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Las ectomicorrizas. presentes en 3-5% de plantas terTCStrcs principalmente de tipo forestal son de 

gran importancia ecológica en los ecosistemas boscosos. que son fundamentales para conservar el 

equilibrio ambiental en la biosfera. 

La introducción de HEM en plántulas de viveros, utilizando sucio forestal como fuente de 

inóculos o esporas obtenidas de cuerpos fructfferos son los mecanismos de inoculación generalmente 

aplicados para mejora la supervivencia de las plantas que serán introducidas en sucios erosionados. de 

bajo nivel nutrimcntal.. 

Estos procedimientos son muy variables y en ocasiones son causantes de problemas asociados al 

transporte de especies patógenas, por lo que la elaboración de inoculantes de HEM seleccionados por su 

capacidad de micorrización y adaptación a condiciones especificas es de gran imponancia. 

La producción de inóculos miceliales de HEM. depende de la posibilidad de cultivarlos en 

condiciones de laboratorio con crecimiento controlado y conservando su potencial miconizico. por lo que 

es imponante hacer estudios de Ja fisioJogfa del crecimiento micclial para conocer el erecto de las 

condiciones nutrimentalcs y am.bicntaJes que favorecerán su crecimiento y conservación. 

En este trabajo se hizo Ja caracterización moñoJógica de 10 cepas de los géneros Lactarius. 

Pisolithus y Suil/us HEM en medios de composición qufmica definida solidificados con agar. También se 

hizo la descripción del crecimiento radial y biomaaa de los HEM en un sistema de cultivo con cubienas de 

celofán para conocer el efecto de la concentración de glucosa. de la fuente nitrogenada y de la actividad de 

agua en el crecimiento radial. la biomasa y consumo de azúcares en cultivos con agar. 

Tunbién se hicieron discftos f"actorialcs fiaccionarios para conocer el efecto simultineo de la 

glucosa. fuente de nitrógeno, pH, tcmpcratura. luz y del extncto de malta y L..._.gina en el 

crecimiento radial y la biomasa de Suillu.s col/initus. en sistemas de cultivo solidificado con agar y en el 

bagazo de cai\a y vermiculita-turba como soportes sólidos. 
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Se encontró que Ja moñología de las especies ectomiconizicas es notablemente afectada por la 

fuente de nitrógeno. la concenttación de glucosa y Ja actividad de agua de los medios de cultivo. y aunque 

la cubierta de celofán tuvo algunos efectos en el crecimiento de los hongos. se pudo evaluar la biomasa. el 

consumo de azúcares y el pH final del medio de cultivo en forma sencilla y reproducible. 

Se demostró que hubo diferencias intra e interespecíficas en el crecimiento micelial de las cepas 

de HEM cultivadas en medio sólido y que estas diferencias se aprecian en forma distinta cuando se. mide 

el diámetro de las colonias. se evaluaa el crecimiento radial. la velocidad media de crecimiento. 

producción de biomasa o la dimensión fractal. de tal forma que es importante definir adecuadamente los 

criterios de evaluación del crecimiento miceJial de las especies cctomicorrizicns. 

Con los cultivos de S. collinitus en soportes sólidos impregnados con medios de cultivo de 

diferente composición química se demostró que en bagazo de cafta hubo un menor crecimiento que en 

venniculita-turba. debido a la baja capacidad de retención de humedad del bagazo. 

Los HEM se adaptaron y colonizaron Jos medios de cultivo y sustratos sólidos. modificando 

generalmente sus características morf'ológicas y de crecimiento sin embargo es necesario probar si este 

tipo de cambios estarán relacionados con su capacidad de micorrización en plántulas y de esta manera 

comprobar su potencial de aplicación como inoculantes. 

La conservación de cepas ectomicorrízicas en agua destilada estéri 1 fue el mejor sistema. debido a 

la gran sensibilidad a la manipulación y resiembra periódica que se observó en los HEM, por los que este 

aspecto es de gran imponancia de estudiar a fin de que no llegue a ser causa de la pérdida de las cepas y 

mejorar la reproducibilidad de Jos resultados obtenidos este tipo de estudios. 
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En Ja naturaleza se presentan diversas interacciones entre diferentes poblaciones microbianas y las 

rafees de las plantas. Las asociaciones benéficas o mutualistas más estudiadas son las que se establecen 

entre bacterias fijadoras de nitrógeno. como Rhizobium. con plantas leguminosas (Figura 1-1). En ai\os 

recientes, las micorriza.s que se establecen entre las hifas de hongos del sucio y las rafees han adquirido un 

gran interés porque son reconocidas como las principales estructuras de captación de nutrimentos, que 

mejoran la supervivencia de la mayoria de las plantas (Smith &. Read, 1997). 

zm 

a 

b 

e 

d 

e 

Figura 1-1: Esquema de la zona radicular (zr). zona micorrizica (zm) y pelos absorbentes (e) de las 
plantas, indicándose las zonas de localización de diferentes relaciones mutualistas con microoqpniamos 
del suelo: a) cctomiconizas b) cndomicorriza arbuscular e) nódulos fonnados por actinomicetes fijadores 
de nitrógeno de tipo Franlda d) nódulos formados por Rhizobi.,,,. (Strullu, 1989). 
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Pirozynski & Malloch (1975) han sugerido que el establecimiento de esta asociación simbiótica 

hizo posible el surgimiento de las primeras plantas en la superficie terrestre, Jo que ocurrió desde el 

Mesozoico tardío y han permanecido y determinado ta funcionalidad de los ecosistemas terrestres durante 

millones de anos. 

1. 1. 1. Definición de micorriza 

El término micorriza proviene de la fusión de dos palabras griegas (mykes=hongo. rhiza=raiz) que 

describe a la asociación mutualista que se establece entre las rafees de plantas y el micelio de ciertos 

hongos del suelo que mejoran el crecimiento y nutrición mineral de las plántulas en comparación con el de 

plántulas no colonizadas por el hongo (Alexopoulos et al .• 1996). 

Aunque Hacskaylo. en 1953 las describió como ·~n parasitismo reciproco y fisiológicamente bien 

balanceadoº autores como Malloch et al. ( 1980) sugieren que las miconizas son una regla en la naturalez.a 

más que una excepción aunque el efecto benéfico de Jos hongos asociados puede ser variable en los 

diferentes tipos de planta huésped. 

1. 1.2. Clasificación y descripción general de las micorrizas 

Las micorrizas. inicialmente descritas por Frank. l 88S fueron identificadas como ectotróficas y 

endotróficas, por la localización de la especie füngica en las rafees; posteriormente se describieron tres 

gn.ipos moñológicos: Endomicorrizas, Ectomiconiz.as y Ectendomicorrizas de acuerdo con las 

características estructurales y funcionales de la asociación (Figura J-2), asf como por el tipo de plantas y 

de bongos panicipantes (Smitb &t Read, 1997). 

En la actualidad se proponen hasta siete tipos de micorri~ de acuerdo con su estructura 

moñológica y los tipos de plantas y especies füngicas que participan {Brudnett et al., 1996). sin embargo 

se sigue considerando la clasificación anterior en estudios de descripción moñológica con los cuales se 

pueden diferenciar las ectomicorriza.s y ectendomicorrizas (Agerer,, 1988) • pero que en las endomiconizas 

es de menor utilidad para identificarlas (Smith &: Read,, 1997). 



ECTENDOMICORRIZA 

~ Pniulla 
ericae 

Introducción TESIS CON 
FALl,A r1;;: r··~:·~}G·EN 

Arbuscular 

ENDOMICORRIZA 

Figura 1-2: Clasificación de tas micorrizas por la fonna de colonización de la raiz de diferentes grupos de 
plantas por diversas especies de hongos micorrizicos (Strullu. 1989). 

1. 1.2.1. Las endomicolTizas 

Las hifas füngicas de la endomicorriza (Gr. endos=dentro+micorriza). penetran tas paredes 

celulares de la planta huésped y se dcsattollan en el interior de las células corticales de la raiz sin 

modificar la moñologfa e,.;tema. las plantas con las que establecen la relación micorrizica definen Jos tipos 

de micorriza que se f"onnarán asi por ejemplo: de tipo ericoide se cncuenttan en ericáceas; las de tipo 

orquidcoide en raíces y embriones de orquidáceas y las de tipo arbuscular (MA) se encuentran en la 

mayoría de las plantas de interés agrícola. frutfcola y ornamental. 

En Ja MA, el hongo penetra las células conicalcs de la rafz y desarrolla estructuras muy 

ramificadas de tipo haustorio (L. haustor=chupador) conocidas como arbúsculos. caracterizados por una 
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gran área superficial de contacto entre el hongo y el huésped (Figura 1-3). Se considera que los arbúsculos 

son el principal sitio de transferencia bidireccional de mctabolitos y nutrimentos entre ambos participantes 

(Alexopoulos et al.. t 996). Como el miceHo del hongo también se puede extender hacia el suelo. de esta 

manera se incrementan el área superficial de absorción de nutrimentos (Rousseau et al.. 1994). de 

captación de agua (Boyd et al .• 1986) y la interacción con otros organismos del suelo (Garbaye. 1994). 

1.1.2.2. Las ectomicorrizas 

En las cctomicorrizas {Gr. ekto=fuera+miconiza). la raíz se cubre de tejido fúngico pseudo 

parenquimatoso (manto) de estructura y grosor variable de acuerdo con la especie de planta huésped. El 

manto es la interfase entre Ja planta y el suelo. del que salen numerosas hifas que penetran las paniculas 

del suelo incrementando la absorción y traslocación de nutrimentos a Ja planta huésped (Vogt et al .• 1982). 

Cilindro 

i4-nds 
1 

1 

A 

llAIZ 

• 
Zona mcristemática 

Figura 1-3: Representación esquemática de las principales estructuras micorrlzicas desarrolladas en la 
zona radicular de las plantas colonizadas (B) con respecto a las no micorrizadas (A) yel área superficial de 
captación de f"ósforo (P).(Strullu, 1991 ). 
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Algunas hifas intercelulares del manto también pueden colonizar otras capas celulares de la 

concza radicular sin penetrar las paredes celulares y formar una red de micelio superficial conocida como 

red de Hartig (Figura J-3), que es la interfase entre el micelio del hongo y las células radiculares de la 

planta huésped a través de la cual se lleva a cabo el intercambio de carbohidratos de Ja planta hacia el 

hongo y de minerales del hongo hacia la planta (Strullu, 1991). 

1.1.2.3. Las ectendomicorrizas 

Las cctendomicorrizas. son las menos estudiadas y se encuentran en un limitado número de 

plantas del gn.¡po de las coníferas. en algunas ericáceas como Vaccinium y Arbutus, asf como en varias 

angiospcnnas parásitas de tipo Monotropa que es una herbácea clorofilica. Las rafees de estas plantas 

presentan caracterfsticas combinadas; el manto puede estar reducido o ausente. y tienen una red de Hartig 

bien desarrollada con penetración de las hifas en las células de la rafz (Smith & Read. 1997). 

1. 1.3. Distribución de las micorrizas en las plantas 

Las cndomicorrizas se encuentran en más de 1000 géneros (90-95 º/o) de las 300 000 cspec:ies de 

plantas vasculares conocidas. de las 70% son de tipo arbuscular (MA). e incluyen especies de interés 

agricola como: Leguminosas. cereales. frutales y ornamentales tanto angiospennas como gimnospennas 

(Gianinazzi et al .• 1994). 

Las ectomicorrizas se encuentran únicamente en 3-.5% de especies de plantas vasculares 

principalmente de tipo forestal. se encuentran en plantas arbustivas de zonas boreales y sobre todo airbolcs 

de bosques templados pertenecientes al grupo de dicotiledóneas y gimnospennas de rafees primarias 

canas de los grupos de coníferas (Pinu.s) y abetos (Abies) que se localizan en grandes zonas del hemisferio 

norte, asf como en cedros (Cedrus) y encinos (Quercus) de regiones cercanas al ecuador. Algunas especies 

de árboles como el eucalipto (Eucalyptus) son ectomiconizados pero también pueden asociarse con 

endomicorrizas V A y son de amplia distribución (Chilvers & Pryor. 196S; Marx & Cordell. 1994). 
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En zonas tropicales y subtropicales de América. África, Asia y Australia con suelos de baja 

fertilidad, con poca retención mineral y periodos de sequia muy intensa también las ectomiconizas son de 

gran importancia en algunas leguminosas arbóreas como: Acacia. Aldinia. Macrolobium. Pericopsis, 

Casuarina • .A/locasuarina. Anisoptera. Dipterocarpus y Shorea entre otras (Garbaye. 1988). 

1.1.4. Los hongos micorrizógenos 

Las especies de hongos miconizógenos identificadas son muy numerosas (Tabla 1-1); los que 

forman endomicorrizas arbusculares son principalmente los zigomicctcs, pertenecientes en su mayoría a 

los Glomales, que se caracterizan por su micelio no scptado y presentar esporas con paredes celulares de 

diferente composición química y ornamentación. donde los géneros Acau/ospora. Entrophospora. 

Gigaspora. G/omus, Sc/crocystis y Scutellospora son los únicos encontrados (Schcnck .. 1982). 

Los hongos fonnadorcs de cndomiconizas en orquidáceas incluyen diversos basidiomicctos que 

durante mucho tiempo se hablan identificado como penenecientes al género Rhú.octonia pero que en la 

actualidad se clasifican en los géneros Corticium. Ceratobasidium, Sebacina, Tu/asnella. Mara:1•ÜU, 

Xerotus y Armillaria (Strullu., 1989). 

En relación con los hongos formadores de cctomicorrizas (HEM) y cctendomicorrizas., éstos son 

genralmente basidiomicetos de micelio septado. donde los Agaricales como Suillus. Bolell,s, Russula y 

Lactarius. los Sclerodcrmatalcs como Pisolithus e Hynienogastrales como Rhizopogon son muy 

abundantes (Strullu. 1991). Entre los ascomicetos se encuentran Cenococcum geophilum y algunas 

especies de Tuberales y Pezizalcs como Tuber y He/ve/la (Alcxopoulos et al .• 1996). 

La especificidad de las especies micorrizógenas por la planta huésped es muy variable en los 

diferentes tipos de micorriza; son de baja especificidad en las endomicorrizas arbusculares mientras que 

entre los ectomicorrfzicos se encuentran hongos como Cenococcum geophilum y Pisolithus tinctoritu que 

pueden asociarse simultáneamente con más de veinte géneros de plantas vasculares. a diferencia de Sui//us 

grevi/Jei que sólo se asocia con algunas especies de plantas (Trappe .. 1977; Harley & Smith. 1983 ). 
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Tabla 1-1: Grupos y especies de hongos simbiontes que fonnan diferentes tipos de micorrizas. 

Grupo de Hongos 

Tipo de Micorriza Zigomicetos Ascomicetos Basidiomicetos 

Glomales Pezlzales Apllyllopllorales Aprk:aln 

.Aca11/ospora o;diodendron Corticiutn Anrtillaria 

Gigaspora Pezizel/a Ceratobasidium Mara&111i.u 

Glonuu Pterostylis Hymenocllaete Xerot.u 
EndomJcorrizas Sclerocystis Ypsilonidi111n 

Entrophospora Sebacina 

Scutel/ospora 
Fomes 
Clavario 
Tulasnel/a 

Eadqoaales Eurollales Aaarlcalcs a ..... 1a1es 

Endogone ElaplltNnyces A manita Rus.sula 

Cenococcum Tricholo11ta LactariMS 

T11berales CortinariMS Pa:dl/us 

Tuber Inocybe 
Apllyllopllaraleo 

Terfezia Rozite.s Pi/odenna 

Ectomlcorrizas Pezlzales Laccaria 
Canthare//MS 

He/ve/Ja Entol01na 
Craterel/MS 

Otidea Suil/us 
Te/epi.ora 
Scleroderma .. les 

BoletMS Pisolltlws Astraeus 
Ann;/laria Scleroderma 
Hymea.,..strales 
Rllizopogon 

Aaarlcales ........ la 

Ectendomicorrizas A111anita Lactarius 

Boletws Hym-•trales 
Paxillus Rhizopogon 
Laccaria 

1.1.5. Ecofisiologla de las miconizas 

Las plantas son organismos fotosintéticos y por lo tanto autosuficientes en sus requerimientos de 

carbono, que sólo dependen de una adecuada fertilización mineral y condiciones ambientales favorables. 

Sin embargo, se ha demostrado que aún en condiciones de cultivo óptimas.. casi todas las plantas requieren 

de miconizas (Mikola. 1973) y crecen mal en sucios de buena f"rnjljded m 'o' q 11c los HEM han sido 
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eliminados. por lo que su presencia parece estar relacionada con otros efectos benéficos adicionales al 

mejoramiento nutrimcntal (Budi et al .• 1998). 

Actualmente. se reconocen como asociaciones obligadas que garantizan el crecimiento saludable 

de las plantas tanto silvestres como cultivadas (Alexopoulos et al.. 1996). por los beneficios que les 

proporcionan. entre los que se pueden mencionar: 

Mejoran la nutrición mineral 

Proporcionan mayor resistencia contra patógenos causantes de cnfennedadcs de la rafz 

Favorecen el crecimiento en condiciones de sequía 

Tienen efecto protector frente a metales pesados. 

Los hongos micorrlzicos. tienen una capacidad reducida de utilización de poUmeros complejos del 

suelo. tales como la celulosa o la lignina (Hutchinson .. 1990). por Jo que se ha propuesto que únicamente 

en Ja asociación micorrizica. el hongo puede disponer de la fuente de carbono que requiere en una 

ambiente de gran competencia con otras poblaciones de hongos saprobios y bacterias. de tal f"onna que el 

crecimiento de estos hongos dependerá exclusivamente de los azúcares simples proporcionados por las 

raíces de las plantas (Harlcy, 1969). 

Aunque algunas especies de HEM si se han podido aislar y cultivar por propagación vegetativa en 

condiciones de la~ratorio. no se ha logrado la fructificación sin la planta huésped. to cual demuestra que 

la dependencia no es solamente nutrimental sino que implica un mayor número de f"actores aún 

desconocidos (Maycr, 1989). 

1.1.5.4. Nutrición vegetal 

Los estudios comparativos a nivel de laboratorio y viveros experimentales sobre la nutrición de las 

plantas han demostrado que existen diferencias en Ja composición qufmica de las plantas micorrizadas y 

no micorrizadas cultivadas en soluciones nutritivas controladas. Una de las principales dif'erencias es que 

las plantas micorrizadas contienen mayor cantidad de f'ósCoro y nitrógeno lo cual se ha explicado por 

cambios en Ja asimilación de estos elementos (Strullu. 1989). 
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Ef'ecto• sobre la ••lmUaclón de f'ó•foro: El fósf"oro (P) es uno de los elementos esenciales para el 

crecimiento de las plantas,. es indispensable en la estructura y funcionalidad de las cubiertas celulares,. así 

como para la reserva y transferencia de encrgia en la división y crecimiento celular. 

Las plantas únicamente absorben el P como ortofosfato (H2 Po,.·. HP04
2 J de la solución del suelo; 

y en la rnayoria de los suelos estos compuestos se encuentran en niveles muy bajos,. por lo que son 

frecuentemente limitantcs del crecimiento vegetal. Los bajos niveles de fósforo en Jos sucios son resultado 

de la poca retención de Jos fosfatos en el complejo de adsorción del suelo y la fonnación de fosfatos 

insolubles de Ca2 • y Mg2 • en sucios alcalinos y de All+ y Fel+ en suelos ácidos,. los cuales son fonnas no 

disponibles para las plantas (Paul & Clark, 1989). 

Se ha comprobado con pl2 que en suelos y medios de cultivo las plantas micorrizadas y no 

micorrizadas utilizan las mismas fuentes de fósforo. pero que las plantas micorrizadas pueden acumularlo 

más que las no miconizadas debido a un aumento en la tasa de absorción del fósforo en las raices de las 

primeras (Sttullu. t 991 ). El incremento en absorción del fósforo se explica por una mayor área de 

exploración del sucio por las hifas de la fase cxtramatricial de la micottiza (Figura 1-3) que a su vez 

dependerá de las condiciones de cultivo y et estado fisiológico de la planta huésped (Mosse et al .• 1973; 

Mousain, 1989). 

Una vez que las hifas absorben el fosrato. lo acumulan como polifosfatos o lo transportan y 

ttansficrcn a la planta a través de la interfase que se establece entre el hongo y la planta h~. en los 

arbúsculos de las cndomicorrizas y la red de Hartig en ectomicorrizas (Figura t-3). 

Aunque gran pane del fósforo del suelo se encuentra en fonna inorgilinica insoluble. es importante 

mencionar que también la fracción orgánica (fosfotipidos. kidos nucleicos. fosfato de inositol. azúcares 

fosfatados) puede ser una reserva muy abundante de este elemento en el suelo. Sin embargo,. estos 

compuestos también son fonnas no disponible para las plantas y su utilización requiere la participación de 

sistemas enzimáticos de tipo fosfatasas que al prinicipio se pensó estaban reguladas por el fósforo 

inorgánico del medio aunque parece ser que en algunas especies de hongos. también pueden llel' 

constitutivas (Mousain,. 1989; Tibbett et al .• 1998). 
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Efectos sobre la aslmllacl6n de nltróaeno: El nitrógeno es un elemento esencial para la nutrición 

de las plantas por ser componente de Ja clorofila. las proteínas y Jos ácidos nucleicos; además. es 

indispensable para la utilización de carbohidratos y la asimilación de otros nutrimentos porque estimula el 

crecimiento radicular y el desarrollo de la planta. Este elemento puede ser asimilado por las plantas en 

forma de amonio (NH.} o nitrato (N03 ") (France & Reid, 1983). 

Los ecosistemas forestales de regiones templadas y boreales generalmente tienen limitaciones en 

la disponibilidad de nitrógeno para la nutrición vegetal. debido a que hasta el 90 % del nitrógeno total del 

suelo forestal puede encontrarse acumulado en forma orgánica. La mineralización del nitrógeno rcali7.&da 

por numerosas poblaciones de microorganismos hetcrótrofas lo hace nuevamente disponible: sin embargo 

es a una tasa muy baja en relación con sistemas ttopicales (Plassard et al .• 1997). 

La presencia de los hongos micorrizicos en las rafees de las plantas también favorece la 

movilización y asimilación de fonnas de nitrógeno y fósforo de las fuentes orgánicas o 01inerales. Sin 

embargo. la eficacia de la micorrlza dependerá sobre todo de 1a capacidad del hongo para transferir estos 

· elementos a la planta huésped (France & Reid. 1983). 

En cultivos de leguminosas se ha demostrado que la micorrización mejora en fonna muy 

imponante la fijación biológica de nitrógeno por Rhizobium. por un incremento en la nutrición fosforada 

de tal forma que la doble inoculación de estas plantas favorecerá; mejores rendimientos en la producción 

de alimentos (Strullu, 1991). 

1.1.5.5. Protección de la planta contra patógenos 

En condiciones naturales. la rnayoria de los vegetales son atacados por diversas especies 

patógenas. tanto en sus panes aéreas como en la raíz; las enfermedades de la raiz generalmente son 

causadas por especies de Phytium. F.uarium y Phytophtora. Estos patógenos se controlan en los viveros 

por medio de la desinfección del suelo con funguicidas; sin embargo, muchas de estas especies ya son 

resistentes a las sustancias utilizadas (Smith lle. Read, 1997). 
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Se ha demostrado en diversos estudios que las plantas micorrizadas tienen una gran resistencia al 

ataque por patógenos. En las plántulas de Pinus spp., el impacto de Phytophtora cinnamom1,· se reduce 

fuertemente al inocularlas con Pisolithus tinctorius y Telephora terrestris (Marx, 1972). La inoculación de 

Pseudotsuga menziesii, Picea abies y Pinus sy/vestris con Laccaria laccata también reduce Ja incidencia 

de enfermedades causadas por Fusarium oxysporum (Smith & Read, 1997). 

El efecto protector de los HEM en plántulas micorrizadas se ha explicado por un mecanismo flsico 

debido a la barrera impuesta por el manto hifal que evita la entrada de los patógenos a la raíz (Smith & 

Read, t 997) o por efectos fisiológicos en Ja pane activa del manto. donde pueden degradarse las toxinas y 

enzimas producidas por los patógenos (Marx, 1972). También se ha sugerido que la liberación de 

sustancias untagónicas, producidas por las plantas en respuesta a la presencia del hongo miconizico 

mejora su resistencia e incluso que et HEM puede producir sustancias antibióticas (Ouchesne et al., 1989). 

En 1994, Garbaye reportó que las micomizas estimulan dos o tres veces más el desarrollo de una 

microbiota protectora en la rizósfera que mejoran ta micorrización. 

Con el aislamiento e identificación de sustancias como las formas hidroxi del licido benzol 

fórmico y mandético conocidas como pisolitina A y B de Piso/ithus tinctorius en cultivo puro y 

carpóforos que son inhibitorias de especies patógenas, lambién se sugiere que et efecto benéfico de los 

HEM es más complejo (Kope & Fortin., 1990). 

1.1.5.6. Protección de las plantas contra la sequla 

En condiciones naturales, la disponibilidad del agua es el factor ambiental que mayormente limita 

ta producción vegetal. sobre todo en zonas climáticas con largos periodos de sequia. Todas las plantas 

vasculares terrestres toman el agua necesaria por las rafees, después el agua pasa a los vasos leftosos del 

tallo y ramas en fonna de savia bruta y la mayor pane de esta agua es transpirada a la atmósfera a través 

de los estomas de las hojas, es decir solamente una pequefla cantidad de agua es incorporada a la biomasa 

o redistribuida en tos diferentes órganos de la planta en fonna de savia elaborada. de aqui la importancia 

del agua para las plantas. 
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Estudios de micorrización de las plantas en condiciones de bajo potencial hídrico (\V} de suelos. 

caracterizados por bajos niveles de humedad han demostrado que el efecto benéfico se manifiesta por un 

aumento en Ja superficie de contacto entre las raíces de la planta y el suelo debido a que el diámetro de las 

hifas füngicas (2.S µm} es menor al de una raíz corta ( l 00-500 µm). por lo que pueden tener acceso a 

poros del suelo más pcqucftos y absorber el agua que nonnalmente no se encuentra disponible para las 

raíces sin miconizar (Garbaye. 2000). 

También los HEM han desarrollado diferentes estrategias de absorción del agua por las hifas. las 

especies de Laccaria. Tuber. Cenococcum geophilum. Hebeloma y Telephora terrestris desarrollan hifas 

individuales o poco agregadas en los suelos relativamente húmedos con capacidad de absorber la película 

del agua que las rodea. es decir tienen una superficie hidrófila (Garbaye et al.. 1993). 

Por otro lado. en las especies de los géneros Boletus, Suillus. Paxillu.s. Scleroderma. Rhizopogon, 

Cortínaríus y Lactariu.s las hifas se agregan en cordones más o rnenos estructurados conocidos como 

rizomorfos (rhiza=raíz + morphe=forma}. que dan la apariencia de vasos capilares verdaderos rodeados 

por un córtex de hifas y que se ramifican en las zonas del sucio donde hay mayor cantidad de agua y 

elementos nutritivos (Alexopoulos et al.. 1996). El agua se absorbe por las puntas de las hifas y es 

conducida por vía interna. por lo que se les considera como hongos de hifas de superficie hidrófoba 

(Brown, 1990). 

Boyd et al. ( 1986) demostraron que al cortar los rizomorf"os de Suillu.s bovinus que conectaban a 

las plántulas de Pinu.s sylvestris con el suelo húmedo hubo una rápida reducción en Ja ttanspiración de las 

plantas. Hay un gran interés en poder aumentar la tolerancia de las plantas a la carencia de agua con la 

aplicación de hongos micorrizicos seleccionados. que aseguren su supervivencia y eatablecin1icnto en 

zonas de prolongada scqula (Smith & Read, 1997). 
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En la actualidad. grandes extensiones de suelo del mundo están íuertemente dailadas por diversas 

actividades humanas. Así. en las zonas cercanas a las áreas industriales y a las minas los suelos 

generalmente se encuentran contaminados con metales tóxicos como: arsénico (As). cobre (Cu). níquel 

(Ni). plomo (Pb). zinc (Zn) y cadmio (Cd) en íonna separada o combinados por lo que los estudios del 

ef'ecto benéfico de los hongos micorrizicos en la reducción de la toxicidad por metales pesados son de 

gran imponancia (Ruhting & Soderstrom, 1990). Además. los sucios con pH ácido contienen también 

cantidades elevadas de aluminio (Al) y fierro (Fe). que generalmente son tóxicos para muchas especies de 

plantas, lo cual limita su establecimiento en tales zonas (Wilkins. 1991 ). 

Se han aislado cepas de Suillus luteus de suelos contaminados con Zn. con capacidad para crecer 

en medios de cultivo con 1 mg de este elemento en íonna notablemente mayor al de cepas de la misma 

especie obtenidas de sucios sin contaminar. En pruebas posteriores de inoculación de Pinus sylvestris con 

cepas resistentes y no resistente at Zn, se demostró mayor tolerancia a este elemento en el sustrato de 

cultivo de las plántulas inoculadas con cepas resistentes. lo que se explica por una capacidad de captación 

y enlace de1 metal en el micelio extra radical del hongo (Colpaert & Van Assche9 1992). 

Con relación al aluminio. se ha encontrado que hay un incremento en la asimilación del fósf'oro 

por el tejido vegetal en plántulas de pino inoculadas con P. tinctorius en dosis hasta de 200 µM de Al 

debido a una menor cantidad de fósforo precipitado por el aluminio (Cumming & Wcinstein 9 1990). 

Ruhting & Soderstrom (1990). demostraron que los CUCTJ>OS fructiícros de Amanita muscaria y 

otras especies de basidiomicctos de bosques de confieras en el Norte de Suecia. acumulan cantidades 

importantes de metales pesados. como mecanismo de disminución de Ja toxicidad de estos elementos en 

Jos ecosistemas. 
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1.2. 1. Importancia económica y estratégica de las ectomicorrlzas 

Los bosques son productores de oxigeno y reguladores del clima global que a su vez influye en el 

ciclo del agua por lo que deben ser considerados como ecosistemas de interés. Incluso en muchos paises 

son fuente de alimentos y recursos de alto valor (materiales de construcción, papel. resinas. etc.). La 

aplicación de las ectomiconizas puede ser una estrategia importante que pennitirá no sólo su recuperación 

y conservación sino también el incremento de tos recursos forestales en forma sustentable (Villarreal & 

Pérez-Morcno. 1989). 

En algunos paises de Europa. como Francia hay organizaciones comerciales que están inoculando 

diversas especies de árboles con HEM de calidad gastronómica y de gran valor agregado como la trufa 

negra (Tuber melanosporum) y setas como Boletus edulis, Cantharel/us cibarius y Tricholoma mat.suta/ce, 

especies que solamente pod[an ser recolectadas en zonas naturales durante las épocas de fructificación 

(Smith & Read. 1997). Esto es un ejemplo de que la inoculación de áreas de bosques con micelio de 

especies comestibles deseables puede conttibuir al desarrollo sustentable del bosque y favorecer el 

aprovechamiento comercial de diversos productos del mismo. 

La importancia de estudiar estos sistemas se realza si además esta alternativa de inoculKión de 

especies seleccionadas en ireas especificas, puede oponerse a la práctica actual de hacer recolectas 

intensivas de cuerpos fructiferos que no toman en cuenta la biologia de reproducción de las especies y son 

un riesgo potencial de desaparición de poblaciones füngicas miconizógenas de los suelos. 

1.2.2. Las ectomicorrlzas en México. 

Uno de los problemas mundiales más preocupantes en la actualidad. es la alteración de los 

ecosistemas. ocasionada principalmente por la presión humana sobre los recursos naturales para cubrir sus 

necesidades básicas de alimentación (Kropp &. Langlois. t 990). Los recursos forestales en diferentes 

partes del mundo han sido fuertemente af"cctados por esta situación sobre todo en paises como México. 

donde anualmente se pierden alrededor de .SOO 000 has. de bosques y selvas por la destrucción de su 
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cubierta forestal original, la sustitución del bosque por zonas de cultivos inadecuados a las condiciones 

ecológicas y por Ja creciente urbanización (Pérez-Morcno & Ferrera, 1997). 

En México. hay un limitado conocimiento de la diversidad de especies de HEM. únicamente se 

han reponado alrededor de 550 especies (Varela & Estrada-Torres. 1995 ) de las probable01Cntc más 

numerosas de acuerdo con Jos cálculos realizados por Hawkswonh ( 1991 ). quien sugiere que en nuestro 

país pueden encontrarse alrededor de 1 1 O 000 especies fúngicas. 

Por otro lado, después de una serie de visitas a viveros y de hacer revisiones bibliográficas se 

encontró que Jos encargados de Ja producción de plántulas para reforestación, generalmente no consideran 

Ja utilización de HEM como pnictica cotidiana a pesar de ser apoyados por los programas oficiales de 

implementación de plantaciones forestales. Esto puede explicarse por diversos factores, como: 

Reducido número de grupos de investigación en Micorrizas 

Falta de continuidad en programas de gobierno 

Falta de interacción entre grupos de investigación y Jos productores de plantas 

En relación con el primer punto, se ha rcponado que en nuestro pafs hay un limitado número de 

especialistas en taxonomia de hongos (solamente en JO de las 32 entidades federativas), y que los grupos 

de investigación de Micorrizas consolidados se reducen a alrededor de cinco, Jo que dificulta el estudio de 

un mayor número de especies y la aplicación de estas en pruebas de micorrización (Varela & Estrada-

Torres. 1995). 

Analizando et número de trabajos de investigación presentados en las reuniones de Simbiosis 

Micorrizica de Jos últimos aftas, organizados por el Comité de Investigación y Enscllanza de la Micorriza, 

se puede comprobar que únicamente alrededor de S-10 % corresponden a estudios de ectomicorrizas por 

lo que es necesario insistir en la necesidad de incluir y apoyar mejor lineas de investigación en estas áreas. 

En relación con esto puede mencionar que hay algunos antecedentes de apoyo por organismos 

federales o estatales como la Sccn:taria de Trabajo y Provisión Social (STPS) y la Secretaria de 

Agricultura y Recursos Hidráulicos (Varela & Estrada-Torres, 199S). pero que al haber cambios en sus 

poUticas también se suspendieron los programas de investigación, sin embargo recientemente se están 
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proponiendo nuevas propuestas de apoyos gubernamentales convocadas por SEMARNA T y SAGARP A 

que podrian favorecer un mejor desarrollo de estas áreas de investigación. 

Finalmente. sería importante promover que las investigaciones realizadas se hagan llegara Jos 

posibles usuarios. es decir a campesinos y/o responsables de viveros, Jos que continúan realizando 

prácticas tradicionales de producción de las plantas al no conocer tales alternativas. 

Por las ventajas que tienen las plantas miconiz.adas sobre las no miconizadas, en general se 

sugiere el uso de HEM selectos para la inoculación de plántulas de especies forestales. como una 

estrategia de producción de plántulas de calidad certificada con gran potencial para la recuperación de 

suelos erosionados y de zonas boscosas con problemas de deforestación (Mikola. 1973; Estrada & Valdés. 

1986; Harvey et al., 1994; Mane & Cordel!, 1994). 

Para introducir especies ectomicorrizicas en los sistemas naturales, es necesario desarrollar 

estrategias de micorrización controlada a nivel de viveros que pcnnitan la producción exitosa de 

numerosas plantas biológicamente mejoradas (Marks & Koslowsky. 1973). 

1.2.3. Micorrización controlada 

Uno de los primeros estudios en condiciones axénicas de inoculación in vitro de cctomicorrizas en 

plántulas fueron los de Melin (1921). utilizando arena impregnada con nutrimentos. en los que ponía en 

contacto las plántulas de pino cultivadas a partir de semilla con el hongo obtenido en cultivo puro. 

Posteriormente. Hacskaylo (1953) n:cmplazó la arena por venniculita, un sopone con mejor 

estructura y aireación que al ser mezclada con turba favorccia la capacidad amortiguadora del sustrato y la 

sintesis axénica de la cctomiconiza.. principalmente a nivel de laboratorio. 

Los sistemas ectomiconizicos más estudiados incluyen plantas forestales de especies de Pinus. 

Betula. Euca/yptus y Castanea. con especies de bongos de los géneros: Poxillus. Pisolit,,,u. Hebeloma. 

Lacearía. Bo/etus, Amonita y Cenococcum (Strullu. 1991). La introducción de los HEM al suelo oe ha 

realizado por tres procedimientos principales: a) el acarreo de suelo natural del bosque conteniendo 
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propágu1os de hongos. b) Ja incorporación de esporocarpos o esporas (Theodorou & Bowen. 1973) y e) la 

inoculación con cultivos puros de micelio vegetativo (Strullu. 1991 ). 

-La inoculación con sucio iniciada a mediados del presente siglo. se sigue utilizando debido a su 

bajo costo y facilidad de manejo a pesar de ser poco eficiente. inespecffica y con problemas asociados con 

la introducción de especies patógenas (Marx et al.. 1984). 

-La utilización de esporocarpos de Pisolithus tinctorius y Rhizopogon luteolus maduros. secos o 

frescos. fragmentados y mezclados con el sucio o dispersados en el agua de riego han dado buenos 

resultados al ser usados como inoculantcs en Ja micorrización de plántulas en viveros. No obstante su uso 

se limita a los periodos de fructificación de las especies (Theodorou & Bowen. 1973) y generalmente se 

retrasa Ja fonnación de Ja micorriza en 3-4 semanas debido a que las esporas son células haploidcs que 

deberán germinar y fonnar dicariotes antes de colonizar las raíces (Smith & Rcad. 1997). 

-La introducción de cultivos puros de especies ectomiconizicas seleccionadas es la metodología 

más recomendable y que garantiza una micorrización efectiva. Desafortunadamente. muchas especies de 

HEM se desarrollan pobremente o no crecen en las condiciones de cultivo. por lo que la disponibilidad de 

inoculantes miceliales es una de las limitantes más importantes para su aplicación. 

1.2.3.1. Aislamiento de cepas de HEM 

El aislamiento de su ambiente natural es la primera etapa para estudiar cualquier microorganismo. 

Los HEM generalmente se buscanin en zonas cercanas a las plantas de interés, como cuerpos fnactifcros o 

tomando muestras de ralees con características morfológicas tipicas de la micorriza (Agerer. 1988). 

El aislamiento de las especies ectomicorrizicas se puede hacer en distintos medios de cultivo ya 

sean de uso general como el Papa Dextrosa Agar (PDA) y Extracto de Malla Agar (EMA) o mis 

específicos como los de Hagem. Medio modificado de Melin-Norlcrans (MNM). Medio de Biotina. 

Aneurina y Ácido Fólico Agar (BAF) entre otros (Melin, 1953; Ainswonh. 1995). Estos medios de cultivo 

son de composición química variable e incluyen distintas fuentes de carbono. nitrógeno, vitaminas y 

minerales (Jackson & Mason. 1984. Santiago-Maninez et al.~ 1993). 
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Se han aislado y conservado como cultivos puros diversas especies de HEM como: Hebeloma. 

Lactarius. Lacearía. Sui/lus. Rhizopogon. Piso/itñus. La mayoría de estas especies se desarrollan a 

velocidades de crecimiento bajas (alrededor de 1 .O mm/dfa). con características variables dependiendo del 

medio de cultivo y de las condiciones de incubación (Hutchinson. 1990). 

Otra problemática común de estos hongos es su conservación por periodos largos. ya que es 

frecuente que al aplicar las metodologías reportadas para hongos saprobios ocurran perdidas de viabilidad 

o se modifiquen sus propiedades micorrlzicas (Trappc, 1977). 

1.2.3.2. Selección de cepas de HEM 

Los estudios de cultivo y de micorrización controlada en especies ectomiconizicas han 

demostrado diferencias fisiológicas y ecológicas entre estas. asi como en la especificidad por la planta 

huésped (Marx&. Cordcll. 1994). La selección de especies de HEM es muy importante para la producción 

de inoculantcs y los principales criterios para hacerla son : 

capacidad de f"ormar micorrizas con la planta huésped 

capacidad de adaptación a las condiciones del ambiente en que serán introducidas 

posibilidad de propagarse en grandes cantidades 

de fácil conservación en et laboratorio. 

1.3. L• fenn•n,.c/6n en medio sdlldo (FMS) 

Los procesos de Fermentación en Medio Sólido (FMS) se remontan a muchos siglos atrás, sobre 

todo en la producción de alimentos fennentados tradicionales como et koji en et oriente, el ensilaje y 

compostajc de rcsiduoS agroindustriales. La FMS se define como un proceso de cultivo con sustratos 

insolubles en agua que pueden ser utilizados para el crecimiento microbiano en ausencia de agua libre 

(Hesseltine, 1977). 

Estos procesos también son conocidos como fermentaciones en susttato sólido (FSS) o en estado 

sólido (FES). cultivo en estado sólido (CES). procesos en estado sólido y fermentación semisólida 
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(Hesseltine. 1977; Lonsane et al.~ 1982) e incluso se ha cuestionado el uso del término ºfennentaciónº 

como impreciso e inespecífico de este tipo de procesos. 

Con el fin de homogeneizar la tcrminologfa del llamado Cultivo Liquido Sumergido (CLS) se 

propone utilizar preferentemente el t~rmino de Cultivo en Estado Sólido (CES) para referirse a estos 

procesos (MitchclJ & Lonsane, 1992), el cual se utilizará en este trabajo. 

1.3.1. Descripción del sistema de Cultivo en Estado Sólido (CES). 

Aunque los procesos de CES se conocían desde la antigüedad, su mayor desarrollo fue posterior a 

los trabajos de Hesseltinc ( 1977)., por el creciente interés de la biotecnologia en el cultivo de los hongos 

filamentosos y Ja utilización de residuos lignocclulósicos como sustratos de bajo costo en sistemas 

alternativos a la fenncntación liquida (FL). que pudieran ser escalados a niveles industriales. 

1.3.1.1. Microorganismos 

Hay numerosos microorganismos como bacterias y hongos capaces de crecer y colonizar 

exitosamente diversos sustratos sólidos dependiendo de las condiciones ambientales y nutrimentalcs. Las 

bacterias y levaduras. a diferencia de Jos hongos filamentosos requieren de mayores niveles de humedad y 

de nutrimentos fácilmente asimilables pero son menos dependientes del oxigeno; su crecimiento en medio 

sólido es más localizado en Ja superficie y cavidades de una matriz sólida debido a que se reproducen por 

fisión binaria o gemación (Saucedo-Castafteda et al.. 1994). 

Los hongos filamentosos. crecen en fonna apical y son capaces de colonizar completamente 

sustratos sólidos heterogéneos. con niveles de humedad muy reducidos y sin que el oxigeno sea limitante 

para su crecimiento. Estas fonnas de cultivo se han aplicado para la producción de diferentes metabolitos 

y hongos comestibles a panir de la utilización de diferentes residuos agroindustriales de naturaleza 

lignocelulósica, debido a su gran capacidad hidrolftica de sustratos complejos (Guzmán et al.~ 1987; 

Roussos et al .• 1997; Martinez-Carrcra. 20CK)). 
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Acdvldad de •&•• y humedad. El agua es esencial para el crecimiento de los microorganismos, 

actúa como solubilizador y transportador de nutrimentos, enzimas, metabolitos y de gases y constituye de 

80-90% del peso total de la célula. La actividad de agua (a...) es un concepto inicialmente utilizado como 

una variable intrínseca de los alimentos., representa el agua disponible en un sistema para el crecimiento 
p 

microbiano y que para una solución ideal, se define como: a .... = p;;-

dondc Pes la presión de vapor de la solución y P 0 es la presión de vapor del agua sin solutos. 

Aunque los medios de cultivo no son soluciones ideales, por la ecuación presentada., se espera que el agua 

pura tendrá un valor cercano a 1.0 y en un sustrato completamente seco Ja a., tenderá a O (Cony. 1978). 

Se ha demostrado que los hongos filamentosos saprobios y levaduras pueden crecer en 

condiciones de a., tan bajas como 0.7-0.8, aunque su crecimiento óptimo es a niveles mayores (Tabla 1-2). 

Tabla 1-2. Valores de a_ límites para el cn.:cimiento de diversas especies de hongos saprobios (Cony., 
1978) en comparación con Jos de bacterias (Atlas & Bartha, 1998). 

Especies de hongos 
Aspergillus g/aucus 
A. nidulans 
A. terreus 
A.famigatus 
A.jlavus 
A. niger 
A. lamarii 
Monascu.s bi.sporus 
Penici//ium i.slandicum 
P. martensii 
Xeromyces bi.sporus 

Especies de bacterias 
Caulobacter 
Lactobaci/lus 
Bacillus 
Staphylococcus 
Halobacterium 

Actividad de agua (Bw) 
Mlnima Óptima 

0.71 
0.78 
0.78 
0.82 
0.78 
0.78 
0.78 
0.61 
0.83 
0.79 
0 • .5.5 

0.99 
0.90 
0.90 
0.8.5 
0.75 

0.93 
0.97 
0.97 

>0.97 
>0.98 
>0,98 
>0.98 
>0.9S 
>0.97 
>0.98 
>0.97 

J.00 
0.98 
0.98 
0.98 
0.80 
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En general Jos hongos tienen un margen de adaptación mayor que las bacterias. las que crecen en 

sustratos con actividad de agua de 0.85-0.99. a excepción de las halófilas que pueden tolerar valores 

menores (Mildenhall et al .• 1981 ). 

Alre•cl6n e Intercambio 8•MGMt: En el CES. directamente relacionado con el control de 

humedad está el de los gases. principalmente de 0 2 cuando se cultivan microorganismos aerobios 

estrictos. El 0 2 es el accptor final de c1cctroncs de la citocromo oxidasa en el catabolismo respiratorio para 

la obtención de energia. También se requiere en algunas reacciones de mono-oxigcnasas para la 

hidroxilación y sintcsis de esteroles y Kidos grasos insaturados (Griffin. 1994). 

En el CES la cantidad de oxfgeno es~ directamente relacionado con el flujo de aireación en el 

sistema y de Ja velocidad de transpone del oxigeno en el medio (Raimbault &. Alazard., 1980). Durante la 

aireación del sistema no solo hay absorción de 0 2 sino que se da tambiál un proceso acoplado de 

dcsorción de C02. texturas importantes de estudiar en el cultivo sólido asf como el conocer como se 

relacionan con otros factores como el pH y la ternpcntura. 

Temperatur• y pH: Como el CES es un sistema heterogáleo y cs~tico. las actividades 

metabólicas de los microorganismos aerobios están asoci.tas con la liberación de calor., que gencrallllClltc 

se manifiesta por una elevación de la temperatura al interior del material (Mudaett. 1980). En el 

compostaje de residuos agroindustriales se alcanzan tanperaturas hasta de 70 ºC. condiciones que 

favorecen las actividades hidrolfticas de microorsanismos tcnnófilos.. pero de pan problema para el 

cultivo de microorganismos mcsófilos (Hesseltine, 1977). 

Es frecuente que al iniciarse un cultivo. se ajusta et pH del medio. el c:ual frecuentemente se 

modifica e incluso puede causar efectos drásticos en el crecimiento de alpanos honaos. Estos cambios .e 

explican por el tipo de metabolismo y los mecanismos de incorponción diferencial de cationes y aniones 

del medio (GrifTm. 1994). En algunos cmsos. pueden utilizane sistenwa de control del pH con 90luciones 

amortiguadoras., sin embargo su uso es limir.do por el estrecho marsen de funcionamiento ele los mismos 

(pK ± O.S) y a erectos inhibitorios que pueden tener en el crecimiento de alaunos mic:rooqanismos. 
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Una de las mayores dificultades del CES es el control de pH9 debido a la heterogeneidad y bajo 

contenido de agua del sistema. Tampoco es posible medir el pH interno de la matriz sólida9 de tal fonna 

que solo se estima globalmente en una suspensión de la muestra sólida con un volumen de agua diez veces 

mayor (Oriol, 1987). 

1.3.2. Aplicaciones y problemáticas del CES. 

En los últimos aftos. se han reponado un gran número de estudios y aplicaciones de estos cultivos 

en la obtención de productos de valor comercial (enzimas. vitaminas. aminoácidos) de una gran diversidad 

de hongos como: Aspergillus. Penicillium. Rhizopus; en el mejoramiento nutrimental de residuos 

lignocelulósicos (Smits et al .• 1998) y en la producción de hongos comestibles como Pleurotus. 

Estos sistemas de cultivo. tienen notables ventajas con relación al cultivo liquido (Lonsane et a/. 9 

1982; Mudgett, 1985; Daubresse et al .• 1987) como: 

Medios de cultivo simples que en ocasiones sólo requieren de la adición de minerales y que 

favorecen las condiciones más cercanas a las del medio natural de crecimiento de los hongos 

Bajo riesgo de contaminación bacteriana por la humedad reducida. asi como menores volúmenres 

de efluentes líquidos. 

Facilidad de recuperación y utilización directa de productos por Ja producción de metabolitos en 

mayor concentración por unidad de peso de sustrato. 

En el CES también hay dificultades intrinsecas de gran importancia. que deben ser consideradas al 

trabajar con este tipo de sistemas. los principalmente : 

falta de conttol del proceso biológico por Ja dificultad de medir el pH. humedad,. temperatura 

dificultades para evaluar el crecimiento micelial 

necesidad de optimizar los inócuJos 

problemas de pérdida de humedad en cultivos prolongados. 
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En los hongos. el cuerpo vegetativo también llamado talo puede ser unicelular como en las 

levaduras o pluricelular. con un tipo de crecimiento filamentoso. más extensivo en forma de hifas que en 

conjunto se conoce como micelio. El crecimiento de Jos hongos filamentosos en medios sólidos es de tipo 

apical. es decir que aunque Jos materiales citoplasrnáticos son sintetizados a Jo largo de las hifas. éstos se 

moviliz.an hacia la punta por Jo cual la hifa se prolonga linealmente hasta que se ramifica y da lugar a 

nuevas puntas de crecimiento (Deacon. 1997). De esta manera se observará que posterionnente el 

crecimiento se limitará al anillo externo de la colonia en forma radial (Trinci. 1974). 

1.3.3.3. Crecimiento radial 

En cultivos de hongos. es de gran imponancia la evaluación del crecimiento micelial como un 

criterio de evaluación del efecto de los cambios en las condiciones ambientales y nutrimcntalcs del 

cultivo. El crecimiento de los hongos filamentosos es un proceso de gran complejidad. porque no sólo hay 

un aumento de componentes celulares o del número de células como en organismos unicelulares. sino que 

también se manifiesta por Ja prolongación y ramificación de hifas de dif'erente tipo (Prosser. 1995). 

El crecimiento hifal también llamado apical ha sido ampliamente estudiado por diversos autores 

(Stccle & Trinci. 1975) principalmente en diferentes especies de hongos saprobios como: A.spergillus~ 

Trichoderma, Geotrichum. Neurospora. Penicilllum. Picnoporvs aplicando el procesamiento de inWgenes. 

Esta metodologfa ha permitido caracterizar cuantitativamente la moñologfa y diferenciación de hongos y 

actinomicctos en fonna microscópica. asi como para encontrar la relación entre los parámetros de 

crecimiento micetia1 y las condiciones ambientales de cultivo (Colin, 1992). 

El crecimiento apical se caracteriza por un Oujo unidireccional de vesículas que provienen del 

aparato de GoJgi hacia Ja parte distal de una hifa primaria (punta de crecimiento). Las vesfaalas 

transportan precursores de la pared celular hacia Ja punta de la hifa donde se filsionan a la cubiena celular. 

En este sitio. por la presión de turgor intracelular y a la actividad de enzimas autolfticas y sintéticas. Ja hifa 

se prolonga en forma lineal (Bartnicki-Garci"9 1973) favoreciendo su cap.ciclad de exploración. 
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Posterionnente. si en el medio hay suficientes nutrimentos y las condiciones son favorables. gran 

parte de nutrimentos se dirigirán ahora a Ja síntesis de la biomasa más que a las puntas hifales y la hifa se 

ramificará dando lugar a una nueva hifa que a su vez incrementará su longitud a una tasa acelerada hasta 

un valor constante característico (tasa de crecimiento hiCal) igual al de la hifa primaria (Trinci. 1974). 

La ramificación posterior de las hif"as genera un crecimiento de mayor densidad. que da Jugar al 

desarrollo de las colonias de Jos hongos. Por lo tanto. el crecimiento radial de la colonia que se observa es 

el resultado del crecimiento apical de tas hifas primarias de exploración y por Ja ramificación de las 

mismas que eleva el número de puntas y dan a la colonia su densidad y fonna circular que aumenta de 

diámetro en el tiempo. con una velocidad de crecimiento (Vr) específica (Ba.rtnicki-García. 1973). 

En 1974, Trinci propuso el cálculo de la velocidad de crecimiento radial promedio (Vr) para 

describir el crecimiento superficial de una colonia fúngica. que se obtiene al medir el cambio en el 

diámetro de la colonia durante cierto periodo de tiempo. expresada de la siguiente fbnna: V -~ , 11-10 

donde RO y Rl son los radios de la colonia a Jos tiempos tO y ti respectivamente. La Vr sólo se 

puede determinar en medios sólidos homogéneos como los cultivos en agar ya que en sustratos 

heterogéneos. las hifas pueden crecer sobre la superficie y/o penetrar el interior de la matriz del sustrato. 

1.3.3.4. Cuantificación de la biomasa 

La cuantificación de la biomasa producida en un cultivo sólido, es otra de las variables 

importantes para caracterizar el crecimiento füngico. Ésta representa la cantidad potencial de 

biocatalizador en el sistema que a su vez es determinante de la formación de metabolitos diversos 

(Boudrant. 1994) por lo que se ha considerado como una variable de respuesta que permite conocer el 

efecto de variaciones en el medio de cultivo y/o el ambiente. 

La determinación de biomasa en cultivo sólido puede hacerse en fonna directa e indirecta. En el 

primer caso se hace la cuantificación del peso seco del micelio en cultivos de agar. para lo cual deberá 

fundirse el agar, pero con la elevación de Ja temperatura también pueden ocurrir procesos de degradación 

de la biomasa (Recslcv & Kjollcr. 1995). 
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Para evitar estos inconvenientesm algunos autores han propuesto la colocación superficial de 

cubiertas semipermeables de poli carbonato o de celofán pretratado sobre los medios de cultivo 

solidificados con agar (Mitchell et al., 1989; Robinson. 1978). 

La medición del consumo de oxigeno y producción de dióxido de carbono como variables 

metabólicas es muy recomendada por algunos autores (CarrizaJcs et al.. 1981; MitcheJ1 & Lonsanc, 1992) 

para evaluar ta respuesta de Ja biomasa a condiciones de cultivo durante todo el periodo de crecimiento y 

por ser una técnica de medición no destructiva (Carrizales et al.. 1981, Saucedo-Casta.ftcda et al .• 1994). 

Aunque tiene el inconveniente de que se requiere conocer las variaciones de estos gases durante las fases 

de crecimiento y la cantidad de biomasa producida por unidad de gas metabolizado no siempre es 

constante (Okazaki et al .• 1980). 

También se sugiere que con a evaluación de enzimas cxtracclulares como a.-arnilasa de 

A.spergi//us oryzae y lacasas en .A.gan"cus bisporus se puede cuantificar la biomasa .. considerando que esta 

actividad es directamente proporcional al crecimiento ( Wood. 1979). 

1.3.3.5. Dimensión fractal 

El término ftactal proviene del Latfn fractus que significa roto o irregular propuesto por 

Mandclbrot en 1977 para el análisis fractal (D). como una herramienta útil para la descripción de objetos 

matemáticos irregulares. 

Estos objetos tienen dimensiones no enteras y se fonnan a panir de un generador (ecuación 

matemática o fonnas geométricas) que se repite a diferentes escalas dando lugar a figuras auto similares 

de diferente tipo como: La curva de Koch,. polvo de Cantor,. carpeta de Sicrpinslci, etc. 

Estos mismos principios de análisis se aplicaron a la descripción de objetos llamados fractales 

naturales o aleatorios. que son Connas fragmentadas de objetos naturalmente comunes como lineas 

costeras. nubes. minerales (Mandclbrot, 1977). Esta herramienta se ha aplicado para entender la formación 

y el crecimiento de agregados y redes cristalinas de sistemas inorg"1icos,. para describir Ja ramificación de 
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bronquiolos del pulmón. de estructuras vegetales así como en la dctenninación de la estructura de 

proteínas (Helman et al .• 1984; Harrison. 1995). 

En microbiologf~ Reichl et al. ( 1990). estudiaron patrones de ramificación de Streptomyces 

tendae con un sistema analizador de imágenes y Oben et al. (1990) aplicaron esta mctodologia para 

analizar patrones de ramificación del micelio de colonias cultivadas en medio sólido y fragmentos 

miccliales en medio liquido considerando a una célula como Ja más pequefta unidad de agregación y la 

colonia como un agregado. Estos autores encontraron que el crecimiento micelial de .Ashbya go.ssyp;; y 

Streptomyces griseus pueden ser descritos por una dimensión fractal que se incrementa con el crecimiento 

a medida que se ramifican las hifas en diversos planos. es decir que las hifas presentan pattones de 

ramificación simples que se repiten y dan Jugar a estrncturas complejas con valores de 1>==2.0 cuando Ja 

distribución es en un plano y a 0==3.0 cuando es en volumen. 

También Prosscr (1995) .. hizo Ja descripción cuantitativa del comportamiento de Jas hifas durante 

los procesos de colonización de superficies sólidas determinando la dimensión fractal de hifas micelio y 

colonias, notando resultados muy similares. La aplicación de esta metodologia puede incrementarse rn6s 

por el imponante desarrollo de sistemas de análisis de imágenes que facilitan cada vez más la observación 

y estudio de estructuras microscópicas. 
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La complejidad fisiológica de los microorganismos está relacionada directamente con las 

condiciones de su hábitat natural y variará en fonna inversa con sus necesidades nutrimentalcs en el 

laboratorio (Caldwell. 1994). Considerando que los HEM se encuentran en la naturaleza en relación 

mutualista con las plantas9 el desconocimiento de las condiciones y nutrimentos paniculares de su estado 

micorrízico pueden ser factores detenninantes en el éxito de su cultivo en el laboratorio. 

Como la producción de inoculantes de HEM depende fundamentalmente de Ja posibilidad de 

cultivarlos en condiciones controladas de laboratorio; en grandes cantidades y sobre todo con un buen 

estado fisiológico. de ahí la importancia de hacer un mayor número de investigaciones sobre sus 

necesidades nutrimentales y ambientales. 

2. 1 . 1 . Requerimientos nutrimentales 

Se conocen las principales sustancias requeridas para el cultivo de diferentes grupos de honaos 

sobre todo de saprobios, Ja función de cada una de éstas y la gran variabilidad en la cantidad y calidad de 

los compuestos carbonados y nitrogenados que pueden utilizar (Caldwell, 1994). Con relación a las 

especies cctomicorrizicas existen menos infonnación debido a las dificultades de cultivo antes 

mencionadas pero se acepta que en general tienen las mismas necesidades de macro y micro nutrin1Cntos 

que las especies saprobias. 

2.1.1.1. Carbono 

El carbono constituye aproximadamente un 4S-SOO/o del peso seco de la cilula fiíngica y es un 

elemento esencial para la sintesis de componentes estructurales de la célula y para el f\ancionamiento de la 

misma como fuente de energia. Los bongos son beteróttofos y lo obtienen de compuestos orgánicos de 

diferente complejidad. 
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A partir de los estudios de Melin en t 92 t, hubo un creciente interés por conocer la capacidad de 

los HEM para utilizar dif"erentes fuentes de carbono orgánico. En medios de cultivo estos hongos utilizan 

la O-glucosa, manosa y fructuosa principalmente y algunas especies pueden crecer con celobiosa, maltosa, 

trchalosa y sacarosa. pero pocas especies pueden crecer en trisacáridos o en alcoholes de 3 a 6 carbonos y 

Ja mayoría no utiliza ácidos orgánicos (Harley & Smith, 1983). 

Estudios sobre la asimilación de azúcares de protoplastos de A.manila muscaria, demostraron 

mecanismos para el control de la transferencia de carbono de la planta al hongo. La glucosa. la 3-0-

metilglucosa y la fructosa fueron incorporadas a la célula, con mayor afinidad por Ja glucosa y una fuerte 

inhibición en Ja incorporación de Ja fructosa por la glucosa (Chen & Hampp, 1993). También se ha 

demostrado que la sacarosa y el rnanitol no son incorporados por A. muscaria en cultivo puro y se propone 

que Ja única fonna en que se puede utilizar la sacarosa es en simbiosis. porque se requiere hidrolizar por 

una invcnasa producida por la planta huésped (Smith &. Rcad, 1997). 

La mayoría de cepas ec:tomicorrlzicas tienen poca habilidad para crecer en polímeros complejos 

como celulosa y lignina (Harley &. Smith, 1983). aunque en estudios de cuantificación de la actividad de 

ligninasas. celulasas y pectinasas en medios de cultivo se ha demostrado que sf tienen actividad hidroHtica 

sobre estos polímeros pero en bajos niveles (Hutchinson1 1990). 

La actividad detectada sobre estos polimeros en el laboratorio se relaciona con una capacidad de 

hidrólisis suave necesaria para el debilitamiento de la pared celular o invasión de la lámina media de las 

células radiculares y fonnación de la red de Hanig. más que a ta capacidad de utilizar estos compuestos en 

el suelo. 

2.1. 1.2. Nitrógeno 

Los hongos pueden utilizarlo a partir de f"onnas org•nica (aminoácidos. pc!ptidos) o mineral en 

fonna oxidada (NO,·) o reducida (NH, }. La utilización de fonnas orgm,icas dependerá de las capacidades 

proteolíticas que ha sido reponadas en la mayoría de las especies ectomiconizicas (Abuzinadah el al., 

1986). 
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La utilización de N03 " es limitada en algunas especies cctomicorrízicas. parece ser debido a su 

incapacidad de sintetizar el sistema cnzimpatico de la nitrato reductasa necesaria para reducirlo a nittato y 

amonio más que por dificultades en Ja incorporación a la célula (Griffin. 1994). sin embargo en ocasiones 

puede ser interesante estudiar su utilización en estos HEM. sobre todo cuando la asimilación de N"4 + tiene 

un efecto acidificante imponantc. que puede inhibir su crecimiento. 

2.1.1.3. Fósforo 

El fósforo (P) es unos elementos esencial para el crecimiento de Jos hongos. que permite mantener 

la estructura y funcionalidad de las membranas celulares y para la reserva y transferencia de encrgia. En 

forma similar a las plantas. los hongos lo absorben como ortofosfato (H1Po,.-. HPO,.-) de la solución del 

suelo y es la forma en que se adiciona a los medios de cultivo. También puede adicionarse como fosfato 

orgánico debido a Ja actividad de f"osfatasas ampliamente rcponada por diversos autores (Calleja &: d" 

Auzac, 1983; Chhonkar & Taraf"dar. 1984; Ducamp. 1987). que puede relacionarse con las abundantes 

fonnas orgánicas que generalmente se encuentran en el suelo. 

2.1.1.4. Factores de crecimiento 

Un factor de crecimiento. es un compuesto orginico que requieren los organismos en pequeftas 

cantidades, generalmente como precursor en reacciones especificas de biorúntesis de aminoácidos, 

purinas. pirimidinas y cocnzirnas. 

Como los organismos no pueden sintetizarlo a partir de fuentes de nutrimentos más sencinas. 

generalmente es indispensable incluirlos en los medios de cultivo (Griffin, 1994). 

El crecimiento de algunas especies de HEM es estimulado por vitaminas. como tiamina y biotina; 

la mayoría de especies de Boletau son auxóttofas para la tiamina y algunas otras son auxótrof- pan 

inositol, icido nicotlnico y kido pantotcico (Harlcy & Smith. 1983). 
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Las condiciones ambientales son determinantes para el cultivo de Jos microorganismos. Éstas se 

establecen de acuerdo con el hábitat en que se encuentran y al igual que las condiciones nutrimentalcs es 

necesario detcnninar las condiciones ambientales más adecuadas Para el cultivo en el laboratorio de las 

especies de interés. 

2.1.2.1. Temperatura 

Se ha reponado que los HEM en cultivos de laboratorio son preferentemente psicrófilos (Clinc et 

al .• 1987). con un margen de temperatura de crecimiento variable (mínima de 7 ""C,. óptima entre 16-18 °C 

y máxima a 32 ºC). 

No se ha demostrado una correlación entre el origen geográfico y la temperatura óptima de 

crecimiento de las cepas in vitro: asf por ejemplo,. cepas de Hebeloma obtenidas de climas árticos crecen 

más lentamente a temperaturas de incubación bajas que las cepas obtenidas de clima templado (Tibbett et 

al.. 1998). La imponancia ecológica de estos resultados es ambigua y se considera que puede haber 

crecimiento a temperaturas mas bajas. pero que éste puede ser tan lento. que seria necesario incubar 

durante tiempos más prolongados (Hacslcaylo et al .• l 96S). 

2. 1.2.2. Luz 

Hay diversos estudios que den"luestran imponantes ef"ectos de la luz sobre el crecimiento y 

espondación de hongos saprobios como Phycomyces y quitridiomicctos como Thraustochytrium y 

Blastocladiella (Griflin, 1994). 

El conocimiento del ef"ccto de las radiaciones en el desarrollo y reproducción de Jos HEM en 

general. es escaso. Solo se reporta que en algunas especies la luz es estimulante del crecimiento e 

inhibidor en otras. por lo que hasta ahora no ha sido posible explicar un mecanismo por el cual la luz 

determine los ef"cctos observados y si este ef"ecto es directo o indirecto (Harley A Smith, 1983). 
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El pH óptimo para el crecimiento de Jos HEM varia con Ja cepa o especie y el medio ambiente 

nutticional, con·un margen de tolerancia muy amplio; así, et pH mínimo es entre 2.0.J.S. el óptimo entre 

3.5-6.0 y el máximo entre 6-7 .4 (Hung & Trappe, 1983 ). 

Los resultados de la inOuencia del pH en el crecimiento in vitro deben ser interpretados 

cuidadosamente debido al efecto de otros factores como son: el tiempo del cultivo, Ja fuente de nitrógeno 

utilizada. Ja adición de sales metálicas antes o después de la esterilización y muchos ottos f"actores que 

pueden variar el pH de los medios de cultivo (Griflin. 1994). 

AJ igual que con la temperatura. no se ha encontrado correlación entre el pH del hábitat de origen 

de las cepas y su pH óptimo de crecimiento in vitro. porque se ha detenninado que cepas con pH óptitno 

cercano a 7.0 no provienen de suelos con pH altos (Harley & Smith. 1983). 

2. 1.2.4. Producción de melabolitos 

Como los HEM establecen y mantienen una estrecha relación con las rafees de los Arboles. esta 

situación involucra Ja producción y liberación de diversas enzimas y mctabolitos activos durante las 

primeras fases del establecimiento de la coloniz.ación y en las últimas rases de la fonnación de la 

ectomicorriza. Analizando los productos finales del metabolismo de especies ectomic:onizicas in vitro. se 

ha demostrado la presencia de auxinas en Cortinarius y Sui//us (Moser, 1958; Ulrich, 1960), de 

citocininas y giberelinas en Rhizopogon, Sui/lus y Amanita (Miller, 1971; Gogala. 1991), etileno y mros 

compuestos volátiles en Hebelonca cruslilinifonne y Laccaria laceara (Graba & Lindennann. 1979) asf 

como compuestos antibióticos contra bongos fitopatógenos en Piso/ithus. Cantltare//llS y Suillus (Garza-

Ocallas, 1986). El estudio de estos melabolitos puede ser útil para interpretar el -• que tienen en la 

ectomicorriza en condiciones naturales e incluso estos hongos pueden ser una filente cornercialmc:nte 

importante de estos compuestos (Gay & Debaud 1987; Aquillhuatl et al., 1994). 
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La inoculación de HEM en plántulas se inició desde principios del siglo XIX en Francia. con 

trufas asociadas a encinos. Posterionnente, con los estudios de Moser ( 1958) en Austria; Takacs ( 1967) en 

Argentina y Theodorou & Bowen (1973) en Australia. se demostró Ja importancia de disponer de 

inoculantcs fisiológica y ccológicamcnte apropiados al sitio de plantación para tener éxito en la 

miconización y establecimiento de las plantas. 

En Europa se han producido inoculantcs micclialcs de Rhizopogon roseolus, Lacearía laccata y 

Hebelorna cylindrosporum (Lc-Tacon .• 1985) en cultivo sumergido. Sin embargo, debido a la formación 

de grandes agregados de micelio, se tenian que fragmentar para aplicarlos en fonna eficiente, 

reduciéndose el vigor del micelio de muchas especies y que las hacia menos resistentes a las condiciones 

adversas del sucio. 

Recientemente, la adición de alginato de sodio para incluir los fragmentos de micelio y obtener un 

inóculo en f"onna de perlas sólidas ha reducido los problemas causados por la fragmentación micelial. 

Además de que se pueden aplicar directamente al suelo y que al mismo tiempo protegen al micelio hasta 

el momento de la micorrización. Este procedimiento, desarrollado en Francia por el Groupcment d'lntérét 

économique (GIE) Forét Mycorhizcs para la producción de inoculantes de Deseo/ea. Hebeloma. Lacearía 

y Pisolithus ha mejorado en fonna imponante los resultados de micorrización, con la ventaja adicional de 

que conserva su viabilidad durante periodos de almacenamiento m'5 largos (Le-Tacon. t 98S). 

Et principio de este sistema es el cultivar el hongo en materiales porosos impregnados con medios 

de cultivo liquido en condiciones estériles. El micelio se desarrollará en los espacios porosos. al interior de 

las paniculas y se encontrari protegido hasta el momento de ser inoculado en el suelo (Strullu, 1991). 

Se han probado diferentes materiales como granos de cereales cocidos, turba, perlita. aserrin. 

arcillas expandiblcs como venniculita. etc. que funcionan como sopone sólido. La vermicuJita es una de 

las más utilizadas por ser una mica de estructura laminar, expandible (aluminosilicato de tipo 2:1). con 

una gran capacidad de absorción de agua e intercambio catiónico; y que por su estructura porosa favorece 
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la penetración del micelio en los espacios ínter e intra laminares. donde se mantiene protegido por largos 

periodos de tiempo (Mosser. 1958; Takacs._ 1967. Theodorou & Bowen. 1973). 

La producción de inoculantes de Pisolithus tinctorius en Estados Unidos. por la sociedad 

comercial Mycorr-Tech lncorporated (440 Wn Pitt Way Pittsburgh. PA 15238. USA), se realiza por un 

proceso desarrollado por Marx et al. (1984) utilizando una mezcla de vcrm.iculita-tuba como soporte que 

se impregnan con un medio de cultivo liquido. 

Las experiencias de producción de inoculantes comerciales de HEM en medios de cultivo liquido 

y sólido; demuestran que cada uno de estos sistemas tiene ventajas y desventajas que deberán considerarse 

cuando se quiere establecer un proarama de miconización controlada. 

El cultivo en medio sólido tiene la ventaja de poder utilizarse mezclas de sustratos impregnados 

con medios de cultivo que se someten a bajos niveles de aireación y por lo tanto con un menor consumo 

de energía en comparación con Jos biotteactorcs agitados (Smith. 1985) pero también se explicó que hay 

dificultades para lograr el control y escalamiento de estos sistemas de cultivo. 

En el caso panicular de las especies ectomicorrizicas. la producción de inoculantes en CES 

pueden ser de interés por: 

la lentitud del proceso, debido a las bajas tasas de crecimiento de los hongos 

dificil conservación de las condiciones de esterilidad por periodos prolonaados de incubación 

el cultivo micelial se ha limitado a un reducido número de especies 

la necesidad de producir cultivos de calidad fisiológica controlada. 

Los materiales lignocelulósicos han sido poco utilizados como sopone sólido debido a que en 

éstos generalmente se favorece el desarrollo de hongos saprobios de ripido crec:imiento inhibiéndose el de 

las especies de menor crecimiento. Una de las posibles causas de estos resultados es que existan 

cantidades importantes de nutritnentos en los sustratos y que los medios de impregnación utilizados no son 

selectivos para las especies ectomiconizicas, es decir no se conocen Jos componentes y concentraciones 

adecuadas para favorecer un mejor crecimiento de las especies ectomicorrizicas. 
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Aunque las cctomicorrizas se encuentran únicamente en 3-5% de plantas terrestres. son las que 

predominan en Jos ecosistemas forestales de las regiones boreales, templadas y mediterráneas,. 

fundamentales para conservar el equilibrio ambiental en Ja biosf"era. 

La introducción de HEM en plántulas a nivel de viveros. es una estrategia muy recomendada para 

asegurar la supervivencia de las plantas que serán introducidas en sucios erosionados. de bajo nivel 

nutrimcntal o en condiciones adversas. 

En México. Jos problemas de deforestación son muy importantes y han causado que el nivel de 

erosión de Jos suelos llegue a grandes proporciones del territorio en Jos últimos aftas. por lo que hay una 

necesidad urgente de implementar actividades de ref"orestación intensiva. 

Los métodos de micorriz.ación más utilizados en México son simples e inespecfficos. que utilizan 

suelo forestal como fuente de inóculos füngicos y aunque se han hecho algunos estudios sobre la 

utilización de inoculantes de Pisolithus tinctorius obtenidos con una mctodologfa desarrollada en Estados 

Unidos. los resultados no han sido suficientes para establecer un programa de inoculación a aran escala. 

Los estudios de cultivo en estado sólido de diversas especies fúngicas saprobias con diferentes 

sustratos lignocclulósicos realizados en diversos paises y en México han definido las condiciones y 

controles necesarios para cultivar las especies füngicas en este tipo de susttatos o sopones. 

La producción de inóculos miceliales de HEM. depende de la posibilidad de cultivar las especies 

filngicas en condiciones controladas de laboratorio. para seleccionar las que presenten mejores 

propiedades de crecimiento y conservación como un requisito de aplicación en grandes escalas? por lo que 

en este estudio se plantearon los siguientes objetivos: 
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Estudiar la fisiologia del crecimiento micelial de cepas de HEM incluidas en tres g~neros 

(Lactarius. Suillu.s. Pisolitlius) cultivadas en condiciones ambientales variables (actividad de a~ 

temperatura.. pH, luz) y medios de cultivo con diferente composición quimica (glucosa y fuen1cs 

nilrOgenada. factores de crecimiento) solidificados con agar y en sopones. 

o ... eTIVO• UPeCIFICOa 

l. Caracteriución moñológica macroscópica de 10 cepas de HEM en dos medios de cultivo (BAF 

y PDA) y delenninar el efecto del medio de cultivo en el diirnetro colonial,. crecimiento radial,. 

velocidad media de crccimien10. biomasa y densidad fraclal de las colonias. 

2. Estandarizar un sistema de cultivo sólido con cubierta de celofán para el estudio del crecimiento 

micelial y biornasa de HEM. 

3. Estudiar el efecto de la concentración de glucosa ( 1-SO g/L) y tres f\acntcs de nitrógeno 

(peptona. sulfato de amonio y nittato de sodio) en medios modifica"dos de BAF agar sobre el 

crecimiento micelial de HEM. 

4. Con un disefto Cactorial fraccionario de Placltett-Burman conocer el efecto de la concentración 

de glucosa y ttes fUcntcs de nitrógeno (peptona,. sulfato de amonio y nitrato de sodio) de la 

humedad, pH. luz y temperatura de incubación en el crecimiento micelial de HEM en medios 

modificados de BAF Agar .. 

5. Con un diseflo f"actorial fraccionario de Pll1ckett-Bunnan conocer el efecto de I• concenb'aci6n 

de glucosa y tres fuentes de nitrógeno (peptona,. sulfato de amonio y nitrato de llOdio) f"ectores 

de crecimiento. de la humedad,. pH. luz y temperatura de incubación en el crecimiento micelial 

de HEM en bagazo de calla y vcnniculita-turba impl'Cgnados con medios modificados de BAF. 

6. Estudiar la conservación de cepas de HEM por resiembras periódicas y conservación en agua 

destilada estéril y seleccionar la que f"avorecc su óptima recuperación .. 

37 



l lipóte.sis 

HIPÓTESIS 

TESIS CON 
FALLA DE ORIGEN 

1.-EI cultivo sólido de diferentes especies de HEM en medios de composición qufmica variable 

permitirá conocer la relación entre la moñologfa colonial y el crecimiento radial,. la velocidad media de 

crecimiento (Vr),. la cantidad de biomasa de estas especies fúngicas. 

2.- La utilización de una cubiena de celofán en Ja superficie del medio sólido con agar aplicada en 

el cultivo de HEM facilitará la cuantificación de biomasa,. el manejo y Ja obtención de resultados 

reproducibles. 

3.- Conociendo el efecto de la glucosa y fuentes nitrogenadas en el crecimiento micclial de HEM 

en medios de cultivo solidificados con agar se podrán mejorar las condiciones de cultivo para la 

propagación de HEM en sistemas de cultivo en soporte sólido. 

4.- El bagazo de cafta acondicionado como soporte impregnado con medios de cultivo definidos 

en su composición qufmica será un sustrato colonizado favorablemente por Suil/u.s collinitu.s en fonna 

similar a la colonización de la venniculita-turba. 

S.- La aplicación de diferentes sistemas de conservación de las cepas de HEM,. permitirá 

identificar las mejores condiciones de conservación para cada especie y el rango de variación que pueden 

tener cada una. 
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Las diez cepas de hongos cctomicorrizicos (HEM) de estudio se presentan en la Tabla 3-t. que 

corresponden a seis especies pertenecientes a tres géneros fúngicos. las que fueron proporcionadas por dos 

instituciones mexicanas: El Centro de Investigación en Ciencias Biológicas de la Universidad Autónoma 

de Tlaxcala (UA T) y la Escueta Nacional de Ciencias Biológicas del Instituto Politécnico Nacional (IPN). 

asf como del lnstitutc Nationalc de la Rcchcrchc Agronomiquc (INRA) de Montpellicr. Francia. 

Tabla 3-1: Listado de especies de hongos cctomiconizicos (HEM) y sitios de procedencia 

Especies Cepa Origen Asociado con: 

Lactarius deliciosus (L. Fr.) S.F. Gray D-47 INRA Francia NO 

Lactarius sangui.fluus (Paut. Ex. Fr.} S-29 INRA Francia NO 

Pisolilhus tinctoriu.s (Pcrs.) Cokcr et Couch F-26 INRA Francia NO 

Piso/itlul.s tinctorius (Pcrs.) Cokcr el Couch P-3 ENCB México JMg/OAS spp. 

Pisolithus tinctori11S (Pers.) Coker el Couch P-4 ENCB USA NO 

Pisolitlrus tinctorius (Pers.) Coker et Couch P-S UAT México Jug/ans spp. 

Suil/us collinitus (Fr.) O. Kuntze S-24 INRA Francia Pinusspp. 

Suil/w: to,,...,.to.nu (Kauffm.) Singer, Sncll et Dick S-1009 UAT México Pinus spp. 

Suil/w: tomento.nu (Kauffm.) Singer, Snell et Dick S-276 UAT México Abie.s-PilUU 

Suillus g/andu/osipes (Thicrs el Smilh) S-1588 UAT México Pinu.s spp. 
ND. No dctcnninado 

3.2. Medios de cultivo 

3.2. 1. Medio de Papa Dextrosa Agar (PDA) 

Se utilizó el medio comercial de la marca Oxoid con la siguiente composición qufmica en g/L: D-

glucosa 20.0. extracto de papa 4.0, agar IS.O; pH S.6. El medio se pn:paró pesando 39 g de polvo, de 

acuerdo con las instrucciones del frasco y se esterilizó a 121 ºC durante 15 minutos. 

TESIS CON 39 
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3.2.2. Medio semisintético BAF 

La composición química del medio de cultivo BAF (biotina-aneurina-ácido Cólico) se muestra en 

Ja Tabla 3-2. Se pesaron cuidadosamente cada uno de los ingredientes y se agregaron en el orden indicado9 

homogeneizando en un agitador magnético. El pH del medio se ajustó en frío a S.6 con un potenciómetro 

y se calentó hasta ebullición durante 1 minuto. Se esterilizó a I2lºC durante IS minutos y cuando se 

enfría a 40 ºC se le adicionó la solución de vitaminas previamente esterilizada por filtración en membrana 

Millipore de 0.25 µm. 

Tabla 3-2: Medio de cultivo BAF (Moscr, 1958) 

Ingredientes: glL 

O-Glucosa 30.0 

Peptona de caseína 2.0 

Extracto de Levadura 0.2 

KH2PO .. 0.5 

MgS0 ... 7H20 0 • .5 

Ca Ch 0.1 

Myo-lnositol o.os 
1 Sol. de olisoclcmentos (mL) 1.0 

2 Sol. de vitaminas (mL) 1.0 

Apr 1.5.0 

pH 5.6 

'Solución de oligoelementos: Se preparan 100 mL de una solución de: ZnS0 •. 7H20 100 mg; MnS04 500 mg; citrato 

férrico O.S g. 
2 Sol. de vitaminas: Se preparan 100 mL de una M>lución concentrada de: Aneurina (Tia.mina HCI) 50.0 mg; Biotina 

10.0 mg; Ácido Fólico 100 mg. Se toma 1 mL de esta solución. se diluye con 9.0 mL de agua destilada y se esteriliza 

por filtración en membrana Millipore de 0.2 µm. 

3-3. An~ll•I• modol6fllco 

Se hizo la descripción macroscópica de las colonias füngicas. determinando el color9 textura. 

producción de pigmentos. producción de exudados. olorry;_r._o_rm_a_. __________ _, 

'f'i:'S!S CON 
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La descripción microscópica se hizo por observaciones al microscopio de preparaciones en 

ponaobjetos de fragmentos de micelio teñidos con colorante de azul de lactof"enol que se prepara como 

sigue: disolver cuidadosamente JO g de fenol (cristales) en 20 mL de agua destilada .. agregar 20 g de ácido 

14ctico y 40 g de glicerol. Posteriormente agregar O.OS g de azul de metilo y mezclar cuidadosamente. 

3.4. An41/als m-'ontétrico 

Se - utilizó un equipo procesador de imágenes con el programa IMAGENIA 2000 (Biocom, 

Francia) que consta de un microscopio Carl Zeiss .. conectado a una ca.mara de circuito cerrado en blanco y 

negro, modelo Sentinel EEV PS46Sl0 (G&C, Inglaterra). Este equipo envía la seftal a una computadora 

HP386 equipada con una tarjeta digitalizadora Matrox y un coprocesador matemático 387. 

Se calibra la escala del equipo con el objetivo de IOX y una cámara de Neubaucr. Las cajas de 

Petri con los cultivos colocadas en la cámara en forma invenida permiten captar las imágenes a analizar en 

el monitor. Se hacen mediciones de la longitud y diámetro de al menos 15 puntas de hifas localizadas en la 

zona más distante al punto de inoculación. 

3.5. Anal/ala eat.dlstlcoa 

Se hicieron discilos experimentales aJeatorizados con muestras por triplic.to para estudiar el 

efecto del cambio de condiciones de cultivo como la composición qufmica del medio de cultivo9 la 

utilización de cubiertas de celof'án, concentración de glucosa. tipo de fuente nitrogenada en el crecimiento 

micelial y producción de biomas de diferentes cepas de HEM. El efecto cstadfstico de estos f'actores se 

dctcnninó con pruebas de varianza y de t -Student para comparación de dos medias y en aú.lisis de 

varianza (ANDEV A) para comparación de cepas y más de dos tratamiento en un programa de an61isis 

estadístico SPSS versión 8.0. 

En los casos en que las pruebas de ANDEV A demostraron efectos significativos (p<O.OS) de los 

ttatamicntos. se hicieron pruebas de intervalo múltiple de Tukey o de Duncan. Debido a que en un 

experimento, las respuestas cvalu.das generalmente puede estar influenciadas por diversos factores y que 

el efecto que tiene cada uno de ellos puede varia en función de otros factores puede ser que en estudios ... 
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donde se fija ta mayoría de variables y se evalúa et cambio de una sola variable no sea suficientemente 

precisa y sobre todo debido a la velocidades de crecimiento reducidas que se observan en los HEM 

también se hizo un discilo factorial fraccionario de Plackett-Burman para estudiar el efecto simultáneo de 

diversos factores de manera eficiente y con un menor número de experiDlCntos. El análisis estadístico de 

estos diseftos f"actoriales se realizaron en el programa Statgraphics Plus versión 5.0. 

3.6. Ev•luaclón d•I c'8Clmlento mlc•ll•I 

3.6.1. Crecimiento radial 

Se hicieron 4-S mediciones del diámetro de las colonias con una regla graduada a intervalos de 48 

h durante 2 J días. En el caso de colonias no circulares, se tomó el promedio del diámetro mayor y el del 

menor. Al diámetro promedio se le restó el diámetro del inóculo inicial y se dividió entre dos. El 

crecimiento radial se expresó en mm. 

3.6.2. Velocidad media de crecimiento radial (Vr). 

Se calculó, como la pendiente de la regresión lineal de una gráfica de radio de la colonia y tiempo 

en la región de crecimiento lineal, expresándose en unidades de mm/día. 

3.6.3. Dimensión fractal 

La dimensión fractal (D) de las colonias se detenninó calculando el valor de la pendiente de una 

regresión lineal de las gráficas de log biomasa y log radio de la colonia durante Ja etapa de crecimiento 

lineal, de acuerdo con el método propuesto por Ritz & Crawford, ( 1990). 

3. 7. •-todos de cuantfflcaclón de 1• blom•-

3. 7 .1. Por licuefacción del agar y filtración 

La biomasa se cuantificó en las placas de Petri con agar por una modificación a la técnica de 

Chapman et al. ( 1990). El contenido de las caja de Petti se vació en un matraz Erlenmcyer de 250 mL con 

90 mL de agua y se calentó en horno de microondas durante S minutos a 600 watts. 
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Posterionnente el micelio se lavó con agua caliente para eliminar completamente el medio de 

cultivo y se filtró sobre papel filtro previamente secado y puesto a peso constante. La biomasa se secó en 

estufa a 60 "C durante 24-48 horas y se pesó. 

3.7.2. En cubiertas de celofán 

Diversos autores (Robinson. 1978; Mitchell et al .• 1989; Ritz & Crawford, 1990) han sugerido la 

utilización de cubiertas semipermeables colocadas en la superficie sólida de medios de cultivo que 

posteriormente se separan para cuantificar la biomasa y metabolitos en fonna más precisa. Se hicieron 

pruebas de utilización de fragmentos de ccloCán como cubierta semipermeable para definir un sistema de 

cultivo de HEM en cajas de Petri que pennitiera determinar la biornasa micelial en fonna más senci1la y 

práctica. 

Se estudió el efecto de: a) la cubierta de celofán. b) el sitio de toma del inóculo, e) el tamafto del 

inóculo. d) el tamafto de las cajas de cultivo y e) la densidad de inoculación en el crecimiento micelial, 

procesando las muestras de acuerdo con el esquema de la Figura 3-1. 

Las cubienas de celofán se obtuvieron de hojas de celoCán comercial (marca francesa '"'"Ancelº) 

que se cortaron con un saca.discos de fonna circular de 45 mm de diámetro. Postcrionncnte se colocaron 

en frascos de vidrio de 200 mL con tapón de baquelita y se lavaron tres veces con agua destilada. Con el 

agua del último lavado se esterilizaron a 121 °C durante 20 min. 

Una vez esterilizadas. las cubiertas de celofán se colocaron sobre el medio de cultivo de las cajas 

de Petri. utilizando pinzas estériles y evitando la fonnación de burbujas. Para verificar la esterilidad de los 

medios de cultivo. las cajas de Petri se incubaron nuevamente a 25 ªC durante 24 horas. 

Las cajas de Pctri se inocularon con discos de micelio obtenidos con un sac•bocados de 4 mm de 

la periferia de colonias cultivadas en PDA durante 14 días de incubación. El inóculo se colocó en el centro 

de las cajas. poniendo el micelio en contacto con la cubi~ después las cajas se rodearon de parafilm y 

se incubaron en fonna invertida a 25 °C. 
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celofán+ mtccho --e_.,.., .__ ··7· 
I . -Azúcares 

______.,.. reductores 
-pH . 

Figura 3-1: Técnica de cultivo y análisis de HEM en cajas de Pelri con medios de cultivo solidificados con 
agar cubiertas con cubierta de celofán. 

Después de S días de incubación se quitó el parafilm de las cajas de Pctri y se incubaron 

nuevamente envueltas en bolsas estériles con tapón de algodón para favorecer el intercambio de gases y 

disminuir las pérdidas de humedad. Al final de Ja incubación, las cubiertas se separaron de las cajas de 

Pctri y se colocaron en cajas de aluminio puestas a peso constante. Se colocan en estufa a 60 ºC durante 

24 horas y se pesaron nuevamente. 

Tambiéft se cuantificó el peso seco promedio de las cubiertas, colocando 1 O cubiertas estériles en 

cajas de aluminio. Por diferencia de pesos de las cubiertas con micelio y las cubiertas sin micelio se 

determinó el peso de Ja biomasa micelial. 

TI8!S CON: 
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3.11. E•t•nd•rlz•cl6n del s/stem• de cultivo sólido con cublert•s de celo,án 

3.8.1. Tratamiento y análisis de muestras 

En Ja Figura 5- t se presenta la técnica de cultivo de HEM en cajas de Pctri con cubiena de cclof"1 

que se aplicó para hacer Ja cuantificación de biomasa y análisis de metabolitos. Para analizar los 

metabolitos, el agar que queda en Ja caja despuf!:s de quitar la cubierta de celofán se vació en un tubo de 

vidrio con 20 mL de agua que se homogenizó en equipo Tunnix durante 3 minutos a 3000 rps y se 

completó el volumen a 100 mL con agua destilada. 

3.8. 1 . 1 . Determinación del pH 

La medición del pH se hizo en un potenciómetro digital con electrodo combinado previa 

calibración del mismo con soluciones buffer de pH 7.0 y 4.0 a 25 ºC. 

3.8.1.2. Cuantificación de azúcares reductores 

Los azúcares reductores se midieron por el método de Miller (1959), que determina grupos 

carbonilo libres (C=O), por la oxidación del grupo funcional aldehído de la glucosa. Al mismo tiempo el 

ácido 3,5 dinitrosalicílico es reducido a 3-amino, S nitrosalicilico en condiciones alcalinas dando lugar a 

una coloración amarillo-café que tiene un máximo de absorción a 575-580 nm. 

En tubos de ensaye de 13 x:IOO se midieron alicuotas de O- O.S mL de una solución estándar (LO 

g/L gluco5a) y se completaron a 0.S mL con agua destilada. En otros tubos se pusieron 0.25 mL de 

muestra problema con 0.25 mL de agua en los tiempos iniciales y con 0.5 mL de Ja muestra problema al 

final de la misma. A todos los tubos se les agregó 0.5 mL de reactivo de DNS (1%). se mezclaron 

rápidamente en vónex y se colocaron en bailo hirviente durante S min. Después. se pasaron a un bafto de 

hielo y se les agregó 4 mL de agua destilada. mezclando cuidadosamente. Finalmente se hicieron las 

lecturas de absorbancia en un espectrofotómetro UV-visible a 580 nm. 
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Para cada cepa se prepararon 12 cajas de Petri de 90 mm con 25 al de medio PDA. en 6 cajas se 

colocó una cubierta de celofán_ Las cajas se inocularon con un disco micelial de 4 mm de diámetro de 

cada una de las cepas cultivadas previamente en PDA durante 14 días y se incubaron a 25 ºC durante 30 

dfas haciendo cinco muestreos periódicos por triplicado. 

Se analizó Ja concentración de glucosa con reactivo de DNS. la cantidad de biomasa y el pH del 

medio en cultivos de Sui/lus collinitMs S-24 y Pisolitlua tinctorius F-26. 

3.8.3. Efecto del sitio de obtención del lnóculo mlcelial 

Se inocularon tres series de 12 cajas con medio PDA y cubierta de celofán. con cultivos de Suillus 

collinitus S-24 y Pisolilhus tinctorius F-26. Cada serie de 12 cajas se inoculó por triplicado con micelio 

proveniente de tres sitios distintos de la colonia,, de la periferia (Pe) de Ja parte media (Me) y de la zona 

central (Ce). Las cajas se incubaron durante 20 dfas a 25 ºC. 

3.8.4. Efecto del tamano de inóculo 

En esta pane experimental se inocularon tres series de 12 cajas de Petri con medio POA y 

cubiertas de celofán. Cada serie de cajas se inoculó con bocados de diferente tamaAo. se probaron tres 

tamaftos: 3.5. S.O y 6.S mm de diúnetro. Las cajas se incubaron durante 20 dlas a 2S ºC. 

3.8.5. Efecto de la densidad de Inoculación 

Para optimizar el espacio y medios de cultivo. debido a que los tiempos de incubación que se 

requieren para cultivar estos hongos son muy prolongmdos. se estudió el efecto de la cantidad de discos de 

inoculación que se pueden colocar en cajas de Pctri. Se inocularon discos de micelio de 4 mm de Suillu.s 

collinitMs cultivado sobre cubiertas de celofán en tres series de 1 S cajas de Petri de 60 mm y series de 

cajas de 90 mm con 10 y 2S mL de medio PDA respectivamente. 
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En las cajas grandes se hicieron dos series, en una se inocularon 3 bocados de 5.0 mm de diámetro 

y en Ja otra serie se inoculó solamente un bocado, igual que en las cajas de 60 mm. Se analizaron la 

producción de biomasa, el diámetro de la colonia y el consumo de azúcares. 

3.9. FlalolOfll• del crecimiento mlc•ll•I en •g•r 

En esta pane experimental se estudió el efecto de variables nutrimentales y ambientales sobre el 

crecimiento micelial de HEM en medios de cultivo. 

Et efecto de Ja concentración de glucosa y de la f"ucnte nitrogenada as( como la actividad de agua 

se hicieron en experimentos con discftos al azar, en los que se hizo la descripción moñológica de los 

cultivos, la medición periódica del diámetro de Ja colonia (mm) y biomasa asi como el cálculo de Ja 

velocidad de crecimiento radial (Vr) y la dimensión fractal (D) de las colonias. 

También se hicieron experimentos por diseños factoriales fraccionarios para evaluar 

simultáneamente el efecto de Ja glucosa, fuente de nitrógeno, extracto de malta y L-asparagina asf como el 

efecto de Ja luz, pH y temperatura de incubación. 

3.9. 1. Efecto de la concentración de glucosa 

Se inocularon siete cepas de HEM: Pisolithus (F-26, P-3, P-5) y Suillus (S-24. S-1009, S-1588, S-

276) por triplicado en series de cajas con las siguientes concentraciones de glucosa: O, 1, 1 o. 20, 30, 40 y 

50 g/L en medio de cultivo BAF como medio de base en cajas de 90 mm con 25 mL de medio de cultivo 

cubieno con celofán. Las cajas se inocularon por triplicado en el centro con discos de S mm de un cultivo 

micclial obtenido en BAF agar y se incubaron durante 30 dfas a 25ºC. 

Se hizo por la descripción moñológica de los cultivos, Ja medición periódica del diánetro de Ja 

colonia (mm) y biomasa asf como por el cálculo de la velocidad de crecimiento radial (Vr) y la dimensión 

fractal (D) del micelio. 
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3.9.2. Efecto de la fuente de nitrógeno 

Se prepararon tres series medios de cultivo de BAF. con tres concentraciones de glucosa { I. 1 O y 

30 g/L) en los que se probaron concentraciones iguales de nitrógeno (0.32 glL de N) a partir de tres 

fuentes de nitrógeno: 2.0 g/L peptona. 1.5 g/L de sulf"ato de amonio y 2.3 g/L de nitrato de calcio. 

considerando que 16% de la peptona corresponde a nitrógeno. Se inocularon las cepas de Lactarius 

deliciosus 0-47 y L. sangui.fluus S-29. Piso/itñus tinctoriu.s P-5 y F-26. Suillus collinitus S-24 y S. 

tomentosus S-1009 y S-276. 

Las cajas de 90 mm con 25 mL de medio de cultivo y cubierta de celof"án se inocularon por 

triplicado en el centro con discos de S mm de un cultivo micclial obtenido en BAF agar y se incubaron 

durante 30 días a 2SºC. 

Se hizo por la descripción moñológica de los cultivos. Ja medición periódica del diámetro de la 

colonia (mm) y se detenninó la biomasa y la velocidad de crecimiento radial (Vr). 

3.9.3. Efecto de la actividad de agua (&w) 

Los medios de cultivo con base al medio BAF. se ajustaron a dos niveles de a.,: 0.98 y 0.96 con 

cuatro sustancias depresoras de la a.,. (Tabla 3-3). Estas cantidades se dctcnninaron probando diferentes 

cantidades de las sustancias y midiendo el valor de a.,. esperado en un equipo AQUALab mod. CX2T 

(Decagon Devices) que mide la humedad relativa del aire en equilibrio con la de la muestra. El equipo se 

calibró previamente con soluciones estándar de NaCI y agua destilada. 

Tabla 3-3: Conccnttación de sustancias depresoras de a.. para ajustar los medios de cultivo a dos valores 

Actividad de ..... (._) 
Sustancia 

0.98 0.96 

NaCI (g{IOO mL) 4.0 6.0 

Glicerol (mL/100 mL) 12.0 20.0 

Etilcnalicol (ml./100 mL) S.S7 11.14 

Sacarosa (g/IOOmL) 20.0 so.o 
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Las cepas de S. tomentosus (S-1009 y S-276). S. collinitus ($.24) y P. tinctorius (P-S) se 

inocularon por triplicado en series de cajas de Pctri de 60 mm con 1 O mL medio BAF ajustados a valores 

de a.. variable. Cada cepa. se inoculó en el centro con un disco micelial de S mm del margen de la colonia 

de un cultivo previo en BAF agar y se incubaron a 2S°C. 

Después de 1 o. 1 S y 20 dias de incubación se hicieron los muestreos de tres cajas de cultivo a las 

que se detenninó crecimiento radial y se calculó la Vr. También al final del periodo de incubación se 

hicieron mediciones moñométticas del micelio en un equipo procesador de imágenes. Los parámetros que 

se midieron en Ja imagen del monitor fueron: la longitud y el diámetro de las hifas individuales del 

margen de las colonias en cajas de Petri. 

3.10. O/sello '•ctorlal 'racclonarlo para detennlnar el el'ecto de l'acto1Ws 
ambiental•• y nutrlmen,.I•• 

Una vez que se hicieron algunos estudios de la fisiología del crecimiento de las especies 

ectomicorrizicas en medios nutritivos con agar en función de la concentración de glucosa. de nitrógeno y 

actividad de agua por separado y tomado en cuenta los tiempos de incubación prolongados que se 

requieren para hacer los estudios. se decidió hacer un diseflo experimental fraccionario con dos niveles. 

para conocer el efecto combinado de diversos factores con un menor número de experimentos (Lawson et 

al., 1992). 

En los discflos factoriales fraccionarios se selecciona un subconjunto o fracción del total de 

experimentos de un factorial completo 2.-:. tal como Y.r. v... etc. donde el denominador es una potencia de 2. 

Los diseftos de Plackett-Durman son muy útiles en el diagnóstico de factores de importancia en procesos 

diversos sobre todo en la industria y generalmente se consb'uyen con múltiplos de cuatro experimentos.. 

con tratamientos definidos en tablas para analizar diferente número de factores (Montg;omcry. 1991). 

Con Ja reducción en el número de experimentos no se pueden estimar los efectos de las 

interacciones por lo que al empicar este tipo de diseftos los efectos de las interacciones se consideran 

insignificantes. pero los resultados de efectos principales pueden estar confundidas (esbuctura alias). 
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La importancia relativa de los efectos de los factores se obtiene analizando el valor absoluto de 

sus magnitudes y con el calculo del valor cstadistico t a partir del enor estándar. procedimentos que son 

realizados de manera sencilla en programas estadísticos como el Statgraphics plus versión S.O. 

Los factores seleccionados para este estudio fueron: A- luz, B=tcrnperatu~ C=pH. D=sluc:oaa. 

E=la fuente de nitrógeno (peptona. sulfato de amonio y nitrato de sodio), F=extracto de malta y G= L-

-ina. (Tabla 3-4). 

Los medios de cultivo se prepararon en base al medio BAF modificando su composición de 

acuerdo con la matriz (De Meo et al.. 1985) de siete Cactores y 8 experimentos probando tres filentcs 

nitroaenadas se rea.Hz.aron tres planes experimentales de 8 experimentos. dando un total de 24 

experimentos (Tabla 3-5). 

Las condiciones de iluminación se establecieron colocando una lámpara de luz blanca de 16 watla 

en las incubadoras a 2!ºC y 30°C. Para las condiciones de oscuridad las cajas de Pctri se cubricroa con 

papel aluminio. Las pruebas experimentales se realizaron en cajas de Petri de 90 mm con media. de 

cultivo solidificados con agar y cubienos con cubienas de celofán. 

Tabla 3-4: Matriz de Hadaman:I de 7 factores con 8 experimentos (De Meo et al., 1985). 

N"de 

Experimento A•luz 

2 

3 

4 

5 

8 

7 

8 

C•pH Dsgluc E•nitrog F=ext. m G•a..,.,. 

.. + 
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Tabla 3-5: Tratamientos y combinación de factores en tres disenos factoriales fraccionarios 

Factores e interacciones confundidas (alias) Nivel 

Fuente de +1 
1 

-1 
nllrOgeno 

A:Luz+BD+CE+FG Si No 
B:Tcmperatura+AD+CF+EG 30-C 25ºC 
C:pH+AE+BF+OG 7.0 9 
D:Glucosa+AB+cG+EF IOs/L 5.0s/L 

-ptona E:Pcp&ona+AC+BG+DF 3.0s/L l.Os/L 
F:Ex.tracto de malta+AG+BC+DE 3.0s/L 0.5s/L 
G:L-upuaaina+AF+BE+CD 0.5-n o.o-n 
A:Lw:.+BD-+CE+FG Si No 
B:Tcmpcr.tura+AD+CF+EG 30ºC 25-C 
C:pH+AE+BF+DO 7.0 9 
D:Glucosa+AB+cG+EF IOIVL 5.0s/L 

(NH.).SO, E:Pepcona+AC+BG+DF 3.0s/L l.Os/L 
F:Extracto de malta+AG+BC+DE 3.0s/L 0.5s/L 
G:L........aina+AF+BE+cD 0.5-n o.o-n 
A:Luz+BD-+CE+FG Si No 
B:Tempcratura+AD+CF+EG 30-C 25-C 
C:pH+AE+BF+DG 7.0 9 
D:Glucosa ... AB+co+EF IOs/L 5.0a/L 

C.NO• E:Pcplona+AC+BG+DF 3.0s/L l.Oa/L 
F:Extrac1o de malta+AO+BC+DE 3.0s/L 0.5 IVL 
G:L....-.aina+AF+BE+CD 0.5a/L O.Os/L 

Las cajas se inocularon aleatoriamente colocando 4 discos mic;eliales de 4 mm de diúnetro de un 

cultivo previo de S. co/li1iitu.s S-24 en zonas equidistantes de la misma, se roderaron laa cajas con parafilm 

y se incubaron durante 15 días en condiciones de temperatura y luz definidas de acuerdo con la matriz de 

tratamientos. 

Se evaluó el crecimiento radial despuñ de 14 dlaa de incubación y se cuantificó la biomua 

micelial, separando la cubierta de celarán. Con los resulrados (y) de crecimiento radial y biomau füngica 

(Tabla 4-6) se calculó el valor promedio de respuestas (b.). los coeficientes de correlación, los efectos 

estimados y análisis de varianza para demostrar la sipificacia de cada factor en el programa estadistico 

para Windows Statgraphics plus ver. !5.0. 
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3.11. FlslolOflf• del crecimiento mlcellal en sopone sólido 

Se hicieron pruebas con venniculita-turba como soporte control de acuerdo con el ~todo de 

Marx et al. (1984) y en bagazo de calla como soporte alternativo. 

En pruebas de acondicionamiento de los sopones. se determinó la capacidad de retención de agua 

y densidad de Jos mismos para calcular Ja cantidad de soporte. agua y nutrimentos necesarios por caja de 

Pctri. que fue utilizada como sistema de estudio. 

Se aplicó el mismo discfto experimental fraccionario aplicado en los estudios en apr. para 

comparar los resultados del efecto de los siete factores con 8 experimentos. en los dos soportes sólidos. 

3.12. Descripción y •condlclo-ml•nto de 1- sopones sólidos 

3.12.1. Origen de los soportes 

El bagazo de calla se obtuvo del Ingenio Emiliano Zapata de Zacatepec. localizado en el eat.do de 

Morelos. Mi!xico. La venniculita y la turba (spaghnum peat) fueron de marca comercial. 

3.12.2. Tamizado y lavado del bagazo de cana 

Se separaron dos fi'acciones del bagazo de calla. con tamices metálicos: una &acción de -

menor de 0.3 nun (F1) y otra fracción entre 0.3..0.8 mm (F2) para utilizane c<>1110 90p0fles del culti,,., 

sólido. Las fracciones aeparadas se pusieron en bo1- de plútico, se lavaron cinco veces con ..... 

desmineralizada para eliminar azúcares y minerales aolubles. Dcs¡ná de su eaterili2.aeión • 121• e 

durante 30 min.. los soportes se secaron en estufa a 609C durante 24-48 horas y posteriormen&e se 

almacenaron en recipienres limpios y secos. 

3.12.3. Determinación de la densidad de los soportes 

Se detenninó el peso de una probeta de 10 mL, se llenó con el soporte seco a un volumen de 10 

mL. La unidad se pesó y se le restó el peso de la probeta vacia; al dividir el valor entre JO el peso 

resultante se obtuvo el valor de la densidad en glmL. 
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3.12.4. Ajuste de la humedad del bagazo de cana e impregnación con el medio 

La cantidad de bagazo de calla seco por caja de Pctti fue de 2.0 g. El soporte se ajustó a 9QD/o de 

humedad en peso agrcaando 18 mL de medio de cultivo por caja. Con el fin de hacer comparativos los 

resultados del estudio en medio de cultivo solidificado con agar y los de soportes sólidos. 11e ajustó el 

contenido de nutrimentos por caja al equivalente en una caja de Petri con 25 mL de medio de cultivo BAF 

agar. Se calculó que para ajustar el sistema a una concentración de 5.0 &IL de glucosa corresponde a 0.125 

gfcaja. mientras que para el nivel de 1 O &IL se deberá agregar 0.25 g de glucosa/ caja. De Ja misma fonna 

11e calculó la concentración de las fuentes de nitrógeno adicionadas a los diferentes medios de cultivo. 

3.12.5. Selección del tamano de partlcula de bagazo de cana y ajuste de 
humed•d · 

Se hizo la selección de la fracción de basazo de calla que se utilizarla, haciendo un estudio de 

cultivo de la cepa de S. collinllus S-24 en cajas de Petti de 60 mm, con las dos &acciones de bagazo de 

cafta que se impregnaron con medio liquido de BAF preparado diez veces más concentrado para ajustar la 

concentración de nuttimcntos en cantidades equivalentes a una caja con 10 mL de medio de cultivo BAF 

con -· Los tres niveles de humedad (70, 80 y 90"/o) se ajustaron con agua destilada (Tabla 3-5). 

Tabla 3-5: Fonnulación de suma- con dos ftacciones de ba¡¡azo de calla impre¡plado con medio liquido 
BAF y ajustadas a tres niveles de h..-acl (70, 80 y 90%) coa qua destil-. 

Tarnallo de partlcula %Humedad Bapzodc Medio Agua(mL) 
calla (g) liquido• BAF 

(mL) 

Fracción 1 (<0.3 mm) 70 0.7 1.0 0.63 

~.07&fmL 80 0.7 1.0 l.C5 

90 0.7 1.0 5.3 

Fracción 2 (0.3-0.8 mm) 70 0.5 1.0 0.16 

~.05&fmL 80 0.5 1.0 1.0 

90 0.5 1.0 3.5 

•se preparó diez veces más concentrado y despuis de aare&ó el aaua nccesana a cada ca.JA para •Justar el nivel de 
humedad. 

TESIS CON 
FALLA DE ORIGEN 

53 



.Materiales y Métodos 

TESIS CON 
FALI.A .D.'S ORIGEN 

3.12.6. Diseno factorial fraccionarlo para determinar el efecto de factores 
ambientales y nutrlmentales 

Se aplicó el mismo diseilo experimental con siete factores y 8 experimentos que se presenta en la 

Tabla 3-S en la sección anterior. Se analizó el crecimiento radial de las colonias y debido a la dificultad de 

detenninar biornasa en los soportes sólidos no se determinó. únicamente se hicieron evaluaciones 

cualitativas de la densidad de crecimiento y de la profundidad de colonización del soporte. 

Las pruebas experimentales se realizaron en cajas de Petri de 90 mm por triplicado y en dos 

sistemas de cultivo uno con bagazo de cai\a y el otro con vermiculita-turba. La cantidad de nuttirnentos 

por caja de Petri que se adicionó fue la equivalente al contenido en una caja de Pctri con 2S mL de medio 

de cultivo BAF. 

Para cada plan de experimentación se prepararon 24 cajas de Petri con venniculita-turba y 24 

cajas de Petri con bagazo de cafta acondicionadas con medio de cultivo. Cada caja se inoc:uló con 43 

discos miceliales de 4 mm de micelio colocados en puntos equidistantes sobre la superficie del soporte. 

A los 1 S diu de incubación se hizo el estudio morf'ológico. la medición del diámetro de la colonia 

asf como una evaluación cualitativa de la densidad del cultivo y penetración de las hifas en el soporte por 

observación microscópica de muestras. 

3.12.7. Preparación de la mezcla de vermlcullta-turba 

Se mezcló la vcrm.iculita con la turba en relación 3: 1 en peso, que por la diferencia de denaidMles 

de estos materiales fue equivalente a 20% de turba y 800/o de vcnniculita en volumen. 

3.12.8. Ajuste de la humedad de la vermlcullta-turba e Impregnación con el medio 
de cultivo 

La cantidad de rnezcla de venniculita-nnba utilizada por caja file de 4.0 g. El soporte se ajustó a 

800/o de humedad en peso agregando 16 mL de medio de cultivo por caja. El soporte se impregnó con la 

misma cantidad de nutrimentos por caja de Petri, utilizadas para preparar cajas con bagazo de calla. 

Las cajas se incubaron en estuf"a acondicionada con charolas de agua para conservar los niveles de 

humedad durante el experimento. 
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La mezcla de venniculita-turba y el bagazo de calla impregnados con el medio de cultivo se 

esterilizaron en frascos de cultivo con tapón de baquelita a 121 °C durante 30 minutos y una vez frfos se 

vaciaron los soportes cuidadosamente en las cajas de Petri en condiciones cst~riles. 

Se hicieron estudios de conservación de las cepas ectomicorrizicas aplicando dos metodologfas: 

a) por resiembras periódicas en medios de cultivo y 

b) conservación del micelio en agua destilada estéril. 

Se pretende conocer cual de estas mctodologfas favorece una D1Cjor conservación y recuperación 

de las cepas en diferentes tiempos. evaluando sus propiedades moñológicas y de crecimiento en PDA 

como medio de cultivo cslándar. 

Se probaron dos técnicas de conservación. la de resiembra en medios PDA y PDA Y.. en cajas de 

Pctri y frascos de cultivo almacenados en refrigeración. y la de conservación en agua estéril en frascos 

almacenados en rcfriaeración y a temperatura ambiente. 

3.13.1. Resiembras en frascos de cultivo 

Para cada cepa se prepararon S frascos de 15 mL con 6.0 mL de medio PDA y ottos S f"rascos con 

PDA V. que se dejaron solidificar en forma inclinada. Los f"rascos &e inocularon en el centto con un disco 

de 4 mm de un cultivo micctial. se incubaron a 25 °C durante 14 dlas. Posterionnente. Jos fiascos de 

cultivo se sellaron con parafilm y se almacenaron en refrigeración a 4 -C. Este procedimiento se repitió 

cada tres meses. 

3.13.2. Resiembras periódicas en cajas de Petri 

Para cada cepa se prepararon 5 cajas de Petri de 90 mm con 25 mL de medio PDA y 5 cajas con 

POA V... Las cajas se inocularon en el centto con un disco de 4 mm de un cultivo micelial previo. me 
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incubaron a 25 °C durante 21 dfas y se rodearon de una tira de parafilm. Posterionnentc se almacenaron en 

refrigeración a 4 °C. Después de tres meses se repitió el mismo procedimiento. 

3.13.3. En agua destilada estéril 

Se prepararon cultivos en cajas de Pctri de 90 mm con 25 mL de medio PDA V. .• como e indica en 

el inciso anterior. Se colocaron 5-10 discos de 4 mm de estos cultivos en frascos de 5mL con 3rnL de agua 

destilada estéril y ajustada a pH neutro. Después. los frascos con tapón de baquelita se cerraron. se 

sellaron con papel parafilm y se almacenaron en una alacena a temperatura ambiente. 
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La morfología colonial y micelial de las cepas ectomicorrlzicas cultivadas en dos medios de 

cultivo se presentan en ta Tabla 4-1. Las características moñológicas más notables que distinguieron el 

crecimiento de las cepas de estudio fueron la textura y color del micelio. 

Et color del micelio de todas las de P. tinctorius fue café claro a café oscuro pero con textura 

algodonosa y micelio aéreo variable; las cepas P-3. P-4 y P-5 fueron más algodonosas y con abundante 

micelio aéreo mientras que la F-26 fue menos algodonoso y con micelio aéreo escaso. 

Entre las cc.."Pas de Sui/lus no se observaron cambios en el color del micelio. pero si hubo cambios 

en la textura del micelio. En S. collinilu.s S-24 fue muy algodonoso y con abundante micelio aéreo. en /as 

de S. tomentosus S-276 y S-1009 fue menos algodonoso y con micelio aéreo reducido y en S. 

glandulosipe.s (S-1588) aterciopelado. Las colonias de las dos cepas de Lactariu.s fueron de textura 

fibriloso. con micelio aéreo escaso y pegado al medio. 

Entre los dos medios de cultivo se observaron algunas diferencias. el diámetro colonial promedio 

de Sui/Iu.s y Pisolithus fue mayor en PDA y con una mayor densidad micelial. asi como una abundante 

pigmentación del medio de cultivo y producción de exudados café oscuro sobre las colonias. 

En Suillu.s collinitMS S-24 también hubo cambios en el aroma y color de Jos exudados dependiendo 

del medio de cultivo. en PDA presentó abundantes exudados claros de aroma dulce. mientras que en BAF 

los exudados fueron color café oscuro de aroma sui generis de hongo tal como se observa en la Figura 4-1. 

Las colonias de Pisolitlaw se caracterizaron por presentar de dos a tres zonas de diferente textura y 

color del centro al borde de la colonia. mientras que las de Swillus fiacron más homogéneas. solo se 

distinguió una zona en el cenuo menos algodonosa y en el borde una linea delgada de niicelio blanco. 
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Tabla 4-1: Moñologia colonial y micelial de HEM en medio dos medios de cultivo: semisintético 

de BAF Agar y complejo PDA. 

Cepa Medio 1Color 
de del 

cultivo micelio 

L deliciosu.s D-4 7 BAF Ca 

PDA Ca 

L sanguifluu.s S-29 BAF Ca 

PDA Ca 

P. tinctori.u F-26 BAF Ce 

PDA Co 

P. tinctoriu.s P-.1 BAF Ce 

PDA Ce 

P. ti1tetorius P-4 BAF Co 

PDA Co 

P. tinctorius P-S BAF Co 

PDA Co 

S. collinitus S-24 BAF c 
PDA c 

S. 10,.,entosus S- 1 009 BAF c 
PDA c 

S. to,.,entosus S-276 BAF c 
PDA c 

S. g/andu/osipes S-1588 BAF Ne 

PDA Co 
Notas: 

'Borde 'Textura 1Color de micelio en 
la zona central 
C.-Ctan11 -...njedo 
Ne- N--j9 caft 

l•Jmeplar A-alSQdonoM> 

Co- Cafl: a.curo 
C~ficlaro 
e-crema 

R•Rept. AD-alSQdonoso y denlO 
F-Dbrik>ao. pes-da •I 
medio 
AL- .. crciopea.b 

2Textura 

F 

F 

F 

F 

A(++) 

A(++) 

A(++) 

A(++) 

A(++) 

A(++) 

A(+++) 

A(++) 

A(+++) 

A(+++) 

AD(++) 

A(++) 

AD(++) 

A(++) 

At 

At 

Cc-C.fi claro 
Co-Cafl: OKUl'O 

Ac-mnarillo claro 
en- c.r~a.ranja 

'Borde 4 Exudados 

1 

1 

1 

1 

1 

R 

R 

R 

R 

R 

R 

R 

R 

R 

R 
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Figura 4-1: Morfología colonial y micelial de HEM en diferentes medios de cultivo. A. Colonia de Suil/11s 
col/i,,ilus en PDA B. Borde de la colonia de S. collinitu.s en PDA C. Micelio de S. collinitus en el marsen 
de la colonia en BAF D. Exudados de color café sobre el micelio de S. co/Ji11itus en medio BAF. 

4.2. C•r•cterlz•cl6n del crecllfJ'llW1to tnlcell•I 

En la Figura 4-2 se observan las etapas de crecimiento radial de las cepas cctomicorrizicas. Se 

observa una fase inicial de adaptación (lag) y una posterior etapa de crecimiento lineal, sin llegar a 

presentarse una etapa estacionaria durante el periodo de incubación. El crecimiento lineal se inició 

alrededor del sexto día de incubación en PDA, pero en medio BAF las cepas S. tomenlo:nLS S-1009 y P. 

li'1ctorius P-3, P-5 y S. col/i11itus S-24 y S. gra11ulatu.Y S-1009 fue en S dias. 

Posteriormente el crecimiento fue de forma lineal y al final de la incubación el diúnctro de las 

colonias en los dos medios .fue muy similar, pero en medio BAF la variación fue más amplia. 
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Figura 4-2 Cinéticas de crecimiento radial (mm) de especies ectomicorrizicas cultivados durante 21 dfas 
en cajas de Petri de 90 mm con 25 mL de medio BAF -.ar y PDA. Las cepas de Lactarius se identifican 
con símbolos cruzados. las de Suillu.s con afmbolos vacios y las de Pisolitllus con afmbolos Henos .. 

Aunque en esta gráfica se observa que la mayoría de las cepas presentó un mejor crecimiento en el 

medio BAF. el análisis estadlsticos con pruebas de t-Student (p<O .. OS) para cada cepa. demostraron 

resultados de significancia variable entre las mismas .. 

Las dos cepas de Lactarius y S. tomenlosMS S-276 crecieron significativamente mejor en medio de 

PDA; en las de P .. tinctoriau F-26 y P4 y S. glandu/osipes S-IS88 no hubo diferencias significativas entre 

los dos medios de cultivo y en las de Pisolitllu.s P-3. P-S. SMi/lu.s collinitus S-24 y S. tomentoSllS S-1009 el 

crecimiento radial fue significativamente mejor en medio BAF. 
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Posterionnentc por el cálculo de la pendiente en la fase lineal de crecimiento en las curvas de 

crecimiento radial de cada una de las cepas. se detenninó el valor de la velocidad de crecimiento radial 

(Vr) que se expresa en mm/día (Figura 4-3). Se observó que en las cepas de Lactarius (D-47. S-29). S. 

tomenlosus S-1009 y S. g/andulosipes S-1588 no hubo efecto del medio de cultivo. lo que se comprobó en 

pruebas de t-Student (P<0.05). En las cepas de S. tomentosus S-276 y P. tinctorius F-26 Ja Vr fue mayor 

en PDA y para P. 1;nctorius P-3. P-4. P-5 y S. co/linitu.-r S-24 fue significativamente (p<0.05) mejor en 

BAF. 

En esta gráfica comparativa de Ja Vr y crecimiento radial de cada cepa al final del periodo de 

incubación. se observa una correlación directa entre el crecimiento radial y la Vr, sobre todo en el medio 

BAF. en el que se obtuvo un mayor crecimiento radial y Vr. sin embargo el aumento en crecimiento radial 

no es proporcional al aumento de la Vr. es decir en este medio algunas cepas como P. tinctorius P-3. P-5 y 

S. tomentosus S- l 009 alcanzaron un crecimiento radial mayor pero con una Vr menor 
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Figura 4-3: Relación del crecimiento radial (mm) de las colonias y la velocidad radial (Vr) de 10 cepas de 
HEM cultivados durante 21 dfas en dos medios de cultivo. 
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En la Figura 4-4 se presentan los resultados de biomasa de colonias en los dos medios de cultivo 

por cada una de las cepas, donde se observa que en la mayoría de cepas no hubo diferencia significativa 

del medio de cultivo en la producción de biomasa, a excepción de S. col/initus S-24 y P. tinctorius P-S que 

tuvieron mayor producción de biomasa en BAF y S. glandulosipes S-1588 con mayor producción de 

biomasa en PDA. 

Si hacemos una gráfica comparativa de la biomasa y crecimiento radial de cada cepa al final del 

periodo de incubación (Figura 4-S). se observa que el medio de cultivo afecta la relación de biomasa y el 

crecimiento radial en forma característica en cada una de las cepas. 
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Figura 4-4: Evaluación de biomasa colonial de HEM cultivados durante 21 dfas en cajas de Pelri de 90 
mm con 25 mL de medio de cultivo PDA y BAF. 
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Figura 4-S: Relación entre la biomasa y el crecimiento radial de colonias de HEM cultivados durante 2.1 
dfas en dos medios de cultivo. 

Hubo una relación directa entre los dos parámetros en Jos dos medios de cultivo únicamente en S. 

collinitus S-24; en cepas como Lacrarius y P. tinctorius F-26 hubo mayor cantidad de biomasa y menor 

crecimiento radial en BAF pero no en PDA y en P. tinctorius P-5 y S. tomentosus S-1009 tuvieron mayor 

producción de biomasa en PDA peTO con colonias de crecimiento radial menor y finalmente las colonias 

de S. glandulosipes S-IS88 fueron de crecimiento radial bajo con biomasa únicamente en el medio PDA.. 

Para observar mejor este efecto se calculó el cociente de estos dos parámetros para determinar la relación 

de mg de biomasa /mm de las colonias. 

En la Figura 4-6 se puede observar el efecto del medio de cultivo en la relación 

biomasa/crccimicnto radial de cada una de tas cepas. notindose que en el medio PDA se obtuvieron 

mayores relaciones sobre todo en las cepas de Pisolithus (P-3, P.4 y P-5) y Sui/lus (S-24 y S-1009) que se 

caracterizaron por su textura algodonosa (Tabla 4-1) 
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Figura 4-6: Relación biomasa/crccimiento radial de cepas de HEM cultivados durante 21 días en dos 
medios de cultivo. 

4.4. Dimensión ~cUll 

La dimensión fractal es una característica de crecimiento de hongos y bacterias filamentosas que 

se ha aplicado para estudiar los patrones de ranlificación y crecimiento de estos organismos en distintos 

planos y de esta manera definir sus estrategias de colonización de diferentes medios de cultivo. De 

acuerdo con Ritz & Crawford ( 1990). Ja di01Cnsión fractal se calculó con los resultados de crecimiento 

radial y biomasa. 

En la Figura 4-7 se observa que hubo diferencias significativas del medio de cultivo en la 

dimensión fractal de las colonias en Ja mayoría de las cepas a excepción de las dos de Lactarius. P. 

tinctorius P-4 y S. col/initus S-24. aunque de acuerdo con el valor de la dimensión fractal por cada cepa. y 

a los criterios de Obcrt et al. (1990) y Prosser (199.S) las diferencias más importantes son en relación con 

las esttategias de colonización que se distinguen entre las que tienen valores menores y mayores de 2.0 
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Figura 4-7: Valores de dimensión fractal (D) de cepas de HEM cultivados durante 21 dias en dos ..-üos 
de cultivo. 
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Figura 4-8: Relación entre la dimensión fractal (D)., el diámetro de las colonias (mm) y la biomasa (mg) de 
las colonias de HEM en medio BAF. 
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En la Figura 4-8 se presenta la relación entre Ja dimensión fractal .. diámetro de las colonias y la 

biomasa de fas colonias .. donde se observa que en el grupo de cepas que alcanzaron los mayores diámetros 

Coloniales corTCSponden a los valores menores de dimensión fractal a diferencia de las cepas de menor 

diAlnetro que tienen un valor de D cercanos a 2.0. 

Con relación a la biomasa y la dimensión fractal .. las colonias de mayor densidad tuvieron los 

valores de O mayores. 
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4.5. Eat.ndarlzacl6n de un alaf9m• de culflvo adlldo con cublena de ~ 

4.5. 1. Efecto de la cubierta de celofán en el crec:imiento y la morfologia colonial 

En loa cultivos con celofán me observó un incn:rncnto en la duración de la ce..,. de 8dllpl8ci6n 

(lag) de alaunas de las cepas de HEM. princ:ipalmenae en las de PisolitllMS donde d_..ea de B dia "" 

inició el Q'Ceimicnto lineal, sin embargo posteriormente me alcmnzaron diámetros similares al de kM 

cultivos ain celoBn. Loa raula.dos de biomasa y diámetro f"lnal de colonias de HEM cullivakls ..._ 

30 di- en caja de Petti con PDA sin celofán y con ccloBn se presentan en la Fipua 4-9. 

En pruebu de t-Student se encontró que no hubo diferencw •ianif"lcativu (p<0.05) en el di6meao 

colonial ni en la Vr de la mayoria de cepas a excepción de P. tútctorlMS P-S. Sin ernbms<>. en _.i ac 

obtuvo mayor cantidad de biomasa en los cultivos con celofm. a excepción de las de Lactorñll en a.. qae 

no me observó efecto significativo del celofán. 
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Figura 4-9 Efecto de la utiliz..:ión de una cubierta de cclofiin en los medio de cultivo sólido sobre la 
bio~ y diámetro colonial de 10 cepas de HEM cultivadao durante 30 dlas. 
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En algunas cepas se observaron cambios morfológicos importantes en los cultivos con el celofán 

(Figura 4-10)., en S. co/U11itus S-24 .. S. gla11dulosipes S-1588 y S. tonie~llosus S-1009 las colonias fueron 

menos algodonosas.. con bordes irregulares y elevaciones del micelio a partir del sitio de inoculación 

fonnando radiaciones hacia el borde, incluso las colonias de S. glandulosipes se pudieron desprender 

completamente de la cubierta. 

Por otro lado P. ti11clorius F-26 fonnó colonias con bordes más irregulares y sin radiaciones detrás 

de la colonia .. mientras que las dos cepas de Lactarius y P. 1i11c1orius P-5 no presentaron cambios 

importantes en su morfología colonial. 

La producción de pigmentos que se difunden en el medio fue menor en las cepas de P. linctoriu.s 

P-5 y Suillus co/liflilus S-24 en comparación a los cultivos sin celofán. 

Figura 4-10: Moñologia colonial y micclial de HEM en PDA con ccloCán. A. Lactarius deliciosau D-47 
B. Piso/id1us tinctorius F-26 C. Piso/illuu linclorius P-S D. Suillau collinillu S-24. 
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4.5.2. Efecto de la cubierta de celofán en el consumo de azúcares 

En cultivos de S. collinilMS S-24 y P. tinctorius F-26 de cajas de Petri de 60 mm con 10 mL de 

PDA sin celoC4n y con celofiin se hizo la cuantificación de glucosa en el medio de cultivo libre de micelio 

y de cubiena de cclofln con micelio respecti~tc. Los iesultados de % de glucosa consumida y de 

biomasa en cinco muestreos durante un periodo total de 30 dlas .e prcoentml - la Fisura 4-11. 

Se observa que lu curvas de consumo de azúcares y producción de bi.,.,_ fUeron muy similares 

hasta los veinte dlas en los cultivoa con y oin cclofút y al final del periodo de incubación. - 0-..ó que 

las dos cepas consumieron aproximadamente 85% de la alucou inicial sin cambios aipificativos (p<O.OS) 

por el celofan. ain embarao si hubo diferencias aignifiQtivas en la producción de biomaaa de tu dos 

cepas. 

Los cambios en el pH de Jos medios de cultivo con celof"án y sin celofá fueron muy similares. 

notándose su acidificación hasta valores de 3.5 aproximadamente. 

----100 
180 

l 
75 

120 

i .g 

ti 
50 

eo 1 
R 
"' 25 .., 

o o 
o • 10 15 20 30 o • 10 15 20 30 -

Figura 4-11: Efecto de la cubiet1a de cclofln en laa cimticaa de pooducc:ión de biomua y .,_,,., de 
glucosa de Suí//us co/linitus S-24 y Pisolilltu.s túu:toriMS F-26, cultivada en cajas de Pctri con PDA. Los 
resultados de los cultivos sin cclofin se.,..._._ con almbolOll V11Clos. 
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4.5.3. Efecto del sitio de obtención del inóculo mlcelial 

En este estudio se inocularon tres series de cajas de Petri con medio PDA con celofán. Los 

inóculos fueron obtenidos de colonias de 30 días de cultivo en PDA a partir de tres sitios diferentes: del 

margen de Ja colonia o periferia. de Ja zona media y de la zona central. La inoculación de las cajas se hizo 

en fonna aleatorizada. 

Los resultados de biomasa y crecimiento radial de las colonias se presentan en la Figura 4-12. Por 

observación de la gráfica y por pruebas de ANDEV A (p<0.05) de una sola vfa se comprobó que no hubo 

diferencias sipificativas del sitio de toma del inóculo en el crecimiento radial de las dos cepas. pero si 

hubo diferencias en la cantidad de biomasa. 

Las colonias de cajas inoculadas con micelio obtenido de la zona central tuvieron los valores 

menores de biomasa y no hubo dif"erencias significativas en la biomasa de colonias inoculadas con micelio 

de la zona periférica y mcdi~ pero si entre estos dos sitios y Ja zona central. 
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Figura 4-12: Resultados ele biomaa (mg) y crecimiento radial (mm) de colonias de P. tinctorius F-26 y 
S. co/linitus S-24 cultivadas durmJte 20 dlas en caju de Petri de 60 mm con 10 mL de medio PDA, que se 
inocularon con micelio obtenido de la periferia. zona media y zona central de colonias previamente 
cultivadas en PDA .. Los resultados son valores promedio de tres réplicas. 
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Calculando los valores de Vr y dimensión fractal de las colonias (Figura 4-13) se observó que no 

hubo efecto significativo del sitio de toma de inóculo en la dimensión fractal de las colonias de las dos 

cepas y en la Vr de P. tinctoriws. sin embargo en S. co/linilus Ja Vr es significativamente mayor cuando el 

inóc:ulo es tomado de Ja zona periférica.. Jo cual se comprobó con pruebas de ANDEV A (p<O.OS) de una 

vla para cada cepa. 

En las cinéticas de crecimiento y consumo de glucosa de S. collinitus S-24 y P. 1;nctoriu.s F-26 en 

cada serie con inóculos de diferente origen, se observó que hubo diferencias significativas entre las dos 

cepas y entre los sitios de origen (Figura 4-14). 

A los 20 días de cultivo ambas cepas consumieron el 80% de glucosa inicial en las cajas 

inoculadas con micelio obtenido de Ja zona de Ja periferia. a diferencia de las cajas con los inóculos de la 

zona central y media en las que se determinó un 25% menos de consumo de la glucosa. En la producción 

de biomasa al final de Ja incubación no hubo diferencias significativas (p<O.OS) en P. linctorlMS pero sf en 

S. collinitus. 
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Figura 4-13: Efecto del sitio de toma de inóculo en Ja Vr y dimensión fractal de colonias de P. 1;nc1orius y 
S. col/initus cultivadas en cajas de Petti con PDA. 
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Fiaura 4-14: Efecto del sitio de origen del inóculo micclial de P. tinctorlus y S. co/linit&ls en la prodw;:ción 
de biomasa (sfmbolos llenos) y consumo de glucosa (simbolos vacfos). Los inóculos en fonna de bocados 
de 4 mm se tomaron de la zona periférica (Pe), media (Me) y centtal (Ce). 

4.5.4. Efecto del tamano de inóculo 

Los resultados del crecimiento radial y biomasa de las colonias se presentan el la Fisura 4-15. en 

la que se observa que el crecimiento radial de P. tinctorlu.s se l'Cduce significativamente cuando el inóculo 

es de 3.S mm y de 6.S mm. mientras que la biomasa es significativamente mayor en el de 6.S mm. 

En S. col/initu.s no hubo diferencias significativas (p<0.05) en el crecimiento radial y biomaaa de 

las colonias obtenidas con inóculos de 3.S y 5.0 mm. pero si fueron sianificativamente mayores cuando el 

tamatlo de inóculo fue de 6.S mm. Analizando los resultados de Vr y dimensión fractal de las colonias. en 

pnJebas de ANDEV A de una vla se encontró que si hubo efecto signifie11tivo (p<O.OS) del tamallo de 

inóculo en la Vr con valores mayores con inóculo de S.O mm para las dos cepas. En la dimensión fractal 

no hubo efecto significativo (p<O.OS) del tamatlo del inóculo para las dos cepas tal como se observa ·en la 

Figura 4-16. 

TESIS CON 
FALLA DE ORIGEN 72 



Re$M/lados 

70 30 

P. llnctorlus s. col/In/tus 

eo 
25 

110 
¡ i 

l 
¡ 

40 . 4 i ... 30 ... 

20 ! • 
i 1l 

111 

J 
'º s 

20 

a biorne•• A e rec redl91 

10 11 

3.5 5.0 6.5 3.5 5.0 8.5 

Figura 4-IS: Resullados de biomasa (mB) y crecimiento radial (mm) de colonias de P. tinctorlws F-26 y S. 
co/linitws S-24 cultivadas durante 20 dlas en cajas de Petri de 60 mm con 10 mL de medio PDA 
inoculadas con inóculos micelialcs de tres tanuollos (3.S. S.O y 6.S mm). 
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Figura 4-16: Efecto del tamallo del inóculo micelial en la Vr y dimensión fractal de colonias de P. 
tinctoriu.s y S. collinitus cultivadas en cajas de Petri con PDA. 
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Figura 4-17: Efecto del tamallo de1 inóculo: 3.S. S.O y 6.5 mm en la producción de biomasa (simbolos 
Henos) y consumo de glucosa (sfmbolos vacíos) de P. tinctorius F-26 y S. col/initus S-24. Los resultados 
son valores promedio de tres réplicas. 

Con relación al consumo de glucosa. se observó que después de 12 días y hasta el final del periodo 

de incubación si hubo efecto significativo de los inóculos en las dos cepas notAndose un conSUJDO 

significativamente mayor (p<0.05) en los cultivos inoculados con discos miccliales de 3.S y 6.5 mm.. tal 

como se observa en las cinéticas de producción de biomasa y consumo de glucosa de la Figura 4-17 .. 

4.5.5. Efecto de la densidad de inoculación 

En Ja Tabla 4-2 se observan tos resultados de crecimiento de las colonias de S. co/linitus S-24 

obtenidas a) inocular cajas de Petri de dos tamaftos (60 y 90 mm) con 1 o 3 inóculos de S mm. Por pruebas 

de ANDEV A y pruebas de intervalo múltiple de Duncan. se enconttó que si hubo efecto significativo 

(p<O.OS) del tamafto de la caja y número de inoculantes sobre la cantidad de biomasa, glucosa consumida, 

diámetro colonial y rendimiento de S. collinilru. 
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Tabla 4.2: Crecimiento de Suillus collinilMS S-24 en cajas de Petri de 60 y 90 mm con 10 mL y 25 mL de 
medio PDA inoculadas con 1 y 3 discos miceliales de S mm. 

Tratamientos Diámetro colonial Consumo Biomasa pH 

(mm) Glucosa(%) rng/colonia (g/L de medio) final 

Caja90-1 43,0" 15,32" .59,14" 2,90" 4,8 

Caja90-3 33,s• 32,76" 62,71" 9,45' 3,5 

Caja60-1 33,0• 41,21' .53,19" .5,32" 3,8 

Las cajas de 90 mm con rrcs inóculos en comparación con las cajas (de 60 y 90 mm) inoculadas 

con una sola colonia presentaron una reducción significativa (p<O.OS) en el diámetro de las colonias. 

Hubo un mayor consumo de glucosa (41.2%) en los cultivos de cajas pequen.as que en Jos de las 

cajas grandes (IS.32o/o) .. notándose además en las primeras una gran producción de exudados sobre el 

micelio. Analizando la producción de biomasa de S. col/initws se observó que en los cultivos de cajas de 

90 mm inoculadas con 1 o 3 inoculantcs no hubo diferencias significativas (p<O.OS) pero s( hubo con 

relación a la biomasa obtenida en las cajas pcqucftas. Se puede observar que el sistema m'5 eficiente en 

producción de ~iomasa es el de cajas de 90 mm con tres inóculos. 

También se observaron cambios en la morfologia de las colonias .. ya que las inoculadas en un solo 

sitio fueron mas algodonosas. con un crecimiento aéreo mayor y de bordes regulares,. mientras que en las 

que se inocularon con tres tuvieron bordes más inegularcs y fueron menos algodonosas. 
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4.6. 1. Efecto de la concentración de glucosa 
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En los cultivos de siete cepas inoculadas en medio de base BAF con diferentes concentraciones de 

glucosa (O. I. 10, 20, 30 y 50 g/L) durante 30 días se observó que todas las cepa.._c; tuvieron un crecimiento 

radial y biomasa en Jos medios sin glucosa. y que las de Pisolithus alcanzaron mayor diámetro y biomasa 

que las de Sui//us. En las cepas de Pisolithus se observó una mayor respuesta significativa en el 

crecimiento radial y Ja biomasa al agregarse 1.0 g/L de glucosa en el medio de cultivo y a concentraciones 

mayores Ja respuesta entre las cepas fue variable. como se presenta en la Figura 4-18. 

En pruebas de ANDEVA de una vía (p<0.05) y de rango múltiple de Tukcy, se encontró que hubo 

diferencias significativas entre las cepas cultivadas con diferentes concentraciones de glucosa. En las 

cepas de Piso/itlius P-3 y P-5 no hubo diferencias significativas en el crecimiento radial en 10-50 glL de 

glucosa, pero si hubo dif"erencias en la biomasa, principalmente a concentraciones de 30-50 gil... 
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Figura 4-J 8: Erecto de la concentración de glucosa del medio de cultivo BAF en la producción de biomasa 
y diámetro de las colonias de Piso/ithus (P-5, p.3 y F-26) y Sui/lus (S-24, S-1009, S-1588 y S-276). Los 
símbolos vacíos representan el diámetro colonial y los llenos la biomasa. 
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En la cepa de P. tinctorius F-26 se observó un efecto significativamente (p<0.05) negativo de las 

concentraciones mayores de 30 g/L tanto en el crecimiento radial como en la biomasa. 

En las cepas de S. tomentosus S-276 y S-1009 y S. collinitus S-24 no hubo efecto significativo en 

el crecimiento radial de las colonias a concentraciones mayores de t O g!L. mientras que en S. 

glandulosipes S-1588 hubo un crecimiento significativamente (p<0.05) mayor a concentraciones mayores 

de 20 g/L. En la biomasa de estas cepas, se observó un aumento significativo en un intervalo de 20-40 glL 

y se disminuyó considcn1blemcnte en medios con 50 g/L. 

En la Figura 4-19 observa que la concentración de glucosa en el medio de cultivo también 

modifica en forma importante la Vr de crecimiento de las cepas. En las cepas de Pisolithus P-3 y P-5 se 

incrementó significativamente (p<0.05) al aumentarse el contenido de glucosa de 1.0 a 1 O g/L sin 

maniicstarse cambios importantes a concentraciones mayores. Sin embargo en las cepas F-26 también se 

redujo significativamente su Vr a concentraciones mayores de 30 g/L. 

t.e o.o •.. . .. 
Vr(mmldla) Vr (mm/di•) 

Figura 4-19: Efecto de la concentración de glucosa del medio de cultivo sobre la velocidad de crecimiento 
radial (Vr) micelial de de Pisolithus (F-26, P-3, P-S) y Sui/fus (S-24, S-1009, S-1588, S-276). 
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En las cepas de S. tomentosus S- t 009 y S-276 se observó la mayor Vr con 30 g/L de glucosa pero 

esta disminuyó significativamente en la primera al aumentarse la concentración de glucosa. En S. 

collinit&u S-24 y S. glanduosipes S-IS88 no hubo efecto significativo en la Vr a concentraciones mayores 

dc20 g/L. 

En la Figura 4-20 se presenta el efecto de la glucosa en la dimensión fractal de las colonias en la 

que se observa que al aumentarse Ja concentración de 1 g/L a 10 g/L hay un aumento significativo de la 

densidad fractal de las colonias de todas las cepas y que el efecto posterior es variable notándose tres tipos 

de efectos al incrementarse la concentración de glucosa: cepas en las que se incrementa la densidad fractal 

como en S. co//;nitus S-24 y en P. tinctoriu.s F-26; en las que disminuye como en las de P. tinctorius P-S y 

S. tomento.sus S-276 las que no hay cambios significativos sobre todo a concentraciones mayores de 30 

g/L como P. tinctoriu.s P-3. S. tomentosus S-1009 y S. g/andulosipes S-1588. 
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Figura 4-20: Efecto de la concentración de glucosa en medio BAF sobre la dimensión fractal de las 
colonias de Sui/lus (S-24, S-1009, S-1588, S-276} y Pisolithus (F-26, P-3, P-5). 
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También se observaron cambios morfológicos variables en las colonias de las especies 

ectomicorrizicas al modificarse la concentración de glucosa en el medio de cultivo~ asf por ejemplo en las 

colonias de S. col/i,,itu.s S-24 se modificó la densidad del micelio siendo más algodonoso en las 

concentraciones de 10-20 g/L de glucosa como se observa en la Figura 4-21. 

Figura 4-21: Moñologia colonial de HEM en medio de cultivo BAF con tres concentraciones de glucosa 
( 1.0. l O y 30 g/L). A. Suil/u.s collinitus B. Suil/us lomenlosus S-1009; C. Suillus tomento.rus S-276. 
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En la cepas de S. tomentosus S-276y S-1009 las colonias fueron muy algodonosas en 

concentraciones de 1-20 g/L de glucosa, pero a niveles mayores el micelio fue más aterciopelado. con 

micelio abe<> reducido y con mayor cantidad de pigmentos a 10 gil.. de glucosa. para disminuir a 

concentraciones mayores de 20 glL y también las colonia presentaron bordes más irregulares y de fonna 

radiada en conccnttaciones altas de glucosa 

También Ja cepa de S. glandulosipes S-1!588. con micelio aterciopelado presentó cambios en la 

elevación de las colonias notándose un fácil desprendimiento del celofán en las concentraciones mayores 

de glucosa. 

En la Figura 4-22. se observa que las colonias de P. tinctorius P-!5. también fueron nW 

algodonosa en medios con 10-20 g/L de glucosa; notándose una mayor cantidad de hifas aéreas a rnayon:s 

concentraciones de glucosa asi como una mayor cantidad de exudados de color café con pigmentación de 

las colonias y del medio de cultivo. Finalmente en P. tinctorlus F-26 el micelio fue muy ataodonosa a 

concentraciones menores de 10 g/L y en concentraciones mayores file de crecimiento a~ muy reducido. 

con una gran producción de pigmento amarillo claro. 

En el caso de las dos cepas de Laclarius el micelio laxo pegado al medio fue muy similar en los 

diferentes medios. aunque a concentraciones menores de 30 &fL las colonias fUeron radiadas con bordes 

irregulares en la cepa 0-47. 
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Figura 4-22: Morfología colonial de HEM en medio de cultivo BAF con tres concentraciones de glucosa 
(1.0,. 1 O y 30 g!L). A. Pi.solithu.s tinctoriu.s P-S B. PüolilhN.S tinctoriN.S F-26; C. Lactariau deliciostU D-47 
D •.. Lactariu.s .sanguifluu.s S-29. 
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4.6.2. Efecto de la fuente de nitrógeno 

En esta parte experimental se hizo un estudio de crecimiento comparativo de siete cepas de HEM 

en medio BAF con tres niveles de glucosa (l. JO y 30 g/L) y dos tipos de fuente nittogenada: Orgánica 

(peptona) e lnorginicas (sulfato de amonio y nitrato de calcio). 

Las características coloniales de las cepas cultivadas en medios con peptona y sulfato de amonio 

f"ueron moñológicamente muy similares a diferencia de las obtenidas con nitrato de calcio. En las Figuras 

4-23y 4-24. se muestran las características coloniales de algunas cepas de Suillus, Pisolithus y Lactarius. 

Es importante el efecto de la glucosa en la textura del micelio en S. col/initus S-24, donde el cuácter 

algodonoso y color crema de las colonias obtenido en medios con peptona y sulfato de amonio ac pierde y 

el micelio es hace pegado al medio y de color café con nitrato de calcio; en esta cepa tambiáa se hubo 

cambios en la producción de aromas y pigmentos. siendo claros y de aroma dulce en tnedios con peptona a 

color café oscuro y de aroma sul generis a hongo en medios con nitrato de calcio. 

En P. linctorlus P-S y F-26 y S. tomen1osus S-276 también hubo efectos en la producción de 

pigmentos en el medio y de exudados en el centro de las colonias al aumentarse las concentraciones de 

glucosa en el medio de cultivo. 

En las cepas de S. lomentosus S-24 y S-1009 las colonias mostraron un crecimiento micclial 

heterogéneo desde el centro de la colonia a la periferia. observ"1dosc zonas de color y textura diferente 

del micelio. siendo mh algodonosas en el centro y de color más claro en la S-1009 o más oscuras en la S-

276. Inclusive en la cepa S-276 se observaba diferente tipo de micelio con carácter algodonoso distinto 

dentro de la misma zona de la colonia. 

En Laclariau no hubo cambios en la textura del micelio por efecto de la concentración de gJuco

y de la fuente nitroa:enada. pero si hubo cambios en Jos pigmentos amarillos que se concentraban en el 

centro de las colonias al incrementarse la concentración de glucosa. independientemente de Ja fuente 

nitrogenada. 
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Figura 4-23: Moñologia colonial de HEM en medios de cultivo BAF con tres concentraciones de alucosa 
(1, 10 y 30 g/L) y nitrato de calcio (2.0 g/L). A. Suil/us col/ininu S-24 B. Sui//.,_. tomento.nu S-1009 C. 
Suillus tonre1"1tosus S-276. 
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Figura 4-24: Moñologfa colonial de HEM en medios de cultivo BAF con tres concentraciones de glucosa 
(1 ~ 1 O y 30 g/L) y nitrato de calcio A. Pi.so/itlHu tinclori11s P-S B. Püolithau tincloriu.s F-26; C. Laclariru 
sanguifluus S-29. 
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En la Figura 4-25 se presentan los resultados de diámetro colonial y biomasa obtenidos aJ final del 

periodo de incubación en los medios con 30 g/L de glucosa y las tres f'"uentcs de nitrógeno. En la gráfica se 

observa que con peptona se incrementó significativamente (p<0.05) el crecimiento radiul y la biomasa de 

S. tomentosus S-1009 9 S. collinit11s S-24 y L. sanguifluus S-29 con relación al sulfato de amonio y nitralo 

de calcio en el medio. 

En P. tinclorius P-S y S. lomcntosus S-276 no hubo efecto significativo entre la peptona y sulf'alo 

de amonio sobre el crecimiento radial pero si en la biomasa. Finalmente en L. deliciosus D-47 y P. 

1i11ctori11.s F-26 el nitrato de calcio y el sulfato de amonio favorecieron significativamente (p<0.05) el 

crecimiento radial de estas. aunque no se observó lo mismo en la biomasa. 

00 

200 

E 200 

:: i: 

P-5 F-26 

Opeptona Oamonlo •nltrato 

S-276 S-24 0-47 5-29 

Figura 4-25: Diámetro y biomasa de colonias de: Lactarius (D-47 y S-29) Pisolithus (P-5 y F-26) y Suillus 
(S-24._ S-1009 y S-276) en cajas de Petri de 90 mm con 25 mL de medio BAF con tres fuentes de 
nitrógeno (peptona, sulfato de amonio y nitrato de calcio). 
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Entre las especie de Pisolitllus la fuente de nitrógeno también tuvo un efecto significativo en el 

crecimiento. siendo la peptona y 10 g/L de glucosa las condiciones que favorecieron su crecimiento.Las 

concentraciones mayores de glucosa no tuvieron efecto significativo en el crecimiento de las cepas con 

peptona y sulfato de amonio pero ai hubo disminución significativa en medios con nitrato. 

En pruebas de ANDEV A de dos vfas se encontró que hubo diferencias sianificativas (p<O.OS) de 

la fuente de nitrógeno y concentración de glucosa de los medios en et crecimiento micelial y biomasa. no 

hubo efecto significativo (p<O.OS) al aumentarse la concentración de 1 O a 30 g/L en S. co//;n;lllS y S. 

tomentosus S-276 pero si hubo un menor crecimiento en la de S. tomentosus S-1009 a concentraciones 

mayores de glucosa independienlemente de la fuente de nitrógeno. 

4.6.3. Efecto de la actividad de agua (llw) 

Se inocularon cepas de P. tinctoriKS P-S. S. collinilus S-24 y S. tomentosus 1009 y 276 en medios 

de cultivo BAF con ._ (0.98 y 0.96) ajustados con: NaCl. glicerol. sacarosa y etilcnglicol. 

Los cultivos se hicieron en cajas de Petri de 60 mm con 10 mL de medio. en los que se midió el 

crecimiento radial en forma periódica. haciendo al miamo tiempo observaciones de la zona periférica de 

las colonias en microscopio óptico acoplado a un monitor de computadora. 

Se demostró que el clonaro de modio y la sacarosa tuvieron un fuerte efecto inhibitorio del 

crecimiento de todas las cepas. Aunque el alicerol tuvo un menor efecto inhibitorio en S. col/;nillU S-24. 

S. tomento.sus S-1009. y P. tinctorius F-26. &te fUc totalmente inhibitorio del crecimiento de S. 

tomentosau S-276. 

El etilenglicol como depn:sor de la a.. no tuvo efectos inhibitorios en el crecimiento de las cepas. 

lo que permitió estudiar el efecto de la actividad de agua reducida en los medios de cultivo. El crecimiento 

radial de las cuatro cepas fue reducido sipificativamente (p<O.OS), de 58 a 48 y 30 mm el diAmetto de P. 

tinctorius y S. co//;,,itus en BAF. (BAF 0.98) y (BAF 0.96) ..._aivamente, mientras que en las de S. 

tomentosau el diaímetro de las colonias disminuyó de 30 mm en BAF a 2S y 20 mm en los medios de a., 

menores. 
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Figura 4-26; Efecto de la actividad de agua (a.w) del medio de cultivo BAF ajustado a dos valores (0.96 y 
0.98) con Etilcnglicol y Glicerol en comparación con cultivos BAF (a..,- 0.99). Se evaluaron. el diámetro y 
la longitud de hifas individuales de In zona periférica de colonias de cuatro cepas de HEM. 

Se encontró por pruebas de ANDEV A que también hubo cf"ccto significativo (p<0.05) de los 

medios de a_ variable en Ja longitud promedio de las hifas de P. tinctorius y S. tomentosus pero no en las 

de S. col/initus S-24. En el diámetro de las hifas no se determinó efecto significativo de la a. taJ como se 

observa en la Figura 4-26. En estas gráficas se observa que las hifas de P. tinctorius P-S fueron mayores 

de 1.0 mm de longitud, en S. collinitus midieron 300 µm y en S. tomentosus S-1009 y S-276 fue de 150 

µm. En las cepas de Pisolithus tinctorius y Suillus collinitus también se observó una mayor ramificación 

del micelio en la zona periférica de las colonias. 
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4.6.4. Diseno factorial fraccionario para determinar el efecto de factores ambientales 
y nutrimentales. 

En la Tabla 4-3 se observa que los resultados promedio de crecimiento radial (mm) y biomasa 

(mg) de las colonias de S. collinitus S-24 fueron mayores en el medio BAF con peptona que con sulfato de 

amonio o nitrato de calcio. En ta Tabla 4-4. los factores de regresión promedio (bo) demuestran que se 

obtuvieron valores mayores con peptona y sulfato de amonio sin diferencias significativas (p<0.05) entre 

las dos. pero con nitrato de calcio sf fueron significativamente (p<0.05) diferentes. 

Tabla 4-3: Análisis descriptivo de los resultados Crecimiento radial (mm) y Biomasa (mg) de Suil/us 
collinitws S-24 en cajas de Petri de 90 mm con 2S mL de medio BAF agar durante 14 días. 

No.ele C'8Clmlento ...,lal (mm) .......... (mg) 

Fuente de 
e_,t _ .. , 

Deav. 1 Enor 1 LC:95% _ .. ,Deav.¡ 
Enor 1 L.C:95% manto 

n..,...no EaL Eat. Eat. EaL 
1 6.67 0.41 0.11 6.SS-6.78 11.77 o.93 0.36 11.40-12.13 

2 s.67 0.52 0.14 5.S2-S.81 20..JO 1.01 o.40 19.90-20.70 

3 7.67 0.41 0.11 7,SS-7.78 22. 73 1.97 0.77 21.97-23..SO 

• 9.17 o.68 0.19 8.98-9.35 36.90 2,19 o.as 36.05-37.75 

Peptona 5 1"4.92 0.38 0.10 l•,81-15.02 7S.43 t.8s 0,72 74,71-76.15 

6 20.ss o.so 0.22 20,36-20.80 96.93 1.12 0,43 96.50-97.37 

7 2,92 0.20 0.06 2.86-2,97 13.33 2,80 1.09 12.24-14,"42 

8 13...SO 0.55 0.1.s 13.JS-13,65 12.60 1.1 .. o ... 12.16-13,04 

1 1"4.67 o.52 0.14 14,52-1"4.81 9.87 1.16 o.45 9,42-10.32 

2 5,67 0.52 0.14 5_.52-5.81 20,30 1.01 0.40 19.90-20.70 

3 7,67 0."41 0.11 7..SS-7.78 22,73 1,97 0,77 21.97-23.50 

• 7.2S 0.27 0,08 7,17-7.33 31.97 1.11 0.43 3 1,54-32,40 

(NH.laSO• 5 18..33 0,75 0.21 l 8, 13-18.54 80.27 2.02 0,79 79.48-81.0S 

6 9.83 o."41 0.11 9.72-9,95 46,30 3,02 1,18 45.12-47.48 

7 2.92 0.20 0.06 2,86-2,97 13.33 2.ao 1.09 12.24-14,42 

8 12.17 0.26 0,07 12,I0-12.24 3.73 1,18 0.46 3.27-4.19 

1 7.67 0.52 0,14 7,52-7,81 9,47 0.116 0.34 9.13-9.80 
2 4.58 0.38 0.10 .t,48-4.69 20.30 1.01 0,40 19.9-20,70 

3 6.67 0.41 0.11 6,SS-6,78 22.73 1.97 o.77 21.97-23.50 

• 6.08 0.20 0.06 6.0l..fi,1"4 25.0J 0,58 0.22 24,81-25.26 

C.N03 5 10.17 0.26 0,07 10,10-10.24 37,97 2.32 º·""' 37,06-38,87 

6 4,17 0.26 0.07 4,l~.24 12,17 1.50 0.58 11.58-12.75 

7 2,92 0.20 o.06 2.86--2,97 3.JJ 2.so 1.09 2,24-4.42 

8 7.17 0.26 0,07 7,10-1.2"4 2,47 o.s1 0.22 2.25-2.69 
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Tabla 4-4: Coeficientes de regresión y efectos estimados para cada f"actor probado en tres planes de 
experimentación con tres Cuentes de nitrógeno. Se evaluaron et crecimiento radial (mm) y Ja biomasa (mg) 
por colonia de S"illaa co/linitus S-24 obtenidas en cajas de Petri de 90 mm con 25 mL medio BAF 
modifiC8do dapu& de IS dlas de incubllción. 

F-de Fecta<9s C1'9Cimiento radial (nvn) Biomllsa(mg) 
nllnlg9no 

~~~dej Efectos ~~de E-

A:Luz -1.52083 -3,IMl67 -3.69167 -7.38333 
B:TcmpaalUn -4,02083 -8,IMl67 -15,675 -31.35 

C:pH -0,729167 -1.45833 -0,0583333 -0,11666 

D:Ghacosa 0,895833 1,79167 15,25 30,5 

Peptona E:Pcplona 2,6875 5,37S 19,0083 38,0167 

F:Elllrecla de malta -1,47917 -2,95833 0,85 1,7 

o:í..~...,...ma 0,8125 1,625 7,96667 IS,9333 

bo- 10,31 36,25 

-Enor catindar ±0,097 zO 195434 Z0,356171 ±0,712342 

A:Lu.z: 1,79167 3.58333 4.725 9.45 
B:Tcmperatura -2,20833 -4,41667 -9.7 -19.4 

C:pH -1,125 -2.2S -5.508 -11.0167 

D:Glucou ..(),666667 -1.33333 11,483 22,9667 

(NH.):iSO, E:Pcpeona 2,79167 5.S8333 13,5333 27,0667 

F:Elltncto de malta -0,666667 -1.33333 8.50833 17,0167 

G:~ -2.33333 -4,66667 1,75833 3.51667 

bo- 9,75 28,5667 

Error estandar. ±OOll06872 "'° 161374 ~394,95 zo-••91 

A: Luz 1,14583 2,29167 5.80833 11.6167 
B:T_.nua -0,8125 -1.625 -2.025 -4,05 

C:pH -0,854167 -1.70833 -4,63333 -9,26667 

D:Glucou -0.729167 -1.451133 1.88333 3.76667 

C.N03 E:.._ 0,9375 1,875 4,.35 8,7 

F:Es.tncto de malta 0,229167 0,458333 5,70ll33 11,4167 

G:L....-...ma -0,854167 -1.70833 3.25 6.S 
bo- 6.22917 16.80ll3 

Enor- 00625 O 125 029•041 o 59"082 
•El enor estandar se calculó con el enor total y 16 g.I. 

En la Tabla 4-4 se muesuan los f'actores de rq¡resión y los erectos estim.dos pua c..ta fllCtor 

calculados en el programa Statgraphics plus vcraión !1.0. Se observa que los f'actores probadoa tuvieron 

efectos positivos o negativos sobre el crecimiento radial y biomasa de S. co/lininu en forma diCcrencial 

dependiendo de la fuente nitrogenada. 
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En los cultivos con peptona casi todos los factores probados (excepto el extracto de malta) 

tuvieron efectos semejantes en el crecimiento radial y en la producción de biomasa; siendo los factores 

ambientales (luz,, temperatura y pH) los que tuvieron niayores efectos significativamente (p<O.O.S) 

negativos. Hubo una respuesta positiva a Jos factores nutrimcntales sobre todo por la L-..,,.....iDL El 

extracto de malta afectó el crecimiento radial pero no tuvo imponancia en la producción de bioinaaa. 

Con •ulf"ato de amonio. se observó un erecto significativunente (p<0.05) inhibitorio del 

crcc:imiento radial y producción de biomasa en los cultivos incubados a 30 ºC y pH de 7.0. Sin CfDbmso. 

hubo diferencias en la respuestas por la glucosa. extracto de malta y L--ina • en los que oc obaervó 

un cambio en la producción de biomasa pero una reducción en el cr=imiento radial. es decír .., modificó 

la densidad del micelio. 

En Jos medios con nitrato de calcio y sulfato de unonio se observaron erectos sipificativarncntc 

(p<0.05) positivos de la luz a diferencia de los cultivos con peptona en los este fac:tor tuvo efeclOS 

negativos. En las Fipru 4-27 y 4-28 ae presentan gráficmi de los efectos principales oblenidom en el 

Programa Statgraphics plus versión 5.0. en las que los valores de crecimiento radial y biOlllUA fUeron 

estimados como una función de cada f"actor. comparando ceda uno en su mayor valor en el nive~ (-)y(+) 

considerando los dcnds f"actores como constantes en su valor cenb'al. 

En estas grüic.s oe observa que los efectos de e.da fac:tor se representan por lineas de diferente 

magnitud y pendiente. que demuestran el nivel de impo11ancia y el efecto(+) o(-) de cada factor. Tambiá> 

se puede observar que la mayoria de los f'actores tuvieron ef"ect:os significativos en el crecimiento radial y 

Ja biomasa de Suillus col/initus a excepción del extl'aclo de malta y pH que solamente mostraron efectos 

significativos en el crecimiento radial pero no en la biomua.. 
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Figura 4-27: Efecto combinado de filctores ambientales y nubimentmles en el crecimiento radial de 
colonias de S. col/inlhU S-24 cultivadas en medio BAF modificado con tres fuentes de nitrógeno. La 
pendiente de la linea representa si el efecto es +o - en cada factor. 
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pH 
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Figura 4-28: Efecto combinado de factores ambientales y nutrimentales en la biomasa de colonias de S. 
cof/initus S-24 cultivadas en medio BAF modificado con tres fuentes de nittógeno. La pendiente de Ja 
lfnca se expresa el efecto + O - de cada factor. (•) Son fKtores que no tuvieron efecto significativo en eJ 
crecimicnlO radial con 9!5% de confiabilidad.. 
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4. 7. Flslolofll• del c,.;/nrlento ntlc•ll•I en •opone •611do 

4. 7. 1. Selección del tamano de partlcula de bagazo de cana y ajuste de humedad 

Los cultivos de Sull/M.S collin;1us en las dos f"racciones de ba8azo de calla presentaron un 

crecimiento radial superficial menor a los obtenidos en medios con agar. sobre todo con la fracción menor 

(<0.3 mm). sin embara:o se observó un crecimiento micelial aéreo muy impo11ante y una limitada 

penetración del soporte. 

Con bagazo de calla de mayor tamallo (0.3-0.8 mm), el diúnctro de las colonias file mayor, •in 

alcanzar los valores en agar. También se observó una imponente penetración del micelio al interior del 

mismo sobre todo en condiciones de 90o/o de humedad del sopone. En niveles más bajos de humedad el 

crecimiento se redujo drásticamente. 

4. 7 .2. Diseno factorial fraccionario para detenninar el efecto de factores ambientales 
y nutrimentales 

En la Tabla 4-S ae observa que los resultados promedio de crecimiento radial (mm) de las colonias 

de S. col/initus S-24 fueron mayores en vermiculita turba que en bagllZO de calla. El dimtletro colonial de 

las colonias en venniculita-rurba fue muy similar al obtenido en agar. mientras que en el baaazo de c:afta el 

di'1nctro correspondió a un 40-/o aproximmdamente del de colonias en la venniculita-turba. 

En la Tabla 4-6, los factores de resresión prornedio (bo) demuestran que ae obtuvieron valores 

significativamente (p<0.05) mayores con peptona y sulfato de amonio que con nitrato de calcio. Se 

observa que los f"actores probados tuvieron erectos positivos o negativos sobre el crecimiento radial de s. 

collininu en forma diferencial dependiendo de la fiaente ni~. 

En los cultivos con peptona casi todos los fac:tores prob8dos (excepto la peptona y temperatura) 

tuvieron efectos semejantes en bagazo de calla y en vermiculita-turba; la glucosa, el pH y la asparagina 

tuvieron los erectos positivos significativamente (p<0.0!5) mayores mientras que con la luz y el extracto de 

malta fueron negativos. La peptona en los cultivos con venniculita-turba no tuvo efecto significativo en el 

crecimiento. 
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Tabla 4-.S: Análisis descriptivo de los resultados del crecimiento radial (mm) de colonias de S. collinitus 
cultivadas en cajas de Petri con t.&azo de cana y venniculita-turba como soportes impregnados. 

No.de "'--decatla Vermlculb-turba 

~ 
~ 

Medi. I O..v. T Error 1 L.C:95% Medim 1 Deav. 1 Error 1 L.C:ll5% ...,..., 
Eat. Eat. Eat. Eat. 

1 3-50 0.55 o.u 3.3!5-3.65 4.17 0.41 0.11 4.05 .... .28 

2 2.SJ 0.41 0.11 2.72-2.95 7,25 0,27 o.os 7.17-7,33 
3 2.50 0.55 o.u 2,35-2.65 2.33 0.52 0.14 2.19-2,48 
4 3,83 0.41 0,11 l.72-3.95 2.50 0.55 o.IS 2.35-2,65 

Peptona 5 5,50 0.55 o.u 5,35-5,65 3 0 !'\:0 0,55 o.is 3,.35-3.65 
6 9,75 0.42 0.12 9,63-9,87 9,58 0,38 0.10 9,a-9,69 
7 4,33 0.52 0,14 4.19-4 .... 8,25 0.42 0,12 8,13-8,37 
8 2.50 0,55 0,1!5 2.3!5-2.65 292 0,20 006 286-297 

1 2,83 0,26 0,07 2,76-2,90 11.75 0,88 0,24 11,51-11,99 
2 2,83 0,41 O.ti 2,72-2,95 7.2S 0,27 0,08 7.17-7,33 
3 2.50 0.55 0,15 2,35-2,65 2.33 0,52 0,14 2.19-2,48 
4 2,67 o.s2 0.1 .. 2.52-2,81 6.17 0,26 0,07 6,10-6,24 

(NH.)zSO, 5 3,33 0,52 0.1 .. 3,19-3.48 11,67 0,93 0,26 11.41-11.92 
6 7,58 0,66 0,18 7,40-7.77 12,25 0,27 0.08 12.17-12.33 
7 4.33 0.52 º·'"' 4,19 ..... 48 a.2s 0,42 0,12 8.13-B,J7 
8 2"" 055 o 15 ''5-265 292 o•o 006 2.86-297 
1 2,17 0,26 0,07 2,10-2.24 4,50 0,55 0.15 •.35-4,65 
2 2,83 0,41 0,11 2,72-2.95 2,113 0,41 0.11 2.72-2,95 
3 2,50 0,55 0,1!5 2,35-2,65 2,50 0,55 0,15 2,.35-2,65 
4 1,83 0,26 0,07 1,76-1.90 2.33 o.52 0.1• 2.19-2,48 

Ca NO, 5 2,67 0,41 0,11 2,!55-2,78 12,17 0,26 0,07 12.10-12,24 
6 2,33 0,52 º·'' 2,19-2,48 5.75 0,42 0,12 5,63-5,17 
7 4,33 0,!52 0,14 4.19~ .... 4.33 0,52 0.1• 4,19---1,17 

• 2"" o•5 o 15 2'5-265 250 0~<5 o 15 ~ 11 5-2-6"!1 

Con sulfato de amonio, oe observó un efecto 1ipificativamente (p<O.OS) positivo de esta fllente 

nitrogenada en el crecimiento radial de S. collinitus. Con~ a los factores ambientales, el pH de 7.0 

tuvo cCectos positivos similares en Jos dos soportes pero hubo un eCecto opuesto de la temperatura y la I~ 

en el bagazo de calla el crecimiento fue mejor en los cultivos incu"-doa a ~ baja y sin luz, 

mientras que en vcnniculita-turba el mejor crecimiento mdial se obeervó con las condiciones opuesla. 

En los m~ios con nitrato de calcio se observó el eCecto aipificmivamcnte (p<0.05) positivo del 

extracto de malta. que en todos los sistemas descritos hasta ahora siempre se obKrvó con efa:tos 

negativos. 
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Tabla 4-6: Coeficientes de regresión y ef'ectos estimados para cada factor probado en tres planes de 
experimentación con tres fuentes de nitrógeno. Se evaluó el crecimiento radial (mm) de las colonias de 
Suillus co/linilus S-24 cultivadas en cajas de Petri de 90 mm con bagazo de calla y vermiculita-turba 
impregnados con medio BAF modificado. 

F-de F.-clonts 8-zo de calla Vermlcullta-turba 
nlll6geno 

Coetic:lentes 
1 

Efectos Coe-ntes Efectos 

--~ -
A:Luz -0,760417 -1,52083 -0,75 -1,5 

B:Tempcntura -0,71875 -1,4375 0,479167 0,958333 

C:pH 0,677083 1,35417 1,02083 2,04167 

D:Glucosa 1.26042 2,52083 2,011333 4,16667 

PeplDn8 E:PcplOna 1,30208 2,60417 -0,125 ..(),25 

F:Ex.tracto de malta -0,302083 -0,604167 ..(),916667 -1,83333 

Q:L-upmqina 0,385417 0,770833 0,354167 0,708333 

bo- 4,3437563 5,0625 

•1Enor estándar ±0,07171 ±O 195434 z,0618017 ±0,123603 

A:Luz -0,697917 -1,39583 0,427083 0,854167 

B:TclllpCl"&IW'm -0,40625 ..(),8125 0,53125 1,0625 

C:pH 0,739583 1,47917 0,1122917 1,64583 

D:Olucosa 0,947917 1,89583 2,03125 4,0625 

(NH,)250, E:PeplorW 0,53125 l,0625 2,63542 5,27083 

F:Ell.tracto de malta -0,364583 -0,729167 ..(),71875 -1,4375 

G:L--asparaaina 0,322917 0,645833 -0,822917 -1,64583 

bo- 3,572925 7,82292 

Em>resiándar "'o 073509 ±O 147019 Z007°~3 ZO 1""181 
A:Luz -0,104167 -0,208333 0,8115417 1,77083 

B:Tempcntura 0,1451133 0,291667 -1,11458 -2,22917 

c,pH 0,1875 0,375 -0,34375 ..(),6875 

D:Olucosa 0,395833 0,791667 1,65625 3,3125 

C.N03 E:l'epcona -0,395833 -0,791667 1,57292 3,145113 

F:Eatracto de malta 0,1875 0,375 0,71875 1,4375 

G:L-asparaaina -0,270833 -0,541667 -1,26042 -2,52083 

bo- 2,64583 4,61458 

Em>r- ±00645497 ±O 129099 Z00692532 "'° 138506 
•EJ error estándar se calcul~ con el error IOtal y 40 g.I. 

En las Figuras 4-29 y 4-30 se presentan grificas de los efectos principales obtenidos en el 

Programa Statgraphics plus versión S.O. en las que los valores de crecimiento radial se estimaron como 

una función de cada factor~ comparando cada uno en su mayor valor en el nivel(-) y(+) con los dcmis 

f'actores como constantes en su valor central. 
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Luz pH 
Tempaaa.an a1...,.. 

~I~\-"" ;_/_1_"" ~/] 
Lu.z Tempen.tu;ra pH OIU!COUSulr.todemrc~dc~ina 

~['-~ / / / \ / \ j 
Figura 4-29: Erecto combinado de Cactores ambientales y nutrimentales en el crecimiento radial de 
colonias de S. collinitus S-24 cullivadas en bagazo de calla como soporte sólido impregnado con medio 
BAF modificado con tres fuentes de nitrógeno. La pendiente de la linea representa si el ef'ecto es + o - en 
cada factor. 
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Luz Tempcratu,. pH 
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Figura 4-30: Ef"ecto combinado de factores ambientales y nutrimentalcs en el crecimiento radial de 
colonias de S. collinitus S-24 cultivadas en venniculita-turba como sopone sólido impregnado con medio 
BAF modificado con tres fuentes de nitrógeno. La pendiente de la lfnea representa si el efecto es +o - en 
cada factor. 
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En estas gráficas se observa que Jos efectos de cada factor se representan por lineas de riifcrcnte 

magnitud y pendiente. que demuestran el nivel de importancia y el efecto(+) o(-) de cada factor. También 

se puede observar que la mayoría de los factores tuvieron efectos significativos en el crecimiento radial y 

la biomasa de Suillus collinirus a excepción del extracto de malta y pH que solamente mostraron efectos 

significativos en el crecimiento radial pero no en la biomasa. 

En las Figun1s 4-31 y 4-32 se observan las colonias de S. collinitus S-24 en las cajas de Petri con 

los dos sopones sólidos asi con10 la observación microscópica del micelio en los soportes. Se observaron 

diferencias en In morfología de las colonias en ambos soportes y penetración del soporte por el micelio en 

forma variable. 

Figura 4-31: Cultivos de Suil/us collinitus en dos soportes sólidos impregnados con medio de cultivo 
BAF. A: bagazo de caña B: venniculita-turba. 

TESIS CON 
FALLA DE ORIGEN 98 



Resultados TESIS CON 
FALLA PI? 01'.(•GE.l-1 

Figura 4-32: Observación microscópica del crecimiento micclial Suillau coJJ;n;tu.s entre los espacios intra 
partículas del bagazo de caña (A) y venniculita-turba (B). 

En el bagazo de cai\a_ el hongo colonizó en forma de micelio blanco~ poco algodonoso y de baja 

densidad. mientras que en vermiculita-turba el micelio blanco fue muy algodonoso y con un crecimiento 

aéreo importante. En colonias del mismo diámetro en el bagazo de cafta y venniculita-turba~ se observaron 

diferencias de densidad notables._ con una penetración del micelio que alcanzó el fondo de las cajas de 

cultivo. 

4.B. Cons.,,,.cl6n de l•s e_,__ 
4.8.1 _ Resiembras peñódlcas en agar 

La recuperación de las cepas de HEM por resiembras en medio de cultivo PDA cada tres meses 

fue variable entre las cepas dependiendo del medio de cultivo de conservación y del sistema de cultivo de 

las cepas~ ya sea de fra.sc;:o de cultivo inclinado o de cajas de Petri. 
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Entre los criterios de evaluaci611 de los sistemas de conservación, se incluyeron: La descripción 

moñológica de las colonias9 el crecimiento radial del micelio y Ja velocidad media de crecimiento (Vr) en 

nun/día. En general se obtuvieron mejores resultados de recuperación de la mayoría de las cepas obtenidas 

de cultivos en cajas de Petri que de las de frascos de cultivo inclinado. También se observó que el tiempo 

de inicio de Ja fase lineal de crecimiento de las cepas se incrementó en promedio de 6 a 8-10 dfas en los 

cultivos con mayor tiempo de conservación. 

Las cepas que presentaron mayores dificultades de conservación y recuperación en estas 

condiciones fueron las dos de Lactarius D-47 y S-29 y Suillus S-1588, en las que después de seis meses de 

conservuci6n en frascos ya no se pudieron recuperar y solamente en cajas de Petri se conservaron hasta 

por un afio9 como se observa en la Figura 4-33. 

24 

·C-PDA OF-PDA OC-PDA1/4 EF-PDA1/4 
20 

~ . 
. 

~ . 
' 

1: : 
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1· ·,· 
I;: l'i I•· ·' 1., ,, .: 1: 

l't 

o 
0-47 5-29 F-26 f'.3 f'.4 f'.5 S-24 5-1009 5-1588 5-276 

Figura 4-33: Efecto de las resiembras periódicas de cepas de HEM (P. rinctorius P-59 P-3. P-4 y F-26. S. 
collinilus S-24, S. tomenlosus S-1009 y S-276 y S. g/andulosipes S-1588) en cajas de Petri con medio 
PDA y PDA V. y en Frascos de cultivo inclinado con PDA y PDA !4 en el tiempo de recuperación 
eficiente de las cepas. 
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Las cepas de Pisolitltu.s y Suillus cultivadas en PDA a concentración normal generalmente 

crecieron con abundante micelio y gran producción de exudados color café o pardo rojizo acumulados 

sobre el micelio. 

En cuanto a Jos medios de cultivo, la recuperación fue mejor del ITICdio PDA diluido a la cuana 

panc (PDA ~.), en los que se observó una baja densidad miccliaJ y que no hubo cambios de color ni 

producción de exudados en el medio ni en el micelio. 

Se observaron cambios en la moñologfa de las colonias de S. tomentosus y S. glandu/osipes a 

medida que se incrementó el tiempo de conservación tanto en cajas y en frascos con medio PDA 

completo9 siendo la colonia de bordes cada vez más irregulares, de textura más seca y ondulada. 

4.8.2. En agua destilada estéril 

La conservación de las cepas de HEM en agua destilada estéril9 permitió la recuperación de todas 

las especies sin dificultad al menos por 24 meses. siendo las P. tinctori&U F-269 P-5 9 S. tomentosu.s S-276 y 

S-1009 y S. col/initllS S-24 las que se mantuvieron en buenas condiciones hasta después de 36 meses. En 

tiempo de conservación prolongados (>24 meses) al igual que en el sistema anterior se pudo observar un 

aumento en la duración de la f"asc de adaptación9 es decir Ja fase lineal se inició después de 6 dfas de 

incubación del micelio, y posterionnentc: creció sin cambios en su morf'ologfa. 
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5.1. O.acrlpcldn modoNSlllc• de HEM. 
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Los estudios de cultivo de hongos filamentosos sobre todo de Ascomicetos y Deuteromicetes en 

medio sólido han demostrado que la morfologia colonial es caractcristica de las especies. generalmente 

determinada por el pado de organización y diferenciación bifal (Robinson. 1978). En alaunos 

Basidiomicctos y panicula.rrnente en HEM que se caracterizan por Ja ausencia de estructuras conidialcs. en 

los que la clasificación depende tradicionalmente de los caracteres taxonómicos de los carpóforos, Ja 

caracterización moñológica. no ha sido considerada como criterio taxonómico. pero sobre todo porque 

solo se ha estudiado en un limitado número de especies (Hutchinson. 1991 ). 

Las cepas de estudio. pertenecientes a tres géneros (Lactarius. Suillus y Pisolithau) • con 

solamente seis especies y que a su vez algunos se obtuvieron de regiones distintas. pueden explicar 

parcialmente la variabilidad morfológica intra e interespeciflca que se observó, sobre todo entre las cepas 

de Pisolitlrus tinctorius obtenidas de tres paises. mientras que entre las de Suillus. se pudieron determinar 

patrones de crecimiento característicos en las cepas aisl8das de México similares a los reportados por 

Santiago-Maninez et al •• 1994. 

Es muy importante realizar catos estudios en mayor número de especies de origen distinto tal 

como lo sugieren Sinchcz et al.. 2000 para saber si hay componamientos reproducibles en estas 

respuestas y de que manera pueden ser afectadas por factores ambientales. nutricionales y genéticos que se 

han reportado en especies saprobias (Robinson. 1978). 

Entte las cepas de los aéneros Suillus se observó mayor variabilidad en la textura micelial. ain 

embargo debido al limitado número de cepas pencnccientes a una misma especie disponibles seria 

conveniente realizar mayores estudios con un número mayor de cepa.a de una misma especie para poder 

hacer mejores aponaciones. 
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La producción de exudados y aromas distintos en los medios de cultivo pueden ser áreas de interés 

en el metabolismo de este tipo de hongos debido a que Jos exudados acumulados en forma de gotas en el 

centro de las colonias de hongos filamentosos saprobios. generalmente son considerados como 

subproductos del metabolismo secundario, como una reserva de nutrimentos. o como productos del 

rompimiento de macromoléculas cuya liberación controla una acumulación de intennediarios tóxicos del 

metabolismo primario en condiciones de crecimiento desbalanceado (Griffin. 1994). 

Sin embargo estos metabolitos secundarios en HEM también pueden funcionar como mensajeros 

químicos en procesos de desarrollo y diíerenciación de especies vegetales. lo que se ha estudiado en callos 

embrionarios de orquídeas expuestos a exudados de Pisolithus y Rhi=opogon en medios de cultivo 

(Aquiahuatl et al .• 1994). o como agentes de control biológico de especies fitopatógenas de hongos (Marx. 

1969; Kope & Fortin. 1990) bacterias (Cook. 1993) y nemátodos (Bloomberg & Sutherland. 1971). 

5-2. Caracteriz•ción del creclnilento mlcellal 

Los HEM en cultivos de laboratorio se propagaron a partir de fragmentos de hifas. que 

colonizaron el medio fonnando colonias generalmente circulares de moñologfa característica. También se 

observaron diferencias intra e inter especificas importantes en el proceso de colonización de los medios de 

cultivo como son: La duración de fa f"asc de adaptación (fase lag). su crecimiento radial (m.m) y la Vr o 

velocidad media de crecimiento radial (nunldia). 

El parámetro más común de evaluación del crecimiento de HEM ha sido el de medir el diámetro 

de las colonias que corresponde al doble del radio de la colonia. si consideramos que a partir del punto de 

inoculación las hifas crecen en forma apical hacia la periferia de la misma. En diversos trabajos de 

investigación se reporta indistintamente el valor del diámetro como el crecimiento radial. situación que no 

af"ectará la interpretación de los resultados al hacer compararacioncs del tamafto de las colonias 

unicamcnte. sin embargo. al considerarse el valor del diámetro o el radio de Ja colonia en el cálculo de Jos 

valores de la Vr si se obtendrán resultados erróneos al interpretarlos y compararlos con otros estudios. 
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En la Figura 4-3 se obsrvó que el 40 % de las cepas Ja Vr fue significativamente (p<O.OS) mayor 

en medio BAF. en 400/o no hubo efecto significativo y solamente en un 20 % la Vr fue mejor en PDA. lo 

que permite sugerir que la Vr de Jos medios de cultivo puede ser un criterio de caracterización de las cepas 

deHEM. 

Esta variable de crecimiento representa la habilidad de colonización dif"erencial 

independientemente del tamafto que alcance Ja colonia debido a que es un parámetro que se dctcnnina en 

la fase de crecimiento lincaJ 9 es decir después de la fase de adaptación. que como observamOs en el 

capitulo anterior tambi6n fue un factor variable entre las cepas. 

Es importante mencionar que en algunos estudios (Oort.9 1981; Santiago-Manlnez et al .• 1993) la 

Vr también se ha rcponado como la pendiente de la curva de crecimiento desde el tiempo de la 

inoculación. lo cual dará lugar a errores en la detenninación de este parámetro por no considerarse el 

tiempo en que se inició el crecimiento lineal. 

Por lo anterior es explicable que una misma cepa como P. tinctoriu.s P-3 y F-26 tengan una Vr 

muy semejante en Jos dos medios pero con un crecimiento radial casi 400/o mayor en BAF en Ja prilllCl'B y 

200.lá menor en la segunda (Figura 4-3). 

En Ja mayoria de las cepas si hubo una correlación directa entre la Vr y el crecimiento wadia1; las 

cepas del primer tipo fueron de crecimiento aéreo variable entre los medios y en las del segundo tipo 

fueron muy algodonosas de crecimiento aéreo abundante como S. collinitus S-24 y P. tinctorl&a P-S o en 

las que es escaso o totalmente fibriloso como las de Lactarius y S. g/andulosipes S-1588. 

En términos generales se puede sugerir que estas diferencias en el crecimiento radial y Vr son 

demostrativos de las diferencias en Ja habilidad de adaptación y colonización de los medios de cultivo. que 

se complementan con las observaciones moñológicas de cada especie, que incluso podrían relacionrse con 

cambios en la frecuencia de ramificación y en la dirección de la puntas de crecimiento tal como se ha 

rcponado en especies saprobias de hongos filamentosos (Molin et al .• 1992; Prosser, J 995). 
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En Ja producción de biornasa de Jos HEM en los medios BAF y PDA se observaron diferencias 

entre las cepas y aunque en Ja mayoría de éstas no fue estadísticamente significativa (p<O.OS). fUe notoria 

la relación que hubo ente la producción de biomasa y su crecimiento radial (Figuras 4-4 y 4-.5). Las cepas 

de Pi.so/it"us P-3. P-4. P-S; S. col/initllS S-24 y S. lo•entosus S- J 009 presentaron una relación 

significativamente mayor (p<O.OS) en PDA que en BAF. Los valores de mayor relación biornasa/crec. 

radial se observaron en Lactarill.S S-29 y S. ta.entosu.s S-ICM>9 en PDA y los de menor valor se obtuvieron 

para Piso/ithus P-3. P-4 y S. collin/lllS S-24 en BAF. Estas diferencias entre las cepas de estudio 

demuestran que hubo modificaciones en la densidad micelial muy relacionadas con la textura del micelio. 

Asf las colonias de textura más algodonosa tuvieron densidades menores mientras que los de textura 

aterciopelada o pegada al medio fueron de mayor densidad. 

Con Ja detenninación de biomasa de los HEM complementaria a los otros parámetros de 

crecimiento (crecimiento radial. la Vr y las características moñológicas) de cada una de las cepas se puede 

sugerir que en el proceso de colonización de los medios de cultivo de estas especies fúngicas el micelio 

puede ser modificado por la composición del medio de cultivo y que il!sta puede ser el resultado de la 

expresión de Jas habilidades de explorar (crecimiento radial y Vr) el medio y de explotar (sfntcsis de 

biomasa) los recursos del mismo. tal como lo han reportado Obcrt el al .• 1990 y Prosser. 1995, para 

especies de hongos filamentosos saprobios. 

Estos mismos autores junto con Reichl et al.. 1990 y Ritz lk. Crawford, J 990 han propuesto Ja 

detenninación de la dimensión fractal (D) de colonias fúngicas como parámetro útil para caracterizar la 

capacidad del micelio de colonizar los sustratos sólidos. Esta D caracteriatica se ha relacion.do con la 

capacidad del micelio de colonizar o de llenar los espacios disponibles en o ~ los sustmtos sólidos, por 

la habilidad de las hifas de explorar (hif'as exploradoras) para buscar nuevas fuentes de nutrimentos o con 

Ja capacidad de sintetizar la biomasa a partir de la utilización de recursos disponibles (hifas explotadoras). 
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Las pruebas de t-Student (p<0.05) de los valores de D. entre los medios que demostraron que en la 

mayoria de cepas hubo efecto del medio, a excepción de las de Lactarius y S. collinitus S-24. Al 

ralacionar la dimensión fractal con el diámetro y la biomasa de las colonias se observó que tas cepas con 

menor producción de bioma.<:> y diámetro mayor como S. collinilus S-24 y las de P. tictorius P-3 y P-5 les 

correspondieron valores de D menores, es decir fueron de estrategia de colonización exploradora a 

diferencia de las que se caracterizaron por una mayor producción de biomasa en colonias de menor 

diámetro como en las de S. tomentosus S-276 y S. glandulosipes S-1588. 

Es importante recordar que la cepa de Suil/us col/initus S-24 se caracterizó por su micelio muy 

algodonoso. con abundante crecimiento aéreo. mayor crecimiento radial y Vr a diferencia de la de S-1588 

que tiene micelio aterciopelado con escaso micelio aéreo. menor crecimiento radial y Vr pero con mayor 

producción de biomasa. 

En la naturaleza, una de las funciones más imponantes del micelio es la de explorar áreas de suelo 

que incrementen Ja disponibilidad de elementos esenciales para el crecimiento de la planta huésped 

(Trappe, 1977; Harley & Smith. 1983) de tal manera que el conocimiento de la fonna en que el micelio se 

distribuye en el espacio y coloniza los sustratos en el laboratorio, podría ser indicativo de las estrategias de 

crecimiento que se manifestarán en el proceso de micorrización al introducir estas especies en el suelo. sin 

C1J1bargo es un área que requiere de mayores investigaciones y seguramente se favorecerla una 

micorrización más control8da. 
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5.4. S/alenra de cultivo en c•J•• de Petri con •11•r cubl•"º d• celofán 

En los resultados de crecimiento de Jos cultivos con cubierta de celofán se observó que hubo un 

retardo en el inicio del crecimiento lineal, que en Jos cultivos sin celoCán es de 6 dias o menos. mientras 

que con cubicna el crecimiento lineal se inició después de 6 dias. sin embargo posterionncnte se el 

crecimiento se nonnalizó y se alcanzó un diámetro y Vr similar o mayor que en Jos cultivos sin celoflin 

(Figura 4-9). El retraso en la fase de adaptación del micelio de las cepas estudiadas fue por la difusión 

limitada de nutrimentos a través de la cubierta, y Ja mayor Vr en cultivos con celofán se favoreció por Ja 

limitada penetración del micelio en el medio de cultivo. 

Con la cubierta de celofán se facilitó en gran medida las evaluaciones de biomasa observándose 

que en la mayoría de cepas fue significativamente (p<0.05) mayor que la cuantificada en cultivos sin 

celofán y además se facilitó también el análisis de pH final y consumo de glucosa. No hubo efecto de la 

membrana en las cinéticas de consumo de glucosa de Jos dos medios de cultivo, pero si en la biomasa. Un 

inconveniente del sistema con celofán es el que al separar la membrana, ésta se puso a peso constante 

directamente, sin hacer lavados del micelio. por lo que los exudados que también se incluyen en el peso. 

La caracteriz.ación morfológica de las cepas en cultivos con celofán demostraron imponantes 

cambios en la mayoría de las cepas a excepción de las dos de Lac1arius, sobre todo por cambios de textura 

y reducción del crecimiento aéreo (Figura 4-1 O). 

El origen y tamafto del inóculo influyó en fonna significativa en la producción de biomasa pero no 

en el crecimiento radial de S. collinitus, notándose que es mejor inocular con discos micelialcs de tamafto 

mayor a 5.0 mm obtenidos pn:f'erentemente de las zonas periférica y media de las colonias para favorecer 

una mayor producción de biomasa (Figura 4-15). 

En las colonias de los HEM fue común observar el desarrollo de zonas dif'crentes en aspecto y 

color del micelio a partir del centro a la periferia. por lo que es posible que se establezcan zonas de 

diferenciación micelial con estados fisiológicamente distintos (Robinson. 1978 y Dcacon, 1997). 
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Con relación al tamafto del inóculo. Trinci. 1974 ha propuesto para diversas especies de hongos 

saprobios que hay un limite de corte en JaS hifas que pennite conservar su viabilidad. Esta situación es 

particularmente interesante en los HEM. en las que frecuentemente se observa que al hacer el cone de 

micelio en ocasiones ocurre su desgarramiento sobre todo cuando el instrumento de corte no es adecuado 

causando pérdida de viabilidad imponante. 

Además es conveniente mencionar que con relación al tarnailo del inóculo. al tolll8J' un fragtncnto 

micelial generalmente éste contiene micelio y medio de cultivo. por lo se acostumbra colocar el micelio en 

contacto con el nuevo medio. sin embargo tambien se observó que el micelio colonizaba primero la parte 

superior del medio antiguo y posteriormente el nuevo. por lo que es posible que el efecto del tamafto esté 

conf"undido con este factor . 

La densidad de inóculo también tuvo efectos significativos (p<O.O.S) en el diámetro de las 

co1onias. siendo de aproximadamente 10 mm la diferencia entre las cajas de 90 mm inoculadas con J o 3 

colonias. La glucosa consumida. fue mayor en cajas pcqueftas (41.2%) que en cajas grandes (15.32%). 

además en la caja de 60 mm se observó gran cantidad de exudados. lo que puede explicar esta diCerencia 

de consumo de glucosa y el menor rendimiento.No hubo diferencia significativa en la biomasa de S. 

col/in/tus cuando se inocularon 1 o 3 inoculantes en cajas de 90 mm pero si en el la cantidad de glucosa 

consumida y el diámetro de colonia. Esto puede relacionarse con cambios en la morf'ologia de las 

colonias. ya que las inoculadas en un solo sitio fueron mas algodonosas. con un crecimiento aéreo mayor y 

de bordes regulares. mientras que en las que se inocularon con tres tuvieron bordes mas irregulares y 

fueron menos algodonosas. 

El tamafto. origen y densidad de inoculación en cajas de cultivo sólido modificaron Jos resula.dos 

de crecimiento de Jos HEM. de fonna variable. de aqui la imponancia de nonnalizar previamente estas 

condiciones del inoculante para reducir las variaciones debidas a estos factores. 
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El crecimiento de todas las cepas de HEM en el medio de cultivo sin glucosa puede explicarse por 

su capacidad de obtener nutrimentos carbonados a partir de otros componentes del medio como la peptona 

o el extracto de levadura.. por la capacidad de estos hongos de utilizar aminoácidos y péptidos como 

fuentes de carbono y energfa (Keller. 1996). Sin embargo el crecimiento fue limitado por carbono 

disponible. lo que se comprueba al observar el efecto de 1.0 g/L de glucosa en el medio sobre el 

crecimiento radial y Ja biomasa de los HEM. principalmente en las cepas de Piso/itltus (Figura 4-18). 

Las observaciones de que en los medios con 10-30 g/L de glucosa la mayoría de las cepas 

presentaron un mayor diámetro y biomasa colonial. permiten sugerir que los requerimientos de glucosa de 

estos HEM pueden ser menores a tos que nonnalmentc se encuentran en la mayoría de los medios 

recomendados y que niveles mayores pueden causar incluso una inhibición del crecimiento. lo que 

adquiere una gran imponancia cuando se quieren aislar o propagar en grandes cantidades estos HEM. 

Las observaciones de que en en P. tinctorius F-26. P-S y S. tomelllo.sus S-1009 y S-276 no solo 

presentaron una Vr menor sino un incremento en la producción de subproductos del metabolismo como 

son Jos exudados y pigmentos sugieren también cambios metabólicos MI algunas de las especies. no uf en 

S. co/linitus S-24 y P. tictorius P-3 y P-4 en las que hubo una gnm producción de exudados al aumentar la 

glucosa sin manifestar cambios sipificativos (p<O.OS) en la Vr (Figura 4-19). 

Considerando que la disponibilidad de nutrimentos carbonados en el ambiente pueden aumentar o 

reducir el crecimiento apical y los pattoncs de ramificación y dirección de las hifas en el es_pKio (Griflin. 

1994. Grifith • Deacon y Trinci ). formandose micelio de componamiento explorador (con D< 2.0) o 

explotador (0>2.0). en los resultados de dimensión ft'actal de las cepa se observaron respuestas variables 

al modificarse la glucosa en el medio de cultivo. 
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En pruebas de ANDEV A y de intervalo múltiple de Tukey (P<0.05) se detcnninaron tres grupos 

de cepas por Ja ronna en que la glucosa en concentraciones tnayorcs de 1 O g/L influyó sobre la D: 

a) S. tomenloSUJ S-1009. S-276 y S. glandulosipes S-1588 con D>L9 y crecimiento radial bajo. de 

textura poco algodonosa. muy densa, que al aumentarse la concentración de glucosa fonnaron colonias en 

forma de costras muy compactas. En S-1588 la D se incrementó significativamente (p<O.OS) por eCecto de 

la glucosa a deferencia de las dos restantes en las que no hubo erecto. 

b) P. tinctoriu.s P-3 y P-S con D< 1.9. presentaron micelio muy algodonoso con tendencia a 

hacerse más aén:o al aumentar la cantidad de glucosa y con una disminución significativa de la D en P-S. 

e) P. tinctoriMS F-26 y S. co/Unitu.s S-24. con O <1.9 caracterizadas por micelio algodonoso que 

incrementa su densidad y la D a mayores concentraciones de glucosa en forma significativa. 

El conocimiento de Ja forma en que estos HEM modifican sus características de crecimiento y su 

moñología colonial en respuesta a la concenación de glucosa puede ser valioso en la definición de 

condiciones óptimas para que se favorezca su crecimiento micelial y/o la producción de biomasa.. 

Hutchinson. 1990 ha sugerido que los HEM tienen sistemas de adaptación a condiciones de 

carencia y exceso de azúcares. debido a que estos hongos pueden encontrarse en fonna libre en el suelo 

durante periodos variables. 

Uno de los mecanismos de adaptación a tales condiciones es un adecuado control de la 

incorporación de los azúcares por sistemas enzimáticos susc:cptiblcs de saturación (Strullu, 1991) y la 

reducción en la modificación de su tasa de crecimiento hif'al, disminución de la longitud de hiCas asf como 

en el equilibrio entre Jos procesos de exploración/explotación de los sustratos (Griffin. 1994) tal como se 

observó en estos estudios. 
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Los efectos más imponantes de la utilización de diferentes fuentes nitrogenadas fue la 

modificación moñológica de las colonias y los cambios del pH en los medios de cultivo. El micelio de las 

colonias cultivadas en el medio con nitratos fue muy diferente en textura. color y pigmentación a las 

colonias en peptona y sulf"ato de amonio. Jo que puede explicarse por cambios metabólicos y en la 

actividad enzimática (se requiere la sintcsis de nitrato rcductasas) o como un mecanismo de adaptación 

que incrementa el '-rea superficial del micelio para mejorar la captación de nutrimentos. como en 

Trichode,.,,.a (Wainwright. 1988). 

Estos aspectos que han sido muy poco estudiados en los cultivos de HEM (Oort. 1981; Kcllcr. 

l 996; Baar et al.. 1997) y Jos que han sido reportados generalmente son en la asociación micorrizica 

(Gibson &. Deacon. 1990) o considerando solamente Jos aspectos del crecimiento radial (Smith. 1982) y 

en algunos casos de biornasa (Anderson et al... 1999), pero que tambicn han sido muy valiosos como 

criterios taxonómicos en la identificación de especies ectomiconizicas (Hutchinson. 1990; l 990a). 

Los medios de cultivo con sulfato de amonio se acidificaron más que con peptona y nitratos, 

siendo de alrededor de 3.S el pH final en los primeros, mientras que con peptona y nitrato de calcio el pH 

minimo fue de 4.S y S.O respectivamente. La importancia de estos estudios radica en que las respuestas de 

las cepas de HEM en cultivo axénico en el laboratorio fue muy variable (Fiaura 4-2$). y representan las 

necesidades especificas de los hongos, lo cual quiere decir que no se puede utilizar un solo inedio de 

cultivo para todas las especies, tal como Jo sugieren Santiago et al.~ 1994. 

El crecimiento radial y la biomasa en peptona fueron mejOl'eS con peptona en Ja mayoria de las 

cepas, lo que se relaciona con la habilidad de estos HEM de utilizar en fonna eficiente •- Cuentes de 

nitrógeno orginica. 

Hay propuestas de que esta capacidad determinada en el laboratorio puede relacionarse con su 

capacidad de movilizar grandes cantidades de nitrógeno hacia las plantas huésped en bosques templados, 

los que generalmente se caractcriz.an por tener grandes cantidad de nilrógeno orgánico (El-Badaoui & 

Botton, 1989; Abuzinadah et al. 1986; Wall811dcr & Amcbrant. 1999). 
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Los HEM del los géneros Pisolithus utilizaron mejor el amonio que los nitratos en los medios de 

cultivo, a diferencia de las especies de Suil/us .. que utilizaron los nitratos en forma eficiente., lo que se 

puede relacionar con las características del hábitat y funcionalidad Jos HEM en los procesos de sucesión 

(Finlay et al., t 988; Anderson el al., 1999). Keller, 1996, sugiere que la incapacidad de utilización de los 

nitratos se justifica porque en los bosques templados, hábitat de diversos HEM son de abundante 

contenido orgánico, condición que limita la nitrificación. 

Yamanaca, 1999 y Kéllcr .. 1996. han propuesto que las diferencias en la utilización de fuentes 

nitrogenadas detenninadas en laboratorio con cultivos puros de HEM pueden ser imponantes marcadores 

ccofisiológicos de estos hongos y que estas capacidades pueden relacionarse con eventos de sucesión de 

poblacione5o de hongos en el bosque. Así. los HEM de colonización temprana (Laccaria. Hebelonca. 

Pisolülius. Rhizopogon) se caracterizan por la utilización preferencial de amonio sobre nitrato , mientras 

que en el caso de hongos de colonización tardía (Lactarius, Suillus. A171anila, Cortinarius, Russula) se 

observó el efecto contrario. 

Nuevamente se observó el efecto limitante de la fuente carbonada en el crecimiento de los HEM .. 

en Jos medios con 1 g/L de glucosa se puede explicar por una limitación de fuente carbonada necesaria 

para la asimilación del amonio en los medios con sulfato de amonio ya que se ha rcponado que la 

actividad proteolitica y capacidad de utilización de amonio por especies ectomiconizicas, se ve af"cctada 

por la cantidad de sustrato carbonado disponible {Abuzinadah et al., 1986; Anderson et al .• 1999) debido a 

que se requieren moléculas de aceto glutarato formados en el ciclo de Krebs para su asimilación. 

También, las necesidades diferenciales de fuente carbonada de las especies de HEM en medios de 

cultivo se han relacionado con su panicipación en la colonización y micorrización .. es decir si son de 

colonización tardía (Lactarius. Amonita, Tricholoma) hay una alta dependencia por las fuentes carbonadas 

(en el rango de 0-10 g/L de glucosa), mientras que en las de colonización temprana (Laccaria. Hebeloma) 

no dependen tanto de I• disponibilidad de glucosa (Gibson & Deacon, 1990). 
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También los hongos de colonización temprana inician la colonización de la rafz generalmente por 

la genninación de esporas. a diferencia de las de colonización tardla que se caracterizan por la 

colonización a panir de redes de hifas enlazadas a una base nutrimental (Gibson &t Dcacon. 1990) lo que 

puede explicar estas diferencias de respuesta de las especies füngicas estudiadas. 

En Jos niveles de concentración de glucosa probados y la combinación de fuentes de nitróaeno. se 

comprobó que las necesidades de carbono y nittógeno son reducidas de acuerdo con Jos resultados de 

Santi•go et al.. l 995 en relación con la de hongos saprobios. Jo puede ser una gran ventaja sobre otros 

bongos. en etapas previas a la colonización micorrizica •. 

Sin embargo también se importante conocer las necesidades paniculares de Jos HEM para 

cultivarlas en las condiciones que favorezcas su crecimiento micelíal. producción de biomasa y/o 

conservación de sus caracteristicas moñológicas, evitando el uso de medios de uso general que contengan 

exceso de nutrimentos carbonados y nitrogenados. Jo que nonnalmente son causa de la contaminación por 

especies de hongos saprobios. 

5.5.3. Efecto de la actividad de agua (aw) 

Los HEM de estudio fueron sensibles a la a.. reducida en los medios de cultivo. ajustados con 

depresores de humedad asimilables como Ja sacarosa~ el cloruro de sodio y el glicerol. La resiatencia a 

niveles de a_ baja de los HEM dependió del tipo de depresor de -aua utilizM!o. ya que el glicerol tuvo un 

efecto mayor en la disminución de la Vr de crecimiento en niveles de a..,.=0.98 que eJ efecto observado en 

valores de a_.=0.96 ajustado con ctilenglicol. 

El n1enor efecto inhibitorio de etilenglicol coincide con Jos resultados de Mexal y Reid (1973) 

demostrando que este tipo de sustancias no presentan toxicidad para Telepltora terrestris. Ce11ocoec11m 

granifornie y Suillu.s luteus. en condiciones de estrés de agua impuestas por la adición de sustancias que 

disminuyen el agua disponible. 
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En estudios realizados por Dixon et al.. 1993. se reponó que algunas especies de Piso/ithus y 

Suillus pueden ser loleranles al cloruro de sodio en los medios de cultivo debido a fenómenos de 

osmorrcgulación citoplásmica y compartamcntalización de la acumulación de sales en vacuolas y paredes 

celulares. 

En este estudio el cloruro de sodio tuvo un erecto altamente inhibitorio del crecimiento de 

Pisolithus y Suillus probablemente debido a las concentraciones que se utilizaron ( 4.0 y 6.0 g/L) 

necesarias para disminuir la a. del medio de cultivo. pero que fue casi el doble (1.0-3.0 g/L) de las 

concentraciones reportadas por estos autores. 

La imponancia de estudiar el efecto de la actividad de agua en HEM radica en que no hay estudios 

suficientes que pennitan definir las posibilidades de respuestas fisiológicas frente a condiciones de estrés 

de agua. y que tal conocimiento podría ser útil para la selección de especies de HEM especificas pan 

micorrización de plaintulas que se establecerán en condiciones áridas. 

Debido a que su fonna de crecimiento al igual que otras especies de hongos son las hifas. que son 

estructuras filamentosas. de paredes delgadas y con capacidad limitada de conservación del agua. por lo 

que el crecimiento vegetativo de la mayoría de los hongos requiere de condiciones de humedad adecuadas 

(Bartnicki-Ciarcia.. 1973) pero que también se han adaptado a condiciones limitadas de agua. como son las 

zonas semi-áridas (Mexal & Reíd, 1973; Duddrige et al., 1980). dándole beneficios de captación de agua a 

las plantas huésped. 

En el sistema procesador de imágenes utilizado para evaluar el efecto de la aw se observaron 

estructuras semejantes a los rizomoños füngicos, que son estJucturas especializada del micelio para 

absorber y facilitar et transpone de agua a distancias ecotógicamente significativa (Molin et al .• 1992). 

El aumento en el número de ramificaciones y disminución de la longitud hifal del micelio pueden 

explicarse por la reorganización del material protoplásmico a to largo de Ja hifa. debido a la disminución 

en la presión de turgencia, como uno de los mecanismos de adaptación de las hifas a condiciones 

reducidas de a.. tal como lo sugieren Bartnicki-Garcfa.. 1973 para dif'ercntes hongos saprobios. 
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Los cambios a nivel de las hifas se relacionaron directamente con la disminución en la Vr de Jos 

HEM y con modificaciones moñológicas de las colonias. que fueron más compactas y con micelio ~ 

muy reducido, tal como Jo reporta Caldwel, 1994. y estas caracteristicas fisiológicas de Jos HEM pueden 

ser de gran importancia en su releción con la funcionalidad micorrizica (Lamhamedi el al .. 1992). 

5.5.4. Diseno factorial fraccionario para determinar el efecto de factores ambientales 
y nutrirnentales 

Los factores estudiados afectaron de manera distinta el crecimiento radial y Ja producción de 

biomasa de S. col/in;IMS. Las concentraciones mayores de glucosa y de las tres fuentes de nittógeno 

favorecieron significativamente (p<0.05) el crecimiento y biomasa de las colonia....;;. hubo diferencias en las 

respuestas a los otros factores dependiendo de Ja fuente nitrogenada. 

En los cultivos con peptona casi todos los factores probados (excepto el extracto de malta) 

tuvieron efectos semejantes en el crecimiento radial y en Ja producción de bioRIASB; siendo los factores 

ambientales (luz. temperatura y pH) los que tuvieron mayores efectos significativamente (p<O.OS) 

negativos. Hubo una respuesta positiva a loa factores nuttirnentales sobre todo por la asparagina. El 

extracto de malta afectó el crecimiento radial pero no tuvo imponancia en la producción de biomasa. 

Con sulfato de amonio. se observó un ef"ccto significativamente (p<0.05) inhibitorio del 

crecimiento radial y producción de biomasa en los cultivos incubados a 30 ºC y pH de 7.0. Sin cmbaqo. 

hubo diferencias en la respuestas por Ja glucosa, extracto de malta y L-asparaa:ina • en los que se ob.ervó 

un cambio en la producción de biomasa pero una reducción en el crecimiento radial, es decir se modificó 

la densidad del micelio. Con nittato de calcio además del ef"ccto negativo del pH y la tcmperatun ae 

observó W1 efecto positivo de la luz tuvo igual que con sulf"ato de amonio, y un notable efecto favorable de 

los factores nubimcntales. 

Estos resultados muestran una relación directa con las observaciones realizadas en el estudio 

fisiológico anterior. donde se comprueba la necesidad de una cantidad suficiente de glucosa para asimilar 

el nitrógeno proveniente de los aminoácidos de la peptona. 
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Como el crecimiento micelial no se mejoró al agregar sustratos más complejos como el extracto 

de malta,. ésto puede ser indicativo de la incapacidad de asimilar los sustratos carbonados que contiene o 

debido a que su demanda de nitrógeno o vitaminas fue cubiena con los componentes del medio. 

Estos resultados coinciden con los de Abuzinadah et a/. ( 1986), quienes reportaron una gran 

capacidad de especies cctomicorrlzicas como Suillus bovinus. A1nanita muscaria y Hebeloma 

crustuliniforme para asimilar aminoácidos en medios de cultivo, donde el ácido glutámico. ácido 

aspánico, arginina, alanina y serina incrementaban Ja biomasa en fonna similar a las sales de amonio. 

El efecto negativo del pH alto fue mayor (40-45 %) con nitrato de calcio y con sulfato de amonio 

(200/o) que en peptona (10%). Esto puede deberse a diferentes cambios metabólicos del micelio. se ha 

reportado que en los cultivos con fuente de nitrógeno orgánica. pueden producirse sustancias como acidos 

orgánicos que neutralizan el pH alto y de esta manera pueden ajustar el sistema a las mejores condiciones 

de crecimiento (Griffin. 1994). 

También se ha reportado que en el proceso de asimilación de amonio en las rafees. se excreta un 

protón (H") al medio externo por cada molécula asimilada, por lo que se ha propuesto que en los HEM la 

utilización del amonio origina problemas de acidificación que puede inhibir su crecimiento (Hung &. 

Trappe, 1983). sin embargo en la especie de Suillus esnadiada no se observó este efecto, ya que utilizó 

mejor el amonio en pH ácido que en pH alto. lo cual demuestra la necesidad de conocer mejor el 

componamiento de los HEM en cultivo axénico. que no es necesariamente similar a lo que ocurre en la 

relación micorrizica. 

El efecto positivo de Ja glucosa fue importante debido a la necesidad de una cantidad suficiente de 

glucosa para asimilar el nitrógeno proveniente de los aminoicidos de la peptona, amonio o nitrato y que el 

crecimiento no se mejora al aumentar sustratos más complejos como el extracto de malta. seguramente 

debido a la incapacidad de asimilar los sustratos carbonados que contiene. a diferencia de la L~asparagina 

que si mejoró la densidad pero no el crcc:::imiento micelial. 
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El efecto negativo de la temperatura mayor de 25 ºC tanto en el crecimiento radial como en la 

biomasa. independientemente de la fuente nitrogenada de los medios de cultivo, coincide con los 

resultados Hutchinson, ( 19909). quien en estudios de caracterización taxonómica de diferentes especies 

cctomiconizicas sugiere que los HEM son más tolerantes a temperaturas menores que a altas, 

independientemente de las zonas de origen de las especies estudiadas. 

Otra observación importante fue el erecto que tuvo la luz, un f"actor que no ha sido estudiado en 

HEM con Ja gran atención que se ha dado en las especies saprobias, sobre todo en la relación de este 

Cactor con los procesos de diferenciación micelial y reproducción como Pilobolu.s y Phycomyces en los 

que se conocen mecanismos fototácticos que infiuyen en 1a liberación de esporas de reproducción o en los 

que la luz se asocia a cambios en Ja extensión diferencial de la pared celular detrás de la punta de 

crecimiento, porque la luz puede modificar la actividad de enzimas liticas de la pared celular que 

contienen pigmentos de tipo flavinas {Duscmbcry, 1996). 

Es imponante mencionar que debido a que con al disefto factorial fraccionario de dos niveles 

utilizado se pudo estudiar el efecto de numerosos factores con gran economia y eficiencia en la 

experimentación. solamente se pudieron conocer los efectos principales y que no hay que olvidar que 

estos efectos pueden estar confundidos con algunos efectos de interacción indicados en la Tabla 3-S. 

Sin embargo aunque en este tipo de discftos los cf'cctos de las interacciones se consideran 

insignificantes. dicha suposición no será limitativa si se seleccionan adecuadamente los factores de estudio 

y además se planeen experimentos de seguimiento. En los experimentos posteriores se incluirút 

generalmente los factores más importantes, responsables de las interacciones. 

En los estudios con HEM, que se caracterizan por su lento crecimiento y Ja preferencia por 

temperaturas bajas de incubación estos discftos pueden ser de gnm utilidad a diferencia de los diseftos 

tradicionales probando uno por uno cada uno de Jos factores de interés. 
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5.fS. Flslologl• del crecimiento mlc•ll•I en aopo,.,. a611do 

Considerando que el cultivo micelial de HEM en medio sólido puede ser el mejor sistema de 

estudio de Ja fisiologia de crecimiento. debido a que es más cercano a las condiciones naturales de 

crecimiento el estudio en soportes demostró que es posible definir condiciones para favorecer el 

crecimiento micelial con característica moñoJógicas y de densidad variable. 

Sin embargo resultaría interesante poder conocer las caracterfsticas de viabilidad y eficiencia 

miconizica de estos cultivos a fin de evaluar su potencial de utilización como inoculantes. de acuerdo con 

las propuestas de autores como Lapcyrie & Bruchet ( t 98S) y Roussos et al. ( 1997). 

En este estudio con factores combinados. se demostró nuevamente que estos HEM fueron capaces 

de utilizar el amonio y el nitrato. notándose que que con éstos se favoreció el crecimiento radial. mientras 

que con peptona se incrementó mayormente la densidad del micelio. 

El bagazo de cai1a es un material que resultó adecuado para el crecimiento de S. col/initus pen> no 

para Pi.solithus tinctorius. aunque fue notablemente menor que en vemicu1ita-turba debido su baja 

retención de humedad. ya que al final del experimento el bagazo fue notoriamente más seco. 

Es recomendable hacer mayores estudios para mejorar sus características de retención de humedad 

y sobre todo su capacidad amortiguadora. ya que en estos cultivos el pH ácido fue significativamente 

(p<0.05) negativo en et crecimiento lo que puede relacionarse con un efecto inibitorio mayor de los 

metabotitos ácidos generalmente incrementados cuando la fbente de nitrógeno es el sulfato de amonio a 

diferencia de lo que se observó en vermiculita-turba donde el pH final significativamente mayor (pH=S.2). 

en comparación con el bagazo de cafta. (pH=3.8~.0). 

Como en los sistemas naturales como el suelo. Jos efectos del pH ácido pueden atenuarse por la 

presencia de arcillas y sustancias húmicas que contribuyen a mantener el equilibrio iónico (KéJler. 1996) 

se podrían adicionar al bagazo mateiales que contengan este tipo de sustancias para mejorar su utilización 

como soponc. 
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Sobre todo porque en México. el bagazo de cafta ocupa un lugar importante por la cantidad que se 

produce (hasta 14 millones de toneladas) y su utilización para la producción de inoculantes de HEM 

podrfa ser una alternativa interesante y de bajo costo en relación al método común de preparación de estos 

inoculantcs en mezclas de venniculita-turba propuesto por Marx. 1984. 

También fue notoria la respuesta negativa que tuvo Ja luz en cultivo sólido con bagazo de calla.. 

situación que no es posible explicar a decuadamente. debido a la limitada importancia que se ha dado a 

este tipo de estudios en las especies cctomicorrizicas. 

El uso de vcnniculita-turba como sopone en el crecimiento micelial de S. col/inilus demosttó ser 

muy adecuado, sin embargo mediante la optimiz.ación de Ja composición química de tos medios de cultivo 

y el estudio de otros factores ambientales podrían mejorarse y sobre todo para aplicarse en el cultivo en un 

mayor número de especies cctomicorrizicas. 

En los sopones sólidos probablemente hubo una mayor interacción entre Jos componentes del 

medio y el soporte. debido en primer lugar a Ja penetración del micelio en los espacios ínter e 

intrapanicula que se observó (Figura 4-32). en respuesta a gradientes de condiciones nulrimentales o 

ambientales. a pesar de las imponantes pérdidas de humedad que se observaron sobre todo en el bagazo de 

cafta y a la imposibilidad de analizar otras variables del crecimiento micelial como la biomasa. 

Seria importante realizar el análisis de la dimensión fractal del micelio con ottos sistemas más 

precisos mediante analizadores de imágenes (Tucker et al.~ 1992; Baar et al .• 1997; Ritz &. CrawCord., 

1990). para conocer mejor las estrategias de colonización de los sopones. 

Los cultivos de HEM en f"ermentadorcs con corrientes de gases controlados. como tas columnas 

desarrolladas por Raimbault &. Alazard (1980) demostraron su preferencia mic.....,rofllica (tasa de 

aireación=? ml/min) en comparación con hongos uprobios (Rousaos & Hannibal. 1997), por Jo que es 

necesario desarrollar también sistemas de cultivo sólido específicos para estas condiciones. lo que hace 

ver la imponancia de cotinuar y ampliar cada vez nW el conocimiento sobre este tipo de hongos. 
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La conservación por resiembras periódicas en medios de cultivo. es la técnica que generalmente se 

aplica en trabajos experimentales con HEM debido a que es relativamente sencilla y económi~ aunque es 

muy laboriosa al incrementarse el número de cepas (Hill. 1981; Oon. 1981 ). También se ha reportado que 

el micelio de estos hongos es muy sensible a Jos procesos de liofilización y conservación en nittógeno 

Hquido (Marx & Daniel. 1976) que son las metodologfas mas efectivas en la conservación de la mayoría 

de especies de hongos saprobios (Fcnnell. 1960). 

Los resultados de recuperación de las cepas de HEM fueron variables (Figura 4-33); se observó 

que en general fue mejor a panir de los cultivos conservados en cajas de Petri que en los Crascos de 

cultivo. Esto puede explicarse porque al tomar los inoculantes de los frascos se hizo mayor manipulación 

del micelio. y hubo una mayor acumulación de pigmentos y exudados que pueden actuar como inhibidores 

del crecimiento (Robson et al.. 1987) y en los frascos hubo una mayor limitación de aire Jo que pudo 

favorecer la acumulación de C02 (Marx &. Daniel. 1976). 

En cuanto a Jos medios de cultivo utilizados; la recuperación se mejoró notablemente en los 

cultivos conservados en medio de PDA ~- En el PDA completo se observó Ja producción de abundan&ca 

exudados de color café o pardo rojizo que se acumulaban sobre el micelio de las cepas de PisolitJ,us y 

Suillus. La presencia de estos pigmentos y exudados posiblemente tuvieron efectos inhibitorios para el 

crecimiento de estos hongos al momento de rescmbrarlos tal como se ha reponado para otras eapecica 

füngicas (Robson et al.. 1987). También se observaron algunos cambios en la morfologfa de las colonias 

de Sui/lus que presentaron bordes mas irregulares y de textura mas seco y onduladas. 

Hubo mayores dificultades para la recuperación de 1- cepas de Lactarius y SMillus S-1588, lo que 

probablemente se debe • la periodicidad con la que se hicieron las resiembras, ya que autores como 

Talcacs ( 1967) y Moser ( 1958) rccomicndaron resiembras m'5 Crecuentes que la de tres meses realizada. 

Sin embargo actualmente tanbién se ha dernosb'lldo que la resiembra Crccucnte de las cepas 

pueden causar cambios en la viabilidad y tasas de crecimiento e incluso la pérdida de la capacidad 
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micorrizica que es la textura de mayor imponancia en estos hongos, y que seria recomendable realizar en 

próximos estudios (Marx & Daniel, 1976). 

También hubo diferencias en la resistencia a Ja manipulación del micelio que se realizó durante las 

pruebas de crecimiento. Las cepas de Lactarius y Suillus S-IS88 se caracterizaron por tener micelio muy 

laxo. que se desgarraba con facilidad al tratar de separarlo del medio lo que también pudo ser un factor 

determinante en la recuperación de estas cepas. de aquí la importancia de hacer cortes finos del micelio 

con un sacabocados o bisturf perfectamente afilados para disminuir este problema de desgarramiento y 

pérdida de viabilidad del micelio. 

Los trabajos en el laboratorio con cepas microbianas nonnalmente requieren de su conservación 

en fonna de cultivos puros, que conserven su viabilidad y sus características moñológicas y fisiológicas. 

Los métodos de conservación de honaos son variables de acuerdo con las necesidades en tiempo de 

conservación y a sus propiedades biológicas. es decir, no hay una mctodologia de conservación óptima 

para todos los tipos de hongos (Smith & Onions, 1983). 

Es imponantc mencionar que la conservación de las cepas cctomiconizicas por Ja técnica de 

resiembras periódicas en medios de cultivo es una metodologfa que se puede aplicar durante periodos de 

tiempo variable. dependiendo de las cepas. debido a cambios en las propiedades de crecimiento de las 

mismas. Una estrategia que mejora Jos resultados de conservación por resiembras periódicas, es la 

utilización de cajas de Petri y la utilización de medios de cultivo con bajo contenido de nutrimentos. 

Desde que Castellani (1963) reponó la conservación en agua destilada estéril de especies de 

hongos patógenos. ascomicetos y levaduras como una técnica de recuperación exitosa de las cepas 

después de más de S allos, otros autores (Johnson &t Martin, 1992; Volz & ParaJt, 19911) la han mplicado 

con éxito para Ja conseivación y rccupermción de diferentes tipos de hongos hasta por 20 allos. 

En general, esta fonna de conservación de las cepas no causó cambios en la moñología de los 

cultivos, pero se observaron aumentos en el tiempos de adaptación de las cepa de 6 a 7 o incluso 10 días. 

No hubo diferencias imponantes entre los result.Mlos de crecimiento obtenidos entte las muestras 

conservadas a +4"C y las de temperatura ambiente tal como lo reportaron Johnson & Martín, (1992) 
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cuando hicieron estudios de conservación de cultivos miceliales de diferentes especies de dcuteromicetos 

en agua a 200C lograron hasta un 90~92% de recuperación de sus cultivos después de 1 O ai'los de 

conservación en estas condiciones. 

En el caso de los HEM. que son especies de micelio vegetativo generalmente sensible a la 

manipulación y condiciones ambientales en comparación con especies de hongos esporulados. la técnica 

de conservación en agua estéril tiene gran perspectiva de aplicación debido a la facilidad de manejo. bajo 

costo y a la eficiencia de conservación demostrada. 

Otros estudios como los de Helvi (1989) y Marx & Daniel (1976) también han demostrado que 

con esta metodología se logró una recuperación exitosa del micelio de especies ectomicorrizicas y la 

conservación de la capacidad de infectar plántulas de pino hasta por 3 aftos a S ºC. 
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> Las caractcristicas moñológicas de las cepas de HEM en medios de cultivo de diferente 

composición qufmica como el BAF y PDA fueron variable entre las cepas y entre las especies de 

un mismo g~nero, y fueron muy relacionadas con variables de crecimiento como el diámetro 

colonial, crecimiento radial. Ja Vr. biomasa y dimcsión fractal de las colonias de manera 

característica. 

> La estandarización de un sistema de cultivo sólido con cubierta de celofán fue posible y se 

demostró la imponancia de conocer el efecto del manejo de Jos inóculos miceliales obtenidos de 

sitios y de tamafto detenninados. 

)o.o La concentración de glucosa elevada en los medios de cultivo modificó las caractcrfsticas 

coloniales de la rnayoria de las especies de HEM, redujo su crecimiento micclial y favoreció la 

producción de exudados y pigmentos por lo que la selección del medio de cultivo es un aspecto de 

gran importancia en este tipo de hongos. 

> Los medios con peptona favorecieron en general tanto el crecimiento radial como Ja biomasa de 

las cepas de Suillu.s y Pisolithws a diferencia del sulfato de amonio que incrementó su crecimiento 

radial pero no la biomasa. 

> El nitrato de calcio en los medios limitaron tanto el crecimiento radial corno la biomasa en la 

mayoría de las cepas. 

> Los discilos factoriales fraccionarios de Plackett-Bunnan aplicados para estudiar el efecto 

combinado de factores nutrimentales y ambientales demostraron la imponancia relativa de cada 

uno de los factores y pennitieron ampliar el conocimiento sobre cada uno y de sus posibles 

interacciones. 
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~ Los factores ambientales y nutrimentales con efectos más imponantes fueron muy similares en 

medios con agar y en soportes sólidos. con una variación mayor en Jos efectos de menor 

importancia sobre todo ambientales. 

,... El bagazo de calla es un material que puede ser utilizado para el cultivo sólido de especies 

ectomiconizicas. simprc que se mejoren sus propiedades de retención de humedad y 

amortiguadoras para aplicarse como alternativa de soporte a la venniculita-turba en la producción 

de inoculantes. 

,... El sistema de conservación por resiembras periódicas de las especies de HEM en el laboratorio 

puede ser de utilidad variable entre las cepas, considerando la resistencia a Ja manipulación de 

cada una y utilizando medios diluidos para evitar problemas de inhibición por metabolitos 

diversos. 

> La conservación de las cepas de HEM en agua destilada estéril es muy recomendable por la 

reducción en las características de crecimiento y facilidad de manejo. 
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