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RESUMEN

Las icorrizas, p en 3-5% de plantas terrestres principalmente de tipo forestal son de
gran importancia 16gi en los i boscosos, que son fund. I para var el
equilibrio bi 1 en la biosfera

La introduccién de HEM en pléntulas de viveros, utilizando suelo forestal como fuentc dec

Sculos o btenidas de cuerpos fructiferos son los i s de i lacién \;

P

aplicados para mejora 1a supervivencia de las plantas que seran introducidas en suclos crosionados, de

bajo nivel nutrimental..

Estos procedimientos son muy variables y en ocasiones son de probl iados al
transporte de especies patégenas, por lo que la elab. i6n de i L} de HEM sel i dos por su
capacidad de micorrizacion y adaptacién a dici especificas es de gran importancia.

La prod ién de indculos miceliales de HEM, depende de la posibilidad de cultivarlos en
condiciones de laboratorio con crecimiento controlado y conservando su potencial micorrizico, por 1o que
es impornante hacer estudios de la fisiologia del crecimiento micelial para conocer cl efecto de las

dici nutri y ambi les que favc An su imi ¥y conservacién.

En estc trabajo s¢ hizo la caracterizaciéon morfolégica de 10 cepas de los géneros Lactarius,

Pisolithus y Suillus HEM en dios de icid fmica definida solidificados con agar. También se

P q

hizo la descripcién del crecimiento radial y biomasa de los HEM en un sistema de cultivo con cubiertas de

celofién para conocer ¢l cfi dela ion de gl de la fi i da y de la actividad de
agua en cl crecimi radial, la bi y de azi en cultivos con agar.

También se hici discfios fi iales fracci ios para el eft imultd de Ia

i fi dec niwd o, pH, p luz y del extracto de malta y L-asparagina en el

crecimiento radial y la biomasa de Suillus collinitus, en sistemas de cultivo solidificado con agar y en ¢l

b decafiay v iculita-turba como soportes sélidos.
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Resumen

Se encontré que la morfologia de las especies ectomicorrizicas es notablemente afectada por la

fuente de nitrégeno, la concentracion de glucosa y la actividad de agua de los dios de cultivo, y q

£

1a cubierta de celofin tuvo algunos en ¢l crecimi > de los hongos, se pudo evaluar la biomasa, ¢l
consumo de azicares y el pH final del medio de cultivo en forma sencilla y reproducible.

Se demostrd que hubo diferencias intra e interespecificas en el crecimiento micelial de las cepas
de HEM cultivadas en medio sdlido y que estas diferencias se aprecian en forma distinta cuando se, mide

el didmetro de las colonias, se cvaluaa ¢l crecimiento radial, la velocidad media de crecimiento,

produccién de biomasa o la dimensién fractal, de tal forma que es importante definir adecuadamente los

criterios de eval i6n del crecimi > micelial de las especi icorr

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

difercnte composicién quimica se demostré que en bagazo de cafia hubo un menor crecimiento que en

vermiculita-turba, debido a la baja capacidad de r i6n de t dad del bagazo.

Los HEM sc adaptaron y colonizaron los medios de cultivo y sustratos sélidos, modificando

generak sus isticas morfolégicas y de crecimiento sin embargo es necesario probar si este
tipo de cambi 4n relaci dos con su capacidad de micorrizacion en plintulas y dec csta manera
comprobar su p ial de aplicacién como i 1

La conservacién de cepas ectomicorrizicas en agua destilada estéril fue el mejor sistema, debido a

la gran ibilidad a la ipulacién y resiembra periédica que se observéd en los HEM, por los que cste

aspecto es de gran importancia de estudiar a fin de que no llcgue a ser causa de la pérdida dec las cepas y

mejorar la reproducibilidad de los resultados obtenidos este tipo de estudios.
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Introduccién
1. INTRODUCCION
1.1. Las micorrizas
En la naturaleza se pr diversas inter i entre diferentes poblaci microbi y las
raices de las pl. Las iaciones benéfi o 1i maés diadas son las que se establecen
entre bacterias fijadoras de nitrégeno, como Rhizobi: con pl I i (Figura 1-1). En ailos

recientes, las micorrizas que se establecen entre las hifas de hongos del suelo y las raices han adquirido un

s

gran i porque son r como las principales estr de captacién de nutri que

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

zm

q a
e b
N, <3 c

N,. "=

zr
Figura 1-1: Esquema de la zona radicular (zr), zona mlcorrizuca (zm) y pelos absorbentes (e) de las
plantas, mdncﬁndose las zonas de locall ion de dife listas con microorganismos
del suelo: a) rizas b riza arb lar ¢) nédulos formados por actinomicetes fijadores

de nitrégeno de tipo Frankia d) nédulos fc dos por Rhizobi (Strullu, 1989).

e -w:’N
FALLA DE ORIGEN 3
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Introduccicn

P PRI

Pirozynski & Malloch (1975) han sugerido que el establecimi > de esta

hizo posible el surgimiento de las primeras plantas en la superficie tcrrestre, lo que ocurrié desde el

" N

terrestres durante

Mesozoico tardio y han per ido y deter la funci lidad de los

millones de afios.

1.1.1. Definicién de micorriza
El término micorriza proviene de la fusion de dos palabras griegas (mykes=hongo, rhiza=raiz) que

describe a la asociacié lista que se¢ bl entre las raices de plantas y ¢l micelio de ciertos

hongos del suelo que mejoran el crecimiento y nutricién mineral de las plantulas en comparacién con ¢l de

14 1

no colonizadas por ¢! hongo (Alexopoulos ez al., 1996).

Aungue Hacskaylo, en 1953 las describié como *‘un parasitismo reciproco y fisiolégicamente bien

balanceado® autores como Malloch er al. (1980) sugicren quc las micorrizas son una regla en la naturaleza

mdas que una pcio el efc benéfico de los hongos asociados puede ser variable en los

diferentes tipos de planta huésped.

1.1.2. Clasificacion y descripcién general de las micorrizas

Las mi izas, inicial descritas por Frank, 1885 fueron identificadas como ectotréficas y
dotréficas, por la locali i6n de la especic fiingica en las rafces; posteriormente se describieron tres
grupos morfolégicos: Endomicorrizas, E: i izas y E d rizas de do con las
risti estr les y funcionales de la asociacién (Figura 1-2), asi como por el tipo de plantas y

de hongos participantes (Smith & Read, 1997).

En la actualidad se proponen hasta sicte tipos de micorriza, de con su estr

morfolégica y los tipos de pl ¥y especies fiingi que participan (Brudnett er al., 1996), sin embargo
se sigue id do la clasifi i6n anterior en estudios de descripcién morfolégica con los cuales se
pueden diferenciar las icorrizas y domi izas (Agerer, 1988) , pero que en las endomicorrizas

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

Fagaceae
Betulaceac

Rhizoctonia.. Ny Glomus..
Orchidaceae :
Arbuscular
Leguminosae
ECTENDOMICORRIZA
Gigaspora..
ENDOMICORRIZA

Figura 1-2: Clasificacién de las micorrizas por la forma de colonizacién de la raiz de diferentes grupos de
plantas por diversas especies de hongos micorrizicos (Strullu, 1989).

1.1.2.1. Las endomicorrizas

Las hifas fungi de la domicorriza (Gr. d di icorriza), p an las p

lul, de la pl huésped y se¢ desarrollan en el interior de las células corticales de la raiz sin
modificar la morfologia externa, las plantas con las que establecen la relacién micorrizica definen los tipos

"

las de tipo

de micorriza que se formardn asi por ejemplo: de tipo ericoide se an en eri
orquideoide en raices y embriones de orquidiceas y las de tipo arbuscular (MA) se encuentran en la
mayoria de las plantas de interés agricola, fruticola y ornamental.

En la MA, cl hongo penetra las células corticales de la raiz y desarrolla estructuras muy

izados por una

ramificadas de tipo haustorio (L. A hupador) idas como arb

s
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gran area superficial de contacto entre el hongo y cl huésped (Figura 1-3). Se considera que los arbisculos

tal

son el principal sitio de transferencia bidircccional de v itos y nutri entre ambos participantes

(Alexopoulos er al.. 1996). Como el micelio del hongo también se puede extendcer hacia el suelo, dc esta

se incr el areca superficial de absorcién de nutrimentos (Rousseau er al.. 1994), de

captacién de agua (Boyd er al.. 1986) y la interaccién con otros organismos del suelo (Garbaye, 1994).

1.1.2.2. Las ectomicorrizas
En las cctomicorrizas (Gr. ekro=fuera+micorriza), la raiz se cubrc dec tcjido fiingico psecudo
parenquimatoso (manto) de estructura y grosor variable de acuerdo con la especie de planta huésped. El
manto es la interfase entre 1a planta y el suclo, de! que salen numerosas hifas que penctran las particulas

del suelo incrementando la absorcién y traslocacién de nutri >s a la pl huésped (Vogt et al., 1982).

MICORRIZA ARBUSCULAR 1

RANZ NS ]
<

i

H

- o~ /-
- Espora ———g
)L
5 [’S S
l! i y 3
[ N ECTOMICORRIZA
) D)
!
Red de
Hartig
A > B
l——.—_

H Zona meristemitica

s e o

| de las principales estr micorrizicas desarrolladas en la
zona radicular de las pl. lonizadas (B) con a las no micorrizadas (A) yel drea superficial de
captacién de fésforo (P) (Strullu, 1991).
" N
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Alg hifas intercelul: del bién pued: colonizar otras capas ceclulares de la
corteza radicular sin penetrar las paredes celulares y formar una red de micelio superficial conocida como
red de Hartig (Figura 1-3), que es la interfase entre cl micelio de! hongo y las células radiculares de la
planta huésped a través de la cual se lleva a cabo cl intercambio de carbohidratos de la planta hacia el

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

1.1.2.3. Las ectendomicorrizas

Las cctendomicorrizas, son las diadas y se ran en un limitado nimcro de

&

plantas del grupo de las conif en alg eri como Vaccinii y Arb, , asf como cn varias

angiospenmas pardsitas de tipo Monotropa que es una herbicea clorofilica. Las raices de estas plantas
presentan caracteristicas combinadas; ¢l manto puede estar reducido o ausente, y tienen una red de Hartig

bien desarrollada con penetracién de las hifas en las células de la raiz (Smith & Read, 1997).

1.1.3. Distribucion de las micorrizas en las plantas

Las endomicorrizas sc an cn mds de 1000 géneros (90-95 %) de las 300 000 cspecies de
plantas vasculares conocidas, de las 70% son de tipo arb lar (MA), ¢ incluy pecies de interés
agricola como: Leguminosas, cereales, frutales y or les tanto angiosp como gi permas
(Gianinazzi er al., 1994).

Las icorrizas sc ini en 3-5% dec especies de pl

principalmente de tipo forestal, se encuentran en plantas arbustivas de zonas boreales y sobre todo drboles

de bosques lados per i al grupo de dicotiledd y gi P de rai primarias

cortas de los grupos de coniferas (Pinus) y abetos (4bies) que se localizan en grandes zonas del hemisferio

norte, asi como en cedros (Cedrus) y encinos (Quercus) de regi al dor. Alg: P

de arboles como el eucalipto (Eucalyptus) son i rizados pero bi pued con

endomicorrizas VA y son de amplia distribucién (Chilvers & Pryor, 1965; Marx & Cordell, 1994).
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En zonas tropicales y subtropicales de América, Africa, Asia y Australia con suclos de baja

fertilidad, con poca retencién mineral y periodos de sequia muy il bién las icorrizas son de
gran impor ia en alg 1 inosas arboreas como: Acacia, Aldinia, Macrolobium, Pericopsis,
s ina, All ina, Anisoptera, Dipterocarpus y Shorea entre otras (Garbaye, 1988).

1.1.4. Los hongos micorrizégenos

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

forman endomicorrizas arb lares son principal los zigomi per

en su mayoria a

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

difercnte  composicién quimi y or i6n, donde los géneros A lospora, Entrophosp

Gigaspora, Glomus, Sclerocystis y Scutellospora son los Uinicos encontrados (Schenck, 1982).

< g -

Los hongos formadores de endomicorrizas en orquida incluyen diversos b que

durante mucho tiempo se habian identificado como pertenecientes al género Rhizoctonia pero que en la

actualidad se clasifican en los géneros Corticii Cer basidi Sebaci Tule illa, Mar
Xerotus y Armillaria (Strullu, 1989),

En relacién con los hongos formadores de ectomicorrizas (HEM) y ectendomicorrizas, éstos son

genral basidiomi dec micelio septado, donde los Agaricales como Swillus, Boletus, Russula y
L ius, los Scl d 1 como Pisolith: e Hy \{ como Rhizopogon son muy
abundantes (Strullu, 1991). Entre los i se C geophil y al

especies de Tuberales y Pezizales como Tuber y Helvella (Alexopoulos er al., 1996).

La ificidad de las especies micorrizég por la planta huésped es muy variable en los

diferentes tipos de micorriza; son de baja especificidad en las endomi izas arb s que

i izicos se hongos como Ce geophilum y Pisolithus tinctorius que

entre los

d\ iarse simul! con mas de veinte géneros de pl lares, a di ia de Suillus

P

grevillei que sélo se ia con al, pecies de pl (Trappe, 1977; Harley & Smith, 1983).
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Tabla 1-1: Grupos y especies de hongos simbiontes que forman diferentes tipos de micorrizas.

Grupo de Hongos
Tipo de Micorriza Zigomicetos | Ascomicetos
Gl F Aphyllophorates | Agaricales
Acaulospora Oidiodendron | Corticium Armillaria
Gi; a Pezizell C beasidis N ,
Glomus Prerostylis Hymenochaete Xerotus
Endomicorrizas Scleracystis Ypsilonidium
Sebacina
Entrophospora
Fomes
Scutellospora
Clavaria
Tulasnella
End 5 Euroti Agaricales Russulales
Endogone Elaphomyces Amanita Russula
C Trichol Lactarius
Tuberales Cortinarius Paxillus
Tuber Inocybe Aphyliophorales
- Piloderma
Terfezia Rozites harell
Ectomicorrizas Pezizales Laccaria g‘"" ’l ellus
Helvella Entoloma T’;"‘:‘ us
. elephora
Otidea Suillus Scle % eales
;Bole'r;lc . Pisolithus Astraeus
rmillaria
Hymenogastrales | Sc/e7oderma
Rhizopogon
Agaricales Russulales
Ectendomicormrizas Amanita Zactarius
Boletus Hymenogastrales
Paxillus Rhizopogon
Laccaria
1.1.5. Ecofisiologia de las micorrizas
Las pl son org fotosintéti y por lo tanto fici en sus imi de
carbono, que s6lo dependen de una ad da fertilizacié i 1 y condici bi les £ Bl

Sin embargo, se ha demostrado que aun en condiciones de cultivo 6ptimas, casi todas las plantas requieren

tilidad en las que los HEM han sido

de micorrizas (Mikola, 1973) y crecen mal en suclos de bucna
T O
tr.ni.A DE ORIGEN s
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eliminados, por lo que su presencia parece estar relacionada con otros efectos benéficos adicionales al

mejorami nutri 1 (Budi er al., 1998).

. L1 oo Py Tudabl

Actualmente, se reconocen como ione: que gar izan el cr

de las plantas tanto silvestres como cultivadas (Alexopoulos ez al., 1996), por los beneficios que les
proporcionan, entre los que sc pueden mencionar:

e Mejoran la nutricién mineral

e Proporcionan mayor resistencia contra patégenos causantes de enfermecdades de la raiz

« Favorecen el crecimi en condici de sequi

« Tienen efecto protector frentc a metales pesados.

Los hongos micorrizicos, tienen una capacidad reducida de utili i6n de polimeros complejos del

suelo, tales como la celulosa o la lignina (Hutchinson, 1990), por lo que se ha prc¢ que

en la asociacién micorrizica, ¢! hongo puede disponer de la fuente de carbono que requicre en una

bi de gran comp ia con otras poblaciones de hongos saprobios y bacterias, de tal forma que et

crecimiento de cstos hongos dependera lusi de los I imples proporci dos por las

raices de las plantas (Harley, 1969).

Aunque algunas especies de HEM si se han podido aislar y cultivar por propagacién veg iva en
condiciones de laboratorio, no se ha logrado la fructificacién sin 1a pl. huésped, lo cual d que
la depend ia no es 1 nutri 1 sino que implica un may v o de fi adn

desconocidos (Mayer, 1989).

1.1.5.4. Nutricién vegetal

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

han d do que diferencias en la posici6 imica de las pl micorr

T

y

no micorrizadas cultivadas en soluciones nutritivas controladas. Una de las principales diferencias es que

las pl micorrizad i1 mayor cantidad de fésforo y nitrégeno lo cual se ha explicado por

bios en la ilacion de estos el (Strullu, 1989).
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Efectos sobre 1a asimilacién de fésforo: El fésforo (P) es uno de los elementos esenciales para el

de las pl. es indi ble en la estructura y funcionalidad de las cubiertas celul , asi

como para la reserva y transferencia de cnergia en la divisién y crecimiento celular.

Las plantas unicamente absorben el P como ortofosfato (H:POJ', HPO.") de la solucién del suelo;

¥ en la mayoria de los 1 estos P >S Se en niveles muy bajos, por lo que son
fr limi del crecimi vegetal. Los bajos niveles de fésforo cn los suclos son resultado
de la poca ion de los fosfatos en el complejo de adsorcién del suelo y la formacién de fosfatos
insolubles de Ca®>* y Mg>* en suelos alcalinos y de Al>* y Fe** en los acid fos les son formas no
disponibles para las pl (Paul & Clark, 1989).

Se ha comprobado con P*? que en los y medios de 1ti las pl micorrizadas y no
micorrizadas utilizan las mismas fucntes de fésforo, pero que las pk i izadas pued larlo

mas que las no micorrizadas debido a un aumento en la tasa de absorcién del fésforo en las raices de las
primeras (Strullu, 1991). El incremento en absorcién del fésforo se explica por una mayor drea de
exploracién del suclo por las hifas de la fase extramatricial de la micorriza (Figura 1-3) que a su vez

d dera de las dici de cultivo y ¢l estado fisiolégico de la planta huésped (Mosse ez al., 1973;

Mousain, 1989).

Una vez que las hifas absorben el fosfato, lo acumulan como polifosf: o lo p y
transfieren a la planta a través de la interfase que se establece entre cl hongo y la pt: huésped, en los
arbusculos de las endomicorrizas y la red de Hartig en ectomicorrizas (Figura 1-3).

Aunque gran parte del fésforo del suclo se encuentra en forma inorgdnica i tuble, es imp

. que bién 1a fi i6n orgénica (fosfolipid il 1o fosfato de inositol .

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

compuestos también son formas no disponible para las plantas y su utilizacié quiere la participacién de
sistemas enzimdticos de tipo fosfe que al prinicipio se p 6 b reguladas por el fésforo

inorganico del medio aunque parcce ser que cn algunas cspecies de hong bién pued ser

M in, 1989; Tibbett er al., 1998).
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Efectos sobre la asimilacién de nitrégeno: El nitrégeno es un elemento esencial para la nutricién

de las plantas por ser componente de la clorofila, las protei y los &cid leico! demis, es
indisg ble para la utili ién de carbohidratos y la asimilacién de otros nutri porque estimula el
crecimiento radicular y el desarrollio de la pl: . Este cl o puede ser asimilado por las plantas en
forma dec amonio (NH,™) o nitrato (NO5") (France & Reid, 1983).

Los ecosistemas forestales de regiones pladas y b les g | tienen limitaci en

la disponibilidad de nitrégeno para la nutricién vegetal, debido a que hasta cl 90 % del nitrégeno total del

suclo forestal puede encontrarse acurmnulado en forma orgéni La mi lizacién del nitrég realizad.
por poblaci de microor i heterétrofas lo hace nue disponible; sin embargo
©s a una tasa muy baja en rclacién con si picales (Plassard er al., 1997).

La pr ia de los h micorrizicos en las raices de las plantas también favorece la
movilizacién y asimilacién dc formas de nitrégeno y fésforo de las fi organi o mil | Sin

embargo, la eficacia de la micorriza dependera sobre todo de la capacidad del hongo para transferir cstos

" elementos a 1a planta huésped (France & Reid, 1983).

En cultivos de 1 i se ha d do que la micorrizacién mejora en forma muy
importante la fijacion bioldgica de nitrogeno por Rhizobi por un incr en la nutricién fosforada
dc tal forma que la doble i lacién de estas pl favorecerd mejores rendimi en la produccién

de alimentos (Strullu, 1991).

1.1.56.5. Proteccion de |la planta contra patbégenos

¥ 4

En condiciones naturales, la mayoria de los veg son s por diversas especies

patigenas, tanto en sus partes aéreas como en la raiz; las enfermedades de la raiz generalmente son

& .

2 se en los vi

causadas por especies de Phytium, Fusarium y Phytophtora. Estos p
por medio de la desinfeccién del suelo con funguicidas; sin embargo, muchas de estas especics ya son

r a las ias utilizadas (Smith & Read, 1997).
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Se ha demostrado en diversos estudios que las plantas micorrizadas tienen una gran resistencia al
ataque por patégenos. En las plantulas de Pinus spp., el impacto de Phytophtora cinnamomi se reduce

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

Pseudotsuga menziesii, Picea abies y Pinus sylvestris con L ia I bién red 1a incid i
de enfermedades causadas por Fusarium oxysporum (Smith & Read, 1997).
El efecto protector de los HEM en pla las micorrizadas se ha explicado por un i fisico

debido a la bartera impuesta por el manto hifal que evita la entrada de los patégenos a la raiz (Smith &
Read, 1997) o por efectos fisiolégicos en la parte activa del manto, donde pueden degradarse las toxinas y

enzimas producidas por los patégenos (Marx, 1972). También se ha sugerido quc la liberacion de

éni ducidas por las pl en resp a la pr ia del hongo micorrizico

mejora su resistencia ¢ incluso que ¢l HEM puede producir sustancias antibiéticas (Duchesne er al., 1989).
En 1994, Garbaye reporté que las micorrizas estimulan dos o tres veces mas el desarrollo de una
microbiota protectora en la rizdsfera que mejoran la micorrizacién.

Con ¢l aislamiento e identificacién de sustancias como las formas hidroxi del dcido benzol

férmico ¥y mandélico conocidas como pisolitina A y B de Pisolithus tinctorius en cultivo puro y

hibi bién se e que el efe benéfico de los

ias de especies paté '3

carpéforos que son i
HEM es mas complejo (Kope & Fortin., 1990).

1.1.5.6. Proteccion de las plantas contra la sequia

I que mayor limita

En condiciones naturales, la disponibilidad del agua es el factor an
la produccién vegetal, sobre todo en zonas climiticas con largos periodos de sequia. Todas las plantas

vasculares terrestres el agua ia por las raices, después el agua pasa a los vasos lefiosos del

tallo y ramas en forma de savia bruta y la mayor parte de esta agua es transpirada a la atmésfera a través

de los estomas de las hojas, es decir sol una pequef idad de agua es incorporada a la biomasa

o redistribuida en los diferentes érganos de la planta en forma de savia elaborada, de aqui 1a importancia

dcl agua para las plantas.
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Estudios de micorri ién de las pl en condici de bajo potencial hidrico () de suelos,

caractcrizados por bajos niveles de humedad han demostrado que el efecto benéfico se manifiesta por un
aumento en la superficic de contacto entre las raices de la planta y ¢! suelo debido a que ¢l didmetro de las

hifas fiingicas (2.5 um) es menor al de una raiz corta (100-500 um), por lo que pueden tener acceso a

poros del suelo mas pequeilos y absorber el agua que normal no se a disponible para las

raices sin micorrizar (Garbaye, 2000).

También los HEM han desarrollado diferentes estr ias de ab ién del agua por las hifas, las
cSpccics de Laccaria, Tuber, C geophil Hebell y Telephora terrestris desarrollan hifas
individuales o poco ag das cn los los relati humedos con capacidad de absorber la pelicul

del agua que las rodea, es decir tienen una superficie hidréfila (Garbaye et al., 1993).
Por otro lado, en las especies de los géncros Boletus, Suillus, Paxillus, Scleroderma, Rhizopogon,

) Fyry

Cortinarius y Lactarius las hifas sc agregan en cordones mis o estr como

1 dad, Aead,

rizomorfos (rhiza=raiz + morphe=forma), que dan la apariencia de vasos cap ver T

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

clementos nutritivos (Alexopoulos er al., 1996). El agua sc absorbe por las puntas de las hifas y es

conducida por via intema, por lo que se les id como h de hifas de superficic hidréfoba

(Brown, 1990).

Boyd et al. (1986) demostraron que al cortar los rizomorfos de Suillus b que ban a
las pléntulas de Pinus sylvestris con cl suclo hiimedo hubo una rdpida red iénenla piracién de las
plantas. Hay un gran interés en poder 1a toi de las pl ala ia de agua con la

aplicacién de hongos micorrizicos sel i d que su supervivencia y establecimiento en

zonas de prolongada sequia (Smith & Read, 1997).
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1.1.5.7. Proteccién contra metales pesados

En la lidad, grandes ex i de suelo del mundo estin fuertemente dafladas por diversas

actividades humanas. Asi, en las zonas cercanas a las arcas industriales y a las minas los suelos

genceral se an ¢¢ inados con mr les téxicos como: arsénico (As), cobre (Cu), niquel

(Ni), plomo (Pb), zinc (Zn) y cadmio (Cd) en forma separada o combinados por lo que los estudios del
efecto benéfico de los hongos micorrizicos en la reduccién de la toxicidad por metales pesados son de
gran importancia (Ruhling & Soderstrom, 1990). Ademds, los suclos con pH 4cido contienen también
cantidades elevadas de aluminio (Al) y fierro (Fe), que generalmente son téxicos 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 estc elemento en forma notablemente mayor al de cepas de la misma

especie obtenidas de suelos sin contaminar. En prucbas posteriores de inoculacién de Pinus sylvestris con

cepas i y no resi al Zn, se demostré mayor tolerancia a este el en el > de

cutltivo de las plantulas inoculadas con cepas resistentes, o que se explica por una capacidad de captacié

¥ enlace del metal en el micelio extra radical del hongo (Colpaert & Van Assche, 1992).

Con relacién al aluminio, se ha encontrado que hay un inc en la asimilacién del fésforo
por cl tejido vegetal en plé las de pino inoculadas con P. tinctorius en dosis hasta de 200 uM de Al
debido a una idad de fésforo precipitado por el aluminio (C ing & Wei in, 1990).

Ruhling & Soderstrom (1990), demostraron que los cuerpos fructiferos de Armnanita muscaria y

< : 1 PPy

otras cspecies de basidiomi >s de bosq de coniferas en el Norte de

importantes de \! d: como > de dismi i6n de la toxicidad de estos clementos en

los ecosisternas.
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1.2. Las ectomicorrizas

1.2.1. Importancia econémica y estratégica de las ectomicorrizas

Los b son prod de oxfgeno y reguladores del clima globa! que a su vez influye en el

iderados como i de i ¢s. Incl en hos pat:

ciclo del agua por lo que deben ser

son de ali yr de alto valor (materiales de construccién, papel, resinas, etc.). La

licacion de las icorrizas puede ser una estrategia importante que permitira no sélo su recuperacién

y conservacién sino bién el i delosr for lcs en forma sustentable (Villarreal &

Pérez-Moreno, 1989).

En algunos paiscs de Europa, como Francia hay or quec estdn i

diversas especies de arboles con HEM dc calidad gastrondmica y de gran valor agregado como la trufa
ncgra (Tuber melanosporumy) y setas como Boletus edulis, Cantharellus cibarius y Tricholoma maisutake,

que sol podian ser recolectadas en zonas naturales durante las ép de fructificacié

i 3

(Smith & Read, 1997). Esto es un cjemplo de que la inoculacion de dreas de bosques con micelio de

P ibl d bles puede contribuir al desarrollo ble del bosque y favorecer cl
ap hami [ ial de diversos productos del mismo.
La impor ia de diar estos si se realza si ks csta al iva de i lacién de
p lecci das en éreas especificas, puede op a la prictica actual de hacer recolectas
intensivas de cuerpos fructiferos que no toman en 1a biologia de reproduccién de las especies y son
un riesgo pc ial de desaparicion de poblaci fangi i izog de los 1

1.2.2. Las ectomicorrizas en México.

Uno de los probl diales mis p e en la actualidad, es Ia alteracién de los
ecosi i da principal por la presién h sobre los r les para cubrir sus
idades basi de ali ién (Kropp & Langlois, 1990). Los recursos for les en dife

partes del mundo han sido fuertemente afectados por esta situacién sobre todo en paises como México,

sec pierd Irededor de S00 000 has. de bosqQues y selvas por la destruccién de su
16

donde
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cubierta forestal original, 1a sustitucién del bosque por zonas de cultivos inadecuados a las condiciones

ecolégicas y por la creciente urbani ién (Pér Morecno & Ferrera, 1997).

En México, hay un limitado conocimiento de la diversidad de especies de HEM, unicamentc s¢

han reportado alrededor de 550 especies (Varela & Estrada-Torres, 1995 ) de las probablementc mas

numerosas de acuerdo con los cilculos realizados por Hawksworth (1991), quien sugierc que en nuestro

pais pueden encc alrededor de 110 000 especics fungicas.

Por otro lado, después de una serie de visitas a viveros y de hacer revisiones bibliograficas se
encontrd que los encargados de la produccién de plintulas para reforestacion, generalmente no consideran
la utilizacién de HEM como prictica cotidiana a pesar de ser apoyados por los programas oficiales de

i 1 ién de pl i for 1 Esto puede explicarse por diversos factores, como:

P

e Reducido niimero de grupos de investigacion en Micorrizas

« Falta de continuidad en programas de gobicrno

e Falta de interaccién entre grupos dec investigacién y los prod res de pl.

En relacién con el primer punto, sc ha reportado que en nuestro pais hay un limitado numero de

especiali en taxc ia de hongos (sol en 10 de las 32 entidades federativas), y que los grupos
de investigacién de Micorrizas lidados sc red a alrededor de cinco, lo que dificulta el estudio de
un mayor mi 0 de especies y la aplicacién de estas en prucbas de micormrizacién (Varela & Estrada-

Torres, 1995).

s d PUPSIPY

Analizando el nimero de trabajos de investig: P >s en las r i de Si

Micorrizica de los iltimos afios, organizados por el Comité de Investi iony E i de la Micorriza,

se d: bar que Gni Irededor de 5-10 % correspond a dios de icorrizas por

P P

loqueces io imsistir en la idad de incluir y apoyar mejor lineas de investigacion en estas dreas.

A

En relaciéon con esto puede i que hay alguno de apoyo por organismos

federales o estatales como la Secretaria de Trabajo y Provision Social (STPS) y la Secrctaria de
Agricultura y Recursos Hidréulicos (Varcla & Estrada-Torres, 1995), pero que al haber cambios en sus

politicas también se suspendicron los programas de investigacién, sin embargo recientemente se estin
17
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proponiendo prop de apoyos gubemamentales convocadas por SEMARNAT y SAGARFPA

que podrian favorecer un mcjor desarrollo de estas dreas de investigacion.

Finalmente, seria importante promover que las investigaci realizadas se h Heg: los

posibles usuarios, es decir a pesi y/o resp bles de viveros, los que contindan realizando

practicas tradici les de prod ién de las pl al no conocer tales alternativas.

Por las jas que ti las pl micorrizadas sobre las no micorrizadas, en general se

P

sugicre el uso de HEM sclectos para la i lacidén de pla las de especi for 1 como una

estrategia de produccién de plintulas de calidad certificada con gran potencial para la recuperacién de
suelos erosionados y de zonas boscosas con problemas de deforestaciéon (Mikola, 1973; Estrada & Valdés,

1986; Harvey ef al., 1994; Marx & Cordell, 19943).

Para introduci i icorrizicas en los sistemas naturales, es necesario desarrollar

P

estrategias de micorrizacién controlada a nivel de viveros que permitan la produccién exitosa de

osas pl biolégi rjoradas (Marks & Koslowsky, 1973).

1.2.3. Micorrizacion controlada

Uno de los primeros estudios en condici éni de i lacion in vitro de ectomicorrizas en

a

plantulas fueron los de Meclin (1921), utili do arena imp con nutri en los que ponia en

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

Posteriormente, Hacskaylo (1953) reemplazé la arena por vermiculita, un soporte con mejor

estructura y aireacién que al ser mezclada con turba favorecia ta capacidad amorti; d: del yla
sintesis axénica de la icorriza, principal a nivel de laboratorio.

Los si icorrizicos miés diados incluyen pl fc les de especies de Pinus,
Beitula, Ei hptus y Co con especies de hongos de los gé Paxillus, Pisolithus, Hebeloma,
L ia, Bolet A itay C (Strutlu, 1991). La introduccién de los HEM al suclo se ha
realizado por tres p dimi principal a) el acarrco de suclo 1 del b iend
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propagulos de hongos, b) la incorporacién de esporocarpos o esporas (Theodorou & Bowen, 1973) y ¢) la

inoculacién con cultivos puros de micelio vegetativo (Strullu, 1991).

PPN L

-La inoculacién con suclo dos del pr siglo, se sigue utilizando debido a su

bajo costo y facilidad de mancjo a pesar de ser poco efici pecifica y con probl iados con

1a introd ion de especi 6 (Marx ez al., 1984).

-La utilizaciéon de esporocarpos de Pisolith. i ius y Rhizopog /s I di sccos o

fir fi dos y lados con el suclo o dispersados en el agua de riego han dado buenos

resultados al ser usados como inoculantes en la micorrizacién de pléntulas en viveros. No obstante su uso
se limita a los periodos de fructificacién de las especies (Theodorou & Bowen, 1973) y generalmente se

retrasa la formacién de la micorriza en 3-4 semanas debido a que las esp son p que

deberin germinar y formar dicariotes antes de colonizar las raices (Smith & Read, 1997).

dol.

-La introduccién de cultivos puros de cspeci icorrizi lecci das es la gia

mas recomendable y que garantiza una micorrizacion efectiva. Desafk d. h pecics de
HEM se desarrollan pobremente o no crecen en las condiciones de cultivo, por lo que 1a disponibilidad de

inoculantes miceliales es una de las limitantes mas importantes para su aplicacién.

1.2.3.1. Aislamiento de cepas de HEM

1 micrc

El aisl i > de su bi natural es la primera etapa para estudiar

Los HEM generalmente se buscardn en zonas alasyp de i és, como pos fructi o

tomando muestras de raices con caracteristicas morfolégicas tipicas de 1a micorriza (Agerer, 1988).

El aislami > de las esp ectomicorrizicas se puede hacer en distintos medios de cultivo ya

scan de uso general como el Papa Dextrosa Agar (PDA) y Extracto de Malta Agar (EMA) o més
especificos como los de H: Medio modificado de Melin-Norkrans (MNM), Mecdio de Biotina,

Ancurina y Acido Félico Agar (BAF) entre otros (Melin, 1953; Ainsworth, 1995). Estos medios de cultivo

son de composicién quimica variable ¢ incluy disti fi de carbono, nitrégeno, vitaminas y

minerales (Jack & M. 1984, iago-Martinez et al., 1993).
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Se han aislado y conservado como cultivos puros diversas especies de HEM como: Hebeloma,

Lactarius, Laccaria. Suillus, Rhizopogon. Pisolith La mayoria de estas especies se desarrollan a
velocidades de crecimi bajas (alrededor de 1.0 mmv/dia), con caracteristicas variables dependiendo det
medio de cultivo y de las dici de i bacién (F hi 1990).

Otra problemitica comiin de estos hongos es su conservacién por periodos largos, ya que es
frecuente que al aplicar las metodologias reportadas para hongos saprobios ocurran perdidas dec viabilidad

o se modifiquen sus propicdades micorrizicas (Trappe, 1977).

1.2.3.2. Seleccidtn de cepas de HEM

Los estudios de cultivo y de micomrizacién controlada en peci icorrizicas han

s i Ao

demostrado diferencias fisiolégicas y ecoldgicas entre estas, asi como en la esp porla p

huésped (Marx & Cordell, 1994). La scleccién de especies de HEM es muy importante para la produccién

de i 1 y los principales criterios para hacerla son :
L] pacidad de formar mi izas con la planta huésped
L] pacidad de adaptacién a las dici del bi en que serdn introducidas
= posibilidad de propagarse en grand idad
® de ficil i6n en el lab io.

1.3. La fermentacién en medio sdélido (FMS)

Losp de Fer i6n en Medio Sélido (FMS) se r a h iglos atris, sobre

todo en la prod i6én de ali fe dos tradici les como ¢l koji en el oriente, el ensilaje y

P de iduo: agroindustriales. La FMS se define como un proceso de cultivo con sustratos

insolubles en agua que pueden ser utilizados para cl imi icrobi en ia de lg.lll libre
(Hesseltine, 1977).

Estos procesos también son conocidos como fer i en 6lido (FSS) o en estado

s ceSlid:

s6lido (FES), cultivo en estado sélido (CES), procesos en estado sélido y fer

20
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(H Itine, 1977; L er al., 1982) ¢ incluso se ha cuestionado el uso del término “fermentacién®™

como impreciso e inespecifico de este tipo de procesos.
Con el fin de homogencizar la terminologia del llamado Cuiltive Liquido Sumergido (CLS) se
proponc utilizar preferentemente el término de Cultivo en Estado S6lido (CES) para referirse a estos

procesos (Mitchell & Lonsane, 1992), ¢l cual se utilizard en este trabajo.

1.3.1. Descripcidn del sistema de Cultivo en Estado Solido (CES).
Aunque los procesos de CES se conocian desde la antigliedad, su mayor desarrollo fue posterior a
los trabajos de Hesseltine (1977), por el creciente interés de la biotecnologia en el cultivo de los hongos

filamentosos y la utilizacién de residuos lignocelulésicos como sustratos de bajo costo en sistemas

alternativos a la fermentacién liquida (FL), que pudieran ser lados a niveles ind iales.
1.3.1.1. Microorganismos
Hay 0SOS mmicroor i >s como bacterias y hongos capaces de crecer y colonizar
exituosamente diversos sustratos s6lidos dependiendo de las condici bi les y nutri ] Las
bacterias y levaduras, a diferencia de los hongos fil requi de mayores niveles de humedad y
de nutrimentos ficilmente asimilables pero son dependientes del oxi; ; Su crecimi en medio

sélido es mas localizado en la superficic y cavidades de una matriz sélida debido a que se reproducen por

fisién binaria o g ién (S do-C. fieda er al.,, 1994).

Los hongos filamentosos, crecen en forma apical y son capaces de colonizar complectamente

And

muy reducidos y sin que el oxigeno sea limitante

sustratos s¢lidos hetcrogéneos, con niveles de h

para su crecimiento. Estas formas de cultivo se han aplicado para la prod ién de diferentes metabolitos
y hongos comestibles a partir de la utilizacién de diferentes iduos agroind iales de 1
lignocelulésica, debido a su gran capacidad hidrolitica de complejos (G an er al., 1987;

Roussos et al., 1997; Martinez-Carrera, 2000).
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1.3.1.2. Factores ambientales y su control

Actividad de agua y humedad. El agua cs ial para el crecimi » de los microorg

actia como solubilizador y transportador de nutri bolitos y de gases y constituye de

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

1i di ible en un si para el imi >

una variable intri; de los >S, Tep el agua

microbiano y que para una solucién ideal, se definc como: @ w = 5

donde P es la presién de vapor de la solucion y P, es la presion de vapor del agua sin solutos.

Aunque los medios de cultivo no son soluci idecales, por la ién p da, sc esp que cl agua
pura tendra un valor cercano a 1.0 y en un pl seco la a. tendera a 0 (Corry, 1978).
Sc ha demostrado que los hongos fil probi y levad pucd: crecer en
condiciones de a. tan bajas como 0.7-0.8, que su imi Sptimo es a niveles mayores (Tabla 1-2).
Tabla 1-2. Valores de a,, limi ara el i de diversas especies de hongos saprobios (Corry,

p
1978) en comparacién con los de bacterias (Atlas & Bartha, 1998).

Actividad de agua (a.)

Minima (hnmn

Especies de hongos

Aspergillus glaucus 0.71 0.93

A. nidulans 0.78 0.97

A. terreus 0.78 0.97

A. fumigatus 0.82 >0.97
A. flavus 0.78 >0.98
A. niger 0.78 =>0,98
A. tamarii 0.78 >0.98
Monascus bisporus 0.61 >0.95
Penicillium islandicum 0.83 >0.97
P. martensii 0.79 >0.98
Xeromyces bisporus 0.55 >0.97
Especies de bacterias

Caulobacter 0.99 1.00
Lactobacillus 0.90 0.98

Bacillus 0.90 0.98

Staphylococcus 0.85 0.98

Halobacterium 0.75 0.80

FauLA DE ORIGEN 22
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En ] los hong i un margen de adaptacién mayor que las bacterias, las que crecen en

sustratos con actividad de agua de 0.85-0.99, a excepcién de las haldfilas que pueden tolerar valores

menores (Mildenhall er al.. 1981).

Aireacién ¢ Intercambjo gaseoso: En ¢l CES, di laci do con ¢l 1 de
humedad ests el de los gases, principal de O do sec cultivan microorganismos acrobios
estrictos. El O es el aceptor final de clectrones de la citocromo oxidasa en cl bolismo respi io para
la obtencién de energia. También se requiere en al, T i de mono-oxigenasas para la
hidroxilacién y si is de les y écidos grasos i dos (Griffin, 1994).

En el CES la cantidad de oxigeno estd di: laci do con el flujo de aircacion en ¢l

y de la velocidad de porte del oxigeno en el dio (Raimbault & Al d, 1980). D la
aireacién del sistema no solo hay absorcién de O; sino que se da bién un p plado de

desorcion de CO», texturas importantes de estudiar en el cultivo sélido asi como €l conocer como se

relacionan con otros factores como ¢l pH y la temperatura.

Temperatura y pH: Como ¢l CES es un si h gé y Ati las activid:

Al

de los microor bios estén iadas con la lib i6n de calor, que generalmente
se¢ manifiesta por una elevacién de la temperatura al interior del material (Mudgeu, 1980). En el

compostaje de idh groind iales se al P hasta de 70 °C, condiciones que

favorecen las actividades hidroliticas de mi i éfilos, pero de gran problema para cl
cultivo de microorganismos meséfilos (Hesseltine, 1977).
Es frecuente que al iniciarse un cultivo, sc sjusta el pH del medio, el cual frecuentemente se

modifica ¢ incl d £ drésti encl imi de algunos hongos. Estos cambios se

P

explican por el tipo de metabolismo y los i de i P i6n dife ial de i Yy ani

del medio (Griffin, 1994). En algunos casos, pueden utilizarse sistermnas de control del pH con soluciones

amorti d sin bargo su uso cs limitado por el estrecho margen de funci i de los

(PK £ 0.5)y a efe inhibitorios que pueden tener en el crecimiento de algunos microorganismos.
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Una de las mayores dificultades del CES es el controt de pH, debido a la hetecrogeneidad y bajo

contenido de agua del sistema. Tampoco es posible medir el pH interno de la matriz sélida, de tal forma

que solo sc estima global en una i6n de la muestra sélida con un volumen de agua diez veces

mayor (Oriol, 1987).

1.3.2. Aplicaciones y problematicas del CES.
En los ultimos afios, s¢ han reportado un gran nimero de estudios y aplicaciones de estos cultivos

- . . PP

en la obtencién de productos de valor cial ( v ) de una gran diversidad

Rhi

de hongos como: Aspergillus, Penicillium, F cn el mejc 1 de idh

lignocelulésicos (Smits er al., 1998) y en la produccién de hongos comestibles como Pleurotus.
Estos sistemas de cultivo, tienen notables ventajas con relacién al cultivo liquido (Lonsane ef al.,
1982; Mudgett, 1985; Daubresse ez al., 1987) como:

® Medios de cultivo simples que en ocasiones sélo requieren de la adicién de minerales y que

favorecen las condiciones mis cercanas a las del medio natural de crecimi delos h

dad reducid:

® Bajo riesgo de contaminacién bacteriana por la hur T as{ como e

de efluentes liquidos.

4

® Facilidad de recuperacioén y utilizacién directa de pr »s por la prod ién de boli en

mayor i6én por unidad de peso de sustrato.

En cl CES también hay dificultades intrinsecas de gran importancia, que deben ser consideradas al

trabajar con este tipo de los pri

® falta de control del proceso biolégico por la dificultad de medir el pH, humedad, temperatura

o dificultad: FI. c elial

dif para el cr

- idad de imi los >S

@ problemas de pérdida de humedad en cultivos prolongados.
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1.3.3. Descripcion del crecimiento fungico en CES

En los hongos, el cuerpo -d ivo bién 11 do talo puede ser icelular como en las
ievaduras o pluricelular, con un tipo de imi fil mas ex ivo en forma de hifas que en
j se como micelio. El imi de los h fil S en dios sélidos es de tipo
apical, es decir que sunque los materiales citopl ati son si izados a lo largo de las hifas, éstos se

movilizan hacia la punta por lo cual la hifa se prolonga lincalmentc hasta que sc ramifica y da lugar a

de imi > (D 1997). De csta manera sc¢ observard quc posteriormente el

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

1.3.3.3. Crecimiento radial

En cultivos de hongos, es de gran impor ia 1a eval ion del imi icelial como un

criterio de evaluacidon del efecto de los cambios en las dici bi les y nutri les del

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

un dec comp lulares o del nd 0 de células como en or i icelulares, sino que
también sc manifiesta por la prolongacion y ifi i6n de hifas de diferente tipo (Prosser, 1995),

El crecimi hifal bién Il do apical ha sido ampliamente cstudiado por diversos autores
(Steele & Trinci, 1975) principah en dift pecies de hongos saprobios como: Aspergillus,
Trichoderma, Geotrich Neurospora, Penicillium, Picnoporus apli do el prc i de imé
Esta metodologia ha permitido izar itati la morfologia y difer iacién de hongos y

actinomnicetos en forma microscopica, asi como para encontrar la relacién entre los parimetros de

crecimiento micelial y las condici bi les de cultivo (Colin, 1992).

El crecimiento apical se caracteriza por un flujo idi i 1 de que provienen del
aparato de Golgi hacia la parte distal de una hifa primaria (punta de imi ). Las fcul
transportan precursores de la pared celular hacia la punta de 1a hifa donde se fusi a la cubi lular.
En este sitio, por la presién de turgor intracelular y a la actividad de i 1iti y sintéti l1a hifa
se prolonga en forma lineal (Bartnicki-Garcia, 1973) fav iendo su capacidad de expl i
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hay sufici nutri ¥ las condiciones son favorables, gran

Posteriormente, si en cl
parte de nutrimentos se dirigirdan ahora a la sintesis de la biomasa mas que a las puntas hifales y la hifa se
ramificard dando lugar a una nueva hifa que a su vez incrementara su longitud a una tasa acelerada hasta
un valor constante caracteristico (tasa de crecimiento hifal) igual al de la hifa primaria (Trinci, 1974).

La ramificacién posterior de las hifas genera un crecimiento de mayor densidad, que da lugar al
desarrollo de las colonias de los hongos. Por lo tanto, ¢l crecimiento radial de la colonia que se observa es
el resultado del crecimiento apical de las hifas primarias de exploraciéon y por la ramificacién de las

mismas que eleva el nimero de puntas y dan a la colonia su densidad y forma circular que aumenta de

didmetro en el tiempo, con una velocidad de crecimi (Vr) especifica (Bartnicki-Garcia, 1973).

En 1974, Trinci propuso cl célculo de la velocidad de crecimi > radial promedio (Vr) para
describir el c‘recimiento superficial de una colonia fiingica, que sec obtienc al medir ¢l cambio en el
didmetro de la colonia durante cierto periodo de tiemp P da de la sigui forma: V.~ H

donde RO y R1 son los radios de ]a colonia a los tiempos tO y tl respectivamente. La Vr s6lo se
puede determinar en medios sélidos homogéncos 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. Cuantificacion de !a biomasa

La cuantifi i6n de la bi producida en un cultivo sélido, es otra de las variables

importantes para caracterizar el crecimiento fiingico. Esta representa la cantidad potencial de

biocatalizador en ¢l sistema que a su vez es determi de la for ion de bolitos diversos
(Boudrant, 1994) por lo que s¢ ha considerado como una variable de respuesta que permite conocer cl

efecto de variaci en el dio de cultivo y/o el ambiente.

La determi i6én de bi en cultivo sélido puede hacerse en forma directa ¢ indirecta. En el

primer caso se hace la cuantificacion del peso seco del micelio en cultivos de agar, para lo cual deberi
fundirse el agar, pero con la elevacién de 1a temperatura también pueden ocurrir procesos de degradacién
de la biomasa (Reesiev & Kjoller, 1995).
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Para evitar estos inconveni 1 autores han propuesto la colocacién superficial de
4 prop

cubiertas semipermeables de poli carbonato o de celofan pretratado sobre los medios de cultivo
solidificados con agar (Mitchell et al., 1989; Robinson, 1978).
La medicién del consumo de oxigeno y produccién de dioxido de carbono como variables

d

da por al >s autores (Carrizales ef al.. 1981; Mitchell & Lonsane, 1992)

metabdlicas es muy re

para cvaluar la resp de la bi a di de cultivo durante todo el periodo de crecimiento y

por ser una técnica de medicion no destructiva (Carrizales er al., 1981, Saucedo-Castaficda er al., 19943).

Aunque tiene el inconvenicnte de que se requicre conocer las variaciones de estos gases durante las fases

de crecimi la idad de bi roducid. T idad dc gas bolizado no es
Yy P po P

constante (Okazaki ez al., 1980).

También se sugierc que con a eval ién de i cx 1 es como a-amilasa de

Aspergillus oryzae y lacasas en Agaricus bisporus se pucde cuantificar 1a biomasa, considerando que esta

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

1.3.3.5. Dimension fractal
El término fractal provienc del Latin fracrus que significa roto o irregular propuesto por
Mandelbrot en 1977 para el andlisis fractal (D), como una herramienta 1itil para la descripcidén de objetos
matemaiticos irregulares.

Estos obj i di i no Yy sc forman a partir de un gencrador (ccuacién

)

matemitica o formas 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 Sierpinski, etc.

Py 1 py £ 3.

Estos mismos principios de andlisis se aplicaron a la descripcién de

naturales o aleatorios, que son fc frag das dc obj como lincas

costeras, nubes, mi les (Mandelb 1977). Esta herramienta se ha aplicado para entender la formacién

y el crecimiento de agregados y redes cristali de si inorgéni para describir la ramificacién de
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bronquiolos del pulmén, de estructuras vegetales asi como en la determinacién de la estructura de
proteinas (Helman er al., 1984; Harrison, 1995).
En microbiologia, Reichl er al. (1990), estudiaron patrones de ramificacién dc Strepromyces

tendae con un si analizador de imdgencs y Obert er al. (1990) aplicaron esta metodologia para

4 Slido y fr

analizar patrones de ramificacion del micelio de colonias cultivadas en

id do a una célula como la mas pequeil idad de ag i6n y la

miccliales en dio liquido cc
do. Estos autores encontraron que el crecimiento micelial de Ashbya gossypii y

lonia como un agreg;

Strepromyces griseus pueden ser descritos por una dimensién fractal que se incr con ¢l

a medida que se ramifican las hifas en diversos planos, es decir que las hifas presentan patrones de

ramifi i% imples que se repi y dan lugar a estructuras complejas con valores de D=2.0 cuando la

distribucién es en un plano y a D=3.0 cuando es en volumen.

También Prosser (1995), hizo la descripcién iva de! compor i de las hifas durante
los pr de col i6n de supetficies sélidas deter do l1a di i6n fractal de hifas micelio y
loni dor Itados muy similares. La apli ion de esta metodologia pucde incrementarse més

por el importante desarrollo de sistemas de aniélisis de imégenes que facilitan cada vez miés la obscrvacién

y estudio de estructuras microscépicas.
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2. ANTECEDENTES

2.1. Fisiologia del crecimiento de HEM

La complcjidad fisioldgi de los microor i esta relaci da di con las
condiciones de su habitat natural y variard en forma inversa con sus dades nutri les en el
laboratorio (Caldwell, 1994). Considerando que los HEM se en la 1 en relacié

lista con las p el d imi dc las condici y nutri particulares de su estado
micorrizico pueden ser fz determi en ¢l éxito de su cultivo en ¢l laboratorio.

Como la produccién de inoculantes de HEM depende fund: H de la posibilidad de
cultivarlos en dici ladas dc laboratorio; en grandes cantidades y sobre todo con un buen
estado fisiolégico, de ahi la importancia de hacer un mayor o de in igaci sobre sus

idades nutri les y bi les
2.1.1. Requerimientos nutrimentales

Se las principal ias requeridas para el cultivo de diferentes grupos de hongos
sobre todo de saprobios, la funcién de cada una de éstas y la gran variabilidad cn la idad y calidad de
los compuestos carbonados y nitrog dos que pued utilizar (Caldwell, 1994). Con relacion a Ias

Tizicas existen menos informacién debido a las dificultades de cultivo antes

das pero sc pta que en g 1 tienen las mismas necesidades de macro y micro nutrimentos

que las especies saprobias.

2.1.1.1. Carbono

El carbono ituye aproxi d: un 45-50% del peso seco de la célula fingica y es un
elemento esencial para la si is de p estr les de la célula y para el funci i de la
como fi de ia. Los hongos son h 6trofos y 1o obti de P orgéni de

diferente complejidad.
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i dad

por ¢ la cap 1 de

&

A partir de los estudios de Melin en 1921, hubo un

los HEM para utilizar diferentes fuentes de carbono orginico. En medios de cultivo estos hongos utilizan

la D-gl y fr principal y al pecies pueden crecer con celobiosa, maltosa,
trehalosa y sacarosa, pero pocas especies pueden crecer en trisacaridos o en alcoholes de 3 a 6 carbonos y

la mayoria no utiliza &cidos organicos (Harley & Smith, 1983).

e 1

Estudios sobre la asimilacién de azicares de protoplastos de A ia,

T i >s para cl 1 de la transferencia de carbono de la planta al hongo. La glucosa, la 3-O-

i dad

por la gl y una fuerte

metilglucosa y la fructosa fueron incorporadas a la célula, con mayor afi

inhibicién en la incorporacién de la fr por la gl (Chen & Hampp, 1993). También se¢ ha
demostrado que la sacarosa y ¢l manitol no son incorporados por 4. muscaria en cultivo puro y se propone

que la tinica forma en que sc puede utilizar Ia sacarosa es en simbiosis, porque se requiere hidrolizar por

id

una invertasa prod por la pl huésped (Smith & Read, 1997).

La mayoria de cepas ectomicorrizicas tienen poca habilidad para crecer en polimeros complejos

como cclulosa y lignina (Harley & Smith, 1983), que en dios de cuantifi i6n de la actividad de
ligninasas, celulasas y pectinasas en medios de cultivo sc ha demostrado que sf ticnen actividad hidrolitica

sobre estos polimeros pero en bajos niveles (Hutchinson, 1990).

La actividad detectada sobre estos polimeros en ¢l lab io se relaci con una idad de

hidrélisis suave necesaria para el debilitamiento de 1a pared celular o invasién de 1a lamina media de las

¢lulas radicut y forr ién de la red de Hartig, mis que a 1a capacidad de utilizar estos compuestos en

el sueclo.

2.1.1.2. Nitrébgeno

Los hongos pueden utilizario a partir de formas orgiénica (aminoéacid péptidos) o mineral en
forma oxidada (NOy’) o reducida (NH("). La utilizacion de formas orgéni dependera de las idad
proteoliticas que ha sido reportadas en la mayoria de las especi icorrizi (Abuzinadah er al.,

1986).
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La utilizacién de NO;" es limitada en algunas especies ectomicorrizicas, parece ser debido a su

A

irlo a ni y

idad de si i el si i ico de la nitrato red ia para r

amonio mas que por dificultades en la incorporacién a la célula (Griffin, 1994), sin embargo en ocasiones

de ser i diar su utilizacién en estos HEM, sobre todo cuando la asimilacién de NH,"* tiene

P

un efecto acidificante importante, que puede inhibir su crecimiento.

2.1.1.3. Foésforo

El fésforo (P) es unos el ial para el crecimiento de los hongos, que permite mantencr

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

forma similar a las plantas, los hongos lo absorben como ortofosfato (H,PO,", HPO,™) de la solucién del

suclo y es la forma en que sc adiciona a los medios de cultivo. También puede adici se como fosfs
orgénico debido a la actividad de fosfi ampli reportada por diversos autores (Callecja & d°
Auzac, 1983; Chhonkar & Tarafdar, 1984; Dnh p, 1987), que puede relaci s¢ con las abund.
formas Ani que general se en el suelo.
2.1.1.4. Factores de crecimiento
Un factor de imi €s un comp orgénico que requi los organi en peq;
idad \} como pr en i especificas de biosi is de inodcid
purinas, pirimidinas y
Como los or i no pued H izarlo a partir de fi de nutri mis sencillas,
B I es indisp ble incluirios en los dios de cultivo (Griffin, 1994).
El imi de pecics de HEM es imulado por vi i como tiamina y bi
la mayoria de especies de ol son 6trofas para la tiamina y algunas otras son auxdtrofas para
1, &cido nicotinico y écido p ico (Harley & Smith, 1983).
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2.1.2. Condiciones ambientales

Las dici bi les son determi para el cultivo de los microorganismos. Estas se

establecen de acuerdo con el hidbitat en que se encuentran y al igual que las condiciones nutrimentales es

necesario determinar las condici bi les mis ad das para el cultivo en ¢l laboratorio de las
especies de interés.
2.1.2.1. Temperatura
Se ha reportado que los HEM en cultivos de lab i0 son prefer psicréfilos (Cline er

al., 1987), con un margen de temperatura de crecimiento variable (minima de 7 °C, éptima entre 16-18 °C

y maxima a 32 °C).
No se ha demostrado una correlacién entre el origen geogrifico y la temperatura 6ptima de

crecimiento de las cepas in vitro, asf por ejempl pas de Hebel: b idas de climas drticos crecen
mas I a peraturas de i bacién bajas que las cepas ob idas de clima plado (Tibbett ez
al., 1998). La importancia ecolégica de estos dos es bigua y se nsid que puede haber
crecimi a P as mas bajas, pero que éste puede ser tan lento, que scria necesario incubar

durante tiempos mas prolongados (Hacskaylo et al., 1965).

2.1.22. Luz

Hay diversos di que d an importantes efectos de la Juz sobre el crecimiento y

esporulacién de hongos saprobios como Phycomyces y quitridiomi como Thr hytrium y
Blastocladiella (Griffin, 1994).
El conocimiento det efecto de las radiaciones en el desarrollo y reproduccién de los HEM en

genecral, es escaso. Solo se reporta que en algunas especies 1a luz es imul. del imi c
inhibidor en otras, por lo que hasta ahora no ha sido posible explicar un mecanismo por ct cual la luz

determine los efectos observados y si este efecto es directo o indirecto (Harley & Smith, 1983).
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2.1.2.3. pH
El pH épti para c! imi de los HEM varia con la cepa o especic y ¢l medio ambiente

nutricional, con'un margen de tolerancia muy amplio; asi, el pH minimo es entre 2.0-3.5, ¢l 6ptimo entre

3.5-6.0 y cl miximo entre 6-7.4 (Hung & Trappe, 1983).

Los Itad de la infl ia del pH en el crecimicnto in vitro deben ser interpretados
idad debido al efecto de otros factores como son: el tiempo del cultivo, 1a fuente de nitrégeno
utilizada, la adicién de sales Al antes o después de la esterili ién y hos otros fa que

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

Al igual que con la p no se ha do correlacién entre el pH del hibitat de origen

de las cepas y su pH 6ptimo de crecimiento in vitro, porque se ha determinado que cepas con pH éptimo

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

2.1.2.4. Produccién de metabolitos
Como los HEM bl y i una ha relacién con las raices de los #rboles, esta

situacién involucra la produccién y lib i6én de diversas enzimas y metabolitos activos durante las

primeras fases dcl establecimiento dc la colonizacién y en las iltimas fases de la formacién de la

Tiza. Anali do los prod finales del bolismo de especi icorrizi in vitro, se
ha d do la p ia de i en Cortinarius y Suillus (Moser, 1958; Ulrich, 1960), de
citocininas y giberclinas en Rhizopog Suillus y A ita (Miller, 1971; Gogala, 1991), etileno y otros
compuestos volidtiles en Hebel, crustiliniforme y L ia l (Graha & Lindermann, 1979) asi
como p ibioti hongos fitopatégenos en Pisolithus, Cantharellus y Suillus (Garza-

Ocailas, 1986). El estudio dc estos metabolitos puede ser iitil para interpretar el papel que tiencn en la

riza en condici les e inch estos hongos pueden ser una fuente comercialmente

importante de estos p (Gay & Debaud 1987; Aqui et al., 1994).
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2.1.3. Produccién de inoculantes de HEM
La inoculacién de HEM en plantulas se inicié desde principios del siglo XiX en Francia, con
trufas asociadas a encinos. Posteriormente, con los estudios de Moser (1958) en Austria; Takacs (1967) en

Argentina y Theodorou & Bowen (1973) en Australia, se demostré la importancia de disponer de

inoculantes fisiolégica y ccolégi apropiad al sitio de plantacién para tener éxito en la
izacién y bl de las pl.
En Europa sc¢ han producido inoculantes miceliales de RAizopog r I L ia 1 y

Hebeloma cylindrosporum (Le-Tacon., 1985) en cultivo sumergido. Sin embargo, debido a la formacién

de grandes agregados de >, se i que fr para aplicarlos en forma eficiente,

-

reduciéndose ¢l vigor del micelio de much pecies y que las hacia menos resi a las co

adversas del suclo.

Reci la adicién de alginato de sodio para incluir los fi de micelio y ¢ un
inéculo en forma de perlas sé6lidas ha reducido los probl dos por la frag i6n micelial.
Ademis de que se pued pli dir al suelo y que al mi iempo p gen al micelio hasta
el momento de la micorrizacién. Este procedimiento, desarrollado en Fi ia por e! Group d’Intéré
économique (GIE) Forét Mycorhizes para la produccién de inocul de D, lea, Hebell L ia

¥ Pisolithus ha mejorado en forma importante los resultados de micorrizacién, con la ventaja adicional de
que conserva su viabilidad durante periodos de almacenamiento mis largos (Le-Tacon, 1985).
E1 principio de este sistema es el cultivar ¢l hongo en materiales porosos impregnados con medios

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

las particulas y s¢ protegido hasta ¢l de ser i lado en el suelo (Strullu, 1991).

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

arcillas expandibles como vermiculita, etc. que funcionan como soporte sélido. La vermiculita es una de

las mas utilizadas por ser una mica de estructura lami pandible (alumi ili de tipo 2:1), con

una gran capacidad de ab i6n de agua ¢ intercambio catiénico; y que por su estructura porosa favorece
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la penctracién del micelio en los espacios inter e intra laminares, donde se i pre ido por largos
periodos de tiempo (Mosser, 1958; Takacs, 1967, Theodorou & Bowen, 1973).
La prod ién de i 1 de Pisolith i -ius en Estad Unidos, por la sociedad

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

proceso desarrollado por Marx ez al. (1984) utili do una la de vermiculita-tuba como soporte que
se impregr con un dio de cultivo liquid
Las expericncias de prod i6n de i 1 comerciales de HEM en medios de cultivo liquido
y s6lido; demuestran que cada uno de estos si tiene jas y des jas que deberdn considerarse
do se quiere bl un prog de micorrizacién controlada.
E! cultivo en medio sélido tienc la ventaja de poder utilizarse las de impregnad.

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

de energia en comparacién con los biotreactores agitados (Smith, 1985) pero también se explicé que hay

dificultades para lograr el control y 1 de estos si de cultivo.
En el caso particular dec las especi icorrizi la prod i6n de i 1 en CES
pueden ser de interés por:
®= lalentitud del p . debido a las bajas tasas de imi de los h
= dificil ion de las dici de esterilidad por periodos prolongados de incubacié
® ¢l cultivo micclial se ha limitado a un reducid ! de esp
® la necesidad de producir cultivos de calidad fisiologi lad

Los materiales lignocelulésicos han sido poco utilizados como soporte sélido debido a que en

éstos g 1 sc fi c el d llo de h saprobios de ripid imi inhibiénd el de
las esp de imi Una dec las posibles causas de estos resultados es que existan
cantidades importantes de nutri en los ¥ que los medios de impregnacion utilizados no son
selectivos para las especi H izi es decir no se los p y

d das para fav un mejor imi de las esp izi
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Aunque las icorrizas se ini en 3-5% de plantas terrestres, son las que
predominan en los i fo 1 de las regi boreales, templadas y mediterrdncas,

fundamentales para conservar ¢l equilibrio ambiental en la biosfera.

La introduccién de HEM en plantulas a nivel de viveros, es una ia muy r dada para
asegurar la supervivencia de las plantas que serdn i ducidas en 1 erosi d de bajo nivel
nutri locn dici adversas.

En México, los problemas de deforcstaciéon son muy importantes y han causado que el nivel de
erosién de los suelos llegue a grandes proporciones del territorio en los ultimos afios, por lo que hay una
necesidad urgente de implementar actividades de reforestacion intensiva,

Los métodos de micorri i6n mas utilizados en México son simples e pecificos, que utilizan

suclo forestal como fuente de inéculos fiingicos y aunque se han hecho algunos estudios sobre la

utilizacién de i 1 de Pisolith i ius obtenidos con una dologia desarrollads en Estados
Unidos, los resultados no han sido sufici para bl un prog de i lacién a gran 1
Los estudios de cultivo en estado sélido de diversas especies fungi saprobias con dife

sustratos lignoceluldsicos rcalizados en diversos paises y en México han definido las condiciones y

controles necesarios para cultivar las especies fiingicas en este tipo de sustratos o soportes.

La prod ion de in6culos miceliales de HEM, depende de la posibilidad de cultivar las especies

fungicas en condici lad: de lab io, para lecci las que presenten mejores
propiedades de imi y i6n como un requisito de aplicacién en grand: las, por 1o que
en este dio sc pl los sigui objetivos:

36




TESIS CON
Objetivos FALLA DE ORIGEN

OBJETIVOS
OBJETIVO GENERAL

Estudiar la fisiologia del crecimi icelia! de cepas de HEM incluidas en tres géneros
(Lactarius, Suillus, Pisolithus) cultivadas en diciones bi les variables (actividad de agua,
temperatura, pH, luz) y medios de cultivo con diferente posiciéon quimi (8t y fu
nitr da, fz de crecimi ) solidificados con agar y en soportes.

OBJETIVOS ESPECIFICOS

1.

Caracterizacién morfolégica macroscdpica de 10 cepas de HEM en dos medios de cultivo (BAF

y PDA) y determinar ¢l efecto del medio de cultivo en el did lonial fmi radial,
velocidad media de imi biomasa y d idad fi 1 de las col
E izar un si de cultivo sélido con cubierta de celofin para cl dio del

micelial y biomasa de HEM.

Estudiar cl cfe dela i6n de gl (1-50 g/L) y tres fuentes de nitrégeno

(peptona, sulf: de io y ni de sodio) en medios modificados de BAF agar sobre el

crecimiento micelial dc HEM.

Con un disefio factorial fracci io Plack B el efe dela i6
de gt y tres fi de nitrég (pep 1fato de io y ni de sodio) de 1a
humedad, pH, luz y p de i bacién en el imi micelial de HEM en medios

modificados de BAF Agar..

Con un disefio factorial fi i io de Plackett-B el efi de ia i6
de gt y tres fi de nitrdg (pep 1 de io y ni de sodio) factores
de imi dclah dad, pH, luz y P de i bacién en el imi micelial
de HEM en bagazo decafia y iculita-turba impregnados con medios modificados de BAF.

Estudiar la conservacion de cepas de HEM por resiembras periédicas y conservacién en agua

destilada estéril y scleccionar la que favorece su éptima recuperacion..
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HIPOTESIS

1.-El cultivo sélido de diferentes especics de HEM en dios de posiciéon quimica variable
permitird conocer la relacion entre 1a morfologia colonial y el crecimi radial, la velocidad media de
crecimi (Vr), la idad de bi de estas especies fungicas.

2.- La utilizacién de una cubierta de celofan en la superficie del dio sélido con agar aplicada en
el cultivo de HEM facilitard la cuantifi ion de bi el sjo y la ob i6n de r ltad:
reproducibles.

3.- Conociendo el efe de la gl y fi itrog das en cl micclial de HEM
en medios de cultivo solidificados con agar sc¢ podrin 31 las dici de cultivo para la
propagacién de HEM en sistemas de cultivo en soporte sélido.

4.- El bag de cafa dicionado como soporte imp do con dios de cultivo definidos
en su composicién quimica serd un sustrato colonizado favorabl por Suillus collinitus en forma
similar a la coloni i6n de 1a vermiculita-turba.

5.- La aplicacién de diferentes sistemas de conservaciéon de las cepas de HEM, permitirdé

identificar las mejores condiciones de conservacién para cada especie y cl rango de variacién que pueden

tener cada una.
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3. MATERIALES Y METODOS

3.1. Microorganismos

Las diez cepas de hong rizicos (HEM) de estudio se presentan en la Tabla 3-1, que

corresponden a seis cspecies per i a tres géneros fungi las que fi prop das por dos
mexi El Centro de Investi i6n en Ci ias Biolégi de la Universidad Auté
de Tlaxcala (UAT) y la Escuela Nacional de Ci Biolégicas del Insti Politécnico Nacional (IPN),
asf como del Insti Nati le de la Recherche Agr ique (INRA) de Montpellicr, Francia.
Tabla 3-1: Listado de especics de hong: icorrizicos (HEM) y sitios de procedencia
Especics Cepa Origen Asociado con:
Lactarius deliciosus (L. Fr.) S.F. Gray D47 INRA Francia ND
Lactarius sanguifluus (Paul. Ex. Fr.) S-29 INRA Francia ND
Pisolithus tinctorius (Pers.) Coker et Couch F-26 INRA Francia ND
Pisolithus tinctorius (Pers.) Coker ct Couch P-3 ENCB México Juglans spp.
Pisolithus tinctorius (Pers.) Coker et Couch P-4 ENCB USA ND
Pisolithus tinctorius (Pers.) Coker et Couch P-5 UAT México Juglans spp.
Suillus collinitus (Fr.) O. Kuntze S-24 INRA Francia Pinus spp.
Suillus tomentosus (Kauffim.) Singer, Snell ¢t Dick |S-1009 UAT México Pinus spp.
Suillus tomentosus (Kauffm.) Singer, Snell et Dick | S-276 UAT Meéxico Abies-Pinus
Suillus glandulosipes (Thiers et Smith) S-1588 UAT Meéxico Pinus spp.
ND. No determinado
3.2. Medios de cultivoe
3.2.1. Medio de Papa Dextrosa Agar (PDA)
Se utilizé cl di ial de la Oxoid con la sigui pOSICio icaen g/L: D-

glucosa 20.0, extracto de papa 4.0, agar 15.0; pH 5.6. El medio se¢ prepard pesando 39 g de polvo, de

acuerdo con las instrucciones del frasco y se esterilizé a 121°C durante 15 minutos.
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3.2.2. Medio semisintético BAF
La composicién quimica del medio de cultivo BAF (biotina-aneurina-icido félico) sec muestra cn

la Tabla 3-2. Se p idad cada uno de los ingredientes y se agregaron en el orden indicado,

homogeneizando en un agitador magnético. El pH del medio se ajusts en frio a 5.6 con un potenciémetro

y se calenté hasta ebullicién durante 1 minuto. Se esterilizé a 121°C durante 15 minutos y cuando se

enfria a 40 °C se le adicioné la solucién de vil inas previ esterilizada por filtracién en membrana

Millipore de 0.25 um.

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

Ingredientes: /L
D-Glucosa 30.0
Peptona de cascina ) 2.0
Extracto de Levadura 0.2
KH;PO. 0.5
MgSO0,.7H,0 0.5
CaCl, 0.1
Myo-Inositol 0.05
! Sol. de oligoelementos (mL) 1.0
2 Sol. de vitaminas (mL) 1.0
Agar 15.0
pH 5.6
¥ i5n de ohi i Se p 100 mL de una solucién de: ZnSOL.7H20 100 mg; MnSO, 500 mg; citrato

férrico 0.5 g.

2 Sol. de vitaminas: Se preparan 100 mL de una solucién concentrada de: Aneurina (Tiamina HC1) 50.0 mg; Biotina
10.0 mg; Acido Félico 100 mg. Se toma 1 mL de esta solucién, se diluye con 9.0 mL de agus destilada y se esteriliza
por filtracién en membrana Millipore de 0.2 pm.

3.3. Andlisis morfolégico

Se hizo la descripcién pica de las lonias fiingi determil do el color, textura,

prod i6n de pi d ion de dad olor y forma.
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La descripcidon microscépica se hizo por observaciones al microscopio de preparaciones en

portaobj; de fr s de micelio idos con colorante de azul de lactofenol que se prepara como

sigue: disolver cuidadosamente 10 g de fenol (cristales) en 20 mL de agua destilada, agregar 20 g de dcido

1 S92

lictico y 40 g de glicerol. Posteriormente agregar 0.05 g de azul de metilo y

3.4. Anidlisis morfométrico
Se utilizé un equipo procesador de imagenes con el programa IMAGENIA 2000 (Biocom,
Francia) que consta de un microscopio Carl Zeiss, conectado a una camara de circuito cerrado en blanco y

negro, modelo Sentinel EEV PS46510 (G&C, Inglaterra). Este equipo cnvia la scfial a una computadora

HP386 equipada con una tarjcta digitalizadora Matrox y un copr d atico 387.

Se calibra la escala del equipo con ¢l objetivo de 10X y una cdmara de Neubauer. Las cajas de
Petri con los cultivos colocadas en la camara en forma invertida permiten captar las imigenes a analizar en
el moni(or: Sc hacen mediciones de la longitud y didmetro de al menos 15 puntas de hifas localizadas en la

zona mas distante al punto de inoculacién.

3.5. Andlisis estadisticos

Se hicieron diseflos experimentales aleatorizados con por triplicado para estudiar el
efecto del bio de dici de cultivo como la wosicion quimica del dio de cultivo, la
utilizacién de cubiertas de celofin, cc ion de gl tipo de fuente nitrc daen el imi

lial y produccién de bi de dife cepas de HEM. El efe distico de estos fi se
determiné con prucbas de varianza y de t -Stud para p ion de dos medias y en andlisis de
varianza (ANDEVA) para comparacién dc ccpas y mis de dos i en un p! de anilisis

estadistico SPSS version 8.0.
En los casos en que las prucbas de ANDEVA d 3 { ignificativos (p<0.05) de los

tratamientos, se hicieron prucbas de intervalo multiple de Tukey o de Duncan. Debido a que en un

experi >, las valuadas g 1 pucde estar influenciadas por diversos factores y que

P

el efecto que tiene cada uno de cllos puede varia en funcién de otros factores puede ser que en estudios
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donde se fija 1a mayoria de variables y se evalia cl cambio de una sola variable no sea suficientemente

precisa y sobre todo debido a la velocidades de crecimi > reducidas que se¢ observan en los HEM
también se hizo un disefio factorial fraccionario de Plackett-Burman para estudiar ¢l efecto simultinco de
diversos factores de manera eficiente y con un menor niimero de experimentos. El anilisis estadistico de

estos disefios factoriales se realizaron en el programa Statgraphics Plus versién 5.0.

3.6. Eval I6n del crecimient icelial

3.6.1. Crecimiento radial

Se hicieron 4-5 medici del did de las colonias con una regla graduada a intervalos de 48

h durante 2! dias. En el caso de colonias no circularcs, sc tomo el pr dio del dia o yor y el del

. Al dia 0 pr dio se lc resté el diametro del inéculo inicial y se dividié entre dos. El

crecimiento radial se expresé en mm.

3.6.2. Velocidad media de crecimiento radial (Vr).

Se calculd, como la pendiente de la regresion lineal de una grifica de radio de la colonia y tiempo

en la regién de crecimi lineal, expr d en unidades de mmv/dia.

3.6.3. Dimension fractal
La dimension fractal (D) de las colonias se determiné calculando el valor de la pendiente de una
regresion lineal de las grificas de log biomasa y log radio de la colonia durante la etapa de crecimiento

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

3.7. Métodos de il i6n de Ia bl

3.7.1. Por licuefaccion del agar y filtracion

La bi se ificé en las pl de Petri con agar por una modificacién a la técnica de

Chapman et al. (1990). El contenido de las caja de Petri se vacié en un matraz Erlenmeyer de 250 mL con

90 mL de agua y se calenté en horno de microondas durante $ minutos a 600 watts,
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Posteriormente el micelio se lavé con agua cali para elimi pl el dio dc
cultivo y se filtré sobre papel filtro previamente secado y puesto a peso constante. La biomasa se¢ secé en

estufa a 60 °C durantc 24-48 horas y sc pesoé.

3.7.2. En cubiertas de celofan
Diversos autores (Robinson, 1978; Mitchell er al., 1989; Ritz & Crawford, 1990) han sugerido la

utilizacién de cubiertas ip bles col das cn la superficic sélida de medios de cultivo que
posteriormentc se sep para ificar la bi y boli en forma mds precisa. Se hicicron
prucbas de utili ion de frag de celofin como cubierta ip ble para definir un sistema de

cultivo de HEM e¢n cajas de Petri que permitiera determinar la biomasa micelial en forma mads sencilla y
prictica.

Se estudié el efecto de: a) la cubierta de celofan, b) el sitio de toma del inéculo, c) el tamafio del

indculo, d) ¢l tamafio de las cajas de cultivo y ¢) la d idad dec i lacién en el crecimi micelial,
pr do las de do con el de la Figura 3-1.

Las cubiertas de celofdn se obtuviecron de hojas de celofin ial (marca fi “Ancel™)
que se cortaron con un sacadiscos de forma circular de 45 mm de dia Posteri se col on

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

agua del ltimo lavado sc esterilizaron & 121 °C durante 20 min.

Una vez esterilizadas, las cubiertas de celofin se on sobre el dio de cultivo de las cajas

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

medios de cultivo, las cajas de Petri se i baron nue a2s5°Cd 24 horss.
Las cajas de Petri se inocularon con discos de micclio obtenidos con un sacabocados de 4 mm de
la periferia de colonias cultivadas en PDA durante 14 dias de incubacién. El indculo se colocéd en el centro

de las cajas, poniendo el micelio en con la cubierta, p las cajas se rodearon de parafilm y

se incubaron en forma invertida a 25 °C.
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i
Inoculacién

Incubacién

celofan
estéril

Peso Seco
-Azicares
reductorcs
-pH

Figura 3-1: Técnica de cultivo y anilisis de HEM en cajas de Petri con medios de cultivo solidificados con
agar cubiertas con cubierta de celofén.

Dcspués de 5 dias de incubacién sc quité el parafilm de las cajas de Petri y se incubaron
nuevamente envucltas cn bolsas estériles con tapon de algodén para favorecer el intercambio de gases y
disminuir las pérdidas de humedad. Al final de la incubacién, las cubiertas sc scparuron dc las cajas de
Petri y se colocaron en cajas de aluminio puestas a peso constante. Se colocan en estufa a 60 °C durante
24 horas y se pesaron nuevamente.

También se cuantificd el peso seco promedio de las cubiertas, colocando 10 cubiertas estériles en

lio y las cubiertas sin micelio se

cajas de aluminio. Por diferencia de pesos de las cubicrtas con

determiné el peso de la biomasa micelial.
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3.8. Estandari. i6n del sist de cultivo sélido con cubiertas de celofén

3.8.1. Tratamiento y analisis de muestras

En la Figura 5-1 sc presenta la técnica de cultivo de HEM en cajas de Petri con cubierta de celofian
que sc aplicé para hacer la cuantificacién de biomasa y andlisis de metabolitos. Para analizar los

metabolitos, ¢l agar que queda en la caja después de quitar la cubierta de celofin se vacié en un tubo de

vidrio con 20 mL de agua que sc h iz6 en equipo Turmix durante 3 minutos a 3000 rps y se

completd el volumen a 100 mL con agua destilada.

3.8.1.1. Determinacién del pH

La medicion del pH se hizo en un p i6 o digital con el d bi previa

calibracién del mi con soluci buffer de pH 7.0 y 4.0 a 25 °C.

3.8.1.2. Cuantificacion de azucares reductores
Los i r ores se midieron por el método de Miller (1959), que determina grupos

carbonilo libres (C=0), por la oxidaciéon del grupo funci 1 aldchido de 1a g! . Al mi iempo ¢l

acido 3,5 dinitrosalicilico es reducido a 3-. ino, S nitrosalicilico en condiciones alcalinas dando lugar a

una coloracién amarillo-café que tiene un maximo de absorcién a 575-580 nm.

En tubos de ensaye de 13 x100 se midieron alicuotas de 0- 0.5 mL de una solucién estindar (1.0

g/L gl ) y se pl on a 0.5 mL con agua destilada. En otros tubos se¢ pusicron 0.25 mL de
muestra problema con 0.25 mL de agua en los tiempos iniciales y con 0.5 mL de la muestra problema al

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

d S min. Después, se pasaron a un bafio de

ripidamente en vértex y se colocaron en bafio hirviente

destilad rtand Fyrpnry Fi
F

1 se hicieron las

hielo y sc les agregd 4 mL de agua

lecturas de absorbancia en un espectrofotémetro UV-visible a S80 nm.
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3.8.2. Efecto de ia cubierta de celofan

Para cada cepa se prepararon 12 cajas de Petri de 90 mm con 25 al de medio PDA, en 6 cajas se

colocé una cubierta de celofin. Las cajas se inocularon con un disco micelial de 4 mm de diametro de

cada una de las cepas cultivadas previ en PDA d 14 dias y se i baron a 25 °C d 30
dias haciendo cinco periédi por triplicado.
Se analizé Ia ion de gl con reactivo de DNS, la cantidad de biomasa y el pH del

medio en cultivos de Swuillus collinitus S-24 y Pisolithus tinctorius F-26.

3.8.3. Efecto del sitio de obtencion del indculo micelial
Se inocularon tres series de 12 cajas con medio PDA y cubierta de celofan, con cultivos de Suillus
collinitus S-24 y Pisolithus tinctorius F-26. Cada serie de 12 cajas se inoculd por triplicado con micelio
proveniente de tres sitios distintos de la colonia, de la periferia (Pe) de la parte media (Me) y de la zona

central (Ce). Las cajas s¢ incubaron durante 20 dias a 25 °C.

3.8.4. Efecto del tamafio de indculo
En csta parte experimental se inocularon tres scrics de 12 cajas de Petri con medio PDA y

14

con b dos de dife fio, s¢ prob tres

cubiertas de celofin. Cada serie de cajas sc i

tamafios: 3.5, 5.0 y 6.5 mm de didmetro. Las cajas s¢ incubaron durante 20 dfas a 25 °C.

3.8.5. Efecto de ia densidad de inoculacion

Para optimi el espacio y dios de cultivo, debido a que los tiempos de incubacién que se
requieren para cultivar estos hongos son muy prolongad se dié el efe de la idad de discos de
lacién que se pued /] en cajas de Petri. Se i laron di de micelio de 4 mm de Suillus

collinitus cultivado sobre cubicrtas de celofin en tres serics de 15 cajas de Petri de 60 mm y series de

cajas de 90 mm con 10y 25 mL de dio PDA P
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En las cajas grandes se hicieron dos series, en una se¢ inocularon 3 bocados de 5.0 mm de didmetro

y en la otra serie se inoculé solamente un bocado, igual que en las cajas de 60 mm. Se analizaron fa

prod i6n de bi el dia 0 de la colonia y el c« de azi .

3.9. Fisiologia del crecimiento micelial en agar

En esta parte experi 1 se dié el efe de variables nutri les y bi les sobre el

crecimiento micelial de HEM en medios de cultivo.

El efecto de la concentracién de glucosa y de la fuente nitrogenada asi como la actividad de agua
s¢ hicieron en experimentos con disefios al azar, en los que se hizo la descripcién morfolégica dc los

cultivos, la medicion periédica del dia o de la colonia (mm) y biomasa asi como el célculo de la

velocidad de crecimiento radial (Vr) y la di ion fr t (D) de las coloni:

También se hicieron experimentos por diseiflos factoriales fraccionarios para cvaluar

1ente el efe de la gl fi de nitrég extracto de malta y L-asparagina asi como el

efectodelaluz,pH y P de i

3.9.1. Efecto de la concentracion 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 secries de cajas con las siguil i de gl : 0, 1, 10, 20, 30, 40 y

50 g/L. en medio de culiivo BAF como medio de base en cajas de 90 mm con 25 mL de medio de cultivo

cubierto con celofin. Las cajas se i 1 por triplicado en et con discos de S mm de un cultivo
micelial obtenido en BAF agar y sc incubaron durante 30 dfas a 25°C.

Se hizo por la descripcion morfolégica de los cultivos, la medicion periédica del didgmetro de Ia

(mm) y bi asi como por el calculo de la velocidad de imi radial (Vr) y la dimensién

fractal (D) del micelio.

47




TESIS CON
Materiales y Métodos FALL.bl DE OIJ\IGEN

3.9.2. Efecto de la fuente de nitrégeno

Se prepararon tres series medios de cultivo de BAF, con tres c¢ i de gl 1,10y

30 g/L) en los que sc probaron aciones iguales de nitrégeno (0.32 g/L de N) a partir de tres

fuentes de nitrégeno: 2.0 g/l peptona, 1.5 g/L. de sulfato de amonio y 2.3 g/L de nitrato de calcio,

considerando que 16% de 1a peptona corresponde a nitré . Se i laron las cepas de Lactarius
deliciosus D-47 y L. sanguifluus S-29, Pisolithus tinctorius 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 ceclofin sc inocularon por

triplicado en el con di de S mm de un cultivo micelial obtenido en BAF agar y se incubaron

durante 30 dias a 25°C.

dicid

Se hizo por la descripcidn morfologica de los cultivos, la periédica del did de la

colonia (mm) y se determiné la bi y la velocidad de crecimi radial (Vr).

3.9.3. Efecto de la actividad de agua (aw)
Los medios de cultivo con base al medio BAF, se ajustaron a dos niveles de aw: 0.98 y 0.96 con

i dad 1, : PR s
se P di

cuatro sustancias depresoras de la a, (Tabla 3-3). Estas

PYrpry Py Ty

el valor de a.,. esperado en un equipo AQUALsab mod. CX2T

de las ias y

(Decagon Devices) que mide la humedad relativa del aire en equilibrio con la de la muestra. El equipo se

calibré previ con soluci: &ndar de NaCl y agua destilada.
Tabla 3-3: C i6n de ias dep de a,, para ajustar los medios de cultivo a dos valores
Actividad de agus (a.)
Sustancia 0.98 0.96
NaCl (g/100 mL) 4.0 6.0
Glicerol (mL/100 mL) 12.0 20.0
Etilenglicol (mL/100 mL) 5.57 11.14
Sacarosa (g/100mL) 20.0 50.0

Té.‘"r—, CON ' 48
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Las cepas de S. tomentosus (S-1009 y S-276), S. collinitus (S.24) y P. tinctorius (P-5) sc

P

laron por triplicado en series de cajas de Petri de 60 mm con 10 mL medio BAF ajustados a valores
de a,, variable. Cada cepa, se inoculé en el centro con un disco micelial de 5 mm del margen de la colonia

de un cultivo previo en BAF agar y sc incubaron a 25°C.
Después de 10, 15 y 20 dias de incubacién se hicieron los muestreos de tres cajas de cultivo a las

que se determiné crecimiento radial y se calculé la Vr. También al final del periodo de incubacién se

hicieron mediciones morfométricas del micelio en un equipo pr dor de ima Los pardmetros que

se midi en la i del i fueron: la longitud y ¢l did de las hifas individuales del

margen de las colonias en cajas de Petri.

3.10. 9{3.#0_ factodal:‘- [ 10 para d ] o/ efecto de factores
y nutr
Una vez que se hici 1 dios de la fisiologia decl imi de las especies
ectomicorrizicas en medios nutritivos con agar en funcién de la ion de gl de nitrég: y
actividad de agua por separado y do en los tiempos de incubacién prolongados que sc

requieren para hacer los estudios, se decidié hacer un disefio Expcﬁmental fraccionario con dos niveles,

para el efe binado de diversos factores con un ¥ de experi (L. er
al., 1992).

En los disefios factoriales fi ios se selecci un sub j o fi i6n del total de
experimentos de un factorial completo 2*, tal como %, Y%, etc. donde el d inador es una p ia de 2.

Los disefios de Plackett-Burman son muy titiles en el diagnéstico de factores de importancia en procesos

diversos sobre todo en la industria y g 1 se yen con multip de experi
con tratamientos definidos en tablas para analizar di 1] de f3 (Montgomery, 1991).
Con la reduccién en el nu de experil no se pued il los efe de las
interacciones por lo que al emplear este tipo de disef los efe de las i i se idi
gnifi pero los Itados de ef principal den estar fundidas (. alias).
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La importancia rclativa de los efectos de los factores se obti li do el valor absol de
sus itudes y con el calculo del valor distico t a partir del error estandar, pr di que son

realizados de manera sencilla en programas estadisticos como el Statgraphics plus versién 5.0.
Los factores scleccionados para este estudio fueron: A= luz, B=temperatura, C=pH, D=glucosaa,

E=la fi de nitré > (pep Ifato de io y nitrato de sodio), F=extracto dc malta y G= L-

asparagina. (Tabla 3-4).
Los medios de cultivo se¢ prepararon cn base al medio BAF modificando su composicion de

acuerdo con la matriz (De Mco er al., 1985) de sictc factores y 8 experi probando tres fi
nitrogenadas s¢ realizaron tres pl. experi 1 de 8 experi dando un total de 24
experimentos (Tabla 3-5).

Las dici de ilumi i6n se lecieron col do una lamp de luz bl de 16 watts

en las incubadoras a 25°C y 30°C. Para las condiciones de oscuridad las cajas dc Petri se¢ cubricron con

papel aluminio. Las pruebas experi les se reali en cajas de Petri de 90 mm con medios de

cultivo solidificados con agar y cubiertos con cubiertas de celofan.

Tabla 3-4: Matriz de Had. d de 7 fa con 8 experimentos (De Meo ez al., 198S5).
N* de k=7
Experimento A=luz B=temp C=pH Ds=gluc E=nitrog | F=ext. m | G=aspar

1 > - L - - - -
2 - - - * - - -+
3 - - + - - *>

4 - - - - - - -+
5 - - - + - -
6 - - * - - *
7 - * + * - - -
s - - - - - - -
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Tabla 3-5: Tratami y binacién de factores en tres disefios factoriales fraccionarios
Factores e interacciones confundidas (alias) Nivel
Fuente de . -
by -1 1
A:Luz+BD+CE+FG Si No
B:Tcmperatura+AD+CF+EG 30°C 25°C
C:pH+AE+BF+DG 7.0 9
D:Glucosa+AB+CG+EF 10g/L Sog/L
Peptona E:Pecptona+AC+BG+DF 3.0gL 1.0g/L
F:Extracto de malta+ AG+BC+DE 3ogL 05 g/L
G:L-asparagina+AF+BE+CD osgn. X7 8
A:Luz+BD+CE+FG Si No
B:Temperatura+AD+CF+EG 30°C 25°C
C:pH+AE+BF+DG 7.0 °
D:Glucosa+AB+CG+EF 10g/L 5091
(NH,).S0, E:Peptona+AC+BG+DF 3.0 gL 10T
F:Extracto de malta+AG+BC+DE 3oL 0.Sg/L
G:L-asparagina+AF+BE+CD oSgn 00g1
A:Luz+BD+CE+FG Si No
B:Temperatura+AD+CF+EG 30°C 28°C
C:pH+AE+BF+DG 7.0 9
D:Glucosa+AB+CG+EF 10g/L 5.0g/L
CaNO; E:Peplona+AC+BG+DF 30ogL 1.0gL
F:Exuacto de malta+AG+BC+DE 30gL oS gL
G:L-asparsgins+AF+BE+CD 0.5 gL 0.0gL
Las cajas se i b 1 i 1 do 4 di miceliales de 4 mm de didmetro de un
cultivo previo de S. collinitus S-24 en zonas equidi de 1a mi sec 1as cajas con parafilm
y se incubaron durante 15 dias en condici de P y luz definidas de do con Ia matriz de
tratamientos.
Se cvalué el imi radial después de 14 dias de i bacién y se ifico Ia bi
micelial, separando la cubierta de celofan. Con los dos (y) de imi radial y bi fungica
(Tabla 4-6) sc calculé el valor p dio de P (b,), los fici de lacion, los efe

cstimados y anilisis de varianza para demostrar 1a significacia de cada factor en el programa estadistico

para Windows Statgraphics plus ver. 5.0.
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3.11. Fisilologia del crecimiento micelial en soporte sélido

Sc hicieron pruebas con vermiculita-turba como soporte control de acuerdo con ¢l método de

Marx ez al. (1984) y en bagazo de cafia como soporte alternativo.

En pruebas de acondicionamiento de los soportes, se determiné la capacidad de ion de agua

la idad de soporte, agua y nutri ios por caja de

y densidad de los mi para

Petri, que fue utilizada como sisterna de estudio.

Sc aplicé el mismo discfio experimental fraccionario aplicado en los estudios en agar, para

p losr {tados del efecto de los sicte factores con 8 experimentos, en los dos soportes sélidos.
3.72. D ripcién y dici iento de los soportes sélidos
3.12.1. Origen de los soportes
El bagazo de cafa se obtuvo del Ingenio Emiliano Zapata de Z. p 1 lizado en el do de
Morelos, México. La vermiculita y 1a turba (spagh peat) fi de cial.

3.12.2. Tamizado y lavado de! bagazo de cafia
Se separaron dos fracciones de! bagazo de cafia, con tamices metilicos: una fraccién de tamafio

menor de 0.3 mm (F,) y otva fraccién entre 0.3-0.8 mm (F2) para utilizarse como soportes del cultivo

Slido. Las fracci das se pusieron en bol de plasti se | cinco veces con agua

desmineralizada para eliminar 3 y mi ! lubl Después de su esterilizacién a 121* C
durante 30 min., los soportes se secaron en cstufa a 60°C durante 24-48 horas y posteriormente sc

)| on en recipi limpios y secos.

3.12.3. Determinacion de ia densidad de los soportes
Se determiné el peso de una probeta de 10 mL, se llené con el soporte seco a un volumen de 10
mL. La unidad se pesé y se le resté ¢l peso de la probeta vacia; al dividir el valor entre 10 el peso

resultante se obtuvo el valor de Ia densidad en g/mL.

52



TESIS CON
FALLA DE NPIGEN i

Materiales y Métodos

3.12.4. Ajuste de la humedad del bagazo de cafia e impregnacion con el medio
La cantidad de bagazo de cafia seco por caja dc Petri fuc de 2.0 g. El soporte s¢ ajusté a 90% de

h dad en peso agregando 18 mL de medio de cultivo por caja. Con el fin de hacer comparativos los
ttados del dio en dio de cultivo solidificado con agar y los de soportes sélidos, sc ajusté el

ido de nutri por caja al equivalente en una caja de Petri con 25 mL de medio de cultivo BAF

agar. Se calculé que para aj el si: auna i6n de 5.0 g/L de glucosa corresponde a 0.125

g/caja, mientras que para el nivel de 10 g/L se deberid agregar 0.25 g de glucosa/ caja. De la misma fonma

se calculé la i6n de las fi de nitrd dici das a los diferentes medios de cultivo.

3.12.5. Seleccién del tamafio de particula de bagazo de cafia y ajuste de
humedad

Se hizo la seleccién de la fi i6n de bag: de cafia que sc utilizaria, haciendo un estudio de

cultivo de la cepa de S. collinitus S-24 en cajas de Petri de 60 mm, con las dos fracciones de bagazo de

q

para aj la

cafa que se impregnaron con medio liquido de BAF preparado diez veces mds

ion de nutri cn idades cquival a una caja con 10 mL de medio de cultivo BAF

con agar. Los tres niveles de humedad (70, 80 y 90%) se ajustaron con agua destilada (Tabla 3-5).

Tabla 3-5: lacién de con dos fracciones de bagazo de cafia impregnado con medio liquido
BAF y lju:wd.s a tres niveles de humedad (70, 80 y 90%) con agua destilada.
T fio de particul *% H dad Bagazo de Medio Agua (mL)
cafia (g) liquido® BAF
(mL)
Fraccién 1 (<0.3 mm) 70 0.7 1.0 0.63
5$=0.07 g/mL. 80 0.7 1.0 1.45
90 0.7 1.0 53
Fraccién 2 (0.3-0.8 mm) 70 0.5 1.0 0.16
5=0.05 g/mL 80 0.5 1.0 1.0
90 0.5 1.0 35
*se prepard diez veces mis y d és de el agua ia a cada caja para ajustar el nivel de
humedad.
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3.12.6. Disefio factorial fraccionario para determinar el efecto de factores
ambientales y nutrimentales

Se aplicé el mismo disefio experimental con siete factores y 8 experi S que s¢ p en la

Tabla 3-5 en la seccién anterior. Se analizé el crecimiento radial de las colonias y debido a la dificultad de

hici 1

determinar biomasa en los soportes sélidos no se determind, 1ini se

litativas de 1a densidad de crecimi y de la profundidad de colonizacién del soporte.

Las prucbas experi les se realizaron cn cajas de Petri de 90 mm por triplicado y en dos

sistemas de cultivo uno con bagazo de cafia y el otro con vermiculita-turba. La idad de nutri

por caja de Petri que sc adicioné fue la equival al ido en una caja de Petri con 25 mL de medio
de cultivo BAF.

Para cada plan de experimentacién sc prcpararon 24 cajas de Petri con vermiculita-turba y 24
cajas de Petri con bagazo de cafia acondicionadas con medio de cultivo. Cada caja se¢ inoculé con 43

discos miceliales de 4 mm de miceli 1 dos en puntos equidi sobre la superficic del soposte.

A los 15 dias de incubacién se hizo el estudio morfolégico, 1a dicioén del did de 1a coloni
asi como una evaluacién cualitativa de 1a densidad del cultivo y penetracién de las hifas en el soposte por

%

observaciéon micr pica de

3.12.7. Preparacion de la mezcla de vermiculita-turba
Se mezclé la vermiculita con la turba en relacién 3:1 en peso, que por la diferencia de densidades
de cstos materiales fue equivalente a2 20% de turba y 80% de vermiculita en volumen.
3.12.8. Ajuste de la humedad de la vermiculita-turba e impregnaciéon con et medio
de cultivo

La cantidad de mezcla de vernmiculita-turba utilizada por caja fue de 4.0 g. E! soporte se ajusté a

80% de h dad en peso ag: do 16 mL de medio de cultivo por caja. El soporte se impregné con la
idad de nutri por caja de Petri, utilizadas para preparar cajas con bagazo de cafia.
Las cajas se incubaron en estufa dici da con charolas de agua para conservar los niveles de

humedad durante ¢l experimento.
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3.12.9. Esterilizacién de los soportes
La la de v iculita-turba y el bag de cafia impregnad con ¢l medio de cultivo se

esterilizaron en frascos de cultivo con tapén de baquelita a 121 “C durante 30 minutos y una vez frios se

vaciaron los sop idad, en las cajas de Petri en condiciones estériles.
3.13. Métodos de i6n de cep
Se hicieron dios de acién de las cepas icorrizicas apli do dos dologf:

a) por resiembras periédicas en medios de cultivo y

b) vacién del micelio en agua destilada estéril.

Se pretende conocer cual de estas metodologias favorece una mejor conservacién y recuperacién

de las cepas en difi iemp \ do sus propiedadcs morfolégicas y de crecimiento en PDA

como medio de cultivo esténdar.

Se probaron dos técni de vacién, 1a de resiembra en di PDA y PDA Y% en cajas de
Petri y frascos de cultivo al dos en refrig i6n, y la de conservacién en agua estéril cn frascos
1 dos en refrig ibnya p bi
3.13.1. Resiembras en frascos de cultivo

Para cada cepa se prepararon 5 frascos de 15 mL con 6.0 mL de medio PDA y otros S frascos con

PDA Y que sc dejaron solidificar en forma inclinada. Los f se i laron en el centro con un disco

de 4 mm de un cultivo micelial, se incubaron a 25 °C durante 14 dias. Posteriormente, los frascos de

1 ;0

m y se al on en refrigeracién a 4 °C. Este p dimi se repi

cultivo se sellaron con p

cada tres meses.

3.13.2. Resiembras periddicas en cajas de Petri

Para cada ccpa sc prepararon 5 cajas de Petri de 90 mm con 25 ml de medio PDA y S cajas con

PDA Y. Las cajas se i 1 en el con un disco de 4 mm de un cultivo micelial previo, se
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incubaron a 25 °C durante 21 dias y se rodearon de una tira de parafilm. Posteriormente se almacenaron en

refrigeracién a 4 °C. Después de tres mescs se repitié el mismo procedimiento.

3.13.3. En agua destilada estéril
Se prepararon cultivos en cajas de Petri de 90 mm con 25 mL de medio PDA Y., como ¢ indica en
el inciso anterior. Se colocaron 5-10 discos de 4 mm de estos cultivos en frascos de Sml. con 3mL de agua

destilada estéril y ajustada a pH necutro. Después, los frascos con tapén de baquelita se cerraron, se

sellaron con papel parafilm y se al on en una al a peratura amb
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Resultados

4. RESULTADOS

4.1. Descripcién morfolbgica de MEM.

La morfologia colonial y micelial de las cepas ectomicorrizicas cultivadas en dos medios de

cultivo se presentan en la Tabla 4-1. Las caracteristicas morfolégicas mas que disti i el

crecimiento de las cepas de estudio fueron la textura y color del micelio.

El color del micclio de todas las de P. rinctorius fue café claro a café oscuro pero con textura

1ood. Bund.

algodonosa y micelio aéreo variable; las cepas P-3, P-4 y P-5 fueron mds alg >sas y con

micelio aéreo mientras que la F-26 fue Igodonoso y con micelio aéreo

Entre las cepas de Swillus no se observaron cambios en ¢l color del micelio, pero si hubo cambios

en la textura del micelio. En S. collinitus S-24 fue muy algod y con abund icelio aéreo, en las
de S. romentosus S-276 y S-1009 fue algod y con icelio aéreo ducido y en S.
glandulosipes (S-1588) aterciopelado. Las colonias de las dos cepas de L ius fi de

fibriloso, con micelio aéreo escaso y pegado al medio.

Entre los dos medios de cultivo se observaron alg difer i el dia o col p

de Suillus y Pisolithus fuc mayor en PDA y con una mayor densidad micelial, asi como una abundante

pigmentacién del medio de cultivo y prod i6én de dados café oscuro sobre las colonias.
En Suillus collinitus S-24 bién hubo bios en el y color de los exudados dependiendo
del medio de cultivo, en PDA p 6 abund dad 1 de dulce, mi que en BAF

los exudados fueron color café oscuro de aroma sui generis de hongo tal como sec observa en la Figura 4-1.

Las colonias de Pisolithus se izaron por p de dos a tres zonas de diferente textura y

color del centro al borde de la colonia, mientras que las de Swillus fucron mas homogénecas, solo se

distinguié una zona en ¢l centro menos algodonosa y en el borde una linea deigada de micelio bl
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Tabla 4-1: Morfologia colonial y micelial de HEM en medio dos medios de cultivo: semisintético

de BAF Agar y complejo PDA.

Medio 'Color ¥Textura >Borde “Exudados *Color
Cepa de del del
cultivo micelio medio
L. deliciosus D-47 BAF Ca F 1 ) (Ac)
PDA Ca F I () )
L. sanguifluus S-29 BAF Ca F I ) (Ac)
PDA Ca F ) )
P. tinctorius F-26 BAF Cc A ) I Co (++) Ac
PDA Co A (+) R Co (++) Co
P. tinctorius P-3 BAF Ce A (++) R Co (++) Ac
PDA Ce A (++) R Co (++) Ac
P. tinctorius P-4 BAF Co A () R Cc (++) Ac
PDA Co A (++) R Ce (++) Cc
P. tinctorius P-5 BAF Co A (++) R Co (+++) Co
PDA Co A () R Co (+++) Co
S. collinitus S-24 BAF c A (+++) R Cc (+++) Ac
PDA C A () R Ce (+++) Ac
S. tomentosus S-1009 BAF C AD (++) R Cc (++) Ac
PDA C A (+4) R Ce (+++) An
S. romentosus S-276 BAF C AD(++) I ) Cc
PDA C A (+4) I Ce(+) Co
S. glandulosipes S-1588 BAF Nc At 1 ) Ac
PDA Co At 1 Ce(+) Cc
Notas:
'Color de micclio en  ?Borde 3Textura “Color de cxudados 3Color del medio
la zona central
Ca=Crema j A-a) Ce-Café claro () Sin cambic
Ne= Naranjs café ReRegulsr  AD-slgodonoso y denso  Co-Café oscuro Comcafé oscuro
Co= Café oscuro F-fibriloto, pegado ! Ac—amarillo claro Ce. café claro
Ce=Café claro medio Cn= Café. A 31l
C- Crema At.- aterciopelada Ac.amarillo claro
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Figura 4-1: Morfologia colonial y micclial de HEM en diferentes medios de cultivo. A. Colonia de Swillus
collinitus en PDA B. Borde de la colonia de S. collinitus en PDA C. Micelio de S. collinitus en ¢l margen
de la colonia en BAF D. Exudados de color café sobre ¢l micelio de S. collinitus en medio BAF.

4.2. Caracterizacién del crecimiento micelial
En la Figura 4-2 sc obsecrvan las ctapas de crecimiento radial de las cepas cctomicorrizicas. Se
observa una fase inicial de adaptacion (lag) y una posterior ctapa de crecimicento lineal, sin licgar a

presentarse  una ctapa cstacionaria durante ¢l periodo de i bacion. El imi > lineal se inici6

alrededor del sexto dia de incubacion en PDA, pero en medio BAF las cepas S. tomentosus S-1009 y P.

tinctorius P-3, P-5 y S. collinitus S-24 y S. granulatus S-1009 fuc en 5 dias.

Posteric cl imi > fuc de forma lineal y al final de la i bacion et dia de las

colonijas en los dos medios fuc muy similar, pero cn medio BAF !a variacién fuc mas amplia.
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Figura 4-2 Cinéti de crecimi > radial (mm) de especi icorrizicas cultivados durante 21 dias
cepas de L ius se identifi

en cajas de Petri de 90 mm con 25 ml dc medio BAF agar y PDA. Las
con simbolos cruzados, las de Suillus con simbolos vacios y las de Pisolithus con simbolos llenos.

6 un ] i enel

Aunque cn esta grifica se observa que la mayoria de las cepas p
medio BAF, cl anilisis estadisticos con prucbas de t-Student (p<0.05) para cada cepa, demostraron

Itados de signifi ia variable entre las mismas.
Las dos cepas de Lactarius y S. S-276 i significati mejor en medio de
PDA; en las de P. tinctorius F-26 y P-4 y S. glandulosipes S-1588 no hubo di ] igni ivas entre

los dos medios de cultivo y en las de Pisolithus P-3, P-S, Suillus collinitus S-24 y S. tomeniosus S-1009 el

crecimiento radial fue significativarmente mejor en medio BAF.
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Posterior por el ciiculo de la pendiente en la fase lincal de crecimiento en las curvas de

crecimiento radial de cada una de las cepas, se determiné ¢l valor de la velocidad de crecimiento radial
(Vr) que se expresa en mm/dia (Figura 4-3). Se observé que en las cepas de Lacrarius (D-47, S-29), S.
tomentosus S-1009 y S. glandulosipes S-1588 no hubo efecto del medio de cultivo, lo que se comprobd en
prucbas de t-Student (P<0.05). En las cepas de S. tomentosus S-276 y P. tinctorius F-26 la Vr fue mayor
en PDA y para P. rinctorius P-3, P-4, P-5 y 8. collinitus S-24 fue significativamente (p<0.05) mecjor en
BAF.

En esta gridfica comparativa de la Vr y crecimiento radial de cada cepa al final del periodo de
incubacidn, se observa una correlacion directa entre ¢l crecimiento radial y la Vr, sobre todo en el medio
BAF, ¢n ¢l 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. S-1009 al -on un crecimiento radial mayor pero con una Vr menor
1.6 30
a
PDA BaF L 2=
3 A
1,2 A
a 4 A A T2
g Lpoa 0t ' . :
g os a 2 ] 4 a . 1™ 3
= A 2 3 A &
Y A : T
0.4 1 R
}s
! AVr & crec. radsl I
0,0 + : o

PR % R G i "'Pe&e“" S PP T > S ‘_;*g@e@g&

Figura 4-3: Relacién del crecimi radial (mm) de las y la velocidad radial (Vr) de 10 cepas de

HEM cultivados durante 21 dias en dos medios de cultivo.
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4.3. Prod ion de bi

En la Figura 4-4 sc 1 losr Itados de biomasa de colonias en los dos medios de cultivo

por cada una de las cepas, donde se observa que en la mayoria de cepas no hubo diferencia significativa
del medio de cultivo en 1a produccién de biomasa, a excepcién de S. collinitus S-24 y P. tinctorius P-5 que
tuvicron mayor produccién de biomasa en BAF y 8. glandulosipes $-1588 con mayor produccién de
biomasa en PDA.

Si hacemos una grifica comparativa de la biomasa y crecimiento radial de cada cepa al final del
periodo de incubacién (Figura 4-5), se observa que ¢l medio de cultivo afecta la relacién de biomasa y el

crecimniento radial en forma caracteristica en cada una dc las cepas.

250 4
@ BAF OPDA

200 - %

150 A g
wl X &

1o

O
K
o] ]
LY

Biomasa (mglolonls)

S0 4

> ©
> L
& o

Figura 4-4: Evaluacién de biomasa colonial de HEM cultivados durante 21 dias en cajas de Petri de 90
mm con 25 mL de medio de cultivo PDA y BAF.
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Figura 4-5: Relacién entre la bi yelcr > radial de colonias de HEM cultivados durante 21

dias en dos medios de cultivo.

Hubo una relacién directa entre los dos pardmetros en los dos medios de cultivo unicamente en S.

collinitus S-24; en cepas como L ius 'y P. ites F-26 hubo mayor cantidad de biomasa y menor

crecimiento radial en BAF pero no en PDA y en P. ti ius P-S y S. S$-1009 tuvieron mayor
produccién de biomasa en PDA pero con col de cr i > radial Yy final las col
de S. glandulosipes S-1588 fueron de crecimiento radial bajo con bi i en cl dio PDA.

Para observar mcjor este efecto sc calculéd el cociente de estos dos parametros para determinar la relacién
de mg de biomasa /mm de las colonias.

En la Figura 4-6 sc puecde observar ¢l efecto del medio de cultivo en la relacién
biomasa/crecimiento radial de cada una de las cepas, noténdose que en el medio PDA sc obtuvicron
mayores relaciones sobre todo en las cepas de Pisolithus (P-3, P.4 y P-5) y Suillus (S-24 y S-1009) que se

caracterizaron por su textura algodonosa (Tabla 4-1)
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Figura 4-6: Relacién bic / imiento radial de cepas de HEM cultivados durantc 21 dias en dos
medios de cultivo.
4.4. Dimensién fractal
La di ion fi 1 es una istica de crecimiento de hongos y bacterias filamentosas que
se ha aplicado para estudiar los patrones de ramificacion y crecimiento de estos i en di
planos y de esta mancra definir sus gias de loni i6n de diferentes medios de cultivo. De
acuerdo con Ritz & Crawford (1990), 1a di ion fi 1 se calculd con los r Itados de tmi

radial y biomasa.

En la Figura 4-7 sc observa que hubo diferencias significativas del medio de cultivo en la
dimensién fractal de las colonias en la mayoria de las cepas a excepcién de las dos de Lacrarius, P.
tinctorius P-4 'y S. collinitus S-24, aunque de acuerdo con el valor de la dimensién fractal por cada cepa, y
a los criterios de Obert er al. (1990) y Prosser (1995) las diferencias mis importantes son en relacién con

las ias de colonizacién que se distil entre las que tienen valores menores y mayores de 2.0
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Figura 4-7: Valores de dimensién fractal (D) de cepas de HEM cultivados durante 21 dias en dos medios
de cultivo.
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Figura 4-8: Relacion entre la di ion fi 1 (D), el dia 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 sc p la relacién entre la di ién fractal, didmetro de las colonias y la

biomasa de las colonias, donde se observa que en ¢l grupo de cepas que alcanzaron los mayores diametros

“olonisles corr den a los valores menores de dimension fractal a diferencia de las cepas de menor

P

didmetro que tienen un valor de D cercanos a 2.0.

Con relacién a la bi y la di ion fractal, las colonias de mayor densidad tuvieron los

valores de D mayores.
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4.5. Estandarizacion de un sistema de cultivo sélido con cubierta de celofén

Resuitados

4.5.1. Efecto de la cubjerta de celofan en el crecimiento y la morfologia colonial

En los cultivos con celofén sec observd un i en la d i6n de ia ectapa de adasptacién
(lag) de algunas de las cepas de HEM, principalmente en las de Pisolithus donde después de 8 dias sc
inicié el crecimiento lineal, sin bargo p ior se al dik imil al dc los
cultivos sin celofén. Los lados de bi y di& final de colonias de HEM cultivados dh

30 dias en cajas de Petri con PDA sin celofin y con celofin se presentan en 1a Figura 4-9.

En prucbas de t-Student se encontré que no hubo diferencias significativas (p<0.05) en el difmetro

colonial ni en la Vr de la mayoria dc ccpas a pcién de P. ius P-5. Sin embargo, en general se
en los cultivos con celofidn, a excepcién de las de Lactarius en las gue

obtuvo y idad de b

no se observé efecto significativo del celofan.
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Fxgun 4-9 Efecto de la utilizacién de una cubicrta de celofién en los medio de cultivo sélido sobre Ia
y didr lonial de 10 cepas de HEM cultivadas durante 30 dias.

TESIS CON i
FALLA DE ORIGEN




TESIS CON
FALLA DE QRIGEN

Resultados

En algunas ccpas sc¢ observaron cambios morfoloégicos importantes en los cuitivos con el celofan

(Figura 4-10), en 8. collinitus S-24, S. glandulosipes S-1588 y S. tomentosus S-1009 las colonias fueron

menos algodonosas, con bordes irregulares y ele del micelio a partir del sitio de inoculacion

lonias de S. glardulosi se pudicron desprender

formando radiaciones hacia ¢l borde, incl las

completamente de la cubierta.
Por otro lado P. tinctorius F-26 formé colonias con bordes mds irregulares y sin radiaciones detras

ius P-5 no presentaron cambios

de la colonia, mientras que las dos cepas dc L ius y P.

importantes en su morfologia colonial.

den en el medio fue menor en las ccpas de P. tinctorius

La prod ion de pig que se dift

P-5 y Suillus collinitus S-24 ¢n comparaci6n a los cultivos sin celofan.

Figura 4-10: Morfologia colonial y micelial de HEM en PDA con celofan. A. Lactarius deliciosus D-47
B. Pisolithus tinctorius F-26 C. Pisolithus tinctorius P-5 D. Suillus collinitus S-24.
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4.5.2. Efecto de la cubierta de celofan en el consumo de aztcares

En cultivos de S. collinitus S-24 y P. tinctorius F-26 de cajas de Petri de 60 mm con 10 mL de

PDA sin celofin y con celofién se hizo la ificacion de gl en ¢l medio de cultivo libre de micelio
y dec cubicrta de celofén con micelio pecti Los dos de % dc gl ids y de
bi en cinco d un periodo total de 30 dias se presentan en la Figura 4-11.

Se observa que las curvas de de azi y prod ion de bi fi muy it

hasta los veinte dias en los cultivos con y sin celofén y al final del periodo de incubacién, se observé que

las dos cepas i ap imad; 85% de 1a gl inicial sin bi ignificativos (p<0.05)
por ¢! celofin, sin embargo si hubo diferencias ificativas en la prod i6n de bi de las dos
cepas.
Los cambios en e! pH de los medios de cultivo con celofan y sin celofén fueron muy similares,
and su acidifi i6n hasta valores de 3.5 aproximadamente.
Suilius caolinitus
100 v
- 180
15 4+ 1420

25 + o0
[} o + o
[ [} 10 15 20 30 dias
Figura 4-11: Efecto de la cubierta de celofin en las cinéti de produccién de bi y de
glucosa de Suillus collinitus S-24 y Pisolithus tii ius F-26, ivadas en cajas de Petri con PDA. Los
resultados de los cultivos sin celofién se p con simbol {
Q
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4.5.3. Efecto del sitio de obtencion del inéculo micelial

En este estudio se inocularon tres series de cajas de Petri con medio PDA con celofan. Los

PP 1y 4,

fueron

de colonias de 30 dias de cultivo en PDA a partir de tres sitios diferentes: del

margen de la colonia o periferia, de la zona media y de la zona I. La & 1

ion de las cajas sec hizo
en forma alecatorizada.

trac

Losr

de bi yecr radial de las colonias se presentan en la Figura 4-12. Por

observacién de la grifica y por pruebas de ANDEVA (p<0.05) de una sola via se¢ comprobé que no hubo

PO

diferencias significativas del sitio de toma del i en el radial de las dos cepas, pero si
hubo dife en la idad de b

Las colonias dc cajas inoculadas con micelio obtenido de la zona central tuvieron los valores
menores de biomasa y no hubo diferencias significativas en la bi de colonias i ladas con micelio

de la zona periférica y media, pero si entre estos dos sitios y la zona central.

50 9

P. tinctorius

S. collinitus

20

30 4 ; a

& blomesa A crec radial
20 4
Parioria Media Central Parieris Media Cantral

biomesa (mg)
[ ]
L gl
crocimionto redie! (mm)

Figura 4-12: Resultados de bi (mg)y i radial (mm) de col de P. ius F-26 y
S. collinitus S-24 cultivadas durante 20 dias en cajas de Petri de 60 mm con 10 mL de medlo PDA que s
inocularon con micelio ob(emdo de la periferis, zona media y zona 1 de col

cultivadas en PDA. Los dos son val pr de tres réplicas.

previ
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Calculando los valores de Vr y di ién f 1 de las colonias (Figura 4-13) se observé que no

hubo efecto significativo del sitio de toma de inéculo en la di ién fractal de las colonias de las dos

cepas y en la Vr de P. tinctorius, sin embargo en S. collinitus 1a Vr es significativamente mayor cuando el

inéculo es tomado de la zona periférica, lo cual se comprobd con prucbas de ANDEVA (p<0.05) de una

via para cada cepa.
inéti de imi y > de gt de S. collinitus S-24 y P. tinctorius F-26 en

En las

cada serie con inéculos de diferente origen, se observé que hubo diferencias significativas entre las dos

cepas y entre los sitios de origen (Figura 4-14).

A los 20 dias de cultivo bas cepas ieron ¢l 80% dc glucosa inicial en las cajas

POy

con micelio obtenido de 1a zona de la periferia, a diferencia de las cajas con los inéculos de la

zona central y media en las Que se determind un 25% menos de de 1a gt En la prod i6

de biomasa al final de la incubacién no bubo diferencias significativas (p<0.05) en P. rinctorius pero sf en

S. collinitus.

2,0 3.0
P. tinctorius 8. collinitus

1.5 F 2.5
& g
& 1.0 4 i 20 2
=] . 8
S & Q £
0.5 4 15 &
-

@V ao
0.0 v v v - v 1.0
Pariferia Media Central Periferia Media Central
Figura 4-13: Efecto del sitio de toma de inéculo en la Vr y di iom fi I de colonias de P. 1i; ius y

S. collinitus cultivadas en cajas de Petri con PDA.
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Figura 4-14: Efecto del sitio de origen del |n6culo mncehal de P. tinctorius y S. collinitus en la produccién
de bi (simbolos llenos) y cc¢ de gl (simbolos vacios). Los indculos en forma de bocados

dec 4 mm sec tomaron de la zona periférica (Pe), media (Me) y central (Ce).

4.5.4. Efecto del tamafio de inéculo

Los Itados del imi radial y bi de 1as colonias se p el la Figura 4-15, en
la que sec observa que el crecimiento radial de P. 4 rius se red ignificati do el inécul
es de 3.5 mm y de 6.5 mm, mi que 1a bi es significati mayor en ¢l de 6.5 mm.

En 8. collinitus no hubo diferencias significativas (p<0.05) en el imi radial y bi de
las colonias obtenidas con inéculos de 3.5 y 5.0 mm, pero si fi ignificati y do el
tamafio de inéculo fue de 6.5 mm. Anali dolosr itados de Vr y di ion fi 1 de Ias coloni en

prucbas de ANDEVA dc una via se encontré que si hubo efecto significativo (p<0.05) del tamafio de
inéculo en la Vr con valores mayores con inéculo de 5.0 mm para las dos cepas. En 1a dimensién fractal
no hubo efecto significativo (p<0.05) del tamailo del inéculo para las dos cepas tal como se observaen la

Figura 4-16.
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70 1 T 30
P. tinctorius S. collinitus
80 + 25
80 4 ” 3 Y
; g <4 20 g
£ 3 H
- =4
z -3 a ; 3 T15 g
£ 30 4 i
o~
+ 10 g
20 4
& biomasa 4 crec radisl
10 L]
3.5 5.0 6.5 a.s 5.0 6.5
Figura 4-15: Resultados de bi (mg) y crecimi radial (mm) de colonias de P. 1 ius F-26 y S.
collinitus S-24 cultivadas durantc 20 dias en csjas de Petri de 60 mm con 10 mL de medio PDA
i fadas con in6culos miceliales de tres tamafios (3.5, 5.0 y 6.5 mm).
1.5 -- - - - - T 3.0
P. tinctorius S.collinitus
+ 2.8
1.0 4 i
- & 5
4+ 2.0
‘E’ & a ] & H
E <
- i [ ] Q 2
> 0.8 =] o [} ] E
1185 g
-
WmVr a0
0.0 - 1.0
3.s 5.0 6.5 3.s 5.0 6.5
Figura 4-16: Efccto del tamafio del in6culo micelial en la Vr y di ion fi 1 de colonias de P.

tinctorius y S. collinitus cultivadas en cajas de Petri con PDA.
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Pisaclithus tinctonius Suillus collinitus
100 4 60
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£ e g
§ 4 30 E
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Figura 4-17: Efecto de! tamafio del indculo: 3.5, 5.0 y 6.5 mm ecn la prod i6n de bi (simbol
llenos) y de gl (simbolos vacios) de P. tinctorius F-26 y S. collinitus S-24. Los resultados
son valores promedio de tres réplicas.
Con relacién a! de gt sc observé que después de 12 dias y hasta el final del periodo
de incubacién si hubo efecto significativo de los indéculos en las dos cepas and un

significativamente mayor (p<0.05) cn los cultivos inoculados con discos miceliales de 3.5 y 6.5 mm, tal

como sc observa en las cinéti de prod! ién de bi v 10 de gl de la Figura 4-17.

4.5.5. Efecto de la densidad de inoculacion

En la Tabla 4-2 se observan los r dos de imi de las colonias de S. collinitus S-24

obtenidas al inocular cajas de Petri de dos tamafios (60 y 90 mm) con 1 o 3 inéculos de S mm. Por pruecbas

de ANDEVA y pruebas dec intervalo miiltiple de D se 5 que si hubo efecto significativo
(p<0.05) del tamafio de la caja y nu de i 1t sobre fa idad de biomasa, glucosa consumida,
did o colonial y dimi de S. collinitus.

TESIS CON
FALLA DE ORIGEN i




TESIS CON
FALLA DF OT*EN

Resultados

Tabla 4-2: Crecimiento de Swillus collinitus 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.

T i Dia o coloniatl C Biomasa pH

(mm) Glucosa (%) mg/colonia (g/L de medio) final

Caja 90-1 43,0" 15,32° 59,14 2.90" 4.8

Caja 90-3 33,5° 32,76° 62,71° 9,45° 3,5

Caja 60-1 33,0° 41,21° 53,19 5,32° 3,8
Las cajas de 90 mun con tres indculos en p i6n con las cajas (de 60 y 90 mm) inoculadas

ion significativa (p<0.0S) en el dia de las

con una sola colonia p! on una r
Hubo un mayor consumo de glucosa (41.2%) en los cultivos de cajas pequefias que en los de las

sobre el

cajas grandes (15.32%), notindose ademdis en las primeras una gran prod ién de dad:

lio. Anali do la prod ién de bi de 8. collinitus sc observé que en los cultivos de cajas de

90 mm inoculadas con 1 o 3 inoculantes no hubo diferencias significativas (p<0.05) pero si hubo con
relacién a la biomasa obtenida en las cajas pequefias. Sec puede observar que el sistema mis eficiente en
produccién de biomasa es el de cajas de 90 mm con tres inéculos.

También se observaron cambios en 1a morfologia de las colonias, ya que las inoculadas en un solo

sitio ft mas algodonosas, con un cr aéreo mayor y de bordes r i que en las

1. £ tood.

que sc inocularon con tres tuvieron bordes miés irreg y 3
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4.6. Fisilologia del crecimiento micelial en agar

4.6.1. Efecto de la concentracion de glucosa

En los cultivos de siete cepas inoculadas en medio de base BAF con diferentes concentraciones de
glucosa (0, 1, 10, 20, 30 y 50 g/L) durante 30 dias sc observé que todas las cepas tuvieron un crecimiento
radial y biomasa en los medios sin glucosa, y que las de Pisolithus alcanzaron mayor didmetro y biomasa
que las de Swillus. En las cepas de Pisolithus se observé una mayor l:cspucsta significativa en el
crecimiento radial y la biomasa al agregarse 1.0 g/L de glucosa en el medio de cultivo y a concentraciones
mayores la respuesta entre las cepas fue variable, como se presenta en la Figura 4-18.

En pruebas de ANDEVA de una via (p<0.05) y de rango muiltiple de Tukcy, se encontré que hubo
diferencias significativas cntre las ccpas cultivadas con difcrentes concentraciones de glucosa. En las
cepas de Pisolithus P-3 y P-5 no hubo diferencias significativas en el crecimiento radial en 10-50 g/L de

glucosa, pero si hubo diferencias en la biomasa, principalmente a concentraciones de 30-50 g/L.

300 e 0
—e—fS5 e -- A3 —le—F-28 ~®-—-5-24 ---0 - S-1009 —fr—= S-1588 — ~@- —S-276
250 4
200 |
E
E 150 1
100 -
50 4
o
o 1 10 20 30 40 50
glucoaa (g/L) glucosa (g/L)
Figura 4-18: Efecto de 1a i6n de gt del dio de cultivo BAF en la produccién de biomasa
y dia o de las colonias de Pisolithus (P-5S, P-3 y F-26) y Suillus (S-24, S-1009, S-1588 y S$-276). Los
imbolos vacios rep el dia colonial y los llenos la biomasa.
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En la cepa de P. tinctorius F-26 se obscrvo un efccto significativamente (p<0.05) negativo de las
concentraciones mayores de 30 g/L tanto en el crecimicnto radial como ¢n la biomasa.

En las cepas de¢ S. romentosus S-276 y §-1009 y S. collinitus S-24 no hubo efecto significativo en
el crecimiento radial de las colonias a concentracioncs mayores de 10 g/L, micntras 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 cstas cepas, se¢ observd un aumento significativo en un intervalo de 20-40 g/L
¥y se disminuyd considerablemente en medios con 50 g/L.

En la Figura 4-19 observa que la conccntracién de glucosa en el medio de cultivo también

modifica en forrma importante la Vr dc crecimiento de las ccpas. En las cepas de Pisolithus P-3 y P-5 se

incr 6 significativ {(p<0.05) al aumentarsc ¢l contenido de glucosa de 1.0 a 10 g/L sin
manifestarse cambios importantes a concentraciones mayores. Sin embargo en las cepas F-26 también sc

redujo significativamente su Vr a concentraciones mayores de 30 g/L..

OF-z6 OP-3 @P-s WS-24 [IS-1008 WS-1388 OS-276
g
k=3
-
H
38
2
=

0.0 0.4 o.s 1.2 1.8
Vr(mmidia) Vr (mmidia)
Figura 4-19: Efecto de la concentracidn de glucosa del medio de cultivo sobre 1a velocidad de crecimiento

radial (Vr) micelial de de Pisolithus (F-26, P-3, P-5) y Suillus (S-24, S-1009, S-1588, S-276).
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En las c de S. tomentosus S-1009 y S-276 se observé la mayor Vr con 30 g/L de glucosa pero
epas

esta disminuyd significati en la primera al la acién de gl . En S
collinitus S-24 y S. glanduosipes S-1588 no hubo efecto significativo en la Vr a cc raci yores
de 20 g/L. '

En la Figura 4-20 sec p ¢l efe de la gl cn la di ion fi 1 de las colonias en la
que s¢ observa que al la cc acion de 1 g/L a 10 g/l hay un aumento significativo de la

densidad fracta! de las colonias de todas las cepas y que ¢l efecto posterior es variable notiandose tres tipos

de cfi al i e la ion de glucosa: cepas en las que se i la densidad fi 1

como en 8. collinitus S-24 y en P. tinctorius F-26; en las que disminuye como cn las de P. tinctorius P-5 y

S. tomentosus S-276 las que no hay cambios significativos sobre todo a Y de 30
g/L como P. {ii ius P-3, S. S-1009 y S. glandulosipes S-1588.
2,25
- - — F-26 eeeO--- P-3
—O—P-5 — —— —S-24
----- S-1009 ———— S-1588
-— - — §5-2786
- 2,00
=
s
=
=
s
E 1,75
1,50 v r ~r -
1 10 20 30 40 50
glucosa (g/l.)
Figura 4-20: Efecto dc la acién de gl en medio BAF sobre la dimension fractal de las

colonias de Suillus (S-24, S-1009, S-1588, S-276) ¥ Pisolithus (F-26, P-3, P-S).
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También sc observaron cambios morfolégicos variables en las colonias de las especies

ectomicorrizicas al modificarse la concentracién de glucosa en el medio de cultivo, asi por ejemplo cn las

dificd

colonias de S. collinitus S-24 se¢ r i la d idad del icelio siendo mas algod > en las

concentraciones de 10-20 g/L de glucosa como sc observa en la Figura 4-21.

Figura 4-21: Morfologia colonial de HEM en medio de cultivo BAF con tres de gl
(1.0, 10 y 30 g/L). A. Suillus collinitus B. Suillus tomentosus S-1009; C. Suillus tomentosus S-276.
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En la cecpas de S. fomentosus 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 miés aterciopelado, con

micelio aéreo reducido y con y idad de pi, a 10 g/L de gl para disminuir a
3 de 20 g/1L. y también las colonia p on bordes mis irregul y de forma
diada en 1 altas de gl
También la cepa de S. glandulosipes S-1588, con micelio iopelado p 6 bios en la
clevaciéon de las coloni And un ficil desprendimi del celofin en las concentraciones mayores
de glucosa.
En la Figura 4-22, sc observa que las lonias de P. i ius P-5, bién fueron mis

algodonosa en medios con 10-20 g/L de glucosa; notindose una mayor cantidad de hifas aércas a mayores

de gh asi como una mayor cantidad de exudados de color café con pigmentacién de

las colonias y dc! medio de cultivo. Final en P. tii ins F-26 ¢l micelio fue muy algodonoss a

es de 10 g/L y en i ay fue de imi aérco muy reducido,

con una gran prod i6én de pi amarillo claro.

lio laxo pegado al medio fue muy simil

en los

En el caso de las dos ccpas de L ius el

diferentes medios, que a i de 30 g/L las colonias fueron radiadas con bordes

irregulares en la cepa D47.
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Figura 4-22: Morfologm colonml dc HEM cn medlo de culuvo BAF con tres c«c i de gl
(1.0, 10 y 30 g/L). A. Pisolii ius P-5 B. P ius F-26;, C. Lactarius dehciom D47
D... Lactarius sanguifluus S-29.
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4.6.2. Efecto de la fuente de nitrégeno

En esta parte experimental se hizo un estudio de crecimi p ivo de siete cepas de HEM
en medio BAF con tres niveles de glucosa (1, 10 y 30 g/L) y dos tipos de fi nitrog da: Orgéni
(pep ) e Inorgéni (sulfato de io y nitrato de calcio).

Las isti coloniales de las cepas cultivadas en dios con pep y sulfato de

fueron morfolégicamente muy similares a diferencia de las obtenidas con nitrato de calcio. En las Figuras
4-.23y 4-24, se muestran las caracteristicas coloniales de algunas cepas de Suillus, Pisolithus y Lacitarius.

Es importante el efecto de la glucosa en la textura del micelio en S. collinitus S-24, donde ¢l caricter

algodonoso y color crema de las colonias obtenido en dios con pep y sulfato de io sc pierde y
el micelio es hace pegado al medio y de color café con niwrato de calcio; en esta cepa también se hubo
cambios en la produccién de aromas y pi iendo cl: y de aroma dulce en medios con peptona a

color café oscuro y de aroma suf generis a hongo en medios con nitrato de calcio.

En P. tinciorius P-5 y F-26 y S. S-276 bién hubo efe en la pr i6n de
pig! en el dio y de exudados en el centro dc las colonias al sc las de
glucosa en el medio de cultivo.

En las ccpas de S. romentosus S-24 y S-1009 las loni: un imi micelial

heterogénco desde cl centro de la colonia a la periferia, observindose zonas de color y textura diferente

del miceli iendo mas algod en el centro y de color mis claro en Ia S-1009 o més oscuras en la S-

B

276. Inclusive en la cepa S-276 se obscrvaba diferente tipo de micelio con caricter algodonoso distinto

dentro de la misma zona de 1a colonia.

En Lacrarius no hubo cambios en Ia textura del micelio por efe de Ia i6n de gl

y de la fuente nitrogenada, pero si hubo cambios en los pigmentos amarillos que se concentraban en el

centro de las colonias al i la i6n de gl independi de la fi

nitrogenada.
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Figura 4-23: Morfologia colonial de HEM en medios de cultivo BAF con tres i de gl
(1, 10 y 30 g/L) y nitrato de calcio (2.0 g/L). A. Swillus collinitus S-24 B. Suillus tomentosus S-1009 C.
Sueillus tormentosus S-276.
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Figura 4-24: Morfologia colonial de HEM en medlos dc cultivo BAF con ues i de gl
(1, 10 y 30 g/L) y nitrato de calcio A. F ius P-5 B. Pisolith ius F-26; C. L ius
sanguifluus S-29.
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En la Figura 4-25 sc presentan los resultados de didmetro colonial y biomasa obtenidos al final del

periodo de incubacién en los medios con 30 g/L de glucosa y las tres fuentes de nitrégeno. En la grafica sc

observa que con peptona se incremento significativamente (p<0.05) el crecimiento radial y la biomasa de¢

S. tomentosus $-1009, S. collinitus S-24 y L. sanguifluus S-29 con relacién al sulfato de amonio y nitrato

de calcio en el medio.

En P. tinctorius P-5 y S. tommentosus S-276 no hubo efecto significativo entre la peptona y sulfato

de amonio sabre el crecimicnto radial pero si en la biomasa. Finalmente cn L. deliciosus D47 y P.

tinctorius F-26 el nitrato de calcio y ¢l sulfato de amonio favorccicron significativamente (p<0.05) el

crecimiento radial de cstas, aungue no se observé lo mismo en la biomasa.

Opeptona [DJamonio @nitrato
E £a
2 i
=2
8
g
£
2
E
2
g
£
-5 F-26 s-1009 s.276 S-24 D-47 s-29
Figura 4-25: Diametro y bi de colonias de: L ius (D-47 y S-29) Pisolithus (P-5 y F-26) y Suillus

(S-24, S-1009 y S-276) cn cajas dc Petri de 90 mm con 25 mL dc medio BAF con tres fuentes de

nitrégeno (peptona, sulfato de amonio y nitrato de caicio).
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Entre las especie de Pisolithus 1a fi de nitrégeno bién tuvo un efecto significativo en el
do 1a pep y 10 g/L de glucosa las condiciones que favorecieron su crecimiento.Las
,‘ de gl no tuvicron efecto significativo cn el crecimiento de las cepas con
PP Yy sulfato de io pero si hubo dismi 6 ificativa en dios con nitrato.

En prucbas dec ANDEVA de dos vias se encontré que hubo diferencias significativas (p<0.05) de

Ia i de nitrog y i6n de gl de los medios en el crecimiento micelial y biomasa, no

hubo efecto significativo (p<0.05) al aumentarse la concentracién de 10 a 30 g/L en S. collinitus y S.

tomentosus S-276 pero si hubo un menor crecimiento cn la de S. S-1009 a

mayores de gl ind di dela fi de nitrég

4.6.3. Efecto de la actividad de agua (aw)
Sec inocularon cepas de P. tinctorius P-5, S. collinitus S-24 y S. tomentosus 1009 y 276 en medios
de cultivo BAF con a., (0.98 y 0.96) ajustados con: NaCl, glicerol, sacarosa y ectilenglicol.

Los cultivos se hicieron en cajas de Petri de 60 mm con 10 mL de medio, en los que se midié el

crecimiento radial en forma periédica, haciendo al mi iempo obser i de la zona periférica de

las colonias en micr pio éptico pl aun itor de putad

Se demostré que el cloruro de sodio y Ila sacarosa tuvieron un fuerte efecto inhibitorio de!

crecimiento de todas las cepas. Aunque el glicerol tuvo un fe inhibitorio en S. collinitus S-24,

S. tomentosus S-1009, y P. tinctorius F-26, éste fue 1 inhibitorio del imi de S.

tomentosus S-276.

El etilenglicol como depresor de 1a a. no tuvo efe inhibitorios en el imi de las cepas,

lo que permitié estudiar el efecto de la actividad de agua reducida en los medios de cultivo. El crecimiento

radial de las cuatro cepas fue reducido significati (p<0.05), de 58 a 48 y 30 mm el dikmetro de P.
tinctorius y S. collinitus en BAF, (BAF 0.98) y (BAF 0.96) pecti i que en ias de S.

el dia de las colonias dismi 6 de 30 mm en BAF a 25 y 20 mm en los medios de a,,
menores.
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Figura 4-26: Efecto de la actividad de agua (a.) del medio de cultivo BAF ajustado a dos valores (0.96 y
0.98) con Etilenglicol y Glicerol en comparacién con cultivos BAF (a.= 0.99). Se evaluaron, el diamectro y
la longitud de hifas individuales de la zona periférica de colonias dc cuatro cepas de HEM.

Se encontré por prucbas de ANDEVA quc también hubo efecto significativo (p<0.05) de los
medios dc a., variable en la longitud promedio de las hifas de P. tincrorius y S. tomentosus pero no en las
de S. collinitus S-24. En cl diametro de las hifas no sc determiné efecto significativo de la a. tal como se
observa en la Figura 4-26. En estas graficas sc observa que las hifas de P. tinctorius P-5 fucron mayores
de 1.0 mm de longitud, en S. collinitus midicron 300 pm y en S. tomentosus S-1009 y S-276 fuc de 150
pum. En las cepas de Pisolithus tinctorius y Suillus collinitus también se observé una mayor ramificacion

del micelio en la zona periférica dc las colonias. gr—
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4.6.4. Disefio factorial fraccionario para determinar el efecto de factores ambientales
y nutrimentales.

En la Tabla 4-3 sc observa que los Itados prc dio de imi radial (mm) y biomasa

(mg) de las colonias de S. collinitus S-24 fueron mayores en ¢! medio BAF con peptona que con sulfato de
amonio o nitrato de calcio. En la Tabla 4-4, los factores de regresién promedio (bs) 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 si fi significati (p<0.05) diferentes.
Tabla 4-3: Andlisis descriptivo de los ltados Crecimi radial (mm) y Biomasa (mg) de Suillus
collinitus S-24 en cajas de Petri de 90 mm con 25 mL de medio BAF agar durante 14 dias.
No. de Crecimiento radial (mm) Blomasa (mg)
Fuents de m Media| Desv. I Error I L.C: 95% | Media | Des Eror | LC
nitrégeno Est. Est. E Est.
1 6,67 0.41 0,11 6,55-6,78 11,77 0,93 036 11,40-12,13
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 1,55-7.78 22,73 1.97 0,77 21,97-23,50
4 2,17 0,68 0,19 8,98-9,35 36,90 2,19 0.85 36,05-37,75
Peptona s 14,92 0,38 0,10 14,81-15,02 | 75,43 1,85 0,72 74.71-76,15
6 20.58 0,80 022 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 13.50 055 0,15 13,35-13,65 12,60 1,14 0,44 12,16-13,04
1 14,67 0,52 0,14 14,52-14.81 | 9,87 1.16 0,45 9,42-1032
2 5,67 0,52 0,14 5,52-5,81 20,30 1,01 0,40 19,90-20,70
3 7.67 041 011 7,55-7.78 22,73 197 0,77 21.97-23,50
4 7.25 027 0,08 7.17-7,33 31,97 L1 0,43 31,54-32,40
{(NH,.),SO, 3 18,33 0,75 0,21 18,13-18,54 80,27 2,02 0,79 79.48-81,05
6 9,83 0,41 0,11 9,72-9,95 46,30 3,02 1,18 45,12-47,48
7 292 0,20 0,06 2,86-2,97 13,33 2,80 1,09 12,24-14,42
8 12.17 0,26 0,07 12,10-12,24 3,73 1.18 0,46 3.27-4,19
] 7.67 0,52 0,14 7,52-7.81 9,47 0,86 0,34 9.13-9,80
2 4,58 0,38 0,10 4,48-4,69 20,30 1.01 040 19.9-20,70
3 6,67 0,41 0,11 6,55-6,78 22,73 1,97 0,77 21,97-23,50
4 6,08 0.20 0,06 6,03-6,14 25,03 0,58 022 24,81-25.26
CaNO, s 10,17 026 0,07 10,10-10,24 | 37,97 2,32 0,90 37,06-38,87
6 4,17 0,26 0,07 4,10-4,24 12,17 1.50 0,58 11.58-12,75
7 2,92 0.20 0,06 2,86-2,97 333 2,80 1,09 2,24-4,42
8 7,17 0,26 0,07 7.10-1,24 247 0,57 0,22 2,25-2,69
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T-bla 4-4: Coeficientes de regrcs-én y efectos estimados para c.da factor probado en tres planes de
experi ién con tres de Se luaron el cr > radial (mm) y Ia biomasa (mg)
por colonia de Swillus collinitus S-24 oblcnldas en cajas de Petri de 90 mm con 25 mL medio BAF
modificado después de 15 dias de incubacion.

Fuenie de Factores Crecimiento radial (mm) Biomasa (mg)
nitrégenc
Coeficientes de Efectos Coeficientss de Efectos
FOQrRgiOn estimados |
Aluz -1.52083 -3,04167 -3.69167 -7.38333
B:Temperatura -4,02083 -8,04167 -15.67S -31.35
C:pH -0,729167 -1,45833 -0,0583333 -0,11666
D:Glucosa 0,895833 1,79167 15,25 30,5
Peptona | E:Peprona 2,6875 5375 19,0083 38,0167
F:Extracto de malta -1,47917 -2,95833 0.8 1,7
G:L-ssperagina 0,8125 1,625 7.96667 15,9333
b= | 10,31 36,25
~®Error cstindar | £0,097 +0,195434 +0,356171 +0,712342
ALuz 1.79167 3,58333 4.725 9.45
B:Temperatura -2,20833 441667 -9,7 -19.4
CipH -1,125 -2.25 -5.508 -11,0167
D:Glucosa -0,666667 -1,33333 11,483 22,9667
(NH.):,SO., | E:Peptona 2,79167 5,58333 13,5333 27,0667
F:Extracto de malta -0,666667 -1,33333 8,50833 17,0167
G:L-asperagina -2,33333 -4,66667 1,75833 3,51667
bo=| 975 28,5667
Error estindar. 20,0806872 20,161374 +0,394295 +0,
AiLuz 114383 2.29167 $.80833 11.6167
B:Temperatura -0,8125 -1,625 -2,028 -4,05
CpH -0,854167 -1,70833 -4,63333 -9,26667
D:Glucoss -0,729167 -1,45833 1.88333 3,76667
CaNO, E:Peptona 0,9375 1,875 4,358 8,7
F:Extracto de malta 0,229167 0,458332 5,70833 11,4167
G:L-asparagins -0,854167 -1,70833 3,25 6.5
bo= 6.22917 16.8083
Error esthndar 0,0625 0,128 0,291041 0.582082

*E! error estandar se calculé con el error total y 16 g.1.

En la Tabla 4-4 sc los fa de regresion y los cfe imados para cada factor

phics plus i6n 5.0. Se observa que los factores probados tuvieron

en ¢l progr

efectos positivos o negativos sobre el crecimiento radial y biomasa de S. collinitus en forma diferencial

1 Fiend £ s 4
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En los cultivos con peptona casi todos los factores probados (excepto el extracto de malta)

i6én de bi iendo los factores

tuvieron eft j en el crecimi radial y en la p

bi les (luz, P y pH) los que tuvieron Yy significati (p<0.05)

negativos. Hubo una respuesta positiva a los factores nutrimentales sobre todo por la L-asparagina. El

extracto de malta afecté el crecimiento radial pero no tuvo importancia en la prodi ion de bi

Con sulfato de amonio, se observé un efe ignificati (p<0.0S) inhibitorio del

crecimiento radial y produccién de biomasa en los cultivos incubados a 30 °C y pH de 7.0. Sin embargo,
hubo difer ias en la resp por la g! extracto de malta y L-asparagina , en los que se observé

| i6n de bi pero una red ién en el imi radial, es decir se modificé

un bio en la p

la densidad del micelio.

En los dios con ni de calcio y sulfato de io se observaron efe significati
(p<0.05) positivos de la luz a dife ia de los fti con pep en los este factor tuvo efectos
negativos. En las Figuras 4-27 y 4-28 se pr grifi de los efe principal b idos en el

] de crecimi radial y biomass fucron

Programa Statgraphics plus versién 5.0, en las que los
estimados como una funcién de cada factor, comparando cada uno en su mayor valor en ¢l nivel (-) y (+)

id do los demis factores como constantes en su valor central.

En estas grificas sc¢ observa que los efectos de cada factor se representan por lineas de diferente
magnitud y pendiente, que demuestran el nivel de importancia y el efecto (+) o (-) de cada factor. También
se puede observar que la mayoria de los factores tuvieron efectos significativos en el crecimiento radial y

1 e

la biomasa de Swillus collinitus a pcién del de malta y pH que on

significativos en el crecimiento radial pero no en la biomasa.
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Figura 4-27: Efecto binado de fa bi ¥y nutri les en el imi radial de

colonias de S. collinitus S-24 cultivadss en medio BAF modificado con tres fuentes de nitrégeno. La
pendiente de 1a linea representa si el efecto es + o — en cada factor.
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Figura 4-28: Efecto binado de fi bi les y nutri les en la bi de colonias de S.
i di de ia

collinitus S-24 cultivadas en dio BAF dificado con tres fi de O P
linea se expresa cl efecto + o — de cada factor. (*) Son factores que no tuvieron cfecto significativo en ¢l

crecimiento radial con 95% de confiabilidad.
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4.7. Fisiologia del crecimiento micelial en soporte sélido

4.7.1. Seleccién del tamafio de particula de bagazo de cafia y ajuste de humedad
Los cultivos de Swillus collinitus en las dos fracciones de bagazo de cafia presentaron un

en dios con agar, sobre todo con la fraccién menor

crecimicnto radial superficial alos
(<0.3 mm), sin embargo sc¢ observé un crecimiento micelial aéreo muy importante y una limitada

penetracién del soporte.

Con bagazo de cafia de mayor tamafio (0.3-0.8 mm), el dik o de las colonias fue yor, sin
alcanzar los valores en agar. También se observé una importante penetracion del micelio al interior del
mismo sobre todo en condiciones de 90% de humedad del soporte. En niveles miés bajos dc humedad el

P tricr ek

ser 1]

4.7.2. Disefio factorial fraccionario para determinar el efecto de factores ambientales
y nutrimentales

En la Tabla 4-5 se observa que los Itados p dio de imi radial (mm) de las colonias

de S. collinitus S-24 fueron mayores en vermiculita turba que en bagazo de cafla. El didmetro colonial de
las colonias en vermiculita-turba fue muy similar al obtenido cn agar, mientras que en ¢l bagazo dc cafia el

didmetro correspondié a un 40% aproximad del de colonias en la vermiculita-turba.

En !a Tabla 4-6, los fi de i6 dio (bo) demuestran que se obtuvieron valores

4 P

significativamente (p<0.0S) mayores con peptona y sulfato de amonio que con nitrato de calcio. Se

observa que los fi probados tuvieron efe positivos o negativos sobre el crecimiento radial de S.

collinitus en forma diferencial dependiendo de la fuente nitrogenada.

En los cultivos con peptona casi todos los fac! probad 'pto la pep y p )

tuvieron cfi j en bag de cafia y en vermiculita-turba; la glucosa, el pH y la asparagina

tuvieron los efectos positivos significati (p<0.05) Yy i que con la luz y el extracto de

malta fi ivos. La pep en los cultivos con vermiculita-turba no tuvo efecto significativo en el

crecimiento.
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Tabla 4-5: Anilisis descriptivo de los r ltados del imi radial (mm) de colonias de S. collinitus
cultivadas en cajas de Petri con bagazo de cafia y vermiculita-turba como sop imp d
No. de de cafia Vermiculita-turba
Fuente de | ., |Media | Desv. | Emor L.C: 95% Media , Desv. Error L.C:95%
|_niwogeno Est. | Est Est. Est.
1 3,50 0,55 0,15 3,35-3,65 €17 0,41 o1t 4,05-4,28
2 2,83 0,41 0,11 2,72-2,95 7.25 027 0,08 7.17-7,33
3 2,50 055 0,15 235-2,65 2.33 0,52 q,le 2.19-248
4 3.83 0,41 0,11 3,72-3,95 2,50 [X 1] 0,15 2.35-2,65
Peplona s 5.50 0,55 0,15 5,35-5,65 3,50 0,58 0,15 3,35-1.65
6 9.75 0,42 0,12 9,63-9,87 9,58 038 0,10 9,48-9,69
7 433 0,52 0,14 4,19-4,48 B.25 0,42 0,12 8,13-837
8 2.50 0.55 0.15 235-2.65 2,92 020 0,06 2,86-297
1 2,83 0,26 0,07 2,76-2,90 11,75 0,88 0,24 11,51-1199
2 2,83 0.41 0,11 2,72-2,95 725 027 0,08 7.17-733
3 2,50 0,55 0,15 2,35-2,65 2,33 0,52 0,14 2,19-248
4 2,67 0,52 0,14 2,52-2,81 6,17 0,26 0,07 6,10-624
(NH,):SO. 5 333 0.52 0,14 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
7 433 0.52 0,54 4,19.4,48 8,25 0,42 0,12 8.13-837
8 2,50 0,53 0,15 2.35-2,65 2,92 020 0,06 2.86-297
) 2,17 0,26 0,07 2,10-2,24 4,50 0,38 0,15 4.35-468
2 2,83 0,41 0,11 2,72-2,98 2,83 0,41 0,11 2,72-2,95
3 2.50 0,55 0,15 2,35-2,65 2,50 0,55 0,15 2.35-2,68
4 1,83 0,26 0,07 1,76-1,90 2,33 0,52 0,14 2,19-2,48
CaNO, s 2,67 0,41 0,1t 2,55-2,78 12,17 0,26 0,07 12,10-12,24
6 2,33 0,52 0.14 2,19-2,48 5,75 042 0,12 5.63-587
7 4,33 0,52 0.14 4,19-4.48 4,33 052 0,16 4,19-487
] 2,50 0,53 0,15 2,35-2,65 2,50 0,55 0,15 2,35-2.65
Con sulfato de amonio, se observé un efe significati (p<0.05) positivo de esta fuente
itrog da en el crecimi radial de S. collinitus. Con resp alos f bi les, el pH de 7.0
tuvo efectos positivos similares en los dos soportes pero hubo un efée P de la temp y laluz,
en el bagazo de cafia ¢l crecimiento fue mejor en los culti i bados a g baja vy sin luz,

mientras que en vermiculita-turba el mejor crecimiento radial s¢ observé con las condiciones opuestas.

En los mgdios con nitrato de calcio se observd el efe significati (p<0.05) positivo del

extracto de malta, que en todos los sistemas descritos hasta ahora siempre se observé con efectos

negativos.
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T-bla 4-6: Cocficientes de regresion y efeclos esnmados para c-da factor probado en tres plancs de

exper

6elcr

con tres fi

de nitrog: Se

radial (mm) de las colonias de

thllu.s' collimms S-24 cultivadas en cajas de Petri de 90 mm con bagazo de cafia y vermiculita-turba

preg con dio BAF modificado.
Fuenie de Factores Bagazo de caha Vermicuiita-turba
nitrégenc
Cosficientes Efectos Coeficientes Efectos
| __estimados |
ALuz 20,760417 -1,52083 20,75 1.8
B:Temperatura -0,7187s -1,4375 0,479167 0,958333
C:pH 0,677083 1,35417 1,02083 2,04167
D:Glucosa 1,26042 2,52083 2,08333 4,16667
Peptona | E:Peptona 1,30208 2,60417 -0,125 -0,25
F:Extracto de malta -0,302083 -0,604167 -0,916667 -1,83333
G:L-asparagina 0385417 0,770833 0,354167 0,708333
bo=] 4.3437563 5,0625
«1Error exténdar | £ 0,07171 +0.195434 +,0618017 +0,123603
A:Luz -0,697917 -1,39583 0,427083 0,854167
B:Temperatura -0,40625 -0.8125 0,53125 1,0625
C:pH 0,739583 1,47917 0,822917 1,64583
D:Glucosa’ 0.947917 1,89583 2.03125 4,0625
(NH,):SO, | E:Peptona 0,53125 1.0625 2,63542 5.27083
F:Extracto de malta -0,364583 -0,729167 -0,71875 -1,4375
G:L-asparsgina 0,322917 0,645833 -0,822917 -1,64583
be= | 3,572925 7.82292
Error estindar * 0,073509 +0,147019 +0,0780903 +0,156181
A:Luz -0,104167 -0,208333 0,885417 1,77083
B:Temperatura 0,145833 0,291667 -1,11458 -2,22917
C:pH 0,1875 0,375 -0,34375 -0,6875
D:Glucosa 0,395833 0,791667 1,65625 3,3125
CaNO; | E:Peprona -0,395833 -0,791667 1,57292 3,14583
F-Extracto dc malta 0,187S 0,375 0,71875 1,4375
GiL-asparagins -0,270833 -0,541667 -1,26042 -2,52083
by— | 2,64583 4,61458
Error esténdar +0,0645497 +0,129099 +0,0692532 +0,138506
®El error esténdar se calcul6 con el error total y 40 g.1.
En las Figuras 4-29 y 4-30 se prescntan grificas de los efe principal btenidos en el
Programa Statgraphics plus versién 5.0, en las que los val de imi radial se on como

una funcién de cada factor, comparando cada uno en su mayor valor en el nivel (-) ¥ (+) con los demis

fz como

en su valor central.
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Figura 4-29: Efecto binado de fi bi y nutri les en el imi radial de
colonias de S. collinitus S-24 cultivadas en bagazo de cafia como soporte sélido |mpregnado con medio
BAF modificado con tres fuentes de nitrégeno. L.a pendiente de la linea representa si el efecto es + 0~ en
cada factor.
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Figura 4-30: binado de fi bi ¥y nutri les en el imi radial de
colonias de S. collinitus S-24 cultivadas en vermiculita-turba como soporte sélido impregnado con medio
BAF modificado con tres fi de nitré . La pendi de 1a linea representa si el efectoes +o —~en

cada factor.
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En estas graficas se observa que los efectos de cada factor se representan por lineas de diferente
magnitud y pendiente, que demuestran el nivel de importancia y el efecto (+) o (-) de cada factor. También
se¢ puede obscrvar que la mayoria de los factores tuvieron cfectos significativos en el crecimiento radial y

la biomasa dc Suillus collini a iéon del extracto de malta H que solamcntc mostraron efectos
P Y

significativos en el crecimiento radial pero no en la biomasa.
En las Figuras 4-31 y 4-32 se observan las colonias de S. collinitus S-24 en las cajas de Petri con
los dos soportes solidos asi como la observacion microscépica del micelio cn los soportes. Se observaron

diferencias en la morfologia dc las colonias en ambos soportes y penctracién del soporte por el micelio en

forma variable.

Figura 4-31: Cultivos de Suillus collinitus en dos soportes sélidos impregnados con medio de cultivo
BAF. A: bagazo de cafia B: vermiculita-turba.
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ica del imi micelial Suillus collinitus entre los cspacios intra
particulas del bagazo de caiia (A) y vcmucuhm-turba B).

Figura 4-32: Observacién micrc

En ¢l bagazo de caila, el hongo colonizé en forma de micelio blanco, poco algodonoso y de baja

densidad i as que en vermiculita-turba <l micelio bl fue muy algod. y con un crecimicnto
aéreo impontante. En colonias del di > en ¢l bagazo de cafia y venmiculita-turba, sc observaron
diferencias de densidad notables, con una p i6n del micelio que al cl fondo de las cajas de

cultivo.
4.8. Conservacion de iIas cepas

4.8.1. Resiembras periédicas en agar
b en dio de Itivo PDA cada tres meses

La recuperaciéon de las cepas de HEM por r

fuc variable entre las cecpas dependiendo del medio de cultivo de vacion y del de cultivo de

las cepas, ya sea de frasco de cultivo inclinado o dec cajas de Petri.
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de conservacion, se incluyeron: La descripcion

Entre los criterios de eval ién de los

morfolégica de las colonias, ¢l crecimiento radial del micelio y la velocidad media de crecimiento (Vr) en
mmv/dia. En general se obtuvieron mejores resultados de recuperacién de Ia mayoria de las cepas obtenidas
de cultivos en cajas de Petri que de las de frascos de cultivo inclinado. También se observé quc ¢l tiempo
de inicio de la fase lineal de crecimiento de las cepas se incrementé en promedio de 6 a 8-10 dias en los
cultivos con mayor tiempo de¢ conservacion.

Las cepas que presentaron mayores dificultades dc conservacién y rccuperacidon en estas
condiciones fucron las dos de Lactarius D-47 y S-29 y Suillus S-1588, en las que después de secis meses de

conservacién en frascos ya no sc pudieron recuperar y solamente en cajas de Petri sc conservaron hasta

por un aflo, como st observa en la Figura 4-33.

24
B C-PDA O F-PDA E1C-PDA1/4 WmF-PDA1/4

N
Q

Yerpo de recuperacion (meses)

D-47 F-26 /3 P-4 5 S-24 S-1009 S-1588 S-276

Figura 4-33: Efecto dc las resiembras periéddicas de cepas de HEM (P. tincrorius P-5, P-3, P-4 y F-26, §.
collinitus S-24, S. tomentosus S-1009 y S-276 y 8. glandulosipes S-1588) en cajas de Petri con medio
PDA y PDA Y. y ¢n Frascos de cultivo inclinado con PDA y PDA Y cn cl ticmpo de recuperacion
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Las ccpas de Pisolithus y Suillus cultivadas en PDA a i6n normal g

on con abund. micelio y gran prod ién de exudados color café o pardo rojizo acumulados

sobre el micelio.

En cuanto a los medios de cultivo, Ia recuperacién fue mejor del medio PDA diluido a la cuarta

parte (PDA %.), en los que se observé una baja densidad micelial y que no hubo cambios de color ni

d ién de exudados en el dio ni en el micelio,

P

Se observaron cambios en la morfologia de las colonias de S. y S. glandulosipes a

6 el tiempo de conservacién tanto en cajas y en frascos con mcd_io PDA

dida que se i

1 iendo la colonia de bordes cada vez mis irregulares, de textura mas seca y ondulada.

4.8.2. En agua destilada estéril
La conservacion de las cepas de HEM en agua destilada estéril, permitié la recuperacién de todas

las especies sin dificultad al por 24 iendo las P. ¢i ius F-26, P-5, S. tomentosus S-276 'y

S-1009 y S. collinitus S-24 las que se icron en b dici hasta después de 36 En
tiempo de conservacién prolongados (>24 meses) al igual que en cl sistema anterior se pudo observar un
aumento en la duracién de la fase de adaptacién, es decir la fase lineal se inicié después de 6 dias de

incubacién del micelio, y posteriormente crecié sin cambios en su morfologia.
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5. DISCUSION

8.1. Descripcién morfoldgica de HEM.

Los estudios de cultivo de hongos filamentosos sobre todo de Ascomi ¥y D i en

medio sélido han demostrado que la morfologia colonial es istica de las esp I
determinada por el grado de org: i6n y difer iacién hifal (Robi 1978). En salgunos
Basidiomi y parti en HEM que s¢ caracterizan por la ia de estr idiales, en
lasifi ion d d: dici 1 de los taxonémi de los carpéforos, la

Ios que la P

caracterizacién morfolégica no ha sido considerada como criterio taxonémico, pero sobre todo porque

solo sc ha diado en un limitad 3 de especies (F hi 1991).
Las cepas de dio, per i a tres géncros (Lactarius, Suillus y Pisolithus) ., con
seis especies y que a su vez algunos se obtuviecron de regi disti pueden explicar

parcialmente la variabilidad morfolégica intra e interespecifica que se observé, sobre todo entre las cepas

b idas de tres pai i que entre las de Suillus, se pudieron determinar

de Pisolith - .

imi isti en las cepas aisladas de México similarcs a los reportados por

patrones de

Santiago-Martinez et al., 1994.

Es muy importante realizar cstos dios en Yy ¥ de esp de origen distinto tal

como lo sugiceren Sénchez er al., 2000 para saber si hay p i producibles en estas

P y de que pucden ser afe das por fz bi 1 nutrici les y genéti que se
han reportado en especies saprobias (Robi 1978).

Entre las cepas de los géneros Swillus se observéd mayor variabilidad en la textura micelial, sin

bargo debido al limitad ’ de ccpas per i a una mi pecie disponibles seria

conveniente realizar mayores dios con un ni yor de cepas de una misma especic para poder

hacer mejores aportaciones.
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dios de cultivo pueden ser arecas de interés

d ion de dados y aromas intos en los

La prc
en el metabolismo de este tipo de hongos debido a que los exudados acumulados cn forma de gotas en ¢l

saprobios, generalmente son considerados como

lonias dc hongos fil >

centro de las
os, 0o como prod del

subproductos del metabolismo secundario, como una reserva de nutri

rompimiento de macromoléculas cuya liberacién controla una acumulacién de intermediarios téxicos del

metabolismo primario en condici de cr > desbal. do (Griffin, 1994).
Sin embargo estos metabolitos secundarios en HEM bién pueden funci como jeros
ion de especi getales, lo que se ha estudiado en callos

quimicos en procesas de desarrollo y difer

cembrionarios de orquideas cxpuestos a exudados de Pisolithus y Rhizopogon en medios de cultivo
(Aquiahuat! ez al., 1994). o como agentes de control biolégico de especies fitopatégenas de hongos (Marx,

1969; Kope & Fortin, 1990) bacterias (Cook, 1993) y nemitodos (Bloomberg & Sutherland, 1971).

$.2. Caracteri. ion del crecimi icelial

Los HEM en cultivos dec laboratorio sc propagaron a partir de fragmentos de hifas, que
colonizaron el medio formando colonias generalmente circulares de morfologia caracteristica. También se
observaron diferencias intra ¢ inter especificas importantes en el proceso de colonizacién de los medios de
cultivo como son: La duracién de la fase de adaptacion (fase lag), su crecimiento radial (mm) y la Vro

velocidad media de crecimiento radial (munv/dia).
imi de HEM ha sido el de medir el didmetro

El pardmetro mas comtn de eval ion del
de las colonias que corresponde al doble del radio de la colonia, si consideramos que a partir del punto de
inoculacién las hifas crecen en forma apical hacia la periferia de la misma. En diversos trabajos de

tro como el crecimi radial, si i6én que no

investigacion se reporta indistintamente el valor del dia
i del de las colonias

e a4 la i ion de los resuliados al hacer P

unicamente, sin embargo, al considerarse el valor del didmetro o el radio de la colonia en el célculo de los

valores de la Vr si se obtendrin resultados erréncos al interpretarlos y compararlos con otros estudios.
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En la Figura 4-3 sc obsrvé que el 40 % de las cepas la Vr fue significativamente (p<0.05) mayor
en medio BAF, en 40% no hubo efecto significativo y solamente en un 20 % la Vr fue mejor en PDA, lo

que permite sugerir que la Vr de los medios de cultivo puede ser un criterio de caracterizacién de las cepas

de HEM.
Esta variable de imi repr la habilidad de coloni i6 difer ial
ind di del fio que al 1a colonia debido a que es un pari o que sc d ina en

P

la fase de crecimiento lineal, es decir después de la fase de adaptacién, que como observamos en el

frulo anterior bién fue un factor variable entre las cepas.

Es importante mencionar que en algunos estudios (Oort, 1981; Santiago-Martinez ef al., 1993) la

Vr también se¢ ha rcportado como la pendiente de la curva de crecimiento desde el tiempo de Ia

inoculacién, lo cual dard lugar a errores en la determi i6n de este para O por no id el
tiempo en que se¢ inicié el crecimiento lineal.

Por lo anterior ¢s explicable que una misma cepa como P. tinctorius P-3 y F-26 tengan una Vr
muy semejante en los dos medios pero con un crecimiento radial casi 40% mayor en BAF en la primera y
20% menor en la segunda (Figura 4-3).

En la mayoria de las cepas si hubo una correlacién directa entre la Vr y ¢l crecimiento radial; las
cepas del primer tipo fueron de crecimiento aéreo variable entre los medios y en las del segundo tipo

fueron muy algod de imi aéreo abund: como S. collinitus S-24 y P. tinctorius P-S o en

las que es escaso o totalmente fibriloso como las de Lacrarius y S. glandulosipes S-1588.

En términos gencrales se puede sugerir que estas diferencias en el crecimiento radial y Vr son

demostrativos de las diferencias en la habilidad de adaptacién y coloni i6n de Jos medios de cultivo, que
se pl con las obser ] morfolégicas de cada especie, que incluso podrian relaci con
bios en la fi ia de ramificacién y en la di i6n de la p de imi tal como sc ha

reportado en especies saprobias de hongos filamentosos (Molin ez al., 1992; Prosser, 1995).
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5.3. Prod i6n de bi vy dim i6n fractal

En la produccién de biomasa de Jos HEM en los medios BAF y PDA sc observaron diferencias

entre las cepas y aunque en la mayoria de éstas no fue estadisticamente significativa (p<0.05), fue notoria

.ln relacién que hubo ente !a produccién de bi ¥y su imi dial (Fig 4-4 y 4-5). Las cepas
de Pisolithus P-3, P-4, P-5; S. collinitus S-24 y S. S-1009 p una lacio
significati yor (p<0.05) en PDA que en BAF. Los val de y lacion bi /crec.

radial sc observaron en Lactarius S-29 y S. tomentosus S-1009 en PDA y los de menor valor se obtuvieron
para Pisolithus P-3, P-4 y S. collinitus S-24 en BAF. Estas diferencias entre las cepas de estudio

A FOT R RN SR TN

muy relaci das con la del miceli

demuestran que hubo modificaci enla

Asi las colonias de textura mis algod tuvieron densidad es mil as quc los de textura

aterciopclada o pegada al dio fi de yor d idad

Con la decterminacién de bi de los HEM complementaria a los otros parimetros de

( imi radial, la Vry las isticas morfolégicas) de cada una de las cepas se puede

sugerir quc en el p de colonizacién de los dios de cultivo de estas especies fiingicas el micelio

puede ser modificado por la composicion del medio de cultivo y que ésta puede ser el resultado de la

expresion dec las habilidades de explorar (crecimiento radial y Vr) el dio y dec expl (si is de
bi ) los del mi tal como Jo han reportado Obert er al.,1990 y Prosser, 1995, para
p de hongos fil saprobi

Estos mismos autores junto con Reichl er al., 1990 y Ritz & Crawford, 1990 han propuesto la

determinacién de la di i6én fractal (D) de colonias fingi como parh util para izar la

capacidad del micelio de colonizar los sustratos sélidos. Esta D caracteristica se ha relacionado con la

capacidad del micelio de colonizar o de llenar los espacios disponibles en o sobre los sustratos sélidos, por

la habilidad dc las hifas de expl (hifas explorad ) para b nuevas fi de nutri o con

1a idad de si i 1a bi a partir de la utitizacién de disponit (hifas explotad )

P
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Las prucbas de t-Student (p<0.05) de los valores dc D, entre los medios que demostraron que en la

mayoria de cepas hubo cfecto del medio, a excepcién de las de L ius 'y S. lini S-24. Al
ralaci la di i6én fractal con cl di o y la bi de las colonias se observé que las cepas con
menor prod ién de bi y did o mayor como S. collinitus S-24 y las de P. tictorius P-3 y P-5 les

correspondieron valores de D menores, es decir fueron de estrategia de colonizacién exploradora a
diferencia de las que se caracterizaron por una mayor produccién de biomasa en colonias de menor
didmetro como en las de S. romenitosus S-276 y S. glandulosipes S-1588.

Es importante recordar que la cepa de Swillus collinitus S-24 se caracterizé por su micelio muy
algodonoso, con abundante crecimiento aéreo, mayor crecimiento radial y Vr a diferencia de la de S-1588
que tiene micclio aterciopelado con escaso micelio aéreo, menor crecimiento radial y Vr pero con mayor
produccién de biomasa.

En la naturaleza, una de las funciones mds imponantes del micelio es la dc explorar dreas de suelo
que incrementen la disponibilidad de clementos esenciales para el crecimiento de la planta huésped

(Trappe, 1977; Harley & Smith, 1983) dc tal manera que ¢l conocimiento dc la forma en que ¢l micelio se
ias de

distribuyc en ¢l espacio y coloniza los sustratos en cl laboratorio, podria ser indicativo de las 2

crecimiento que sc¢ manifestarian en el proceso de micorrizacién al introducir estas especices en el suelo, sin

embargo es un area que requiere de mayores investigaci y se fi ria una

micorrizacién mds controlada.



TESIS CON
FALLA DE ORIGEN

Discusidén

5.4. Sistema de cultivo en cajas de Petri con agar cublerto de celofén

itados de imi > de los cultivos con cubierta de celofan se observé que hubo un

En los

retardo en cl inicio dcl crecimiento lineal, que en los cultivos sin celofén es de 6 dias o menos, mientras

que con cubierta el crecimiento lincal se inicié después de 6 dias, sin embargo posteriormente sc cl

1 $ un did 0 y Vr similar o mayor que cn los cultivos sin celofin

crecimiento sc normalizé y se
(Figura 4-9). El retraso cn la fase de adaptacién del micelio de las cepas estudiadas fue por la difusién

a través de la cubierta, y la mayor Vr en cultivos con celofan se favorecié por la

limitada de nutri

limitada penctracién del micelio en el medio de cultivo.

dida las eval i de bi observandose

Con la cubierta de celofidn se facilité en gran
que cn la mayoria de cepas fue significativamente (p<0.05) mayor que la cuantificada en cultivos sin

itité bién el anilisis de pH final y consumo de glucosa. No hubo efecto de la

celofan y ademas se f:
membrana cn las cinéticas de consumo dc glucosa de los dos medios de cultivo, pero si en la biomasa. Un

incon i del si con celofin es el que al separar la membrana, ésta s¢ puso a peso constante

directamente, sin hacer lavados del micelio, por lo que los exudados que también sec incluyen en ¢l peso.

La i ién morfoldgi de las cepas en cultivos con celofin demostraron importantes

cambios en la mayoria de las cepas a excepcion de las dos de Lacrarius, sobre todo por cambios de textura

y reduccién del crecimicnto aéreo (Figura 4-10).

El origen y tamafio del inéculo influyé en forma signi iva en la produccién de bi pero no

en el crecimiento radial de 8. collinitus, notindose que es mejor inocular con discos miceliales de tamafio

mayor a 5.0 mm ob idos prefer de las zonas periférica y media de las colonias para fav:

una mayor produccién de biomasa (Figura 4-15).
En las colonias de los HEM fuc comiin observar el desarrollo de zonas diferentes en aspecto y
color del micelio a partir del centro a la periferia, por lo que es posible que se establezcan zonas de

dos fisiolégil disti (Robi 1978 y Dx , 1997).

di fe incid iceliml
difer con 2
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Con relacién al fio del inéculo, Trinci, 1974 ha propuesto para diversas especics de hongos

saprobios que hay un limite de corte en las hifas que permite conservar su viabilidad. Esta situacién es

particul i en los HEM, cn las que frecuentemente sc observa que al hacer ¢l corte de
micelio en ocasiones ocurre su desgarramicnto sobre todo cuando el instrumento de corte no ¢s adecuado

causando pérdida de viabilidad importante.

Ad as es cof i ionar que con relacién al tamaifio del inéculo, al tomar un fragmento

lial general éste i icelioy dio de cultivo, por lo sc b 1 ¢l micelio en

contacto con ¢l nuevo dio, sin bargo bien sc¢ observé que el micelio colonizaba primero la parte

superior del medio antiguo y posteriormente ¢l nucvo, por lo que es posible que el efi del fio csté
confundido con este factor .

La densidad de inécul bién tuvo efectos significativos (p<0.05) en ¢l didmetro de las

colonias, siendo de aproximadamente 10 mm la diferencia entre las cajas de 90 mm inoculadascon 1 o 3

colonias. La gl ida, fue mayor en cajas pequefias (41.2%) que en cajas grandes (15.32%),
ademads en Ia caja de 60 mm se observé gran cantidad de dad lo que pued pli esta dife i
de cc de gt y el rendimi No hubo diferencia significativa en la biomasa de S.

collinitus cuando se inocularon 1 o 3 inoculantes en cajas de 90 mm pero si en cl la cantidad de glucosa

ida y el di4 o de colonia. Esto puede relaci se con bi en la morfologia de las

colonias, ya que las inoculadas en un solo sitio fueron mas algod. con un i > aéreo mayor y

de bordes regulares, mientras que en las que se inocularon con tres tuvieron bordes mas irregulares y

fucron menos algodonosas.

El origen y d idad de i lacion en cajas de cultivo sé6lido modificaron los Itad
de crecimiento de Jos HEM, de forma variable, dc aqui la impor ia de normali previ estas
dici del i 1 para reducir las vari debidas a estos factores.
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8.5. Fisiologia del crecimiento micelisl en agar

5.5.1. Efecto de la concentracién de glucosa
El crecimiento de todas las cepas de HEM en el medio de cultivo sin glucosa puede explicarse por

su idad dec ob nutri carb dos a partir de otros p del dio como la peptona
oel de levadura, por la capacidad de estos h de utilizar inodcidos y péptidos como
fuentes de carbono y energfa (Keller, 1996). Sin bargo cl imi » fue limitado por carb

disponible, o que se comprucba al observar el cfecto de 1.0 g/LL de glucosa en ¢l medio sobre el
crecimiento radial y 1a biomasa de los HEM, principalmente en las cepas de Pisolithus (Figura 4-18).

Las obsecrvaciones de que en los medios con 10-30 g/L de glucosa la mayoria de las cepas

presentaron un mayor did o y bi colonial, permiten sugerir que los requerimi de gt de
estos HEM pueden ser menores a los que nc 1 se an en la mayoria de los medios
recomendados y que mnivcles mayores pued incluso una inhibicién del crecimi lo que
adquiere una gran importancia do se qui aislar o propagar en d idades estos HEM.

Las observacioncs de que en en P. tinctorius F-26, P-5 y S. tomentosus S-1009 y $-276 no solo

pr una Vr sino un incr en la produccién de subprod del bolismo como
son los exudados y pi gi bié bi bélicos en al, de las especics, no asi en
duccién de exudados al la

S. collinitus S-24 y P. tictorius P-3 y P-4 en las que hubo una gran pi

glucosa sin manifestar cambios significativos (p<0.05) en Ia Vr (Figura 4-19).

Considerando que la disponibilidad de nutrimentos carbonados en el bi pued o
reducir el crecimiento apical y los p. de ramif ion y di ion de las hifas en el espacio (Griffin,
1994, Grifith , Deacon y Trinci ), forrnandose micelio de p i > expl dor (con D< 20) o

explotador (D>2.0), en los Itados de di i6n fractal de las cepa se observaron respuestas variables

al modificarse la gl encl dio de culti
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En pruebas de ANDEVA y de intervalo miltiple de Tukey (P<0.05) se determinaron tres grupos
de cepas por la forma en que la glucosa en concentraciones mayores de 10 g/L influyé sobre la D:
a) §. tomentosus S-1009, S-276 y S. glandulosipes S-1588 con D>1.9 y crecimiento radial bajo, de

i6n de glucosa formaron colonias en

textura poco algodonosa, muy densa, que al 1a cc
muy En S-1588 la D se incrementé significativamente (p<0.05) por cfecto de

forma de

1a glucosa a deferencia de las dos restantes en las que no hubo efecto.

b) P. tinctorius P-3 y P-5 con D< 1.9, pr icelio muy algodonoso con dencia a
hacerse mads aéreo al la idad de g! y con una dismi i6n significativa de la D en P-5.

<) P. tinctorius F-26 y S. collinitus S-24, con D <1.9 izadas por micelio algod que
incrementa su densidad y la D a mayores i de gt en forma significativa.

El conocimiento de la forma en que estos HEM modifican sus caracteristicas de crecimiento y su

morfologia colonial en resp a la concertacién de gl puede ser valioso en la definicién de
condiciones éptimas para que sc¢ favorezca su crecimi > micelia! y/o la prod i6n de bi
Hutchinson, 1990 ha sugerido que los HEM tienen si de adaptacién a condiciones de

carencia y exceso de azicares, debido a que estos hongos pueden encontrarse en forma libre en el suelo

durante periodos variables.

Uno de los i de adaptacién a tales condiciones es un adecuado control de Ia
incorporacién de los jcares por si imati ptibles de saturacién (Strullu, 1991) y Ia
reduccion en la modificacion de su tasa de imi > hifal, di i i6én de la ) itud de hifas asi como
en el equilibrio entre los p de expl i6n/expl ion de los (Griffin, 1994) tal como sc

observé en estos estudios.
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5.5.2. Efecto de la fuente de nitrbgeno

Los efectos més importantes de la utilizacién de diferentes fuentes nitrogenadas fuc la
modificacién morfolégica 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 pigmentacién a las

colonias en peptona y sulfato de amonio, lo que puede cxplicarse por cambios mctabélicos y en la

actividad imitica (sc requi la si: is de nitrato reductasas) o como un i de adaptacié

s

qQue incrementa el érea superficial del micelio para 31 la p de nutri como en

Trichoderma (Wainwright, 1988).
Estos aspectos que han sido muy poco estudiados en los cultivos de HEM (Oont, 1981; Keller,

1996; Baar er al., 1997) y los que han sido reportados generalmente son en la asociacién micorrizica

(Gibson & Deacon, 1990) o id d 1 los aspectos del imi radial ( ith, 1982) y

en algunos casos de biomasa (Anderson er al., 1999), pcro que tambien han sido muy valiosos como

i6n de i icorrizicas (Hutchi 1990; 1990a).

criterios omi en la identifi

Los medios de cultivo con sulfato de amonio se acidificaron mas que con peptona y nitratos,

siendo de alrededor de 3.5 el pH final en los primeros, mientras que con pep y de calcio el pH

minimo fuc de 4.5 y 5.0 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 (Figura 4-25). y representan las
necesidades especificas de los hongos, lo cual quiere decir que no se puede utilizar un solo medio de
cultivo para todas las especies, tal como lo sugieren Santiago ef al., 1994,

6

El crecimiento radial y la bi en pep 3] con pep en la mayoria de las

cepas, lo que se relaciona con Ia habilidad de estos HEM de utilizar en forma eficiente las fuentes de

nitrégeno orgénica.
Hay propuestas de que esta capacidad & inada en el lab io pued: laci con su
capacidad de movilizar d idades de nitrég hacia las pl huésped en bosq lad
d idad de nitrog orgénico (El-Badaoui &

los que generalmente se caracterizan por tener g

B 1989; Abuzinadah er al. 1986; Wallander & Amebrant, 1999).
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Los HEM del los géncros Pisolithus utilizaron mejor ¢l amonio que los nitratos en los medios de
cultivo, a diferencia de las especies de Suillus, que utilizaron los nitratos en forma eficiente, lo que se

puede relacionar con las caracteristicas del habitat y funcionalidad los HEM en los procesos de sucesién

(Finlay er al., 1988; Anderson et al., 1999). Keller, 1996, sugiere que la i pacidad de utili ion de los
nitratos se justifica porque en los bosques templados, hdbitat de diversos HEM son de abundante

contenido organico, condicién que limita la nitrificacién.

Yamanaca, 1999 y Kéller, 1996, han propuesto que las difer ias en la utili i6n de fi
nitrogenadas determinadas en laboratorio con cultivos puros de HEM pueden ser impor marcadores
ecofisioldgicos de estos hongos y que estas capacidades pueden relaci c con os de ién de
poblaciones de hongos en el bosque. Asi, los HEM de coloni i6n p (Laccaria, Hebeloma,
Pisolithus, Rhizopogon) se¢ caracterizan por la utilizacién preferencial de io sobre ni » M
que en ¢l caso de hongos de colonizacién tardia (L ius, Suillus, Amanita, Cortinarius, Russula) se
observé el efecto contrario.

Nuevamente se observé el efi limitante de la fi carb da en el imi de los HEM.,
en los medios con 1 g/I. de glucosa se puede explicar por una limitacién de fi carb d. ia
para la asimilacién del io en los di con sulfe de amonio ya que se ha reportado que la
actividad proteolitica y capacidad de utilizacién de o por esp Tizi se ve afe d:
por la idad de > carb do disponible (Abuzinadah er al., 1986; Anderson ef al., 1999) debido &
que se requicren moléculas de @ ceto glutarato formados en el ciclo de Krebs para su asimilacién.

También, las idades difer iales de carb da de las especies de HEM en medios de
cultivo se han relacionado con su participacién cn la colonizacién y micorri i6n, cs decir si son de
colonizacién tardia (L ius, A ita, Tricholt ) hay una alta depend por las fi carb d

(en el rango de 0-10 g/L. de glucosa), mientras que en las de colonizacién temprana (Laccaria, Hebeloma)

no dependen tanto de la disponibilidad de gl (Gib & Dx 1990).
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‘También los h de coloni: i6 inician la colonizacién de la raiz g por

la germinacién de esporas, a diferencia de las de colonizacién tardia que se caracterizan por la

colonizacién a partir de redes de hifas enlazadas a una base nutri 1 (Gib & D 1990) lo que
puedc explicar estas diferencias de resp dc las especies fungi diad.

En los niveles de ién de gt probados y la co ion de fi de nitré se

probé que las idades de carbono y nitrégeno son reducidas de do con los resultados de

Santiago er al.. 1995 en relacién con la de hongos saprobios, lo puede ser una gran ventaja sobre otros

hongos, en ctapas previas a la colonizacién micorrizica,.

Sin embargo también se importante conocer las idades particul dec los HEM para
cultivarlas en las condiciones que favorczcas su imi > micelial, prod ién de bi y/o
ion de sus risticas morfolégicas, evitando ¢l uso de dios de uso g I que

de nutri carb dos y nitrog dos, lo que normal son causa de 1a contaminacién por
pecics de hongos saprobi

5.5.3. Efecto de la actividad de agua (aw)
ibles a Ia a. reducida en los dios de cultivo, ajustados con

Los HEM de dio fueron

d de h dad asimilables como la sacarosa, el cloruro de sodio y el glicerol. La resistencia a

P

niveles de a. baja de los HEM dependié del tipo de depresor de agua utilizado, ya que el glicerol tuvo un
efecto mayor en la disminucién de la Vr de crecimiento en niveles de a,=~0.98 que ¢l efecto observado en

wvalores de a.,=0.96 ajustado con ctilenglicol.

El e inhibitorio de etilenglicol incide con los resultados de Mexal y Reid (1973)
demostrando que este tipo de ias no p toxicidad para Telephora terrestris, Cenococcum
graniforme y Suillus luteus, en condiciones de estrés de agua imp por 1a adicién de ias que
disminuy cl agua disponibl

113




TESIS CON
Discusidn FALLA DE Qf

CEN

En estudios realizados por Dixon et al., 1993, sc¢ reporté que al pecies de Pisolith y

Suillus pueden ser tolerantes al cloruro de sodio en los medios de cultivo debido a fenémenos de

lacién citoplésmica y p lizacién de ia act lacién de sales en vacuolas y paredes

celulares.
En este estudio el cloruro de sodio tuvo un efe || inhibitorio del imi de
P debido a las H que se utilizaron (4.0 y 6.0 g/L)

Pisolithus 'y Suillus p
1a a. del medio de cultivo, pero que fue casi el doble (1.0-3.0 g/L) dec las

ias para di
concentraciones reportadas por ¢stos autores.

La imponancia de cstudiar ¢l efecto de la actividad de agua en HEM radica en que no hay estudios
suficientes que permitan definir las posibilidades de respuestas fisiolégicas frente a condiciones dc estrés

de agua, y que tal conocimiento podria ser itil para la seleccion de especies de HEM especificas para

micorrizacién de plintulas que sc blecerin en dici éridas.

Debido a que su forma de crecimiento al igual que otras especies de hongos son las hifas, que son
estr fil >sas, de paredes delgadas y con capacidad limitada de vacién del agua, por lo
que el crecimiento vegetativo de la mayoria de 1os hongos requiere de condici de h dad ad: d.
(Bartnicki-Garcia., 1973) pero que bién se han adaptado a dici limitadas de agua, como son las

zonas semi-aridas (Mexal & Reid, 1973; Duddrige er a/.. 1980), déndole beneficios de captaciéon de agua a

las plantas huésped.
En el si dor de imé utilizado para evaluar ¢l cfecto de la a. se observaron

| 4 8

estructuras scmejantes a los rizomorfos fingi que son estr pecializada del micelio para

absorber y facilitar el porte de agua a di i logi ignificativas (Molin er al., 1992).

El aumento en el nimero de ramificaciones y dismi i6n de la longitud hifal de! micelio pueden

o 4z - e

sc por la reor izacién del material protoplismico a lo largo de la hifa, debi

en la presién de turgencia, como uno de los i de adaptacién de las hifas a condiciones

reducidas de a. tal como lo sugieren Bartnicki-Garcia., 1973 para diferentes hongos saprobios.
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Los cambios a nivel de las hifas se relaci: on di con la dismi i6n en la Vr de los
HEM y con dificaci morfolégi de las colonias, que fucron mis compactas y con micelio aéreo
muy reducido, tal como lo reporta Caldwel, 1994, y estas caracteristi fisiol6gi: de los HEM pueden

idad micorrizica (L.amhamedi ef al.. 1992).

ser de gran importancia en su relacién con la fi

5.5.4. Disefio factorial fraccionario para determinar el efecto de factores ambientales
y nutrimentailes

Los fe diad f de distinta el crecimiento radial y la produccién de

biomasa de S. collinitus. Las concentraciones mayores de glucosa y de las tres fuentes de nitrSgeno

fav gnificati (p<0.05) et imi y bi de las colonias, hubo dift ias en las
respuestas a los otros factores dependiendo de la fi nitr d
En los cultivos con peptona casi todos los fz probados ( pto el > de malta)
tuvicron efe j en el imi radial y en la produccién de bi iendo los fi
bi 1 (tuz, P y pH) los que tuvieron mayores eft {p<0.05)

negativos. Hubo una respucsta positiva a los factores nutrimentales sobre todo por la asparagina. El

extracto de malta afects el crecimiento radial pero no tuvo impor ia en la produccion de bi
Con sulfato de amonio, se observd un efe ignificati (p<0.05) inhibitorio del
imi radial y prod ion de bi en los cultivos incubados a 30 °C y pH de 7.0. Sin embargo,
hubo di ias en la resp por la gl , de malta y L-asparagina , en los que se observé
un bio en la prod i6én de bi pero una red ién en el 11 > radial, es decir se modificé
la densidad del micelio. Con ni de calci demas del efe gativo del pH y la temperatura se
observé un efecto positivo de la luz tuvo igual que con sulfato de io, y un blc efe fa ble de

los factores nutrimentales.

Estos t Itad una relacién directa con las observaciones realizadas en el estudio
fisioldgico anterior, donde sc prucba la idad de una idad sufici de gl para il
¢! nitrégeno proveni de los aminodcidos de la pep
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Como el crecimiento micelial no se mejord al agregar sustratos mas 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 d da de nitrégeno o vitaminas fue cubierta con los componentes del medio.

Estos resultados coinciden con los de Abuzinadah er al. (1986), quicnes reportaron una gran

capacidad de especies ectomicorrizicas como Swill bovinus, A ii ia y Hebel
cr liniforme para imilar inoAcidos en medios de cultivo, donde el dcido glutdmico, 4cido
aspartico, arginina, alanina y serina incr ban la bi en forma similar a las sales de amonio.

El efecto negativo del pH alto fuec mayor (40-45 %) con nitrato de calcio y con sulfato de amonio
(20%) que en peptona (10%). Esto puedc deberse a diferentes cambios metabdlicos del micelio, s¢ ha

-, J—, . < e

reportado que en los cultivos con fuente de nitrégeno orgéni p P s¢ como

o -

organicos que neutralizan et pH alto y de esta r P 2j el a las mejores condiciones

de crecimiento (Griffin, 1994).
También se ha reportado que en el proceso de asimilacién de amonio en las raices, se excreta un

protén (H™) al medio externo por cada molécula asimilada, por lo que se ha propuesto que en los HEM la

utilizacién del amonio origina problemas de acidifi i6n que puede inhibir su crecimi (Hung &
Trappe, 1983), sin bargo en la especic de Suillus estudiada no se observé este efecto, ya que utilizé
mejor ¢l amonio en pH dcido que en pH alto, lo cual d la idad de conocer mejor el
comportamiento de los HEM en cultivo axénico, que no es i imilar a lo que ocurre en la
relacién micorrizica.

El efecto positivo de la glucosa fue importante debido a ia idad de una idad sufici de
glucosa para asimilar el nitrégeno proveni de los ino&cidos de la pep N io o ni ¥ que ¢l
crecimiento no se mejora al mas plejos como ¢! extracto de malta, seguramente
debido a la i idad de asimilar los >s carb. dos que i a diferencia de la L-asparagina

que si mejord la densidad pero no el crecimiento micclial.
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El efecto necgativo de la temperatura mayor de 25 °C tanto en ¢l crecimiento radial como en la

bi ind di de la fi nitrogenada de los medios de cultivo, coincide con los

P

resultados Hutchinson, (1990"), quien ¢n estudios de caracterizacién taxondémica de diferentes especies

rizicas e que los HEM son mis tolerantes a temperaturas menores que a altas,

independientemente de las zonas de origen dc las especies estudiadas.

Otra observacién importante fuc ¢! 'ef‘eclo que tuvo la luz, un factor que no ha sido estudiado en
HEM con la gran atencién que se ha dado en las especies saprobias, sobre todo en la relacién de este
factor con los procesos de diferenciacién micelial y reproduccién como Pilobolus y Phycomyces en los

a4, <o

que se i fototécticos que influyen en la liberacién de esp de rep o en los

N +

que la luz sc ac i cn la ex i6n difercncial de la pared celular detrds de la punta de

crecimiento, porque la Juz puede modificar la actividad de enzimas liticas de la pared celular que

contiencn pigmentos de tipo flavinas (Dusembery, 1996).

Es importante mencionar que debido a que con al disefio factorial fraccionario de dos niveles

utilizado se¢ pudo estudiar el cfecto de numerosos factores con gran ia y efici en la
experii ién, sol se pudieron los eft principales y que no hay que olvidar que
estos ef¢ pucden estar confundidos con alg e de i ién indicados en la Tabla 3-S.

Sin embargo aunque en este tipo de disefios los efectos de las i i se id
insignifi dicha suposicién no sera limitativa si se seleccionan ad d los fi de di
y ademias se pl experi de guimi En los experimentos postcriores se incluirdn
generalmente fos factores mas impor resp bles de las i ione:

En los estudios con HEM, que se caracterizan por su lento i y la pr ia por
temperaturas bajas de i bacién estos diseflos pueden ser de gran utilidad a dife ia de los dised

tradicionales probando uno por uno cada uno de los factores de interés.
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!/ en soporte sélido

5.6. Fisiologia del crecimiento miceli

Considerando que el cultivo miceliat dc HEM en medio sélido puede ser el mejor sistema de

dio de la fisiologia de crecimi debido a que es mis cercano a las condiciones naturales de
crecimiento el estudio en soportes demostré que es posible definir diciones para fa el
crecimiento micelial con caracteristica morfologi vy de densidad variable.

Sin embargo resultaria interesante poder conocer las caracteristicas de viabilidad y eficiencia
micorrizica de estos cultivos a fin de evaluar su potencial de utilizacién como inoculantes, de acuerdo con
las propuestas de autores como Lapeyric & Bruchet (1985) y Roussos er al. (1997).

En este estudio con factores combinados, se demostré nuevamente que estos HEM fucron capaces

de utilizar ¢l amonio y ¢l nitrato, notindose que que con éstos se favorecié ¢l crecimi radial,
que con peptona se incrementd mayor la densidad del micelio.
El bagazo de caila es un material que resulté ad do para ct i > de S. collinitus pero no

para Pisolith i) ius, fue bl que en iculita-turba debido su baja

g q

retencién de humedad, ya que al final del experimento cl bagazo fue notoriamente mis seco.

Es recomendable hacer mayores estudios para mej sus isti der i6nde h dad

y sobre todo su idad amorti d ya que en estos cultivos el pH dcido fue significativamente

(P<0.05) gativo en el crecimi lo que puede relacionarse con un efecto inibitorio mayor de los

bolitos Acid 1 incr d do la fi de nitrég es el sulfato de ioa

diferencia de lo que se observé en vermiculita-turba donde el pH final significativamente mayor (pH=5.2),
en comparacion con el bagazo de cana. (pH=3.8-4.0).
Como en los sistemas naturales como el suelo, los efectos del pH acido pueden atenuarse por la

presencia de arcillas y sustancias himicas que contribuyen a mantener el equilibrio iénico (Kéller, 1996)

se podrian adici al bag: iales que gan este tipo de para mcj su utili

como soporte.



TESIS CON
Discusion '_F. ALLA DF: (‘f ?‘?_ZGEN

Sobre todo porque en México, €l bagazo de cafia ocupa un lugar importante por la cantidad que se
ion de i 1 de HEM

produce (hasta 14 millones de toneladas) y su utilizaciéon para la pr

podria ser una alternativa interesante y de bajo costo en relacién al métod in dec preparacién de estos
inoculantes en mezclas de vermiculita-turba propuesto por Marx, 1984.
También fue notoria la respuesta negativa que tuvo la luz en cultivo sdélido con bagazo de cafia,

d o dcbido a la limitada importancia que sc ha dado a

situacién que no es posible explicar a

a . N .

este tipo de ios en las esp ¥

El uso de vermiculita-turba como soporte en ¢l crecimiento micelial de S. collinitus demostré ser

muy adecuadeo, sin embargo di la optimi. i6n de la composicién quimica de los medios de cultivo
¥y el estudio de otros factores bi les podrian j se y sobre todo para aplicarse en ¢l cultivo en un
mayor ni o de especies ectomicorrizicas.

En los soportes sélidos probablemente hubo una mayor interaccién entrc los componentes del

medio y el soporte, dcbido en primer lugar a la penctracion del micelio en los espacios inter e

intraparticula que sc observé (Figura 4-32), en p a gradi de condici |

o

ambientales, a pesar de las importantes pérdidas de humedad que se observaron sobre todo en el bagazo de
cafia y a la imposibilidad de analizar otras variables del crecimiento micelial como la biomasa.

Seria importante realizar el andlisis de la dimensién fractal del micelio con otros sistemas miés

i di fizad de imag: (Tucker er al.,, 1992; Baar er al.. 1997; Ritz & Crawford,

pr

de los soportes.

1990), para conocer mcjor las ias de col

Los cultivos de HEM en fermentadores con corrientes de gases controlad: como las

desarrolladas por Raimbault & Alazard (1980) d su prefe i i filica (tasa de

aireacién=7 ml/min) en comparacién con hongos saprobios (R & Hannibal, 1997), por lo que es

necesario desarrollar también sistemas de cuitivo sélido especificos para estas condiciones, 1o que hace

ver la impor ia de i y liar cada vez mis ¢l conocimiento sobre este tipo de hongos.

i




TESIS CON
FALLA DE CRIGEN

Discusion

5.7. C i6n de las cep
La ién por b periddicas en medios de cultivo, ¢s la técnica que generalmente s
aplica en trabajos experi les con HEM debido a que es relativamente sencilla y econémica, aunque es
muy laboriosa al i cl o de cepas (Hill, 1981; Oort, 1981). También sc ha reportado que

ible a los pr os de liofilizacién y conservacién en nitrégeno

el micelio de estos hongos es muy
liquido (Marx & Daniel, 1976) que son las metodologias mas cfectivas en la conservacién de la mayoria
de especies de hongos saprobios (Fennell, 1960).

Los resultados de recuperacion de las cepas de HEM fucron variables (Figura 4-33); se observé
que en general fue mejor a partir de los cultivos conservados cn cajas de Petri que en los frascos de
cultivo. Esto puede explicarse porque al tomar los inoculantes de los frascos se hizo mayor manipulacién

hibid,

d como i

del micelio, y hubo una mayor acumulacién de pigmentos y exudados que p
del crecimicnto (Robson er al., 1987) y en los frascos hubo una mayor limitacién de aire lo que pudo

favorecer la acumulacién de CO; (Marx & Daniel, 1976).
dos; la r i6n se mejoré notablemente en los

En cuanto a los medios de cultivo utili

cultivos conservados en medio de PDA Y. En el PDA completo se observé 1a prod ion de abund.
exudados de color café o pardo rojize que se acumulaban sobre el micelio de las cepas de Pisolithus y

Suillus. La presencia de estos pig y dados posibl tuvieron efectos inhibitorios para el

crecimiento de estos hongos al de los tal como se ha reportado para otras especies

fingicas (Robson ez al., 1987). También se observaron algunos cambios en la morfologia de las colonias

de Suillus que pr on bordes mas irregul y de mas seco y onduladas.

Hubo mayores dificultades para la recuperacién de las cepas de Lactarius y Swillus S-1588, lo que
probablemente se debe a la periodicidad con la que sc hicieron las resicmbras, ya que autores como

Takécs (1967) y M (1958) iendaron iembras mis fi que la de tres meses realizada.

Sin bargo )| bién se ha d do quc la i fr de las ccpas

pucden causar cambios en fa viabilidad y tasas de crecimiento ¢ incluso la pérdida de la capacidad
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micorrizica que es la textura de mayor importancia en estos hongos, y que seria recomendable realizar en

préximos estudios (Marx & Daniel, 1976).
lacién del micelio que se realizé durante las

También hubo difer iasenla i iaala
prucbas de crecimiento. Las cepas de Lactarius y Suillus S-1588 se caracterizaron por tener micelio muy

bién pudo ser un factor

laxo, que se desgarraba con facilidad al tratar de 1o del dio lo que

i6n de estas cepas, de aqui Ia importancia de hacer cortes finos de! micelio

determi enlar P
con un sacabocados o bisturi perfectamente afilados para disminuir este problema de desgarramiento y

pérdida de viabilidad del micelio.

Los trabajos en el laboratorio con cepas microbi: i requi de su acién

mor

fold o fixialoas
8! y

en forma de cultivos puros, que conserven su viabilidad y sus
idad en ti de

Los métodos de conservacién de hongos son variables de acuerdo con las

conservacidon y a sus propicdades biolédgicas, es decir, no hay una metodologia de conservacién 6ptima

para todos los tipos de hongos (Smith & Onions, 1983).

Es importante ionar que la vacién de las cepas i izicas por la técnica de
resiembras periédicas en medios de cultivo es una dologia quc s¢ puede aplicar d periodos de
tiempo variable, dependiendo de las cepas, debido a bios en las propiedades de imi de las

i Una estrategia que 3] los itados de i6n por resiemb periédicas, es la
utilizacién de cajas de Petri y 1a utilizacién de medios de cultivo con bajo ido de nutri

Desde que Castellani (1963) reporté la conservacion en agua destilada estéril de especies de

hongos patd i y i d como una técnica de peracion exitosa de las cepas
después de mis de S afios, otros autores (Johnson & Martin, 1992; Volz & Parent, 1998) la han aplicado
con éxito para la conservacién y p i6n de dife tipos de hongos hasta por 20 afios.

En gencral, esta forma de conservacion de las cepas no causé cambios en la morfologia de los

cultivos, pero sc observaron en ¢l tiempos de adaptacion de las cepa de 6 a 7 o incluso 10 dias.

No hubo diferencias importantes entre los Itados de imi obtenidos entre las

conservadas a +4°C y las de temperatura ambiente tal como lo reportaron Johnson & Martin, (1992)
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ies de d

cuando hicieron estudios de conservacién de cultivos miceliales de diferentes

en agua a 20°C lograron hasta un 90-92% de recuperacion de sus cultivos después de 10 ailos de

conservacion en estas condiciones.
ivo generalmente sensible a la

En cl caso de los HEM, que son especies de micelio veg
manipulacién y condiciones ambientales en comparacion con cspecies de hongos esporulados, la técnica
de conservacién en agua estéril tiene gran perspectiva de aplicacion debido a la facilidad de mancjo, bajo
costoyala cﬁcien;:ia de conservacién demostrada.

Otros estudios como los de Helvi (1989) y Marx & Daniel (1976) también han demostrado que
con esta metodologia s¢ logré una recuperaciéon cxitosa del micelio de especies ectomicorrizicas y la

conservacién de la capacidad de infectar plantulas de pino hasta por 3 afios a 5 °C.
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6. CONCLUSIONES

> Las i morfolégi de las cepas de HEM en medios de cultivo de diferente

composicién quimica como ¢l BAF y PDA fucron variable entre 1as cepas y entre las especies de

un mismo género, ¥y fueron muy relacionadas con variables de crecimiento como ¢l didmetro

colonial, crecimiento radial, la Vr, bi y di ion fi I de las colonias de manera
caracteristica.

> La darizacién de un de cultivo sélido con cubierta de celofian fue posible y se
demostré la importancia de el efe det sjo de los indcul icelial btenidos de

sitios y de tamafio determinados.
3> La concentracién de glucosa clevada en los medios de cultivo modificé las caracteristicas
s > micelial y f: i6 la

coloniales de la mayoria de las especies de HEM, redujo su cr

>s por 1o que la seleccidén del medio de cultivo es un aspecto de

d ién de exudados y pi

p
gran importancia en cste tipo de hongos.

> Los medios con peptona favorecieron en general tanto el crecimiento radial como la biomasa de

las cepas de Suillus y Pisolithus a difcrencia del sulfato de amonio que i 6 su

radial pero no la biomasa.

» El nitrato de calcio en los medios limitaron tanto el crecimiento radial como la biomasa en la

mayoria de las cepas.
fi i1 ios de Plack Burman aplicados para estudiar el efecto

» Los discilos factoriales

les y bi les d 1a imp ia relativa de cada

combinado de factores nutri

uno de los factores y permiticron ampliar el conocimiento sobre cada uno y de sus posibles

intcracciones.
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Los factores ambientales y nutrimentales con cfectos mas importantes fueron muy similares en

medios con agar y en soportes sélidos, con una variacién mayor en los efectos de menor

importancia sobre todo ambientales.
El bagazo dec cafla ¢s un material que puede ser utilizado para el cultivo sélido de especies

h dad
y

dad de r i6n de

ectomicorrizicas, simpre que se¢ mejoren Sus propi

amortiguadoras para aplicarse como alternativa de soporte a la vermiculita-turba en Ia produccién

de inoculantes.

bras periddicas de las especies de HEM en el laboratorio
ala ipulacién de

El si de vacién por r

puede ser de utilidad variable entre las cepas, id do lar
bl de inhibicién por bolitos

cada una y utilizando medios diluidos para evitar prc

diversos.

La conservacién dc las cepas de HEM en agua destilada estéril es muy recomendable por la

reduccién en las caracteristicas de crecimiento y facilidad de mancjo.
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