumentando gque esta respuesta se debe a una
deficiencia de boro, porque el azlcar ex6gena forma complejos
boratados haciéndo a éste elemento menos aprovechable para el
tejido de la raiz y explicando que estos sintomas son similares a
la respuesta del hospedero cuando es atacado por patdgenos.

No obstante, Brunner et al.(1990) opinan que la ausencia de
manto y de red de Hartig se deben a gue el hongo no es un
fitobionte natural, o que se asocia con hospederos viejos y no con
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plantulas, por lo que es conveniente repetir algunas pruebas de
compatibilidad y evaluar en forma mas precisa el tipo de
interaccién que se est& llevando a cabo.

Se ha sugerido que algunas caracteristicas de las micorrizas
tales como la compactacién y profundidad del manto y la formacién
de rizomorfos depende del estado de desarrollo de la simbiosis, de
la edad del hospedero, método de cultivo & condiciones
nutricionales que se proporcionan (Brunner et al. 1991). Asi,
algunas de las micorrizas obtenidas como las de Rhizopogon - Pinus
gregii y 8uillus tomentosus -~ Pinus montegumae podrian ser
atipicas debido a la influencia de algunos de los factores antes
mencionados.

Por otro lado, es posible que en algunos casos los hongos
utilizados no formen micorriza porque los fitobiontes no se asocien
con ellos naturalmente (Brunner et al., 1990). Siendo probablemente
el caso de confrontaciones de los aislamientos de Pisolithus
tinctorius con Pinus gregii, ya que estos hongos fueron aislados de
plantaciones de nogal vy aln cuando ya se ha reportado la asociacién
de este tax6n con algunas especies de pino (Molina y Trappe, 1982
¢c), también se ha sefialado que los aislamientos de un lugar son
incapaces de infectar a las plantas de otro sitio (Molina y Trappe,
1982 b).

Se ha observado también que existe una sucesidén de especies de
hongos en las raices de los hospederos, existiendo hongos que sélo
colonizan las raices durante los primeros afios de vida de la planta
y hongos que s6lo son capaces de formar micorriza con las raices de
plantas maduras (Mason et al., 1990) AUn cuando en la literatura
existan reportes de la sintesis in vitro de micorrizas de Amanita
muscaria (Mason et al., 1977; Miller et al., 1986 y Molina y Trappe
1982 c), esta especie frecuentemente se ha considerado como un
hongo tipico de arboles maduros (Mason et al., 1990) » por lo que es
posible que el fracaso en la obtencién de la micorriza de este
hongo con Pinus montesumae y P. gregii sea debido a que este tipo
de experimentos se realizan con plantulas y no con arboles maduros,
decrementando con esto la probabilidad de tener éxito en la
sintesis in vitro.

Es necesario sefialar gque los resultados experimentales no
siempre reflejan las situaciones de campo y que el hecho de que un
hongo no logré asociarse in vitro no significa que éste sea incapaz
de establecer la relacibn con estos hospederos. De igual forma una
micorriza tipica puede estar dada por las condiciones
experimentales o bien por el forzamiento que se est& haciendo al
confrontrar una planta y un hongo que no se asocian en forma
natural.
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PERSPECTIVAS EN VIVERO O CAMPO

. Para realizar la seleccién de un hongo que pueda servir de
inoculante en los programas de reforestacién, es muy importante
conocer la afinidad y compatibilidad con la planta de interés
forestal. Es necesario también tomar en cuenta que existen varios
factores que pueden afectar esta relacién, por ejemplo, en el
vivero predominan hongos ectomicorrizégenos tipicos que pueden ser
ascomicetos, posiblemente de especies de Goeospora, Humaria,
8phaerosporella o Trichophaea (Mason et al. 1990) gque pueden
competir y desplazar al hongo reproducido en laboratorio, aunque
los hongos de vivero a los pocos afios del transplante desaparecen
de la rizésfera, dejando desprotegida a la raiz.

Mason et al. (1990) mencionaron que en los bosgues existe una
sucesién de hongos que presenta 3 fases: (1) Un estrecho margen
relativo a los hongos pioneros con buen desarrcllo en estados
j6évenes de la planta, por ejemplo los géneros: Hebeloma, Laccaria,
Inocybe y Thelephora; (2) un incremento en la diversidad de
especies en bosques maduros, encontrindose dominancia de especies
de Amanita, Lactarius y Russula; (3) y la persistencia de uno o
pocos hongos dominantes como Amanita muscaria y Tricholoma
columbetta, en los bosques viejos, tratdndose de hongos
especificos al hospedero, bien adaptados al &rbol simbionte y a las
condiciones eddficas del sitio.

Considerando lo anterior, es conveniente realizar aislamientos
principalmente de cuerpos fructiferos de las especies pioneras,
pero también es importante obtener cepas de hongos que se asocian
a arboles maduros, para poder observar su comportamiento en
condiciones axénicas, al confrontarlo con varios hospederos v al
reproducirlo e inocularlo en plantas de interés forestal, pudiendo
tener de esta manera una alternativa no muy lejana de reproducir
hongos simbiontes que ademds tengan importancia alimenticia.

Es importante trabajar con especies vegetales y de hongos
originarias de las zonas aledafias, pues se ha mencionado que los
hongos y &rboles nativos que forman ectomicorriza est&n mejor
adaptados a las condiciones que prevalecen en un sitio en
particular y cuando existe competencia entre diferentes especies de
arboles y de hongos, se llega a establecer un equilibrio,
permaneciendo las especies que formen ectomicorriza que estén mejor
adaptadas al sitio lograndose una estabilidad relativa (Meyer,
1973) por esta razén frecuentemente se llegan a tener problemas
cuando las especies vegetales son cultivadas fuera de su zona
natural.

En este sentido, las cepas de Suillus se considerarian las méas
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adecuadas para continuar en forma inmediata con ensayos de vivero
o campo, ya que son f&ciles de aislar a partir de basidiomas y su
crecimiento es rdpido en condiciones de laboratorio. No obstante
no debe descartarse la continuacién de los estudios con cepas de
crecimiento lento y la obtencién de cepas de especies reacias al
cultivo axénico, pues algunas de é&stas podrian proporcionar a las
plantas mayores ventajas para crecer y sobrevivir en los sitios de
transplante (Trappe, 1977).
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CONCLUSIONES

Los hongos ectomicorizégenos poseen requerimientos
nutricionales muy especificos por lo que muchos de ellos no logran
desarrollarse bajo condiciones de laboratorio o su desarrollo es
muy limitado.

Por lo anterior, es deseable llevar a cabo el mayor numero de
intentos de aislamientos con el objeto de tener mayores
posibilidades de obtener micelios. Es necesario al mismo tiempo
probar otros medios gue aumenten la probabilidad de éxito de
obtencién de mayor nGmero de aislamientos.

Algunos géneros como Pisolithus, Buillus y Amanita se logran
aislar fdacilmente en medios como PDA y BAF pero otros géneros como
Russula, Lactarius, Inocybe y Cortinarius son muy reacios al
crecimiento en condiciones de laboratorio y frecuentemente se
pierden facilmente durante las resiembras cuando algunas especies
se logran aislar.

Las caracterizaciones de las colonias en cada medio nutritivo
nos proporciona la informacién sobre la morfologia que presenta el
crecimiento de cada cepa.

Aislamientos de la misma especie o de especies relacionadas
del mismo género presentan morfologia similar en los medios en los
que son sembrados. En este caso, la caracterizacién colonial nos
puede servir de herramienta taxondémica, ayud&ndonos a agrupar
especies que posean caracteristicas similares, o bien, a separar
taxa que representen diferentes caracteres culturales. Ademéds, la
morfologia colonial nos puede dar indicio de la identidad de los
hongos aislados a partir de la micorriza de campo.

De las cepas obtenidas, las de Amanita y Rhizopogon son las
mds lentas en crecer y parecen ser ma&s selectivos con los medios
presentando periodos de adaptacidén més largo a los nueves medios
sobre los gue se colocan.

En nuestros ensayos de crecimiento se demostrd que no siempre
existe correlacién entre la produccién de biomasa y el crecimiento
radial, ya que en ocasiones puede ser acelerado pero el micelio que
se desarrolla puede ser laxo y/o postrado sobre el agar.

Es recomendable utilizar mds de un parémetro de crecimiento
para seleccionar el medio de cultivo gue mas favorezca el
desarrollo del hongo, pues el utilizar tGnicamente el crecimiento

radial para seleccionar las cepas que se desarrollan réapidamente,
puede proporcionar datos errdneos, pues lo que mas interesa es
tener mayor potencial de inéculo y no sélo que la colonia invada
rapidamente el medio nutritivo.
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Las cepas mids répidas son Pisolithus tinctorius y Suillus
tomentosus; las cepas con crecimiento rregular son 8uillus
granulatus y Rhizopogon sp.; las mds lentas Amanita muscaria y
Amanita sp.

Como las cepas de Pisolithus tinctorius y 8uillus presentaron
una rapidez de crecimiento mayor, es conveniente realizar con ellas
ensayos de vivero y efectividad que nos muestren su utilidad en
produccién de plantas con fines de reforestacién.

De acuerdo con los resultados de las pruebas de crecimiento en
diferentes pH, las cepas aisladas se pueden agrupar en 2
categorias: a) cepas que sblo se desarrollan bien en un valor de
pH (Rhizopogon sp. (TLAX 3) y Amanita sp. seccién vaginatae (TLAX
4); y b) cepas que que crecen en un amplio margen de pH (Amanita
muscaria (TLAX 1 y 2), Pisolithus tincterius (TLAX 11, 12 y 13)
suillus (TLAX 5, 9 y 10)).

Para inocular en el tiempo correcto y evitar gue muera el
hongo antes de establecerse la asociacién, es importante tener en
cuenta que el periodo de independencia micorrizica es variable para
cada tipo de &arbol.

En la pruebas de sintesis in vitro el método de tubo de ensaye
con medio nutritivo de Ingestad agar proporcioné buenos resultados
al permitir observar el desarrollo de la micorriza desde sus
inicios. Sin embargo el agar se seca muy rapidamente y el éxito en
la sintesis se logra sélo en un bajo porcentaje de los dispositives
montados.

El método de frascos con vermiculita turba y medio nutritivo
conserva mds la humedad, pero tarda mds tiempo en obtenerse 1la
micorriza, ademds de que no se puede observar su desarrollo, ésta
es muy escasa y en ocasiones los exudados provocan ramificacién sin
gue exista la invasién del hongo.

El método de bolsas de crecimiento es una técnica m&s réapida
que las anteriores, sin embargo cuando la raiz de la plantula tarda
en ramificar, el sistema se contamina fécilmente llegando a
inhibirse el crecimiento de los hongos micorrizicos.

Al no existir diferencias significativas entre las 3 cepas de
Pisolithus tinctorius en ninguno de los pardmetros estudiados, se
puede considerar que los aislamientos mexicanos son comparables a
la cepa extranjera de esta especie en cuanto a sus caracteristicas
de crecimiento en laboratorio. No obstante, es posible que la
respuesta a la presencia de plantas nativas o a las condiciones
eddficas y climédticas regionales sea diferente, lo que se apoya en
el hecho de no haberse logrado la sintesis in vitro entre la cepa
procedente de Estados Unidos y las plantas mexicanas.
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Es necesario trabajar con aislamientos de hongos nativos que
se encuentren mejor adaptados a las condiciones edaficas,
climaticas y vegetacionales de los bosques de México.

Es importante estudiar el comportamiento de aislamientos de
hongos pioneros de bosques jévenes, pero también el comportamiento
de aislamientos de hongos encontrados en bosques maduros.

El conocimiento de la morfologia y anatomia de la micorriza in

viﬁro, es un importante auxiliar para la identificacién de
micorrizas de campo.
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APENDICE 1

H,0 destilada

MEDIO NUTRITIVO DE BAF
Dextrosa 30.0 g
Peptona 2.0 g
Extracto de levadura 0.2 ¢
KH, PO, 0.5 g
Mg S0,4°7 H,0 0.5 g
Fe Clq 10 mg
Zn S0,°7 H,0 1 mg
Mn SO, 5 mg
Cl, ca 100 mg
Tiamina 100 ug
Biotina 10 ug
Acido fblico 100 ug
Inositol 50 mg

MEDIO NUTRITIVO DE HAGEM
Extracto de malta 5.0 g
Dextrosa 5.0 g
NH; Cl 0.5 g
KH, PO, 0.5 g
Mg 804°7 Hy0 0.5 g
Fe Clj (sol. 1 %) 10 gotas

1 litro
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MEDIO NUTRITIVO DE INGESTAD

Solucién "av

NH, NO, 11106.2 g
KNO4, 37.2 g
K, 50, 22.2 g
H,0 destilada : 1 litro

Solucién "B"

HNO5 1.6 g

ca (NG3) , 14.3 g

Mg (NO3) 3" 6 H,0 45.0 g

FeCgH0,°5 Hy0 2.094 g
MnSO,*4 H20 0.811 g
H; BO, 0.570 g
cucCl, 2 H,0 0.041 g
ZnS0;°7 Hy0 0.054 g
Na,MoO,*2 "H,0 0.008 g
H,0 destilada 1 litro

Solucidn "c*

KH, PO, 7.5 g/1

Mezclar 4 ml de cada solucidén A+B+C

Agregar 10 g de glucosa, 50 ug de

Tiamina y 10 g de agar para 1 1 de
agua destilada

MEDIO NUTRITIVO DE MELIN Y NORKRANS MODIFICADO

Extracto de malta 3.0 ¢
Dextrosa 10.0 g
(NH,) , HPO, 0.25 g
KH, PO, 0.5 g
Mg SO,4°7 H,0 0.15 g
ca Cl, 0.05 g
Fe Cl; (sol. 1 %) 1.2 ml
Na cl 0.025 g
Tiamina 100 ug

H,0 destilada 1 litro
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APENDICE 2

pH DE LOS KEDIOS NUTRITIVOS
b 5.6
7] 4.6
sAB 5.6
ING
HAM
HG
BAF
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APENDICE 3

CARACTERISTICAS MORFOLOGICAS

NOMBRE DE LA MICORRIZA DESIGNACION,
HOSPEDERO NO. DE PELICULA
HONGO FECHA

RECOLECTOR

FORMAS Y DIMENSIONES

Tipo de ramificacién

Largo del sistema ramificado

Largo de las puntas no ramificadas

Di&metrc de las puntas no ramificadas

Didmetro de los ejes

Forma de las puntas no ramificadas

Comentarios

CARACTERISTICAS DE LA SUPERFICIE (25 X)

Superficie distintiva del manto visible (o no)

Células corticales visibles (o no)

Caracteres distintivos:

Brillo Met&lico Liso otro

laxo) Granuloso O verrucoso

(denso
(denso laxo) Lanoso

(denso laxo) Fibroso

o
o

(denso o laxo) Algodonoso
o
o

(denso laxo) Espinoso (corto o largo)

COLOR (LUZ DE DIA Y FONDO NEGRO)

Puntas no ramificadas

Apices de puntas

Ejes

Micorriza vieja o partes viejas

Otros

RIZOMORFOS (25 X)

Frecuencia Ocurrencia

Conexién con el manto

Color Diédmetro

Modo de ramificacidn

Forma en seccién transversal Forma

MICROSCOPIA

Color de hifas de rizomorfos

Hifas emanantes Manto Puntas de &pice
Cistidios Granulaciones sideréfilas




APENDICE 4
Dimensiones de la ectomicorriza
a) largo del sistema
b) largo de las terminaciones
c) diametro de las terminaciones
d) diametro del eje
(Tomado de Agerer, 1987a)

forma de las terminaciones
{(Tomado de Agerer, 1987a)

=

3

recta torcida
tortuosa moniliforme
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Caracteristicas de la superficie
del manto
{Tomado de Agerer. 1987a)

lisa reticulada escamosa

lanosa algodonosa Fibrosa

con espinas cortas con espinas largas
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tipos de rizomorfos
(Tomado de Agerer, 1987a)

crecimiento-en ‘angulos planos
conectado por un punto forma de abanico

margenes lisos

fllamentds interconectados peludo
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