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1. RESUMEN

El presente trabajo comprendié la recopilacién bibliografica de
trabajos dispersos sobre metodologias para la determinaciéen del
tipo de pudricién que causan los hongos xiléfagos, la seleccién de
aquellas técnicas que por su factibilidad fueran las mas adecuadas
y ensayarlas experimentalmente de una manera comparativa,
estimando su confiabilidad, sencillez metodolégica y economia,
pretendiendo recomendarlas como herramientas Gtiles para la
obtencion de este tipo de informacioen.

Se ensayaron & métodos, 3 de ellos con dos variantes, es decir,
un total de 9 posibilidades o variantes:
= Prueba de Bavendamm (ACIDO GALICO),
— Prueba de Bavendamm (ACIDO TANICO),
— Prueba de Preston—-MclLennan (ROJO NEUTRO),
— Prueba de Preston—-McLennan (VIOLETA DE GENCIANA),
- Prueba de Jorgensen-Vejlby (COL I),
- Prueba modificada de Jorgensen-Vejlby (COL II),
- Prueba de Badcock (ASERRIN DE PIND),
- Prueba de Badcock (ASERRIN DE LIQUIDAMBAR),
— Prueba de Ruiz Rodriguez-Pinzeén Picasero (ASERRIN-GUAYACOL).

En todos los casos se utilizaron 5 hongos de pudricién blanca y
5 hongos de pudricien morena para comparar las reacciones
respectivas. Los métodos consistieron basicamente en observar la
ocurrencia de cambios en la coloracien del sustrato o del
reactivo, ocasionados por la reacciéen de éstos con los productos
enzimaticos fungales propios a cada tipo de pudricién.

Fue calculado un {indice porcentual de confiabilidad para cada
variante y fueron analizadas las ventajas y desventajas técnicas
propias de cada uno de los métodos. La prueba de Ruiz Rodriguez-—
Pinzén Picasefo (aserrin—guayacol) resultéd ser la mas confiable,
con un indice de 100%; 1la prueba de Jorgensen-Vejlby en sus 2
variantes (Col I y Col II), asi{ como la prueba de Badcock con
aserrin de pino, calificaron con un indice de 904 de
confiabilidad; por lo cual, estas 4 posibilidades son ampliamente
recomendadas para determinar el tipo de pudricién gue causan los
hongos xiléfagos. La prueba de Badcock con aserrin de liquidambar
y las 2 variantes de la prueba de Preston-MclLennan (rojo neutro y
violeta de genciana), asi como la prueba de Bavendamm en su
variante con &cido géalico, alcanzaron un 70% de confiabilidad,
mientras que la prueba de Bavendamm en su variante con &cido
tanico obtuvo el menor indice con 60%, por lo que no son
recomendadas.

Finalmente, los resultados obtenidos son confrontados con los
de pruebas similares, se discute la problematica de la
interpretacién de resultados, as{ como posibilidades de aplicacién
de las variantes recomendadas y se plantean opciones para futuros
ensayos.



2. INTRODUCCION

2.1 Generalidades y Antecedentes.

2.1.1 Los hongos xiléfagos, definicisén e importancia.

Los hongos xiléfagos difieren de otros organismos fuangicos, por
su capacidad enzimAdtica para degradar tejidos lignocelulésicos,
caomo los constituyentes estructurales de la madera, utilizando las
paredes celulares de los tejidos y las sustancias almacenadas en
las cavidades celulares, como almidones, azdcares, etc. (Hunt y
Garrat, 19462; Tsoumis, 1968). A la alteracién que causan estos

organismos se le llama pudricisn de la madera.

Los hongos xiléfagos son importantes biolégicamente por
participar en el reciclaje de elementos en 1la bisesfera vy
econémicamente por causar deterioro en 1la maderza en uso, en
almacenamiento o en el Aarbol. Aunque localmente algunos insectos
pueden causar grandes pérdidas, a nivel global 1leos hongos
xiléfagos san los principales agentes biodegradadores Y

biodeterioradores de la madera.

2.1.2 Requerimientos fisiolégicos y ambientales de los hongos

xilofagos.

Los hongos xiléfagos requieren de condiciones adecuadas para su
desarrollo y aunque estas son amplias, variando inclusive de una
especie a otra, sus requerimientos esenciales son: disponibilidad
de alimento, grado suficiente de humedad, aporte de oxigena y una
temperatura favorable. Una variacién o supresién de alguno o
varios de estos requerimientos, puede alterar o inhibir su
desarrollo e inclusive eliminarlos (Davidson, 19603 Hunt y Garrat,
194623 Tsoumis, 19683 Panshin y De Zeeuw, 1270).



La celulosa, las hemicelulosas y la lignina son los compuestos
mas utilizados por 1los hongos xiléfagos, los cuales secretan
enzimas para degradar dichos nutrientes, convirtiéndolos en
compuestos simples, solubles vy facilmente asimilables. Los
azicares del tipo hexosas son los mas consumidos y dentro de
éstos, la glucosa, aunque en su ausencia, son capaces de utilizar
una amplia variedad de carbohidratos como la fructosa y la manosa

(Cartwrigh y Findlay, 1958; Henningsson, 1963; Hudson, 1972).

En cuanto al contenido de humedad en la madera, éste ha sido
considerado como el factor regulador del desarrollo de los hongos
més importante (Tsoumis, 1968). Sin embargo, es dificil determinar
el 4ptimo de humedad para el crecimiento de estos organismos, ya
que ellos producen una considerable cantidad de agua, como
resultado de 1la descomposicién quimica de la madera. Se ha
observado un buen desarrollo, cuando el contenido de humedad esta
por arriba del punto de saturacién de la fibra (punto en el que
las cavidades celulares estdan exentas de humedad, mientras que las
paredes estan totalmente saturadas), es decir, alrededor de 35% a
50% del peso seco de la madera (Cartwrigh y Findlay, 1938).

Los hongos xiléfagos, igual que otros organismos, obtienen su
energia por el proceso de respiracién, intercambiando COp (biéxido
de carbono) por oxigeno, siendo capaces de tolerar una baja
presién de éste udltimo, pero son esencialmente organismos aerobios
(Findlay, 19673 Panshin y De Zeeuw, 1970).

Existe una relacién natural entre la cantidad de agua o humedad
en la madera y la proporcién de oxigeno que ésta contenga, con la
capacidad de los hongos para producir pudricién, ya que la madera
con un bajo grado de humedad retarda el proceso de pudricién al
disminuir la difusién enzimatica; y si la madera esta totalmente
saturada de agua, carece de aire suficiente para el intercambio

gaseoso y los hongos se inhiben o mueren (Hunt y Garrat, 1962).



Par lo que respecta a la temperatura, existe una sptima, donde
cada especie de hongo se desarrolla rapidamente y una temperatura
maxima y otra minima donde su crecimiento es infimo. El éptimo de
temperatura para muchas especies de hongos xiléfagos es de 25-30
©C . Una temperatura por abajo o por arriba de éstos limites,
puede no matar al organismo, pero si retardar su desarrollo,
obteniéndose un mayor efecto letal con altas temperaturas que con
las bajas (Cartwrigh y Findlay, 1958; Henningsson, 1965; Tsoumis,
19483 Panshin y De Zeeuw, 1%970).

2.1.3 Tipos de Pudricién.

Los hongos xiléfagos pueden producir 3 tipos béasicos de
pudricién de 1la madera: pudricién blanca, pudricién morena Yy
pudricién suave, de acuerdo a su actividad enzimatica e induccién
de cambios en coloracién y consistencia de la madera, asi como a

la forma de penetracioen hifal de las paredes celulares,

La pudricién blanca es causada principalmente por hongos
basidiomicetes y algunos grupos de ascomicetes, los cuales
degradan principalmente lignina, aunque también celulosa vy
hemicelulosas. En estadios iniciales, ocurre un obscurecimiento de
la madera, que luego va decolorandose al paso del tiempo, Yy
simultaneamente van formadndose unos trazos obscuros caprichosos
(que son capas pseudoesclerociales) llamados lineas zonales, para
finalmente convertirse en una blanda masa esponjosa o fibrosa
(Tsoumis, 1968; Panshin y De Zeeuw, 19703 Manion, 1981).

Los hongos de pudricién blanca atacan tanto a madera de
gimnospermas como de angiospermas, penetrando a los elementos
celulares via punteaduras de las células o directamente a traves
de la pared celular, gracias a la secrecién de enzimas (Wilcox,
196553 Highley, 1979). Producen una erosién gradual de todos los
constituyentes de la pared celular, formando cavidades, algunas

veces mayores que el didmetro de las hifas. De la estructura de la
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pared celular, la capa Sz es degradada primero y progresivamente

las capas 53 y S (Panshin y De Zeeuw, 1970).

El sequndo tipo, la pudricién morena, esta cominmente asociada
con la madera de gimnospermas (aunque se llega 2 encontrar también
en la de angiospermas), y es causada por hongos basidiomicetes,
que degradan primero la celulosa y las hemicelulosas de las
paredes celulares, dejando porciones de lignina casi intacta
(Panshin y De Zeeuw, 19703 Manion, 1981). La madera se torna
paulatinamente de un color café obscuro, y en los estadios finales
es quebradiza y con la apariencia de wuna tapia de ladrillos
obscuros o de cubos carbonizados, facilmente desmenuzables con los
dedos (Cartwright y Findlay, 1958; Boyce, 1961).

Las hifas de estos hongos penetran las paredes celulares
transversalmente a través de las punteaduras o por formacien
directa de perforaciones y cavidades (Hardie, 198B0). Dichas hifas
proliferan en los ldmenes de las ceélulas, desde donde liberan
enzimas que se difunden por toda la pared secundaria (Wilcox,
19653 Highley y Kirk, 1979). En madera de angiospermas, atacan
carbohidratos en la capa Sp, luego en la S y finalmente en la
Sz, dejando casi intactos a los componentes de la lamina media.
Sin embargo, en la madera de gimnospermas, las 3 capas de la pared
secundaria son atacadas simultaneamente (Panshin y De Zeeuw,
1970).

Por 4ltimo, la pudricién suave es caracterizada por un
ablandamiento y desgaste superficial de 1la madera expuesta a
humedad persistente, en algunos casos, la madera se obscurece y
fragmenta cuando se seca (Savory, 19545 Levy, 1965). Los hongos
involucrados son grupos de ascomicetes y hongos imperfectos que
degradan principalmente celulosa, dejando a 1la lignina casi
intacta en la pared secundaria (Findlay, 1%67; Tsoumis, 19683

Manion, 1981).



Este tipo de pudricisén se presenta tanto en gimnospermas como
angiospermas, pero en estas nAltimas, el dafo es mas extenso y
rdpido, atacando preferencialmente fibras. En cualquier caso, es
degradada béasicamente la capa Sp. En general, las hifas de estos
hongos producen en las paredes celulares cavidades paralelas a las
microfibrillas celulésicas de la madera, encontrandose confinadas
a la capa S, de la pared secundaria (Savory, 1934; Levy, 19635;
Scheffer y Cowling, 19663 Panshin y De Zeeuw, 1%970).

Se han descrito los tres tipos basicos de pudricién que pueden
ser causados por toda la gama de hongos xiléfagos, para no dejar
incompleto el tema y evitar asi posibles dudas con respecto a su
clasificacien o de sus diferencias, pero es conveniente aclarar
que la tematica del presente trabajo y de la principal literatura
consultada se refiere exclusivamente a3 dos tipos de pudricién, la

blanca y la morena causadas por basidiomicetes.

2.1.4 Accién enzimatica sobre la madera.

Los hongos xiléefagos pueden causar pudriciones, gracias a su
capacidad de secretar enzimas que penetran el complejo lignina-
holocelulosa de las paredes celulares de la madera, caracteristica
exclusiva de algunos grupos de basidiomicetes, de ascomicetes y de
hongos imperfectos. Para comprender esta accien sobre la madera,
es necesario aclarar céemo estd constituido dicho complejo, asi
como las variantes que se presentan en los distintos tipos de

pudricion:

La celulosa es una gran cadena de polimeros lineales de
aproximadamente 10,000 unidades de glucosa (&6 5000 unidades de
celobiosa) unidas con enlaces 8-1,4 glucosidicos. Varias cadenas

se pueden uwunir por puentes de hidrogeno, formando celulosa

cristalina, alternando con Zonas de celulosa amorfa (no
cristalina), en las que estan asociados depdésitos de
hemicelulosas. Esta organizacion forma las microfibrillas
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helicoidales de 1la pared celular que presentan un angulo con
orientacien especifica entre las diferentes capas de 1la pared
celular (Panshin y De Zeeuw, 1970).

Al estudiar la degradacién de celulosa causada por hongos de
pudricién blanca, se han detectado varios grupos enzimaticos
involucrados: las enzimas del grupo Cy asi como enzimas Cx (endo-
1,4-8-glucanasa) causan hidrélisis de los enlaces 1,4-8-
glucosidicos gque wunen las cadenas de celulosa cristalina
produciendo polimeros cortos (Erikssnn,-Petterﬁson y Westermark,
19755 M™Manion, 1981). Por otra parte la superficie expuesta de
celulosa no reducida puede ser entonces hidrolizada por otra
enzima Cx (exo—-1,4-B-glucanasa) produciendo celobiosa, la cual
puede ser dividida a glucosa por una 8-glucosidasa (Eriksson,1978,
citado por Highley, 19793 Manion, 1981). También se ha detectado
la oxidacien de celobiosa por 2 vias: en presencia de una
hemoproteina, la oxidasa-celobiosa, requiriendo de oxigeno como
aceptor de electrones, y por la celobiosa—-quinona oxidoreductasa,
donde quinones o radicales fenoxi sirven como aceptores de
electrones, obteniéndose como producto por ambas enzimas
celobiono—-4-lactonajy donde una glucosa-oxidasa ha sido implicada
en el proceso total oxidando glucosa a3 gluconolactona (Eriksson,
Pettersson y Westermark, 19755 Eriksson, 1978, citado por Highley,
1979) .

Los hongos de pudricien morena pueden utilizar dos sistemas de
degradacisn de celulosa, uno enzim&tico con celulasas
convencionales que rompen las uniones glucosidicas, aungque su
actividad es minima en la celulosa cristalina insoluble, junto con
la enzima carboximetil-celulasa que degrada la celulosa soluble.
Un segundo mecanismo no es enzimatico sino un sistema de peroéxido
de hidrégeno y fierro {H202/FE++), ya que estos organismos
producen suficiente peréxido para degradar celulosa con fierro
presente en la madera, penetrando la microestructura de la pared

celular secundaria, hidrolizando las uniones glucosidicas de la
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celulosa o predisponiéndola para que sea degradada por celulasas

convencionales (Koenigs, 1972; Highley y Kirk, 1979).

Por su parte, la lignina es un complejo polimero amorfo
constituido por eslabones béasicos de fenilpropano, que se
encuentra rodeando las fibrillas de celulosa (Manion, 1981). Su
degradacién no ha sido muy comprendida ya que ninguna enzima ha
sido aislada y caracterizada, pero por analisis quimico de la
madera parcialmente podrida se presume que tanto en hongos de
pudricién blanca como morena el polimero podria ser degradado por
oxigenasas extracelulares las cuales oxidan las moléculas de
fenilpropano causando demetilacién con rompimiento de anillos
aromdticos y formacien de productos alifaticos de bajo peso
molecular; asi como l1la presencia de deshidrogenasas, las cuales
estan probablemente involucradas en la oxidacien de los grupos
alcohol. Tanto los hongos de pudrician blanca como morena tienen
la capacidad de degradar ligninaz aunque estos dltimos parecen no
tener enzimas que rompan los anillos aromdticos para llevar a cabo
una completa degradacion del polimero de ligninpa y peor lo tanto no
pueden metabolizarla (Kirk, 19753 Highley y Kirk, 1979 Manion,
1981).

Por 1o que respecta a las hemicelulosas, éstas son un variado
grupo de polisacaridos de pentosas o hexosas con acidos uronicos,
unidos por enlaces B8-1,4 glucosidicos (Hudson, 19725 Eggins y
Allsopp, 1973). Se encuentran entremezcladas con 1la celulosa
amorfa y alrededor de las regiones de celulosa cristalina. Su
degradacién por hongos de pudricién blanca y morena ha sido poco
estudiada, sin embargo, se sabe que son degradadas por endoenzimas
(manasas, xylanasas) gue producen cadenas cortas, las cuales, a2 su
vez, son hidrolizadas en azdcares simples por B-glucosidasas
(manosidasas, xilosidasas y glucosidasas), y aunque se sabe de la
participacién de exoenzimas, éstas no han sido determinadas
(Highley y Kirk, 1979; Manion, 1981).
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2.1.5 Importancia del tipo de pudricien y de las pruebas de

laboratorio.

El conocimiento de la fisiologia de la accién gque ejercen los
hongos xiléfagos en la madera, evidentemente es importante tanto
en aspectos basicos como practicos. Por ello, la determinacién del
tipo de pudricien viene a tener un gran valor como método de
diagnéstico de problemas de biodeterioro, en la identificaciéen de
especies, Yy hasta en 1la toma de decisiones taxonémicas, ©

simplemente para ampliar el conocimiento sobre cada hongo.

Mediante la observacién directa de la madera podrida en estados
avanzados, es factible determinar el tipo de pudricién presente,
considerando su aspecto, color y consistencia. Sin embargo, ésto
requiere de la habilidad Yy experiencia del investigador,
corriéndose el riesgo de dar por verdaderos tipos de pudriciones
erraticos, por ejemplo, cuando la pudricien es incipiente no hay
una clara diferenciacien entre ambos tipos; o, cuando la maderz ha
estado expuesta al fuego, una pudricién blanca puede parecer
morena; o una pudricien morena, por efecto del intemperismo puede
parecer blanca, pues la humedad excesiva reblandece la madera y la
radiacien solar intensa la aclara. Ademas, puede haber
colonizacién por hongos causantes de uno y otro tipo de pudricién

en el mismo substrato.

Para superar estos problemas, desde fines del siglo pasado, se
le ha venido dando gran importancia al diagnéstico de tipo de
pudricién en el laboratorio, con los organismos causales en
cultivo micelial en estado puro, para determinar confiablemente el
tipo de pudricien que estos organismos causan. Aunque se han
desarrollado una gran cantidad de técnicas para este fin, todavia
se piensa que hace falta probar nuevas posibilidades, pues cada
vez se le va dando mayor prioridad a aquellas que
metodolégicamente sean sencillas, econémicas, de corta duracian,

que den reacciones propias para cada uno de los tipos de
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pudricieén, ademas de que las reacciones puedan ser lo
suficientemente evidentes y precisas para que cualquier persona,
aunque cuente con pocos Trecursos o experiencia, asi como de

literatura especializada, puedan realizar dichas técnicas.

2.1.6 Historia del desarrollo de pruebas de laboratorio para

diferenciar el tipo de pudricieén.

Las pruebas para determinar el tipo de pudricién que causan los
hongos xilafagos, histéericamente se han derivado del
descubrimiento y postulacién de las enzimas. Una breve resefa
histérica de los descubrimientos hechos por Bertrand y Bourquelot
a fines del siglo pasado (1894-18B%94) se ha resumido del trabajo de
Boidin (1951). Al estudiar la savia del arbol de la laca oriental
(Rhus verniciflua), se descubrié que contenia, entre otros, dos
componentes; un fenol llamado "lacol" y otro que en presencia de
oxigeno catalizaba su oxidacien, 21 que se le llamé "lacasa" que
fue 1la primer enzima oxidante que se descubria. Esta enzima
también catalizaba la oxidacién del acido galico, el pirogalol y
el tanino. Luego, se precisé la constitucién quimica de los
substratos fendlicos sensibles a esta oxidasa. También, se tratsé
de detectar la presencia de esta enzima en otras plantas y en
hongos, en estos uUltimos también se buscé la presencia de otros
fermentos. Lograron 1la extraccién de sustancias azulantes en
especies de Boletus y un principio ennegrecedor en Russula
nigricans, al cual se le llamé "“tirosina" y se descubrié wuna
segunda enzima oxidante que al actuar sobre este principio recibis
el nombre de "tirosinasa". Se encontré que en algunas especies de
Russula ocurrian "lacasa” y "tirosinasa" simultaneamente.
Finalmente, en colaboracisn con Harlay investigaron sobre la

presencia de estas enzimas en otros basidiomicetes.

Estos trabajos tuvieron repercusion, pues por un lado atrajeron

la atencién de los bioquimicos sobre las enzimas oxidantes, y por
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otro lado, la de los micélogos para utilizar reacciones de color

en los hongos para su determinacian.

A partir de estos estudios, se han hecho crecer hongos de
pudricién conocida, sobre diversos medios que sean sensibles (que
produzcan alguna reaccien) a la produccién de enzimas propias a

cada tipo de pudricien.

En 1928, Bavendamm ensayé con unos cuantos hongos xiéfagos
frente a varias sustancias fenédlicas contenidas en malta agar y
encontre que las especies de pudricién blanca con acido galico y
4cido tanico producian una zona o ‘"corona" café obscura de
difusiéon; mientras que las especies de pudricién morena no la
producian. Consideré que esta reaccién se debia a la oxidacién de
los &acidos por una enzima y la llamé "reaccién de la oxidasa".
Desde entonces, se le conoce a su método clasico como "la prueba

de Bavendamm" o la "reaccian de Bavendamm".

Campbell (193B) incluyée 1la prueba de Bavendamm junto con
caracteristicas culturales del micelio para identificar
aislamientos de hongos xiléfagos. Esterilizaba los &cidos
individualmente en una fraccisén de agua y luego laos mezclaba con
el medio ya esterilizado, o0 espolvoreaba el acido sobre agar

recién vertido a cajas Petri.

Davidson, Campbell Yy Blaisdell (1938) comprobaron la
efectividad de la prueba de Bavendamm con 210 hongos, encontrando
que el B8B0% de los hongos de pudricien morena daban reaccian
negativa, mientras que el %946% de los de pudricién blanca dieron
reaccién positiva, el resto daban reacciones erraticas. Estos
autores afadian cada Aacido sin esterilizar en agua recién
esterilizada y lo mezclaban al resto del medio ya esterilizado

produciéndose consecuentemente muchas contaminaciones.
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Posteriormente, Preston y McLennan (194B), proponen utilizar
colorantes incorporados al medio de cultivo, para determinar el
tipo de pudricién de hongos xilofagos. Recomiendan 2 colorantes,
rojo neutro y violeta de genciana, por 1lo evidente de sus
reacciones, ademas de ventajas metodolegicas como el que se puedan
esterilizar junto con el medio de cultivo. Las reacciones
positivas (decoloracién del medio de cultivo) son asociadas a la
oxidacién de los colorantes, producida por enzimas extracelulares
tipo "lacasa" provenientes de hongos causantes de pudricisn
blanca. Las reacciones negativas (ausencia de decoloraciéen del
medio de cultiveo), son asociadas con la enzima "tirosinasa" de

hongos de pudricien morena.

Fahraeus en 1949 (seglin Nobles, 1958) probé medios de agar con
varins fenoles y aminas, encontrando que el rango de substratos
oxidados por hongos de pudricién blanca coincide bien con el rango
de la enzima "lacasa", por lo que al sistema enzimatico (adan
desconocido) que degrada la lignina se le llama o asocia con esta

enzima.

Law (1950) obtuvo y purificé extractos del micelio de hongos de
pudricién blanca y morena, para probar su accién sobre varios
substratos, encontrando evidencias de que puede haber varias
fenoloxidasas, las de los hongos de pudricién morena son mas
parecidas a la "tirosinasa", pero los hongos de pudricién blanca
producen una fenoloxidasa diferente, mis parecida a la "lacasa",
responsable de la decoloracién de los colorantes usados como
reactivos en varios métodos, y ademas, una fuerte actividad debida
a una "peroxidasa", afadiendo el tercer elemento enzimatico

asociado & la pudricién blanca.

Boidin (1951) ensayé diversos indicadores oxidables por la
supuesta "lacasa" que fueran tan confiables como 1la prueba de
Bavendamm y resistentes a la esterilizacién. Propuso usar guayacol

(0.2%) en malta agar con un buffer de &cido citrico y fosfato de
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potasio (pH 4.5). Vaciaba el medio a tubos de cultivo, los

esterilizaba e inoculaba y observaba resultados a los 7 dias de
incubacian.

En 1952, Lindeberg y Fdhraeus probaron extractos de micelio y

medios liquidos de Polyporus zopnatus y P. versicolor, hongos de
pudricién blanca, coincidiendo otra vez en que las fenoloxidasas
producidas por el micelio eran de tipo "lacasa", pero postulando
ademds que son extracelulares en su ocurrencia. Con estos datos se
sintetiza el concepto en los trabajos posteriores de "la reaccién

de la oxidasa o fenoloxidasa o polifenoloxidasa extracelular".

Lindeberg y Holm (1952), determinan la presencia de
fenoloxidasas en cuerpos fructiferos y micelio de 9 especies de
hongos, utilizando como reactivos compuestos fensélicos tales como
tirosina, hidroquinona, p-cresol y catecol. Concluyendo que tanto
la "tirosinasa" como la "lacasa" son enzimas intra y
extracelulares, aunque el grado de secrecién de la "tirosinasa" es
menor comparado con el de la "lacasa", por lo que quizas sélo esta
ultima sea la responsable de la oxidaciéen extracelular de los

compuestos fensélicos.

En 1953, Higuchi y Kitamura utilizan compuestos fenalicos como
tirosina y p-cresol para detectar "tirosinasa" y alfa-naftol para
detectar "lacasa" en 29 especies de hongos xiléfagos; donde la
solucién de tirosina fue oxidada tanto por hongos de pudricién
morena como blanca, y la solucién de alfa—-naftol sélo fue oxidada
por hongos de pudricien blancaj; determinando ademas que el
contenido y grado de secrecién de "tirosinasa" es menor comparado

con la "lacasa".

Utilizando sustratos mas naturales, Jorgensen y Vejlby (1953),
determinan que el extracto de col roja de color pirpura y
adicionado al medio de cultivo sin esterilizar, se torna en

amarillo por efecto de hongos causantes de pudricién blanca y en
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rojo por hongos de pudricién morena. En esta reaccién los autores

suponen que el producto oxidado es una antocianina-rubrobrasicina.

Posteriormente, Nobles en 1958a propone utilizar como reactivo
una solucieén alcohélica de goma de guayaco aplicada a medios de
cultivos de hongos xiléfagos para determinar el tipo de pudricién.
La solucién de goma de guayaco produce una zona azulosa en el
medio donde se hacen crecer hongos que producen enzimas oxidasas
tipo lacasa y que posteriormente fueron asociados en su mayoria
como hongos causantes de pudriciéen blanca, mientras que las
especies que no producen ninguna reaccion en el medio fueraon

asociadas con un tipo de pudricién morena.

Dtro método ampliamente utilizado, es el de Badcock, aunque
originalmente se traté de un medio de cultivo a base de aserrin,
propuesto para hacer crecer y fructificar hongos xiléfagos
(Badcock, 1941, 1943), el mismo autor lo propone como método para
determinar el tipo de pudricién de los hongos xiléfagos en un
escrito mimeografiado fechado en 1964, afadiendo que es una
alternativa mas recomendable que el reactivo de guayaco. Como este
método no fue formalmente publicado por su autor, se recomienda
consultar las descripciones del mismo que han sido presentadas por
Hudson (1972) y Carey (1973). Sin embargo, estos autores no
mencionan algunos de los ingredientes (almidén, sacarosa y ceniza)
que Badcock incluye en su férmula de 1941. Como se vera mas
adelante, es importante incluir aqui 1las descripciones de las
reacciones que dan los autores mencionados. Segun Hudson (1972),
se utiliza aserrin de madera de gimnospermas o de angiospermas,
segin la procedencia del hongo: después de unos 14 dias de
incubacién, los hongos de pudrician morena gradualmente
obscureceran el aserrin; mientras que los hongos de pudricien
blanca decoloraran al aserrin, después de producir una coloracién
café inicial. Segun Carey (1975), sin especificar el tipo de
aserrin, la reaccién se producirda dentro del lapso de una

guincena: los hongos de pudricién morena obscureceran el aserrin
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gradualmente; los hongos de pudricisn blanca inicialmente formaran
una z2ona de color café intenso que se desplace del punto de
inoculacién conforme crece el micelio, y sea sequida por

decoloramiento.

Ahora bien, segdin la descripcién original de Badcock (1964), en
aserrin de gimnospermas (como el que recomienda de abeto noruego),
los hongos de pudricién blanca producen una reaccién caracterizada
por una coloracién café fuerte o café amarillenta desde los 3 &6 4
dias de incubacien; pero si en un plazo de 10 dias no ocurre esta
coloracisén, esto es indicacisn de una pudricien morena. Mientras
que, en aserrin de madera de angiospermas (como el de haya), los
hongos de pudricien blanca producirdn una decoloracién del medio,
después de unas 3 semanas, en lugar de la reaccién color café.
Estos contrastes en 1la descripcién de las reacciones seran

ampliados mas adelante.

Los estudios anteriores se realizaron in vitro, es decir, con
cultivos puros de hongos xiléfagos, desarrollados sobre un
sustrato diferencial. Sin embargo, Nobles (1958b) también aplicé
su solucién alcohélica de resina de quayaco in situ, es decir,
directamente sobre los cuerpos fructiferos frescos y en la madera
con pudriciéen activa, obteniendo un rapido azulamiento con los

hongos de pudricién blanca pero no con los de pudricien morena.

Por su parte, Harkin, Larsen y Obst en 1974, comprobaron que un
reactivo mas especifico, la siringaldazina, aplicada también sobre
fructificaciones y su substrato, permite detectar confiablemente a
la “lacasa", o0 sea pudricién blanca, si se produce una coloracién

rosada, roja o purpura.

De 1la misma forma que los autores antes mencionados,
Gilbertson, Lombard y Canfield (1975) aplicaron una solucién
alcohdlica de resina de guayaco directamente sobre

fructificaciones fungales. Aunque aclaran gue este reactivo no es
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especifico para la "lacasa", puesto que puede reaccionar con
“tirosinasa" y "peroxidasa", confirmaron que la produccién de una
tincion azulosa es confiable para identificar hongos de pudricien
blanca, y la ausencia de reaccién, para identificar hongos de
pudricién morena; haciendo comparaciones posteriores con pruebas
en cultivos puros de los mismos ejemplares, obtuvieron resultados

similares.

Reciéntemente Pinzén-Picasefio et. al. (1982), recomiendan al
método de Badcock (1964) aunque siguiendo la composicien del medio
como la apuntan Hudson (1972) y Carey (1975), es decir, sin afadir
almidén, sacarosa ni ceniza y utilizando aserrin de pino en lugar
del de abeto noruego o de haya (como originazlmente es sugerido),
teniendo como consecuencia que las reacciones difieren un poco de
las descritas por los tres autores antes mencionados, de modo que,
un obscurecimiento del medio colonizado por el micelio indica la
presencia de hongos de pudricien blanca; y un aclaramiento del
aserrin colonizado por el micelio, la de hongos de pudricién
morena. Confrontande esto con lo expuesto tres y cuatro parrafos
atras, podria ser que las descripciones de las reacciones con la
prueba de Badcock varien segun la férmula, el tipo de aserrin y la

experiencia del observador.

Finalmente, Ruiz Rodriguez y Pinzén-Picasero (1986), proponen
utilizar un nuevo método con aserrin en extracto de malta agar y
afiadiendo gotas de guayacol al micelio, en substitucién del
recomendado por Nobles (1958), considerando que la combinacien es
confiable para determinar el tipo de pudricién, porque Ila
presencia de madera en el medioc deberd estimular la produccian del
sistema enzimdtico degradador de la lignina. Consideran una
reaccion positiva de pudricieéen blanca al formarse una tincién de
magenta a violada sobre el medio de cultivo, y pudricién morena

la ausencia de dicha reaccian.
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2.1.7 Estudios realizados en México.

En México, una corriente relativamente reciente ha consistido
en llevar a cabo estudios para caracterizar fisiolégicamente a los
hongos xiléfagos como organismos deterioradores o degradadores de
la madera, aplicando pruebas para determinar tipo de pudricisén,
evaluando su agresividad hacia la madera, y, a veces, estimando su

tolerancia a preservadores de madera.

En la mayoria de estos trabajos, para determinar tipo de
pudricién se utilizé el método de Badcock con aserrin de pino
segun la férmula de Hudson y Carey ya citada (Lépez Guerrero,
197953 Véliz Avila, 19825 Pinzaen—-Picasefo, et. al., 1982; Hernandez
Jiménez, 19843 Pinzén-Picasefo y Véliz Avila, 1984; Pinzén—
Picasefio y Hernandez Jiménez, 1987 y Pereyra Venegas, 1988). En
todos ellos se coincide en gque dicha prueba es confiable, ya que
se obtuvieron resultados que fueron verificados al confrontarlos
bibliograficamente, pudiéndose diferenciar 1los dos tipos de
pudricién por reaccién propia y no por la presencia o ausencia de
alguna de ellas, ademas de ser muy econémica, aunque con la
desventaja de que es una prueba larga que requiere un promedio de
4 semanas de incubacién para obtener resultados confiables; sin
embargo, se recomienda que, en el caso de reacciones dudosas, se

repita la prueba o se empleen otros métodos conocidos.

Por su parte, Herrera Campos (1985), aunque sigue lineamientos
parecidos a los trabajos anteriores, incluyendo la prueba de
Badcock, pero siguiendo la sugerencia mencionada, adiciona 1la
prueba de Bavendamm con &cidos g&lico y tanico, concluyendo que
aunque hubo reacciones dudosas con &cido gdlico, as{ como
variaciones en el crecimiento micelial al utilizar ambos acidos,
las dos pruebas pueden ser consideradas Gtiles para determinar

tipo de pudricién.
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Finalmente, en el trabajo de Ruiz Rodriguez (1991) para
determinar con mayor seguridad el tipo de pudricieén que causaran
aislamientos de hongos asociados a pudriciones en Arboles, vy
contar con un dato que ayudara a su identificacién, se utilizaron
varias pruebas: el método de Badcock, el de Bavendamm con Aacidos
galico y téanico, asi como el de Ruiz Rodriguez-Pinzén Picasefo de
aserrin—-guayacol, concluyéndose que los 3 métodos producen
reacciones concordantes, aunque se tienen 3 reacciones dudosas con
los dos primeros métodos (2 aislamientos en Aacido galico y 1
aislamiento con aserrin de Badcock), por lo cual se determina que
el método de aserrin—-guayacol resulté mas practico, confiable y
facil de interpretar, no obstante, también se recomienda 1la
utilizacién de mads de un método para poder determinar de manera

precisa el tipo de pudricioén.

El panorama anterior evidencia que hasta el momento no se han
realizado trabajos con el fin especifico de realizar pruebas
comparativas de las técnicas descritas dispersamente en 1la

literatura.
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2.2 Objetivos y finalidades.

.

El presente trabajo tiene como finalidad general, aportar datos
experimentales que conlleven a establecer una metodologia
multiopcional y mas confiable para determinar el tipo de pudrician
causado por hongos xilofagos, ya sea como una caracteristica dGatil
para la identificacion de los hongos, un elemento critico para el
diagnéstico de problemas de Bbiodeterioro o procesos de
biodegradacién, o bien, para aportar informacien que contribuya de

manera importante al conocimiento de dichos organismos.

Los objetivos especificos de este trabajo se enlistan a

continuacions:

1 Seleccionar, de los mé&todos consultados bibliograficamente,
aquellos que ofrezcan las mejores espectativas experimentales para

determinar tipo de pudricién.

2 Experimentar los diversos métodos seleccionados con hongos

%ilefagos causantes de pudriciones conocidas blanca y morena.

3 Realizar wuna comparacién estimativa de las venta jas vy
desventajas técnicas, asi como la confiabilidad de los resultados

de cada método a ensayar.
4 Recomendar el método o los métodos que presenten las mejores

posibilidades para determinar tipo de pudricién en hongos

xilafagos.
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3. MATERIALES Y METODOS

3.1 Procedencia de los hongos para ensayo.

Se utilizaron 10 especies de hongos (5 de pudricién blanca y 5
de pudricién morena, ver Tabla 1), provenientes de la coleccién de
cultivos de macromicetos xiléfagos del Princes Risborough
Laboratory, Building Research Establishment, Reino Unido. La
seleccion de especies fue basada en la abundancia con que son
citadas en la literatura, por lo que los datos de su tipo de
pudricién son fidedignos; y de las cepas en particular, porque han
sido empleadas en otros ensayos similares, de modo que sus
caracteristicas de crecimiento en medio de cultivo y

comportamiento como degradadores de la madera son conocidos.

3.2 Obtenciéon de suficiente inéculo.

Con el fin de obtener un crecimiento micelial vigoroso,
homogéneo y de 1la misma edad, y para obtener 1la cantidad
suficiente de inéculo para cada prueba, previo a cada uno de los
ensayos realizados, se procedié a la resiembra de las cepas de la
coleccién en medio de cultivo EMA (extracto de malta agar, Ulloa y
Hanlin, 1978), en cajas Petri de vidrio ya esterilizadas (10 x 2
cm), y luego & su incubacién durante 2 semanas a 26° C y
obscuridad en "camaras humedas" (cajas de acrilico tipo camisera,
segin propia denominacién, marca CIPSA; con una plataforma de

rejillas de plastico y agua destilada esterilizada en el fondo).
Todas las maniobras de ensayo fueron realizadas en una campana

microbiolégica con flujo laminar de aire estéril, para evitar

contaminaciones.
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3.3 Pruebas para determinar el tipo de pudricién.

De los métodos consultados bibliograficamente, fueraon
seleccionados seis, por ser metodolégicamente los méas practicos,
ya que no requieren de aparatos sofisticados, 1los reactivos
utilizados son sumamente econémicos y de facil adquisicieén, ademas
tienen la ventaja de que las reacciones esperadas son facilmente

interpretables para el observador.

Los seis métodos de laboratorio se describen a continuacieén.

3.3.1 Método de cultivo de Bavendamm (1928) en extracto de malta

agar con acidos galico y tanico.

Se procedié a preparar el medio de acuerdo a la siguiente

formula:
Extracto de malta 15.0 g
Agar bacteriolégico 20.0 g
Acido galico (o tanico) 5.0 g
Agua destilada 1000.0 ml
El extracto de malta, el agar y 850 ml de agua destilada

fueron colocados en un matraz Erlenmeyer de 1000 ml, los 250 ml
de aqua destilada restantes fueron colocados en un matraz
Erlenmeyer de 500 ml y ambos matraces fueron esterilizados en
autoclave por 20 min a 1219 C y 103.4 kPa*. Una vez transcurrido
el tiempo de esterilizacien, y ain caliente, al aqua destilada del
segundo matraz, le fue afadido el Aacido galico (o tanico),
agitdndose bien hasta su disolucién, y la solucién fue mezclada
(aun caliente) con el medio de extracto de malta agar del primer
matraz, vaciandose luego en cajas Petri estériles. El medio con
dcido galico adquiere un color miel, y blanco perla con acido

tadnico. Las cajas se dejaron en prueba de esterilidad por 3 dias,
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al cabo de 1la cual, 3 cajas por cepa fueron inoculadas (con
micelio desarrollado en previao inéculo) con discos recortados can
sacabocados (10 mm), colocandolos en un orificio central
previamente realizado con el mismo sacabocados. Se dejaron sin
inocular dos cajas, una por cada acido utilizado, que sirvieron
como testigos. Todas las cajas fueron colocadas en las "camaras

humedas", por un periodo de incubacién de 14 dias.

Las lecturas fueron tomadas cada 7 dias, donde los hongos de
pudricien blanca tornarian el medio a tonalidades café alrededor
del inéculo y los hongos de pudricién morena no causarian ninguna

tincion en el medio de cultivo.

# 103.421 kPa es equivalente a 15 1b/pul?, segun el Sistema
Internacional de Unidades S.I., adoptado en México bajo la norma
titulada "Nomenclatura y Simbologia de las Unidades de Medida"
publicada por la Direccién de Pesas y Medidas de la Secretaria de

Comercio (citado por Garcia Diaz, 1984).

3.3.2 Método de cultivo de Preston—MclLennan (1948) en extracto de

malta agar con colorantes rojo neutro y violeta de genciana.

Se utilizaron los colorantes rojo neutro y violeta de genciana,
ya que son los mas recomendados en el método original por no
presentar inconvenientes al esterilizarse y mezclarse con el

medio, ademds de proporcionar las reacciones mas evidentes.

La composicién del medio con colorante (rojo neutro o violeta

de genciana) fue la siguiente:

Extracto de malta 25.0 g
Agar bacterioleéegico ____ 18.0 9
Colorante 0.07 g
Agua destilada 1000.0 ml
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Una vez preparado, el medio fue colocado en matraces Erlenmeyer
de 1000 ml en proporcién de 500 ml cada uno, se esterilizé (a 121°
Cy 103.4 kPa por 20 min), fue vaciado en cajas Petri estériles, y
éstas se dejaron en prueba de esterilidad por 3 dias.
Posteriormente, se les hicieron unas cavidades centrales con
sacabocados aseptizado (10 mm) y se inocularon con discos
obtenidos con sacabocados de la misma distancia radial de las
colonias desarrolladas en la fase previa, segdn el crecimiento de
cada cepa. Como repeticiones, por cada colorante se inocularon 3
cajas por cepa, mas 2 cajas testigo sin inocular, y se dejaron en
fase de crecimiento en "camaras humedas", bajo las condiciones ya

descritas.

Las lecturas fueron tomadas cada 7 dias durante 3 semanas, una
decoloraciéen de los medios de cultivo, inicialmente de color rojo
y violeta, indicariaz 1la reaccien positiva, correspondiente a
pudricién blanca; y la ausencia de decoloracién, a la reaccién

negativa, correspondiente a pudricien morena.

3.3.3 Método de cultivo de Jorgensen-Vejlby (1953) en extracto de

malta agar con extracto de col roja (Col I).

El extracto de col roja (Brassica oleraceae var. capitatal) fue

preparado de la siguiente manera:

Hojas de col roja 1000 g
Agua destilada 1000 ml
Dextrosa 40 g

La col se cortée en trozos medianos, tratando de eliminar las
partes duras © secas. Se colocaron los pedazos en un matraz
Erlenmeyer y se les agregaron 500 ml de agua destilada, poniéndose
a hervir por 10 min. Al término de la ebullicién, el extracto

obtenido fue filtrado a través de un embudo Buchner, vaciandose a
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otro matraz Erlenmeyer (también de 1000 ml). Los trozos de la col
fueron regresados del embudo al matraz inicial, se les afadieron
250 ml de agua destilada, y se volvieron & hervir por 10 min mas,
filtrandose también este segundo extracto, el cual fue agregado al
filtrado anterior y se afore la mezcla a 1000 ml con agua
destilada, fue entonces cuando se le afadié la dextrosa. E1
extracto fue esterilizado en autoclave por 20 min a 1219 C y 103.4

kPa, colocandose 500 ml en cada matraz.

En el método original, propuesto por los autores antes citados,
son utilizados tubos con papa-dextrosa-agar al 2% (inclinados),
los cuales son inoculados e incubados un tiempo, adicionando luego
sobre el micelio 5 ml de extracto de col roja (sin esterilizar) y
son dejados nuevamente en incubacién por un periodo de 12 a 96

horas para tomar las lecturas.

Sin embargo, para fines de comparacién con todos los ensayos a
realizar en este proyecto, se utilizaron cajas Petri de vidrio ya
estériles, a las cuales se agrege medio EMA (extracto de malta
agar) esterilizado por 20 minutos a 121° C y 103.4 kPa y se
dejaron en prueba de esterilidad a 26° C y en obscuridad. Al cabo
de 3 dias, tres cajas por cepa fueron inoculadas con micelio
obtenido en la fase de previo inéculo, en forma de discos del
cultivo obtenidos con sacabocados de 10 mm de diametro colocados
en los orificios previamente realizados. Dos cajas no fueron
inoculadas ya que sirvieron como testigos. Todas las cajas se
dejaron en fase de crecimiento por 14 dias en las "camaras
huamedas”, a 262 C y en obscuridad. Al cabo de este periodo, se
agregaron 5 ml de extracto de col roja a todas las cajas, con y
sin micelio, dejandose incubar por 6 dias mas, y se tomaron
lecturas a los 2, 3 ¥y 6 dias. Con este método, el extracto de col
inicialmente pdrpura se tornaria amarillo con 1los hongos de

pudricién blanca, y rojo con los de pudricién morena.
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3.3.4 Método de cultivo modificado de Jorgensen-Vejlby en extracto

de malta agar con extracto de col roja (Col II).

Con el propésito de realizar ensayos comparativos con las
pruebas de Aacido galico, é&cido tanico y con las de colorantes,
como reactivos principales, se procedis a realizar una
modificacién del método anterior, incorporando el extracto de col

al medio de cultivo, de la siguiente manera:

Se esterilizaron en autoclave por 20 min a 1219 C y 103.4 kPa
un matraz Erlenmeyer de 1000 ml con medio EMA, pero dnicamente con
500 ml de agua destilada (en lugar de los 1000 ml normales), y en

otro matraz, el extracto de col roja detallado anteriormente.

Una vez esterilizados (medio y extracto independientemente) y
semifrios, al matraz con el medio EMA le fue aRadido el extracto
de col aforando hasta 1000 ml. La mezcla fue vaciada en cajas
Petri de vidrio estériles, dejandose en prueba de esterilidad por
3 dias. Posteriormente, fueron inoculadas con el micelio
desarrollade en la fase de previo 1inéculo wutilizando discos
obtenidos con sacabocados (10 mm de di&m.), de manera similar a
las pruebas anteriores. Se emplearon 3 cajas por cepa, dejandose
sin inocular 2 cajas que sirvieron como testigos. Todas las cajas
fueron colocadas, para 1la fase de crecimiento, en "camaras
hiamedas" bajo las condiciones de incubacién ya mencionadas. Se
realizaron 4 lecturas, a los 3, 7, 14 y 21 dias de incubacion. Las

reacciones esperables serian similares a las del método anterior.

3.3.5 Método de cultivo de Badcock (19464) con aserrin de pino y de
liquidambar.

Para este ensayo se utilizaron tanto aserrin de madera de

gimnosperma (pino) como de angiosperma (liquidambar), para cada

una de las cepas, de acuerdo a la siguiente férmula:
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1000 g
Harina de maiz 30 g

Aserrin de pino o ligquidambar

Harina de hueso 20 g

Agua destiladza (la necesaria)

El aserrin, tantoc de madera de pino como de liquidambar, fue
secado al aire y tamizado en malla de 2 mm, mezclandose con las
harinas y con el agua destilada hasta obtener 200-300% de
contenido de humedad (cuando facilmente se pueden formar
"terrones"); el medio fue colocado en tubos de cultivo de vidrio
(2.4 X 20 cm), sin comprimir demasiado, dejando 2 cm libres de la
boca del tubo al aserrin, para poder colocar un tapén de algodén.
Los tubos con medio fueron esterilizados en autoclave durante una
hora a 1219 C y 103.4 kPa. Posteriormente, sin necesidad de prueba
de esterilidad, fueron inoculados con un blogue de 1 cm? (obtenido
con sacabocados) con micelio de la misma distancia radial de 1la
colonia para cada cepz, desarrollado en la fase de previo inédculo.
Fueron utilizados 2 tubos por cepa y por tipo de aserrin, dejando
4 tubos sin inocular (2 con aserrin de pino y 2 con aserrin de
liquidambar) como testigos. Los tubos fueron colocados en posicion
inclinada (sobre soportes de metal) dentro de "camaras hamedas",
bajo las mismas condiciones ambientales de los otros ensayos,

de jandose en incubacién durante 8 semanas.

Las lecturas fueron tomadas cada 7 dias. Las reacciones
esperables consistirian en que los hongos de pudriciéen blanca
obscurecerian el aserrin, y 1los hongos de pudricien morena

ocasionarian su aclaramiento.

3.3.6 Método de cultivo de Ruiz Rodriguez y Pinzén Picaserno (1986)

en extracto de malta agar con aserrin—-guayacol.

En este procedimiento se utilizé al guayacol como reactivo
prin:ipa!, preparando el medio de extracto de malta agar con

aserrin de la siguiente manera:

29



Extracto de malta 30.0 g

Agar bacteriolégico 15.0 g
Aserrin de pino 4.0 g
Agua destilada 1000.0 ml

El aserrin de pino (secado al aire) fue tamizado con malla No.
40 (0.42 mm), y mezclado con las demds sustancias, colocandose en
matraces Erlenmeyer de 1000 ml (500 ml en cada matraz)j; los cuales
fueron esterilizados en autoclave por 20 min a 1219 C y 103.4 kPa,
vacidndose posteriormente en cajas Petri de vidrio estériles, que
fueron dejadas en prueba de esterilidad por 3 dias en "camaras
hamedas" de la manera usual.:- Luego fueron inoculadas 3 cajas Petri
por cepa con discos extraidos con sacabocados de los cultivos
desarrollados previamente, adicionando 2 cajas sin inocular como
testigos. Después de un periodo de incubacién de 21 dias, bajo las
mismas condiciones para su crecimiento, les fueron agregadas 3

gotas de guayacol por caja.

Se observe el desarrollo de la reaccion desde el momento mismo
de agregar las gotas de guayacol hasta transcurridos 3 dias, de
producirse una tincién magenta a violada en el medio de cultivo,
esto indicaria 1la respuesta de hongos causantes de pudricién
blanca, y 1la ausencia de estas tinciones, 1la de hongos de

pudricién morena.
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TABLA I

Hongos para ensayo

Nombre del hongo No. de cepa# Tipo de pudricién

Ganoderma applanatum FPRL 20-C Blanca
(Pers.: Wallr.) Pat.

Phellinus pini FPRL 45-A Blanca
(Thore.: Fr.) A. Ames.

Pycnoporus sanguineus FPRL 150-A Blanca
(L.2 Fr.) Murrill.

Schizophyl lum commune FPRL 5 Blanca
Fras Fr,

Trametes versicolor FPRL 2B-A Blanca

(L.: Fr.) Pilat.

Fomitopsis pinicola FPRL 98B Marena
(Sw.:Fr.) P. Karst.

Laetiporus sulphureus FPRL 29 Morena
(Bull.: Fr.) Murrill.

Lentinus lepideus FPRL 7-B Morena
(Fr.: Fr.) Fra

Merulius lacrymans FPRL 12-C Morena
(Wulf.) Fr.

Oligoporus placentus FPRL 304-D Morena

(Fr.) Gilbn. & Ryv.

# El nimero de cepa corresponde a la lista de cultivos de
macromicetos degradadores de madera del Princess Risborough
Laboratory, Buillding Research Establishment, Reino Unido (Forest
Products Research Laboratory, 19469).
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4. RESULTADDS Y DISCUSION

Los resultados fueron reunidos en las tablas 2 a 10, con el
propésito de visualizar las reacciones obtenidas en cada una de
las pruebas ensayadas, de acuerdo a la presencia de tinciones o
cambios de coloracion en micelio Y medio de cultivo,
correspondientes a cada tipo de pudricién ante los substratos
diferenciales: ACIDO GALICO, ACIDO TANICO, ROJO NEUTRO, VIOLETA DE
GENCIANA, EXTRACTO DE COL (COL 1, COL 1II), ASERRIN DE PIND,
ASERRIN DE LIQUIDAMBAR y ASERRIN-GUAYACOL. Empleando como material
biolégico 10 hongos xilafagos (ver ¢abla 1); tomando como
referencia basica las descripciones de los autores de las técnicas
asi como los "testigos o controles" correspondientes a cada caso,

para comprobar y contrastar los cambios de coloracien observados.
4.1 Prueba de Bavendamm.

En la tabla 2 y la placa 1, se tienen las reacciones producidas
por los 10 hongos xilefagos, segan el método de Bavendamm (1928),
al utilizar Acido galico y acido tanico en medio EMA al término de
2 semanas de incubacién. Donde la produccisn de una tincién ambar-—
café en el medio de cultivo alrededor del inéculo o de la colonia,
como un halo, indicé la presencia de hongos de pudricién blancajs
¥y, la ausencia de esta reaccién, la de hongos de pudricién morena,
considerando que inicialmente el medio de cultivo EMA con &acido
galico era de color miel y el medio EMA con &cido tanico era de

color gris perla.
4.1.1 Acido galico.
Se observa en la tabla 2 y fotos 1-2, que sélo dos hongos de

pudriciésn blanca dieron reaccion positiva con esta prueba, Ph.

pint y T. versicolor, mostrando un medio con halo café obscuro.
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G. applanatum y S. commune, también hongos de pudricién blanca,
respondieron con una reaccion dudosaz ya que no mostraron ninguna
tincien en el medio de cultivo durante las 2 semanas de

incubacién.

Respecto al color micelial de los cuatro hongos anteriores,
selo T. wversicolor presentéd un color de micelio distinto al
inicial de blanco-cremoso a crema—café claro, a2 las 2 semanas de

incubacian.

Por su parte, P. sangulneus, hongo de pudricién blanca, no tuva
ningdn crecimiento micelial ni tincisn en su medio de cultivo en
ninguna de las 3 repeticiones realizadas, por lo cual se considera
que este hongo no responde bajo las condiciones de esta variante.
La ausencia de reaccién no se atribuye a su inhabilidad para
crecer en este medio porque se han dado casos en los que si
ocurrié reaccién positiva adn sin desarrollo del indéculo (Herrera
Campos, 19835).

Davidson et al. (1938) incluyeron en su trabajo tres de estas
especies, encontrando con acido galicoc las reacciones siguientes:
Ph. pini (+), S. commune (-), T. versicolor (+). En el presente
trabajo coinciden 1los resultados con los obtenidos por estos
autores, pues tambien con S. commune se obtuvieron reacciones
dudosas. En México, Herrera Campos (1985), con una cepa de T.
versicolor (citada comeo P. versicolor), y Ruiz Rodriguez (1991)
con la misma cepa empleada en el presente trabajo, obtuvieron

similares resultados (+).

Respecto a los cince hongos de pudricién morena, (F. pinicola,
L. sulphureus, L. lepideus, 0. placentus y S. lacrymans), en esta
prueba no presentaron ninguna tincién en el medio de cultivo,
tampoco se observaron cambios en su coloracién micelial durante el
periodo de incubacién, lo cual corresponde a lo esperado (tabla 23

fotos 3-4). Cabe mencionar que S. lacrymans aunque no presenté
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crecimiento en este medio, esto no invalida su determinacién
coorrespondiente como de pudrician morena, por lo explicado arriba

para el caso de P. sangquineus,

Con &cido galico los autores mencionados (Davidson et al. 1938)
obtuvieron estas reacciones: F. pinicola (-), L. sulphureus (-) y
L. lepideus (+ y —); los resultados del presente trabajo coinciden
con los de estos autores, aunque aqui, L. Jepideus dio una
reaccion (=) en sus 3 repeticiones; asi que todas las reacciones
estuvieron acordes a este tipo de pudricién. En la prueba de
Herrera Campos (1985) F. pinicola dio ambas reacciones (+ y =) y

en la de Ruiz Rodriguez (1991) este hongo dio sélo (-).

Las cajas testigo con medio EMA conteniendo &cido gdalico, de
color miel, no presentaron ningin cambio en su coloracien durante

el periodo de incubaciaon.

En este ensayo, se tomaron como representativos los resultados
obtenidos a las 2 semanas de incubacién, por presentar las
reacciones mas evidentes, aunque desde la primera semana ya se

tenfian resultados semejantes pero las reacciones eran tenues adn.

4.1.2 Acido tanico.

En la tabla 2 y fotos 5-4, se muestra que cuatro de los cinco
hongos de pudricién blanca dieron reacciones positivas con esta
prueba (G. applanatum, Ph. pini, S. commune y T. versicolor),
mostrando un medio con halo café obscuro en G. applanatum, Ph.
pini y T. versicolor, mientras que S. commune presenté también un
medio con halo pero de color crema. El color micelial de estos

hongos no mostré ningdn cambio durante el periodo de incubacién.

Por su parte P. sanguineus, hongo de pudricién blanca, al igual

que en acido gé&lico, su reaccién no pudo ser determinada ya que no
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presentse tincién en su medio de cultivo, considerandose agui que
el hongo tampoco responde con este acido, ademds de no presentar
crecimiento micelial ,ver la explicacién correspondiente a este

hongo en la seccion de aAcido gdAlico.

Con acido tanico los autores que probaron extensivamente el
método de Bavendamm (Davidson et al. 1938) obtuvieron estas
reacciones: Ph. pini (+), S. commune (+) y T. versicolor (+);
coincidiendo los resultados del presente trabajo con les antes
mencionados. En los trabajos mexicanos se obtuvieron reacciones
similares con aislamientos de T. versicolor (Herrera Campos, 1985

y Ruiz Rodriguez, 1991).

En los hongos de pudricién morena, L. sulphureus y S. lacrymans
no se presenté ningdn tipo de tincién en su medio de cultivo, ni
variacién en su color micelial, como era esperado. No ocurriendo
lo mismo con F. pinicola, 0. placentus y L. lepideus, que
presentaron un medio con halo crema los dos primeros y halo cafeé
claro el dltimo; mientras que el micelio de L. Jepideus cambio de
color blanco a crema-cafe claro y 0. placentus y F. pinicola no
mostraron cambios en su color micelial (ver tabla 2), por lo cual
la reaccién de estos tres hongos en esta prueba fue clasificada
como dudosa. Conviene recordar que S. lJlacrymans aungque tampoco
presento crecimiento en este medio, su determinacién como hongo de
pudricién morena, se acepta como valida por lo ya explicado en los

resultados con acido galico (ver tabla 2 y fotos 7-8).

Utilizando este &acido, Davidson et al. (1938) obtuvieron las
siguientes reacciones para 3 de las especies aqui ensayadas: F.
pinicola (-), L. sulphureus (-), L. lepideus (+ y -). En los
resultados actuales con el primero y con el daltimo hongo se
presentaron reacciones dudosas, el Gltimo caso coincide con el de
estos autores. Las cepas de F. pinicola probadas en México con
este 4acido dieron las reacciones (-) esperadas (Herrera Campos,
1985; Ruiz Rodriguez, 1991).
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Las cajas testigo con medio EMA conteniendo Acido tanico, de
color gris perla, no presentaron ningun cambio en su coloracién

durante el periodo de incubacion.

Con este 4cido también se tomaron como representativos los
resultados obtenidos a las 2 semanas de incubacién, por presentar
las reacciones mas evidentes que en la primer semana y para
camparar las observaciones simultaneamente con las del acido

gdlico.
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TABLA 2. Caracteristicas del sedio de cultivo y miceliales de 10 hongos xiléfagos, utilizando tanto ACIDO GALICO como ACIDO TANICO
EN MEDIO B (Bavendass, 1928), en 1-2 semanas de incubacién, detersinando su tipo de pudricien de acuerdo a la reaccisn obtenida.

ACIDO BALICD ACID0 TANICD
REACCIONES REACCIONES
HOWED Mo. CEPA 1-2 SEMANAS PIRICION 1-2 SEMAMAS PUORICION
Ganoderae FPRL 20-L sedio sin tincien DUDOsA sedio con halo café obscuro BLANCA
applasatun sicelio blanco sicelio blanco-creenso
Phallinus FPAL 454 sedio con halo café obscuro BLANCA sedio con halo café obscuro BLANCA
piai micelio amarillocafé sicelio amarillocafé
Pycaoporus  FPRL 150-A sedio sin tincién NO DETERMINADA sedio sin tincién NO DETERMINADA
sanguineus micelio sin crecimiento nicelio sin crecisiento
Schizophyllum FPRL 5 medio sin tincien DUDOSA sedio con halo cresa BLANCA
commne micelio blanco sicelio blanco
Trametes FPRL 28-2 sedic con halo café abscuro BLANCA sedio con halo café dbscure BLANCA
versicolor sicelio cresa-tafé claro sicelio blanco-cresoso
Fomitopsis FPRL 98 sedio sin tincion HOREMA sedio con halo cresa DUDOSA
pinicola sicelio blanco sicelio blanco-cresoso
Laetiporus FPRL 29 sedio sin tincién MORENA sedio sin tincion MOREMA
sulphureus sicelio maranja micelio naranja
Leatisus FPAL 7-B sedio sin tincien MORENA sedio con halo café claro DUDOSA
lepideus micelio blanco sicelio crema-tafé claro
Oligoparus  FPRL 304-D medio sin tincien MORENA sedio con halo crems DUDOSA
placeatus micelio blanco—cresose sicelio blinco
Serpula FPRL 12-C sedio sin tincien MORENA medio sin tincien MORENA
lacrymans sicelio sin crecimiento sicelio sin crecisiento




PLACA 1. Fotos 1-B. Caracteristicas del medio de cultivo y micelia
les de los hongos xiléfagos en la Prueba de Bavendamm
(1928), utilizando Acido Galico y Acido Tanico como
reactivo principal.

Foto 1. Acido BGalico. Hongos de pudricién blanca:
testigo; T. versicolor FPRL 28-A3; Ph. pini FPRL 45-A; P.
sanguineus FPRL 150-A; S. commune FPRL 53 G. applanatum
FPRL 20~-C; a 1 semana de incubacién.

Foto 2. Acido Galico. Hongos de pudricién blanca:
testigo; P. sanguineus FPRL 150-A; S. commune FPRL 53 G.
applanatum FPRL 20-C3 Ph. pini FPRL 45-A; T. versicolor
FPRL 28-A; a 2 semanas de incubacioen.

Foto 3. Acido Galico. Hongos de pudricién morena:
testigo; L. lepideus FPRL 7-B; F. pinicola FPRL 985 L.
sulphureus FPRL 2935 S. lacrymans FPRL 12-C; 0. placentus
FPRL 304-D; a 1 semana de incubacien.

Foto 4. Acido Galico. Hongos de pudricién morena:
testigo; F. pinicola FPRL 98; S. lacrymans FPRL 12-Cj; O.
placentus FPRL 304-D; L. lepideus FPRL 7-Bj L. sulphureus
FPRL 295 a 2 semanas de incubacién.

Foto 5. Acido Tanico. Hongos de pudricién blanca:
testigo; Ph. pini FPRL 45-A; S. commune FPRL 535 P.
sanguineus FPRL 150-A; T. versicolor FPRL 28B-A; G.
applanatum FPRL 20-C; a 1 semana de incubacién.

Foto 6. Acido Tanico. Hongos de pudricién blanca:
testigo; Ph. pini FPRL 45-A; G. applanatum FPRL 20-C; S.
commune FPRL 53 7. versicolor FPRL 2B-A; P. sangulneus
FPRL 150-A; a 2 semanas de incubacisén.

Foto 7. Acido Tanico. Hongos de pudrician morena:
testigos; L. lepideus FPRL 7-B; L. sulphureus FPRL 29; S.
lacrymans FPRL 12-C; F. pinicola FPRL 983 O. placentus
FPRL 304-D; a 1 semana de incubacién.

Foto 8. Acido Tanico. Hongos de pudricién morena:
testigo; 3. lacrymans FPRL 12-C; F. pinicola FPRL 98; L.
sulphureus FPRL 29; 0. placentus FPRL 304-D; L. lepideus
FPRL 7-B; a 2 semanas de incubacién.
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4.2 Prueba de Preston—MclLennan.

4.2.1 Rojo neutro.

En l1la tabla 3 y placa 2, se pueden observar las reacciones
producidas por los diez hongos xiléfagos, desarrollados durante 3
semanas en medio EMA con el colorante rojo neutro, segun el método
de Preston y MclLennan (1948). Donde el tipo de pudricién blanca
fue identificado por wuna decoloracién del medio de cultive
originalmente de color rojo intenso y la pudricién morena al no

producirse tal decoloracién.

Asi, se tiene que sélo cuatro hongos de pudricién blanca (G.
applanatum, Ph. pini, P. sanguineus y T. versicolor) dieron
reaccién positiva (fotos 9-10). G. applanatum (fotos 11-12)
decoloré el medio desde la primera semana, presentando también una
coloracién micelial blanca-rojiza a partir de la segunda semana de
incubacisn. Se observaron decoloraciones tenues del medio de
cultivo desde la segunda semana con Ph. pini, P. sanguineus y T.
versicolor, los cuales no presentaron alteracién en su color

micelial por la presencia del colorante.

Por lo que respecta al quinto hongo de pudricién blanca, S.
commune, se obtuvieron resultados dudosos en sus 3 repeticiones,
ya que no se presentsd ninguna decoloracién en el medio de cultivo
durante las 3 semanas de incubacién y aungue su micelio presentsé
una coloracién blanca-rojiza a partir de la sequnda semana, su

reaccion ante esta pruebaz fue considerada como dudosa.

En su técnica, Preston y McLennan (1948) emplearon dos de los
hongos utilizados aqui, encontrando lo siguiente: G. applanatum
(+) ¥y T. versicolor (+); donde los resultados del presente trabajo

concuerdan con los de estos autores.
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En cuanto a 1los hongos de pudricién morena (fotos 13-14),
cuatro de ellos (L. sulphureus, L. lepideus, 0. placentus y S.
lacrymans) no presentaron ninguna decoloracion en el medio, aunque
como se aclara oportunamente en la tabla 3, L. lepideus mostré una
reaccién dudosa en una de sus 3 repeticiones, ya que el medio se

decoloré ligeramente desde la sequnda semana de incubacién.

Por lo que respecta a cambios en su coloracién micelial (ver
tabla 3), se observa que L. lepideus, L. sulphureus asi como S.
lacrymans no presentaron ningun cambio durante las 3 semanas de
incubacion, mientras que 0. placentus a la tercera semana presenté

un micelio de color crema-café claro.

Por su parte F. pinicola, hongo de pudricién morena, en sus 3
repeticiones mostré una reaccisn dudosa desde la segunda semana de
incubacion, ya que presenté un medio ligeramente decolorado, asi
como un micelio café claro-rojizo a partir de la tercera semana de
incubacien, por lo cual su reaccieén en esta prueba fue considerada

como dudosa.

Los autores de la técnica no utilizaron ninguna de las especies

de hongos de pudricién morena que se emplearon en este estudio.
Las cajas testigo no presentaron ninguna alteracién en el medio

de cultivo de color raojo intenso, manteniéndose asi durante el

periodo de incubacian.
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TABLA I. Caracteristicas del sedio de cultivo y miceliales de 10 hongos xiléfagos, utilizando ROJO MEUTRO EN MEDID EMA (Prestomc
Lennan, 1948}, en 3 periodos de incubacisn, detersinando su tipo de pudricien de acuerdo a la reaccisn obtenida.

REACCIONES

HONGD No. CEPA 1 SEMANA 2 SEMANAS 3 SEMANAS PUDRICION
Ganoderss FPRL 20-C sedio decolorado en el  medio decolorado en el medio decolorado en el BLANCA
applacatum centro centro centro

micelio blancocresoso  micelio blanco-rojizo  micelio blanco-rojizo

Pheliinus FPRL 45-A sedio sin decoloracion medio ligerasente sedio ligerasente BLANCA
pini micelio amarillo-café  decolorado decolorado

micelio amarillo-café sicelio amarillo-café
Pycnoporus FPAL 150-A  medio sin decoloracien medio ligerasente sedio ligeramente BLANCA
sanguineus sicelio blanco-cremoso  decolorado decolorada

micelio blanco-cremoso  eicelio blanco-cresoso
Schizophyllum FPAL 5 sedio sin decoloracion  sedio sin decoloracion medio sin decoloracian DUDOSA
commune micelio blanco micelio blanco-rojizo  micelio rojizo
Trametes FPRL 28-A medio sin decoloracion sedio decolorado en el  sedio decolorado BLANCA
versicolor micelio blanco centro irregularsente

aicelio blanco aicelio blanco—cresoso
Fomitopsis FPRL 98 sedio sin decoloracien medio ligerasente sedio ligerasente DDA
pinicola micelio blanco decolorado decolorado

micelio blanco sicelio café claro-rojizo
Laetiporus FPRL 29 medio sin decoloracion medio sin decoloracisn medio sin decaloracion MORENA
sulphurevs micelio naranja eicelio maranja sicelio naranja
Lentinus FPRL 7-B sedio sin decoloracien medio sin decoloracion® medio sin decoloraciont MORENA
lepideus micelio blanco micelio blanco-cresoso  micelio blanco-cresoso
0ligoporus FPRL 304-D  medio sin decoloracisn medio sin decoloracien medio sin decoloracien MIRENA
placentus nicelio blanco aicelio blanco micelio cresa-café claro
Serpula FPRL 12-C sedio sin decoloracian  sedio sin decoloracién  sedio sin decoloracien MORENA
lacrymans micelio blanco-cresoso  micelio blanco-creeoso  micelio blanco-cresoso

t De las I repeticiones realizadas, dos de ellas mostraron las caracteristicas anteriormente descritas y la dltisa presents

un sedio ligerzsente decolorado.
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PLACA 2. Fotos 9-14. Caracteristicas del medio de cultivo y mice-
liales de los hongos xiléfagos en la Prueba de Preston-
McLennan (1948), wutilizando como reactivo principal
colorante Rojo Neutro.

Foto 9. Hongos de pudricién blanca: testigoj; S. commune
FPRL 55 P. sanguineus FPRL 150-A; T. versicolor FPRL 28—
A; Ph. pini FPRL 45-A; a 1 semana de incubacian.

Foto 10. Hongos de pudricien blanca: testigo; P.
sanguineus FPRL 150-A; Ph. pini FPRL 45-A; T. versicolor
FPRL 2B-A3; 5. commune FPRL 5; a 3 semanas de incubacisén.

Fotos 11-12. Testigo y reacciones observadas en 3
repeticiones del hongo de pudricién blanca G. applanatum
FPRL 20-C, a 1 Y 3 semanas de incubacian,
respectivamente.

Foto 13. Hongos de pudricién morena: testigo; O.
placentus FPRL 304-D3; L. sulphureus FPRL 293 L. lepideus
FPRL 7-B3 F. pinicola FPRL 98; S. lacrymans FPRL 12-C; =a
1 semana de incubacién.

Foto 14. Hongos de pudricisen morena: testigo; 0.
placentus FPRL 304-D; F. pinicola FPRL 983 5. lacrymans
FPRL 12-C; L. sulphureus FPRL 293 L. lepideus FPRL 7-B; a
3 semanas de incubacién.
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4.2.2 Violeta de genciana.

Utilizando el colorante violeta de genciana en medio EMA, segun
el método de Preston y McLennan (194B), en la tabla 4 y placa 3,
se tienen las caracteristicas miceliales y del medio de cultivo de
los diez hongos xiléfagos, durante 3 semanas de incubacién total.
Donde wuna decoloracien del medio de color violeta inicial,
indicaria la respuesta de hongos causantes de pudricién blanca, y

de no producirse ésta, la de hongos de pudricion morena.

En esta tabla y en las fotos 15-18, se observa que con los
cinco hongos de pudricién blanca (G. applanatum, Ph. pini, P.
sanguineus, S. commune y T. versicolor) se dieron reacciones
positivas decolordndose el medio de cultivo desde 1la primera
semana de incubacién (excepto con P. sanguineus qQque reaccioné a
partir de la segunda semana). G. applanatum (fotos 17-1B) presente
ademas un micelio blanco-violado desde la primera semana de
incubacién mientras que los otros 4 hongos de pudricién blanca no
presentaron ninguna variacién en su color micelial durante el

periodo de incubacién.

Con G. applanatum y T. versicolor, Preston y McLennan (1948)
obtuvieron reacciones positivas; similares los resultados del

presente trabajo con los de estos autores.

Por lo que respecta a los cinco hongos de pudricién morena
{fotos 19-20), se tienen 3 resultados dudosos, con F. pinicola y
L. sulphureus los que desde la primera semana mostraron una
decoloracién del medio de cultivo, asi como 0. placentus en la
tercera semana de incubacién; aunque hay que sefRalar que una
repeticion de F. pinicola no presentsé decoloracién del medio en el

transcurso del periodo de incubacién.

Por su parte, L. lepideus, hongo de pudricién morena, reaccioné

formando un halo café-rojizo, es decir, se obscurecié el medio de
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cultivo a partir de la segunda semana de incubacioén, presentando
cambios en su coloracien micelial de blanco a crema—-café (ver
tabla 4); ocurriendo algo semejante con 5. lacrymans, el cual a la
tercera semana reaccione presentando un halo violeta—-azuloso
(obscuro) en el medio de cultivo, aunque su color micelial no tuvo
cambios. Aunque ambos hongos presentaron este tipo de reaccian, lo
cual no era esperado, por no ser un aclaramiento o decoloracien
sino un obscurecimiento, se considera que dieron reacciones

aceptables para esta prueba.

Los autores de esta técnica no wutilizaron ninguna de las
especies de hongos de este tipo de pudricién que se emplearon en

el presente trabajo, por lo que no se pueden comparar resultados.
Las cajas testigo no tuvieron ningin cambio en la coloracién

violeta inicial del medio de cultivo, permaneciendo asi durante el

periodo de reaccian.
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TABLA 4. Caracteristicas del medio de cultivo y siceliales de 10 hongos xilofagos, utilizando VIDLETA DE GENCIANA EN MEDID EMA
(Prestor¥c Lennan, 1948), en 3 periodos de incubacien, determinando su tipo de pudricién de acuerdo a la reaccién obtenida.

REACCIONES

HONGD No. CEPA 1 SEMA 2 SEMANAS 3 SEMANAS PUDRICION
Ganodersa FPAL 20-C  medio ligerasente sedio ligerasente sedio decolorado BLANCA
applanatua decolorado decolorado sicelio blanco-violado

micelio blanca-violado micelio blanco-violado
Phellinus FPRL 45-A  medio decolorado sedio decolorado sedio decolorado BLANCA
pini con halo azuleso con halo azuloso con halo azuloso
sicelio amarillo—café nicelio amarillo-café micelio amarillo-café
Pycnoporus  FPRL 150-A medio sin decoloracién  medio decolorado sedio decolorado BLANCA
sanguineus micelio blanco-cresoso con halo azuloso con halo azuleso
sicelio blanco-cresoso  micelio blanco-cresoso
Schizophyllum FPRL 5 sedio decolorado en el sedio decolorado en el  medio decolorado con BLANCA
commune centro centro halo azul-rosdce
micelio blanco micelio blanco micelio blanco
Trametes FPRL 28-A  sedio decolorado en el sedio decolorado en el  sedio decolorado en el BLANCA
versicolor centro centro centro
micelio blanco aicelio blanco sicelio blanco
Fomitopsis FPRL 98 medio ligerasente sedio ligeramente sedio ligerasente DUDOSA
pinicola decolorado en el centro#  decoloradot decolorado#
sicelio blanco micelio blanco micelio blanco
Lastiporus  FPRL 29 sedio ligerasente sedio decolorado sedio decolorado DUDOSA
sulpbureus decolorado en el centro  micelio naranja sicelio maranja
sicelio naranja
Laatinus FPRL 7-B medio sin decoloracisn sedio con halo sedio con halo MOREMNA
lepideus sicelio blanco café-rojizo café-rojizo
micelio blanco-cresoso  micelio cresa—café
0ligoporus FPRL JM4-D medio sin decaloracién sedio sin decoloracian  medio decolorado en el DUD0sA
placeatus eicelio blanca aicelio blanco centro
sicelio blanco—cresoso
Serpula FPRL 12-C  medio sin decoloracion sedio sin decoloracion  medio con halo MORENA
lacrysans micelio blanco-tresoso micelio blanco-cremoso  violeta-azuloso

mitelio blanco—cresoso

# De las J repeticiones realizadas, dos de ellas mostraron las caracteristicas anteriorsente descritas y la dltima
presenté un sedic sin decoloracisn.
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PLACA 3. Fotos 15-20. Caracteristicas del medio de cultivo y mice-—
liales de los hongos xiléfagos en la Prueba de Preston-
McLennan (1948), wutilizando como reactivo principal
colorante Vicoleta de Genciana.

Foto 15. Hongos de pudricién blanca: testigo; S. commune
FPRL 5; P. sanguineus FPRL 150-A; T. versicolor FPRL 2B-
A3 Ph. pini FPRL 45-A; a 1 semana de incubacieén.

Foto 14. Hongos de pudricion blanca: testigo; S. commune
FPRL 53 Ph. pini FPRL 45-A; T. versicolor FPRL 2B-A; P.
sanguineus FPRL 150-A; a I semanas de incubacidén.

Fotos 17-18. Testigo y reacciones observadas en 3
repeticiones del hongo de pudricién blanca G. applanatum
FPRL 20-C, a 1 y 3 semanas de incubacién,
respectivamente.

Foto 19. Hongos de pudricién morena: testigo; F. pinicola
FPRL 98; 0. placentus FPRL 304-D; L. lepideus FPRL 7-Bj
3. lacrymans FPRL 12-C; L. sulphureus FPRL 29; 2 1 semana
de incubacion.

Foto 20. Hongos de pudricién morena: testigo; 0.
placentus FPRL 304-D; L. sulphureus FPRL 29; L. lepideus
FPRL 7-B; S. lacrymans FPRL 12-C; F. pinicola FPRL 985 a
3 semanas de incubacién.
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4.3 Prueba de Jorgensen—-Vejlby (Col I).

En la tabla 5 y placa 4, se pueden observar los resultados
obtenidos seqin la prueba de Jorgensen y Vejlby (1953) a los 3 y &
dias de reaccién después de adicionar 5 ml de extracto de col roja
(Brassica oleraceae var. capitata) sobre el micelio previamente
desarrollado por 2 semanas en medio EMA, donde un viraje de color
del extracto sobrenadante e infiltrado en el medio de cultivo
(inicialmente de color purpura) hacia tonalidades amarillas,
indicaria la presencia de hongos causantes de pudricién blanca, y
hacia tonalidades rojizas, la de hongos causantes de pudricién

morena.

Asi, se tiene gque los cinco hongos de pudricién blanca (G.
applanatum, Ph. pini, P. sanguineus, S. commune y T. versicolor)
dieron reacciones positivas por inducir una coloracién amarillenta
del sustrato desde los I dias de afadido el reactivo (fotos 21-
22), siendo mas evidente a los & dias de reaccioen. T. wversicolor
dio la tonalidad mas evidente, ya que desde los 3 dias de reaccién
se presenté una tincion totalmente amarilla. Por su parte, S.
commune, presenté tonalidades azul-verdosas con zonas amarillas en
el micelio asi como en el medio de cultivo. P. sanguineus también
ocasionéd un viraje en el medio con zonas azul-verdosas a los 3

dias, aunque a los & dias éste cambiéo a color amarillo intensoj G.

applanatum y Ph. pini dieron las reacciones mas tenues,
observandose el medio blanquizco y amarillo palido,
respectivamente.

De 1los cinco hongos anteriores, sélo S. commune presentoé
cambios en su coloracien micelial por el extracto de col afadido

al cultivo, durante los & dias de reaccién (ver tabla 5).

Tres de estas 5 especies de pudricién blanca, fueron estudiadas
por Jargensen y Vejlby (1953), quienes obtuvieron las siguientes

reacciones: Ganoderma applanatum (+), Schizophyllum commune (+) y
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Trametes versicolor (+); coincidiendo los resultados del presente

trabajo con los obtenidos por estos autores.

Por lo que respecta a los hongos de pudricién morena (foto 23),
cuatro de ellos (F. pinicola, L. sulphureus, L. lepideus y O.
placentus) reaccionaron virando el color del extracto en el medio
hacia diversas tonalidades rojizas, a partir de los 3 dias de
reaccién, intensificandose a los & dias (ver tabla 5). Las
tonalidades iban desde el café claro-rojizo en L. lepldeus hasta
el rojo intenso en 0. placentus, dando este daltimo la reaccisén mas
evidente. Tiféndose el micelio de color semejante a3l medio en
algunos hongos como L. lJepideus, el cual presente un micelio
crema-café claro, asi como F. pinicola y 0. placentus con un
micelio blanco-rojizo; L. sulphureus no presenté ningdn cambio en

su coloracién micelial.

Poer su parte, S. lacrymans, hongo de pudricien morena, dio
reacciones dudosas en sus S repeticiones por formar un halo
amarillo palido en el medio a los 3 dias y café claro-verdoso a
los & dias de reaccién, como si se tratara de un hongo de
pudricién blanca.

Jorgensen y Vejlby (1953) wutilizaron 4 de estas especies,
encontrando los siguientes resultados: F. pinicola (-), L.
sulphureus (=), L. lepideus (+) y S. lacrymans (-). Coincidiendo
los resultados del presente trabajo con las reacciones de los dos
primeros hongos arribaz mencionados; mientras que L. lepideus a los
autores citados les reaccioné de manera contraria, aqui reaccioné
adecuadamente; inversamente, 5. lacrymans dio wuna reaccién

correcta en el trabajo citado y aqui su reaccién fue dudosa.

Las cajas testigo permanecieron sin cambioc, es decir, con un
medio de cultivo de color miel con el extracto liquido
sobrenadante de color parpura, manteniendo dichas coloraciones

durante los & dias de reaccién.
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TABLA 5. Caracteristicas del medio de cultivo y micelizles de 10 hongos xiléfagos, en 2 periodos de reaccisn, utilizando EXTRACTO
DE COL ROJA iBrassica oleracess wer. capitata) ADICIONADO AL MICELID PREVIAMENTE DESARROLLADD POR 2 SEMANAS EN MEDIO EMA, COL I,

{Jorgensen-Vejlby, 1¥53), detersinando su tipo de pudricién de acuerdo 2 li reaccion obtenida.

REACCIONES

HOMG0 Mo, CEPA 3 DIAS & DIAS PERICION
Ganoderma FPRL 20-C sedio asarillo pilido sedio blanquizco BLANCA
applasatum micelio blanco-cresoso sicelio blanco-cresoso
Phellious FPRL 459 eedio con halo amarillo sedio con halo amarillo BLANCA
pini pdlido palido

micelio amarillocafé sicelio amarillo-café
Pycnoporus FPAL 150-A sedio con zomas sedio amarillo intenso BLANCA
sanguineus azul-verdosas sicelio blanco-cresoso

sicelio blanco—cresoso
Schizophyllm FPRL 35 sedio azul-verdoso sedio azul-verdoso BLANCA
Commng con zomas amarillas con zonas zmarillas

sicelio azul-verdoso sicelio azul-verdoso
Trametes FPRL 284 sedio amarillo sedio amarillo BLANCA
versicolor sicelio blanco-cresoso sicelio blanco-cresoso
Fomitopsis FPAL 98 sedio mranji-rojize sedio rojo claro MORENA
pinicola micelio blanco-rojizo sicelio blanco-rojizo
Laetiporus FPRL 29 sedio café claro-rojizo sedio rojizo MOREMA
sulphurevs aicelio maranja sicelio naranja
Lentinus FPRL 7-B sedio amrilloctafé sedio café claro-rojizo MORENA
lepideus rojizo nicelio cresa—café claro

nicelio cres
0ligoporus FPAL 304-D sedio rojo claro medio rojo intenso MORENA
placeptus micelio blanco-rojizo wicelio blanco-rojizo
Serpula FPRL 12-C sedio con halo amarillo sedio café clarg-verdesa DUDOSA
lacrymans pdlido nicelio cress

sicelio blanco-cresoso
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4.4 Prueba modificada de Jorgensen-Vejlby (Col II).

Teniendo como objetivo el realizar un estudio comparativo de
diversas pruebas para determinar el tipo de pudricién que causan
los hongos xiléofagos, en este método se utilizé el mismo extracto
de col roja (Brassica oleraceae var. capitata) pero mezclandolo
con el EMA después de la esterilizacién, obteniéndose un medio de
cultivo de color café-canela. Se hicieron crecer en éste los diez
hongos xiléfagos y se observaron sus reacciones durante 21 dias de
incubacién total, donde un viraje del color del medio de cultiveo a
tonalidades amarillas, indicaria la presencia de hongos de
pudricién blanca, y a tonalidades rojizas, la reaccién de hongos

de pudricién morena (placa 4, foto 24).

En la tabla &6, se observa que los cinco hongos de pudricién
blanca (G. applanatum, Ph. pini, P. sanguineus, S. commune y T.
versicolor), dieron reaccién positiva por presentar una coloracién
amarilla el medio de cultivo, desde los 3 dias, como en Ph. pini,
G. applanatum y T. versicolor. Estos dos ultimos dieron las
reacciones mas evidentes, ambos con un halo amarillo intenso. Por
su parte, P. sanguineus y S. commune desde los 7 dias presentaron
un medio amarillo péalido, aunque este ultimo con tonalidades
amarillo-verdosas a partir de los 14 dias, hasta quedar el medio
totalmente verdoso a los 21 dias de incubacién. Las fotos 25 y 26
muestran los cultivos a2 los 14 dias de incubacién.

El micelio de los cinco hongos anteriores no presenté ninguna
variacién en su coloracién, durante el periodo de incubacién.

Con respecto a los hongos de pudricién morena (foto 27), cuatro
de ellos (F. pinicola, L. sulphureus, L. lepideus y 0. placentus)
presentaron un medio de coloracien rojo-guinda con tonalidades
café, de los cuales, F. pinicola, L. sulphureus y 0. placentus (el
cual dio la reaccién mas evidente con un medio rojo—guinda)

reaccionaron desde los 3 dias de incubacién, y hacia los 7 dias L.
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lepideus. El1 color micelial de los cuatro hongos anteriores no
presents ninguna alteracian al crecer en este medio con el
extracto (ver tabla 6é). Asi que estos bhongos respondieron

adecuadamente ante esta prueba.

Por su parte S. lacrymans, también hongo de pudricien morena,
igual gque en la prueba de COL I, dio reacciones dudosas en sus 3
repeticiones, ya que presenté coloraciones amarillas-cafeées del

medio de cultivo a partir de los 7 dias de incubacian.

Las cajas testigo no presentaron variacién en su medio de

cultivo de color café-canela, durante los 21 dias de incubacién.

Comparativamente, las dos opciones COL I y Col II aportan

resultados similares con los 10 hongos de ensayo.
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TABLA 6. Caracter{sticas del medio de cultivo y siceliales, de 10 hongos xiléfagos, utilizando EXTRACTO DE COL ROJA (Brassica
oleracess wer. capitata) EN MEDIO EMA, COL I, (sodificado de Jorgensen-Vejlby, 1953), en 4 periodos de incubacién, detersinando
su tipo de pudricién de acverdo a la reaccisn obtenida.

REARCCIONES

HONBO No. CEPA I 0I5 7 DIAS 14 DIRS 21 DIAS PUDRICION
Gasoderas FPRL 20-C  eedio con hala  sedio con halo sedic con halo sedic con halo BLANCA
applanatum amrillo wmarillo intenso amrillo intenso amarillo intenso

wicelio blance  aeicelio blancocresoso sicelio blancocresoso micelio blanco-cresoso
Phellinus FPRL 458 sedio con halo  sedio con halo nedio con halo sedio con halo BLANCA
pini amarillo amarillo intenso asarillo intenso warillo intenso
micelio amarillo mitelio amarillocafé micelio amarillocafé micelio amarillo-—café
Pycacporus FPAL 150-4  weedic sin halo  sedio con halo sedio con halo sedio con halo BLANCA
sanquineus nicelio crema amarillo pélido amarillo palido amarillo
micelio cresa sicelio cresa wicelio cresa
Schizophy!lom FPRL 5 sedio sin halo  sedio con halo medio asarillo-verdoso sedio verdoso BLANCA
CommnNg wicelio blanco  amarillo pdlido micelio blanco-cresoso eicelio blanco—cresoso
nicelio blancocresoso
Trasetes FPRL 284 sedio con hala  eedio con halo sedio con halo wedio con halo BLANCA
versicolor amarillo intenso amarillo intenso amarillo intensa amarillo intenso
nicelio crema sicelio crema micelio cresa micelio crem
Fomitopsis FPRL 98 sedic con halo  medio con halo sedio rojo-quinda wsedio rojo-guinda MORENA
pinicola rojo-guinda rojo-guinda micelio cresa micelio cress
sicelio blanco  micelio blanco
Laetiporus FPRL 29 sedio con halo  sedio con halo wmedio rojocafé clarc  medio rojocafé claro MORENA
sulpbureus rojo—guinda rojo—guinda sicelio maranja micelio naranja
sicelio raranja  micelio naranja
Lentinus FPAL 7-B sedio sin halo  medio con halo sedio rojo-café medio café claro MORENA
lepideus micelio blanco  rojizo sicelio cresa sicelio cresa
micelio blanco
01igoporus FPAL J04-D  medio con halo  medio con halo sedio rojo—guinda sedio rojo-guinda MORENA
placestus rojo~quinda rojo-guinda nicelio crema sicelio cresa
wicelio blanco  wmicelio blanco
Serpula FPAL 12 sedio sin halo  medio con halo sedio con halo sedio con halo DUDOSA
lacrymans sicelio blanco  amarillo palide amarillo amarillo-café
nicelio cresa picelio cresa sicelio crema
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PLACA 4. Fotos 21-27. Caracteristicas del medio de cultivo y mice-
liales de los hongas xiléfagos en la Prueba de Jorgensen-
Vejlby (1953), asi como en la Prueba modificada de los
mismos autores (Col I y Col 1II, respectivamente)
utilizando como reactivo principal Extracto de Col Roja.

Foto 21. Col I. Hongos de pudricién blanca: testigo; S.
commune FPRL 53 T. versicolor FPRL 28B-A; P. sanguineus
FPRL 150-A; a I dias de reaccién.

Foto 22. Col I. Hongos de pudricien blanca: Ph. pini FPRL
45-A3 G. applanatum FPRL 20-C; testigo; a 3 dias de
reaccién.

Foto 23. Col 1. Hongos de pudricién morena: testigo; O.
placentus FPRL 304-D; F. pinicola FPRL 983 L. sulphureus
FPRL 29; S. lacrymans FPRL 12-C; L. lepideus FPRL 7-B; a
3 dias de reaccien.

Foto 24. Col I11. Testigo y comparacién de las reacciones
inducidas por un hongo de pudricién morena F. pinicola
FPRL 98 y uno de pudricién blanca T. wversicolor FPRL 28-
A3 7 dias de incubacian.

Foto 25. Col 11. Hongos de pudricién blanca: testigos P.
sanguineus FPRL 150-A; S. commune FPRL 53 T. versicolor
FPRL 28~-A3 a 14 dias de incubacisén.

Fote 26. Col II. Hongos de pudriciéen blanca: G.
applanatum FPRL 20-C; Ph. pini FPRL 45-A; testigo; a 14
dias de incubacian.

Foto 27. Col I1. Hongos de pudriciéen morena: testigoj; L.
sulphureus FPRL 29; 5. lacrymans FPRL 12-C; 0. placentus
FPRL 304-D; L. lepideus FPRL 7-B; F. pinicola FPRL 983 a
14 dias de incubacioan.
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4.5 Prueba de Badcock.

4.5.1 Aserrin de pino.

En la tabla 7, son mostradas las caracteristicas del medio de
cultivo y miceliales de los diez hongos xiléfagos desarrollados en
aserrin de pino como sustrato principal, segin el método de
Badcock (1964), en 4 periodos de incubacién. Un obscurecimiento
del aserrin, originalmente de color amarillo-café claro, indicaria
la presencia de hongos de pudricién blanca, y un aclaramiento del
aserrin, corresponderia a hongos de pudricién morena. El aspecto
de los cultivos & las 4 semanas, se observa en la placa 5, fotos

28-32 y a las 8 semanas en la placa &, fotos 33-36.

Se puede observar en la tabla 7, que cuatro hongos de pudricien
blanca (G. applanatum, Ph. pini, S. commune y T. versicolor),
mostraron en el medio de cultivo, un obscurecimiento. Este fue
café en G. applanatum y T. versicolor a partir de la segunda
semana de incubacién, y a la octava semana el obscurecimiento
adquirié tonalidades café-rojizas (fotos 33-34). Ph. pini
reaccioné con un ligero obscurecimiento café del medio a partir de
la cuarta semana (foto 30). Con el mismo tiempo de incubacién S.
commune presenté un medio obscurecido color café que se mantuvo

sin cambios hasta las B8 semanas de incubacién (foto 28).

Respecto al quinto hongo de pudricién blanca, P. sangulneus, su
reaccion en esta prueba fue considerada dudosa, ya que en la
cuarta semana de incubacien presents un medio ligeramente
obscurecido (foto 28), sin embargo en la sexta y octava semanas el
medio se fue aclarando en lugar de seguir obscureciéndose (foto
33). Saliendo de la regla general aplicada a2 los demds hongos con
esta prueba, podria decirse que este caso presents también una
reaccién interpretable como positiva de pudricién blanca tomando
en cuenta la descripciéon de las reacciones que da originalmente

Badcock en 19643 pero con el fin de homogenizar los criterios, lo
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que es importante en este tipo de pruebas, se conserva el estatus

de dudosa paraz esta reaccién.

No se tienen datos originales de Badcock, pero en México, Lépez
Buerrero (1979) ensayé esta técnica con los mismos hongos
(especies y 2aislamientos) wutilizados en el presente trabajo
encontrando los siguientes resultados: G. applanatum (+), Ph. pini
(+), P. sanguineus (+), S. commune (no determinada) y T.
versicolor (+). Los resultados actuales sélo discrepan en que para
P. sanguineus la reaccién fue dudosa y para S. commune la reaccién
si fue adecuada (+). Por su parte, Herreraz Campos (1985) y Ruiz
Rodriguez (1991) con aserrin de pino obtuvieron reacciones (+)

para aislamientos de T. versicolor.

En cuanto & los cinco hongos de pudricién morena (F. pinicola,
L. sulphureus, L. lepideus, O. placentus y S. lacrymans), todos
produjeron un aclaramiento general del medio colonizado por las
hifas desde la segunda semana de incubacién. Aunque F. pinfcola y
L. sulphureus presentaron zonas rojizas a 1la octava semanaz el
aclaramiento del medio de aserrin fue tan tipico gue su reaccién
ante esta prueba fue considerada como adecuada para pudricién
morena. Las fotos I1 y 32 muestran el aspecto de los cultivos a

las 4 semanas de incubacién, las fotos 35-36 a las B8 semanas.

En el ensayo de Lépez Guerrero (1979) se registraron reacciones
de pudricién morena (=) para cuatro de los hongos y dudosa para S.
lacrymans, mientras que en los resultados del presente trabajo
todos estos hongos dieron reaccién de pudriciéen morena (=).
Herrera Campos (1985) y Ruiz Rodriguez (1991) ensayaron con F.

pinicola obteniendo reaccién (-).

En general, el color micelial de los 10 hongos no presentsd

ninguna alteracién durante las B semanas de incubacién.
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Los tubos testigo no presentaron ninguna variacian en la
coloracion amarilla-café claro del medio de aserrin, durante el

periodo de incubacian.
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TABLA 7. Caracteristicas del medio de cultivo y miceliales de 10 hongos xiléfagos, utilizando como sustrato principal ASERRIN DE PIND
(Badcock, 1964), en 4 periodos de incubacion, detersinando su tipo de pudricién de acuerdo 2 la reaccisn obtenida.

REACCIONES

HNGD Mo. CEPA 2 SEWINAS 4 SEVINAS b SENNAS B SEMANAS PUORICION
Ganoderss FPAL 20L sedio obscurecido sedio obscurecido eedio obscurecido sedio obscurecido BLANCA
applanatum café café café tafé-rojizo

aicelio blanco nicelio blanco sicelio blancocresoso sicelio blanco-cresoso

Phellinus FPRL 454 wmedio sin casbio sedio ligerzsente sedio cbscurecido sedio obscurecido BLANCA
pini® nicelio asarillo—café obscurecido café cafe

micelio amarillo-caté wicelio amarillo-café wmicelio amarillo-café
Pycacporus FPAL 150-A medio sin casbio sedio ligeramente sedio ligerasente sedio ligeramente DUDOSA
sangulneus nicelio blanco obscurecido aclarado aclarado

aicelio blanco sicelio blanco micelio blanca
Schizophyllum FPRL 5 sedio sin casbio medio obscurecido sedio obscurecido sedio obscurecido BLANCA
comsune sicelio blanco café café café

micelio blanco sicelio blanco eicelio blanco
Trasetes FPRL 28-A medio obscurecido sedio obscurecido sedio obscurecido sedic ohscurecido BLANCA
wrsicolor café café café café-rojizo

sicelio blanco sicelio blanco nicelio blanco sicelio blanco
Fomitopsis FPAL 98 sedio aclarado sedio aclarado sedio aclarado sedio con zomas HORENA
pinicola® nicelio blanco sicelio blanco micelio blanco claras y rojizas
sicelio blinco
Lastiporus FPRL 29 sedio aclarado eedio aclarado sedio aclarado sedio con 20mas HORENA
sulphureus? aicelio naranja sicelio naranja micelio naranja claras y rojizas
sicelio naranja

Lentinus FPRL 7-B  medio aclarade wedio aclarado medio aclarado sedio aclarade MORENA
lopidous® sicelio blanco micelio blanco sicelio blanco sicelio blanco
0ligoporus FPAL 304-D wedio aclarado sedio aclarado sedio aclarado wedio aclarado MORENA
placentus? sicelio blanco micelio blanco sicelio blanco mcelio blanco
Serpula FPRL 12-C  medio aclarado sedio aclarade sedio aclarado sedio aclarado HORENR
lacrymans® micelio blanco sicelio blanco aicelio blanco micelio blanco

Los organismos sarcados con asterisco (#) indican una cierta afinidad hacia maderas de gisnospersas.
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4.5.2 Aserrin de liquidambar.

Utilizando aserrin de liquidambar como sustrato principal,
segin el método de Badcock (1964), en la tabla 8 se muestran las
caracteristicas del medio de cultivo y miceliales de los diez
hongos xiléfagos, en 4 periodos de incubacién. AGn cuando en
México no se tiene experiencia directa de esta prueba utilizando
aserrin de madera de angiospermas, se establecio a priori{ que, asi
como con aserrin de pino, un obscurecimiento del medio de cultivo,
en este caso de color cafe inicial, indicaria la respuesta de
hongos de pudricién blanca, y un aclaramiento del medio de

cultivo, la de hongos de pudricién morena.

Tres de los cinco hongos de pudricién blanca (Ph. pini, S.
commune y T. versicolor), obscurecieron el medio de cultivo. Dos
de ellos, S. commune y T. versicolor, desde la segunda semana de
incubacién y Ph. pini a partir de la cuartz semanaz, permaneciendo
dichas tonalidades hasta las B semanas de incubacien (fotos 37,
39, 43, 44).

G. applanatum, el cuarto hongo de pudricién blanca, respondié
con una reaccién dudosa, ya que en la segunda semana presentsd un
medio ligeramente obscurecido, aclarandose paulatinamente a partir
de la cuarta a la octava semana cuando presents un medio con zonmas
claras y obscuras (fotos 38, 43). Este caso coincide con lo
explicado en la prueba anterior con aserrin de pino para P.

sanguineus.

Por su parte P. sanguineus, el hongo restante de pudricién
blanca, no tuvo ninguna reacciény, con un medio de cultivo sin
cambio durante las B semanas de incubacién (fotos 3I7, 44), es
decir que el aserrin no se aclaré ni se obscurecisé, por lo cual su

respuesta en esta prueba no pudo ser determinada (ver tabla 8).
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En cuanto a los hongos de pudricién morena (fotos 40-42, 45,
46), cuatro de ellos (F. pinicola, L. sulphureus, L. lepideus y 0.
placentus), reaccionaron causando un aclaramiento del medio de
cultivo desde la segunda semana de incubacién, acentuandose dichas
tonalidades durante las B8 semanas de incubacién, con la excepcién
de 0. placentus que causé el aclaramiento a partir de la cuarta
semana (foto 40) y a las 8 semanas presentéd el medio aclarado con
zonas rojizas, pero cuyo aclaramiento fue tipico de pudricién

morena (foto 45).

El quinto hongo de pudricién morena, S. lacrymans, mostré desde
la cuarta semana de incubacién un medio ligeramente obscurecido
como si se tratara de un hongo de pudriciéen blanca (fotos 40, 46&6),
por lo cual su reaccién en esta prueba fue considerada como dudasa
(ver fotos 40 y 44).

En general, el color micelial ipicial de 1los 10 hongos, no

presentéd ninguna alteracién durante el periodo de incubacian.

Los tubos testigo no presentaron ninguna variacisn en la
coloracisen café del medio de aserrin, durante todo el periodo de

incubacién.

Con la variable de aserrin de liquidambar no existen trabajos

publicados por lo que no es posible confrontar resultados.

Como puede observarse en las tablas 7 y 8, algunos hongos estén
marcados con asterisco (#), ésto indica que estos organismos se
desarrollan mejor en madera de gimnospermas o de angiospermas, por
lo cual en este trabajo se probaron los diez hongos tanto en
aserrin de madera de pino como en aserrin de madera de
liquidambar, con el propeéesito de observar su comportamiento en
ambos sustratos. Segin 1las observaciones aqui realizadas, se
determiné que, en cuanto a la cantidad de desarrollo micelial, los

organismos se comportan de manera similar en ambos sustratos, sin
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embargo en lo referente a una mejor visualizacién del cambio en
coloracien, se encontré que en el aserrin de pino las reacciones
s0on mas evidentes por su color claro inicial (amarillo-café
claro), lo cual no sucede con liquidémbar ya que este aserrin (de
color café-canela inicial) se obscurece visiblemente al ser
esterilizado en autoclave, por lo cual las reacciones,
especialmente las que involucran un obscurecimiento, no son tan

evidentes.
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TABLA B. Caracteristicas del medio de cultivo y miceliales de 10 hongos xiléfagos, utilizando ASERRIN DE LIQUIDAMBAR como sustrato
principal (Badcock, 1964}, en & periodos de incubacisn, detersinando su tipo de pudricion de acuerdo a la reaccien cbtenida,

REARCCIDNES

HONSD Mo, CEPA 2 SEMAMAS § SEVIMAS & SEMANAS B SEWNAS PUBRICION
Ganoderse FPAL 20-C  medio ligerasente aedio ligerasente sedio ligerasente sedio COn ZOMs DUDOSA
applesatum® obscurecido aclarado aclarado claras y dbscuras

nicelio blanco wicelio blanco micelio blanco—cresoso micelio blanco—cresoso
Phellious FPAL 45-4 wmedio sin casbio wedio obscurecido sedioc obscurecido sedio chscurecido BLANCA
pini sicelio amarillocafé café café café

sicelio amarillo-café micelio amarillo-café wmicelio amarillo-café

Pycooporus FPRL 150-A medio sin cambio sedio sin cambio sedio sin casbio sedio sin casbio NO DETERMINADA
sanguineus® wicelia blanco wicelio blanco wicelio blanca nicelio blanco
Schizophyllum FPRL 5  medio obscurecido sedio obscurecido sedio obscurecido sedio ligeramente BLANCA
comune® (1] cafeé café obscurecido

nicelio blanco sicelio blanco micelio blanco sicelio blanco
Trasetes FPRL 28-A sedio ligeramente sedio ligerasente sedio ligerasente sedio ligeramente BLANCA
wersicolor?® ohscurecido dbscurecido obscurecido obscurecido

nicelio blanco aicelio blanco nicelio blanco aicelio blanco
Fomitopsis FPAL 98 medio ligeramente sedio aclarado sedic aclarado sedio aclarado MORENA
pinicols aclarado sicelio blanco nicelio blanco micelio blanco

sicelio blanco
Laetiporus FPRL 29 sedio ligerasente sedio aclarado sedio aclarado sedio aclarado MORENA
sulphureus iclarado micelio naranja micelio naranja aicelio naranja

nicelio cresa
Leatinus FPRL 7-B  medio aclarado sedio aclarado sedio aclarado sedio aclarado MORENA
lepideus micelio blanco micelio blanco micelio blanco sicelio blanco
0ligoparus FPRL J04-0 wmedio sin casbio sedio ligerasente sedio ligerasente sedio aclarado con MORENA
placentus micelio blanco aclarado aclarado Z0nds rojizas

sicelio blanco micelio blanco sicelio blanco

Serpula FPRL 12-C  medio sin casbio sedio ligerasente sedio ligerasente sedio ligeramente DUDDSA
lacrymans sicelio blanco obscurecido obscurecido obscurecido

nicelio blanco

sicelio blanco

nicelio blanco

Los organiseos sarcados con asterisco (#) indican cierta afinidad hacia maderas de angiospersas.
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PLACA 5. Fotos 28-32. Caracteristicas del medio de cultivo y mice-
liales de los hongos xiléfagos en la Prueba de Badcock
(1964), wutilizando como reactivo principal Aserrin de
Pino.

Foto 28. Hongos de pudricien blanca: P. sanguineus FPRL
150-A; T. versicolor FPRL 2B-A; S. commune FPRL 5;
testigo; a 4 semanas de incubacién.

Foto 29. Testigo vy reacciones observadas en 2
repeticiones del hongo de pudricién blanca G. applanatum
FPRL 20-C; a 4 semanas de incubacién.

Foto 30. Testigo Y reacciones observadas en 2
repeticiones del hongo de pudricién blanca Ph. pini FPRL
45-A3 a 4 semanas de incubacian.

Foto 31. Hongos de pudricién morena: L. sulphureus FPRL
29; L. lepideus FPRL 7-By S. lacrymans FPRL 12-Cj
testigo; a 4 semanas de incubacién.

Foto 32. Hongos de pudricién morena: O. placentus FPRL

304-D; F. pinicola FPRL 983 testigo; a 4 semanas de
incubacion.
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PLACA 6. Fotos 33-40. Caracteristicas del medio de cultivo y mice-
liales de los hongos xiléfagos en la Prueba de Badcock
(1964), wutilizando como reactivo principal Aserrin de
Pino (cont...) y Aserrin de Ligquidambar.

Foto 33. Aserrin de Pino. Hongos de pudricién blanca: T.
versicolor FPRL 28-A; P. sanguineus FPRL 150-A; S.
commune FPRL S; testigo; a 8 semanas de incubacién.

Foto 34. Aserrin de Pino. Hongos de pudricieén blanca: G.
applanatum FPRL 20-C; Ph. pini FPRL 45-A; testigo; a B
semanas de incubacién.

Foto 35. Aserrin de Pino. Hongos de pudricién morena: F.
pinicola FPRL 98; L. sulphureus FPRL 293 S. lacrymans
FPRL 12-C; testigo; a B semanas de incubacién.

Foto 34. Aserrin de Pino. Hongos de pudricién morena: L.
lepideus FPRL 7-B; 0. placentus FPRL 304-D; testigo; a B
semanas de incubacidn.

Foto 37. Aserrin de Liquidambar. Hongos de pudrician
blanca: S. commune FPRL 5; T. versicolor FPRL 28-A; P.
sanguineus FPRL 150-A; testigo; a 4 semanas de
incubaciaén.

Foto 38. Aserrin de Liquidambar. Testigo y reacciones
observadas en 2 repeticiones del hongo de pudrician
blanca G. applanatum FPRL 20-C; a 4 semanas de
incubacién.

Foto 39. Aserrin de Liquidambar. Testigo y reacciones
observadas en 2 repeticiones del hongo de pudricién
blanca Ph. pini FPRL 45-A; a 4 semanas de incubacien.

Foto 40. Aserrin de Liguidambar. Hongos de pudricién

morenat F. pinicola FPRL 98; 0. placentus FPRL 304-D; S.
lacrymans FPRL 12-C; testigo; a 4 semanas de incubacian.
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PLACA 7. Fotos 41-44. Caracteristicas del medio de cultivo y mice-—
liales de los hongos xilofagos en la Prueba de Badcock
(1964), utilizando como reactivo principal Aserrin de
Liquidambar {(cont...).

Foto 41. Testigo vy reacciones observadas en 2
repeticiones del hongo de pudricién morena L. lepideus
FPRL 7-B; a 4 semanas de incubacion.

Foto 42. Testigo Yy reacciones observadas en 2
repeticiones del hongo de pudrician morena L. sulphureus
FPRL 293 a2 4 semanas de incubacioen.

Foto 43. Hongos de pudricién blanca: G. applanatum FPRL
20-C3; Ph. pini FPRL 45-A; testigo; a 8 semanas de
incubacién.

Foto 44. Hongos de pudricién blanca: T. versicolor FPRL
28-A; P. sanguineus FPRL 150-A; S. commune FPRL 53
testigo; a B semanas de incubacioén.

Foto 45. Hongos de pudricisén morena: L. lepideus FPRL 7-
B; O. placentus FPRL 304-D; testigo; a 8 semanpas de
incubacién.

Foto 46. Hongos de pudricién morena: S. lacrymans FPRL

12-C3 L. sulphureus FPRL 293 F. pinicola FPRL 98;
testigo; a2 B semanas de incubacién.
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4.6 Prueba de Ruiz Rodriguez-Pinzén Picasefo (aserrin—-guayacol).

La tabla 9, muestra las caracteristicas del medio de cultivo y
miceliales de los 10 hongos xiléfagos después de afadir 3 gotas de
guayacol sobre el micelio previamente desarrollado durante 3
semanas en medio EMA con aserrin de pino, segin el método de Ruiz
Rodriguez y Pinzén Picasefo (1986). Dichos autores determinan como
organismos causantes de pudricién blanca, a aquellos en los que en
el medio en que se desarrollaron, inicialmente de color ambarino,
se produce una reaccién con tonalidades magenta a violada con el
guayacol, y como organismos de pudriciéen morena, si no hay
tincién. Sin embargo, en el presente trabajo no se aplica la misma
terminologia a dichas tonalidades, para el EMA-aserrin inicial se
utiliza color miel, y a las reacciones correspondientes a
pudricién blanca, se ha preferido denominarlas café claro vy
parpura-rojo toscano (tomando como referencia los colores
Prismacolor Nos. 931 y 937 para designar al color pdrpura y al

rojo toscano, respectivamente, por ser los mas ambiguos).

Segin esta tabla, los cinco hongos de pudricién blanca (G.
applanatum, Ph. pini, P. sanguineus, S. commune y T. versicolor),
dieron reaccién positiva, obteniéndose en el medio de cultivo
zonas de reaccién con tonalidades cafe claro, © parpura-rojo
toscano, algunos desde el primer dia de reaccién, como G.
applanatum, Ph. pini y T. versicolor, este uUltimo dio la reaccién
mas evidente de color padrpura-rojo toscano intenso; a los 3 dias
de reaccién, P. sanguineus y S. commune presentaron una reaccieén
de color café claro (ver fotos 47-4B). Los hongos mostraron zonas
miceliales de color variado: purpura-rojo toscano, G. applanatum;
café-rojizo, Ph. pini y T. versicolor; crema con zonas cafés, 3.
commune; mientras que P. sanguineus no mostré cambio en su

micelio, de color blanco-cremoso (ver tabla 9).

Ruiz Rodriguez y Pinzén Picasefo (1986) y Ruiz Rodriguez (1991)

obtuvieron reacciones positivas con el mismo aislamiento de T.
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versicolor; coincidiendo los actuales resultados con los obtenidos

por estos autores.

Por su parte, los cinco hongos de pudricién morena (F.
pinicola, L. sulphureus, L. lepideus, 0. placentus y S. lacrymans)
en esta prueba no presentaron ninguna tincién en el medio de
cultivo ni en su micelio durante los 3 dias de reaccién siguientes

a la adicién del guayacol (ver foto 49).

Las reacciones obtenidas en esta prueba, fueron similares a las
obtenidas por Ruiz Rodriguez y Pinzén Picasefio (1986) y Ruiz
Rodriguez (1991), utilizando varias cepas de F. pinicola

incluyendo la misma cepa que se utilizé aqui.
Las cajas testigo no tuvieron ningdn cambio en la coloracién

miel del medio de cultivo, permaneciendo asi durante el periodo de

reaccidén.
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TABLA 9. Caracteristicas del medio de cultivo y miceliales, de 10 hongos xiléfagos, en 2 periodos de reaccisn, al amadir I GOTAS DE
GUAYACDL SOBRE EL MICELIO DESARRDLLADO PREVIAMENTE (3 sesanas) EN MEDIO EMA CON ASERRIN (Ruiz Rodriguez-Pinzén Picasefo, 1984),

deterainando su tipo de pudricien de acuerdo a la reaccien obtenida.

REACCIONES

HOMBD Mo, CEPA 1 DIA 3 DIRs PUDRICION
Ganodersa FPAL 20C  sedio pérpura-rojo toscano sedio pérpura-rojo toscano BLANCA
applasatum sicelio cresa con zonas sicelio pdrpura-rojo toscano

pirpura-rojo toscano
Phellinus FPAL 45-A4  sedio con halo sedio con halo BLANCA
pini plrpura-rojo toscano plrpura-rojo toscano

micelio amarillo-café micelio café-rojizo
Pycnoporus FPRL 150-A medio sin tincien sedio café claro BLANCA
sanguineus sicelio blanco-cresoso micelio blanco-cresoso
Schizophyllvm FPAL 5 sedio sin tincien sedio café claro BLANCA
commune sicelio blanco sicelio cresa con zonas cafés
Trametes FPAL 28-A  eedio plrpura-rojo toscano sedio pirpura-rojo toscano BLANCA
wersicolor sicelio café-rojizo micelio café-rojizo
Fomitopsis  FPRL 98 sedio sin tincien sedio sin tincien MORENA
pinicola sicelio blanco sicelio blanco
Laetiporus FPRL 29 sedio sin tincien sedio sin tincién MORENA
sul phureus sicelio naranja sicelio maranja
Lentinus FPRL 7-B sedio sin tincian sedio sin tincien MOREMA
lepideus micelio blanco micelio blanco-cresoso
Oligoporus  FPRL 304-D sedio sin tincian sedio sin tincien MORENA
placentus nicelio blanquizco sicelio blanquizco
Serpula FPRL 12-C  medio sin tincien sedio sin tincion MORENA
lacrymans nicelio blanco micelio blanco-cresoso
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PLACA B. Fotos 47-49. Caracteristicas del medio de cultivo y mice-—
liales de 1los hongos xilefagos en la Prueba de Ruiz
Rodriguez-Pinzéen Picaserdo (1986), utilizando Aserrin vy
Guayacol.

Foto 47. Hongos de pudricien blanca: testigo; P.
sanguineus FPRL 150-A; T. versicolor FPRL 2B-A; S.
commune FPRL 53 G. applanatum FPRL 20-C; Ph. pini FPRL
45-A; a las 2 horas con 30 minutos de reaccién.

Foto 48. Hongos de pudricién blanca: testigo; G.
applanatum FPRL 20-C; P. sanguineus FPRL 150-A; T.
versicolor FPRL Z28-A; S. commune FPRL 53 Ph. pini FPRL
45-A; a 1 dia de reaccién.

Foto 49. Hongos de pudricien morena: testigo; S.
lacrymans FPRL 12-C; L. lepideus FPRL 7-B; 0. placentus
FPRL 304-Dj F. pinicola FPRL 983 L. sulphureus FPRL 295 a
1 dia de reaccien.
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4.7 Analisis comparativo.

Con el propésito de analizar cudl o cuadles pruebas ofrecen
me jores espectativas para determinar de la manera mds confiable y
practica el tipo de pudricién en los hongos xiléfagos, se proponen

a continuacion dos enfoques:

1.~ Un indice porcentual calculado de acuerdo a 1los resultados
obtenidos respecto al namero de hongos ensayados, el cual refleja
el grado de confiabilidad obtenido en este trabajo en cada una de
las pruebas realizadas, y,

2.- Las ventajas y desventajas técnicas observadas experimental-

mente en cada una de ellas.

1.- Para poder visualizar 1los resultados obtenidos con las &
pruebas realizadas, con sus variantes, es decir, en total <9
posibilidades, eéstos fueron reunidos en 1la tabla 10, 1la cual
indica que la prueba de Aserrin—guayacol es la mas confiable, ya
que fue la dnica donde no hubo ninguna reaccién dudosa, puesto que
los 5 hongos de pudricién blanca dieron reaccién positiva y los 5
hongos de pudricién morena dieron reaccién negativa a la formacién
de tinciones en el medio de cultivo, por lo cual en este trabajo

se le consideré con una confiabilidad del 100 %.

Posteriormente se tienen las pruebas de Col I y Col II con un
90 %X de confiabilidad cada una de ellas, ya que en ambas se
obtuvieron reacciones dudosas con un solo hongo, S. lacrymans, en

sus 3 repeticiones realizadas.

Asli mismo, la prueba de Badcock en su variante de Aserrin de
pino, también muestra tener un 90 X de confiabilidad ya que
también con sélo un hongo, aunque diferente, P. sanguineus, se

dieron reacciones dudosas en sus 2 repeticiones.
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Por su parte, la variante de Aserrin de liguiddmbar tuvo un 70
%X de confiabilidad, ya que con dos hongos, G. applanatum y S.
lacrymans, se dieron reacciones dudosas en sus 2 repeticiones, y
con un tercer hongo, P. sanguineus, no se tuvo ningin tipo de
reaccién aunque si hubo crecimiento micelial; obsérvese que este
mismo hongo en la prueba de Aserrin de pino dio una reaccién

dudosa.

Las variantes con Rojo neutro y Violeta de genciana, en 1la
prueba de Jorgensen-Vejlby tuvieron también un 70 %X de
confiabilidad ya que tres organismos en cada una de ellas dieron
reacciones dudosas. En la variante con Rojo neutra, los hongos S.
commune y F. pinicola expusieron reacciones dudosas en sus 3
repeticiones, mientras que L. lepideus solo dio reaccién dudosa en
una de sus I repeticiones. Por su parte, con Violeta de genciana,
los hongos L. sulphureus y 0. placentus produjeron reacciones
dudosas en sus 3 repeticiones y F. pinicola en 2 de 1las 3

repeticiones.

Por d4ltimo, las variantes con Acido gdlico y Acido tanico de la
prueba de Badcock mostraron un 70 X y &0 % de confiabilidad
respectivamente. Con Acido galico los hongos G. applanatum y S.
commune dieron reacciones dudosas en sus I repeticiones; mientras
que, P. sanguineus, no presenté crecimiento micelial en sus 3
repeticiones, y no se observé ninguna reaccién. Asi mismo, en
Acido tanico los hongos F. pinicola, L. lepideus y 0. placentus
dieron reacciones dudosas en sus 3 repeticiones; y, por su parte,
P. sanguineus {(de la misma forma que con Acido galico), no produjo

ni reaccidn ni crecimiento micelial en sus 3 repeticiones.

2.~ Con respecto a las ventajas y desventajas desde el punto de
vista técnico, segin un aorden preferencial, en primer lugar habria
que ubicar a la prueba de Aserrin—guayacol, pues ademas de tener
un 100 % de confiabilidad, tiene la ventaja de proporcionar una

facil interpretacién de las reacciones producidas, ya que la
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tincién producida por el guayacol en el medio de cultivo donde se
desarrollaron los hongos de pudricién blanca fue muy evidente;
también es conveniente por la facilidad y economia para la
adquisicion de dicho reactivo en cualquier drogueria; en cuanto al
tiempo requeridao, éste fue de 39 dias en total, incluyendo la fase
de desarrollo micelial y los periodos de incubacién y de reaccién.
Sin embargo, de la misma forma que diversas pruebas, tiene la
desventaja de no ofrecer una reaccién propia para pudricién
morena, ademds de que es relativamente laborioso porque se
requiere la obtenciéen de aserrin de madera para preparar el medio

de cultivo.

Siquiendo con las pruebas de Col I y Col II, ambas proporcionan
resul tados equivalentes con un 90 % de confiabilidad, éstas tienen
la ventaja de dar una reaccién propia y bien definida para cada
tipo de pudricién, siendo facil la interpretaciéon de la reaccién
producida, ademas de utilizar un producto natural, la col roja
(Brassica oleraceae var. capitata), vegetal sumamente accesible en
cualquier mercado a un precio econémico. En cuanto a su
metodologia, ésta es similarmente sencilla, porque el extracto de
col roja se puede preparar con poco esfuerzo el mismo dia que el
medio EMA, o bien se puede preparar con anticipacién, ya que el
extracto se conserva en refrigeracién por 3 meses sin perder sus
propiedades originales (Jorgensen y Vejlby, 1953). El tiempo total
requerido para estas 2 pruebas fue de 34 y 35 dias

respectivamente.

Las variantes de Aserrin de pino y Aserrin de liquidésbar, con
un 20 %4 y 70 % de confiabilidad respectivamente, tienen la ventaja
de utilizar aserrin de madera como sustrato principal (selectivo
para los hongos lignicolas), lo cual confiere veracidad a las
reacciones, &asi como la de dar una reaccién propia para cada tipo
de pudriciéni pero la interpretacién de los resultados puede no
ser tan facil, por 1lo que se recomienda especialmente la

utilizacisen de cepas control de los dos tipos de pudricisén. Aunque
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la prueba es econémica, metodolégicamente se complica porque
requiere de la preparacién del aserrin y de la obtencién de las
harinas de hueso y de maiz para preparar el medio de cultivoj sin
embargo, su principal desventaja estd en el tiempo requerido para
su realizacién, que en este trabajo fue de 42 a 70 dias (& a 10

semanas), para obtener reacciones evidentes.

Por su parte, las opciones de Rojo nasutro y Violeta de
genciana, ambas con un 70 % de confiabilidad, tienen la ventaja de
que su metodologia es la més sencilla de todas las ensayadas, ya
que el colorante (rojo neutro o violeta de genciana) es colocado
directamente al medio EMA y Jjuntos (colorante y medio) son
esterilizados. El colorante violeta de genciana es sumamente
econémico y facil de adquirir en cualquier drogueria, lo cual no
ocurre con el colorante rojo neutro ya que su precio es elevado y
no se consigue tan facilmente. Ambas pruebas requieren de un
tiempo total de 35 dias (5 semanas), sin embargo tienen la
desventaja de no dar una reaccisen propia a cada tipo de pudricién
y no poderse interpretar facilmente las reacciones, ya que no son
muy evidentes, por lo cual, se recomienda particularmente la
utilizacién de testigos para detectar comparativamente los cambios

que se vayan produciendo.

Finalmente se tienen las alternativas de Acido gé&lico y Acido
ténico, con 70 % y &0 % de confiabilidad, respectivamente. Ambas
pruebas tienen las ventajas de que el tiempo necesario para su
realizacién es en total de 28 dias (4 semanas, siendo el menor
tiempo requerido en comparacién con las 7 opciones anteriores), de
que las reacciones son bastante evidentes y que su metodologia no
es tan complicada. Sin embargo, aunado al bajo porcentaje de
confiabilidad y que no dan una reaccien propia para pudrician
morena, presentan otras desventajas, como el costo y la

accesibilidad de ambos Acidos.
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Como se ha mencionado en cada caso, con excepcién de la técnica
de aserrin-guayacol, en todas las otras opciones, al confrontar
resultados con los de otros trabajos hubo coincidencias vy
dicrepancias, incluyendo casos en los que la reaccién en el
presente trabajo fue mas correcta que en el ensayo de la
descripcién original. Esto puede deberse a consecuencia del azar o
del error experimental, pero principalmente debe interpretarse
como debido al uso de material biolégico diferente,

espec{ficamente, los aislamientos empleados.
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TABLA 10.- Compilacian de resultados obtenidos en 9 posibilidades setodolegicas, utilizando sustratos diferenciales, para determinar
el tipo de pudricion de 10 hongos xilofagos (utilizando 2 & 3 repeticiones por hongo), de acuerdo 3 la reaccicn obtenida y su
comparacien bibliogrifica.

SUSTRATOS DIFERENCIALES

ACID0 ACIDO ROJO WVIOLETA OCOL T COL II ASERRIN ASERRIN PUORICION
HONGD NO. CEPA  GALICO TANICO MEUTRD GENCIAMA PIND LIQUIDAMBAR GUAYACOL EXPERIMENTAL BIBLIDGRAFICA
A B C ] E F [} L}

Ganoderss FPAL 20C 777 # 44 +44 44+ 444 444 44 117 44 BLANCA BLANCA
applanatum
Phellinus FPRL 45-f + 44 +4 4+ +4 4  +44  H b4 + 4+ 2 E 4t 44 BLAMCA BLANCA
pini
Pycnoporus FPRLIS0-A 000 000 +4+ ++4 ++4 +44 217 3 IR BLANCA BLANCA
sanguineus
Schizophyllum FPRL 3 A - T S I " BLANCA BLANCA
commine
Trasetes FPRL 28-4 + 4+ +4++ + 4+ ttd A E rE e 44 4 + 44 BLANCA BLANCA
wrsicolor
Fomitopsis  FPRL 98 === FTY 2RHT V- =m= mes wm= Hs --- MORENA MORENA
pinicola
Laetiporus  FPRL 29 e e e R CEel HeleR W R --- MORENA MORENA
sulphureus
Lentinus FPRL 7-B e TR Pone smowm sermes e ome -- --- MORENA MORENA
lepideus
Oligoporus  FPRL J¥4-D --- 2?7 --- 277 =--- --- -- == --- HORENA HORENA
placentus
Serpula FHLMZE wes S o= e B3F RET e §0 .- MOREMA MOREMA
lacrymans

A,B: (+)= Tincisn cresa-café obscuro del medio de cultivo, pudricien blanca. (=)= Sin reaccien, pudricisn morena.
(0)= Sin crecieiento micelial y sin reaccién. (?)= Reaccion dudosa.
C,D: (+)= Decaloracisn del sedio de cultivo, pudricién blanca. (-)= Sin reaccien, pudricién sorena. (?)= Reaccien dudosa.
E,F: (+)= Tincion amarilla del medio de cultivo, pudricisn blanca. (=)= Tincién roja del sedio de cultivo, pudricion soreni.
(?)= Reaccidn dudosa.
B: (+)= Dbscurecimiento del aserrin, pudricion blanca. (-)= Aclaramiento del aserrin, pudricisn sorena.
(#)= Con crecimiento micelial y sin reaccién. (?)= Reaccisn dudosa.
H: {+)= Tincién café claro @ pérpura-rojo toscano del eedio de cultivo, pudricien blamca. (-i= Sin reaccién, pudricisn sorem.
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5. CONSIDERACIONES FINALES

A pesar de que la madera es un valioso recurso natural
renovable, en México pocas précticas se realizan para mejorar los
métodos de diagnéstico y preservacion ante los problemas de
pudricién, siendo que el mayor deterioro es causado por los hongos
xiléfagos. Esto hace que 1las investigaciones en el campo del
biodeterioro de la madera, como el determinar el tipo de pudricién
que causan los hongos xiléfagos, haya sido uno de los objetivos en
diversos estudios fisiolégicos integrales de dichos organismos,

utilizando alguno de los métodos mas recomendados.

Sin embargo, hasta el momento, no se habia realizado en México
ningun trabajo donde se tuviera como objetivo principal, presentar
una recopilacién de trabajos dispersos en 1la bibliografia,
seleccionar metodologias confiables, técnicamente sencillas,
econédmicas, de facil interpretacién, y ensayar comparativamente
tales métodos experimentales. Todo esto con el propésito de poder
llegar a recomendar de una manera plena y confiable, aquellas
técnicas que por sus ventajas puedan ser mas uatiles como
herramientas para la determinacién del tipo de pudriciéen que

causan los hongos xiléfagos en la madera.

De acuerdo a los resultados obtenidos en este trabazjo y del
andlisis de las ventajas y desventajas técnicas propias a cada
método, se recomiendan confiablemente 4 de las 9 posibilidades

ensayadas:

1.~ Prueba de Ruiz Rodriguez-Pinzén Picasefo (ASERRIN-GUAYACOL)
(con una confiabilidad del 100%).

2.- Prueba de Jorgensen—-Vejlby (COL I),

3.— Prueba modificada de Jorgensen—-Vejlby (COL II), ¥y

4.- Prueba de Badcock (ASERRIN DE PINO) (con 90% de confiabilidad,

cada una de las 3 pruebas anteriores).
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Es necesario considerar que, se debe tomar una actitud objetiva
al momento de realizar las observaciones para ser imparcial y no
dar por positiva una reaccién erratica o dudosa simplemente por
ser la esperada. Tan importante como mantener una postura critica
al analizar los resultados obtenidos en cada una de las pruebas
utilizadas, es el confrontarlos con la informacién de otros

traba jos similares.

Cuando se tienen resultados errdticos o dudosos en una prueba
de laboratorio, hay que tener en cuenta que los factores
involucrados pueden ser considerados desde dos puntos de vistas
metodolegicos, es decir, que probablemente la prueba no es apta
para todos los organismos, ya sea en cuanto a tipo y concentracién
del reactivo, tiempo de reaccién, caomposicién del medio de
cultivo, tiempo de incubacién, temperatura de incubaciéen, entre
otros; o bien, biolégicos, es decir, desde el punto de vista del
organismo fdngico, cuando éste no produce las enzimas o cantidad
suficiente de ellas para poder ser detectadas mediante esos

reactivos adicionados al medio de cultivo.

Siendo objetivamente realistas, se debe aceptar, como lo han
hecho practicamente todos los autores, que ninguna técnica ha
probado ser hasta ahora infalible para todos los hongos, ya sean
especies o0 aislamientos. Los resultados del método aserrin-
guayacol han sido certeros hasta el momento, pero esto solo sirve
para afirmar que se trata de una prueba prometedora. Por ello,
habra que enfatizar la recomendacién de utilizar varias pruebas

para obtener datos totalmente fidedignos.

Con base en los resultados obtenidos, se desea plantear 1la
posibilidad de utilizar las cuatro técnicas recomendadas, ya sea
como una herramienta en el laboratorio para la caracterizacien
fisiolégica de hongos xiléfagos cuyo tipo de pudricién no se

conaoce o sea dudoso (como ya se ha venido realizando), donde este
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dato contribuiria mucho al conocimiento de su biologia; para el
diagnéstico de problemas de biodeterioro de madera en almacén o en
servicio, o bien de degradacién en arboles, permitiendo determinar
el tipo de dafio que esta ocurriendoj como base y complemento en
estudios fungisticos, pues este dato es de gran ayuda en la
determinacién de las especies y descripcién de las mismas, e

incluso para la toma de decisiones taxonémicas.

Se propone también que de preferencia sean utilizados como
controles organismos tipicos a cada uno de los tipos de pudricién
para que la reaccién sea mas evidente y facil de interpretar, esto
es mAs necesario en algunas de las opciones, como ya se indicé;
asi como el uso de testigos no inoculados (blancos).

Finalmente, considerando que este trabajo puede servir de pauta
para que en futuros ensayos se prueben nuevas metodologias, se
propone la utilizaciéen de extractos de otros productos vegetales
como el betabel (Beta vulgaris L.), la flor morada de bugambilia
(Bougainvillea spectabilis Choisy), y la cebolla morada (Allium
cepa L.), como posibles reactivos, ya que éstos tienen la
caracteristica (como el extracto de col roja utilizado en este
trabajo) de contener antocianinas (pigmentos rojos o azules
presentes en diversos organos de algunos vegetales) que pudieran
cambiar su coloracién al reaccionar con los sistemas enzimiticos
producidos por los hongos xiléfagos, permitiendo asi la deteccisén

de los dos tipos de pudricién, la blanca y la morena.
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