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RESUMEN

Es de amplio conocimiento que los bosques no solo producen madera, sino que también
una diversidad de otros productos, conocidos como productos forestales no madereros (PFNM),
con frecuencia de sorprendente e insospechada importancia en el ambito econémico, alimentario y
cultural entre la poblacion que los habitan.

Los hongos silvestres comestibles presentes en los bosques de Chile constituyen un
recurso valioso, cuyo comercio adquiere cada vez mayor importancia. No obstante, su produccion
natural bajo diferentes ambientes, como son el bosque y las praderas, es variable, de modo que el
interés por obtener una produccion alta y estable han motivado iniciativas para cultivarlos bajo
diferentes estrategias de produccién, ya sea mediante el establecimiento de cultivos en condiciones
controladas o plantaciones con plantas inoculadas con hongos micorricicos comestibles de alto
valor.

Las diferentes estrategias de crecimiento en ambientes naturales de cada especie
fungica comestible y el interés por consumir productos organicos con caracteristicas de alimento
funcional, constituyen una ventajosa oportunidad para implementar lineas de investigacion y
desarrollo innovativo, que conjuguen aspectos como la conservacion de estas especies, la
recuperacion y enriquecimiento de los bosques y la generacion de productos intermedios de alto
valor econdémico, ecoldgico y social, como son los hongos micorricicos comestibles.

Dentro de las lineas de trabajo del Instituto Forestal en esta materia, se ha seguido
potenciando el banco de hongos comestibles creado en el afio 2015. Esto mediante colectas de
especies y cepas de hongos silvestres comestibles asociados a bosques nativos, a bosques
plantados y también a praderas en las diferentes regiones de Chile, con el propésito de constituir
un banco que abra nuevas lineas de trabajo orientadas a definir protocolos que lleven a una
produccion sostenida de hongos comestibles tratando principalmente de valorizar sus funciones
ecoldgicas y socioeconomicas. Dentro de este quehacer esta la de investigar los parametros que
rigen su desarrollo. Bajo esta premisa, el presente trabajo evalla el efecto de los medios PDA,
MMN y BAF en el crecimiento in vitro de 52 cepas de diferentes especies silvestres comestibles,
colectadas desde bosques nativos y plantaciones en la regién de Nuble.
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SUMMARY

It is widely known that forests not only produce wood, but also a variety of non-wood
forest products (NWFP), often of surprising and unsuspected economic, food and cultural
importance among the population that inhabits them.

Edible wild mushrooms found in the forests of Chile are a valuable resource, the trade of
which is becoming increasingly important. However, their natural production under different
environments such as forests and grasslands is variable, so that the interest in obtaining a high and
stable production has motivated initiatives to cultivate them under different production strategies,
either through the establishment of crops in controlled conditions or plantations with plants
inoculated with high-value edible mycorrhizal fungi.

The different growth strategies in natural environments of each edible fungal species and
the interest in consuming organic products with functional food characteristics, constitute an
advantageous opportunity to implement lines of innovative research and development, which
combine aspects such as the conservation of these species, the recovery and enrichment of forests
and the generation of intermediate products of high economic, ecological and social value, such as
edible mycorrhizal fungi.

Within the lines of work of the Forest Institute in this matter, the edible mushroom bank
created in 2015 has continued to be strengthened. This through collections of species and strains of
wild edible fungi associated with native forests, planted forests as well as grasslands in the different
regions of Chile, in order to establish a bank that opens new lines of work aimed at defining
protocols that lead to a sustained production of edible mushrooms, mainly trying to value their
ecological and socioeconomic functions. Within this task is to investigate the parameters that
govern its development. Under this premise, the present work evaluates the effect of PDA, MMN
and BAF media on the in vitro growth of 52 strains of different edible wild species, collected from
native forests and plantations in the Nuble Region.

Key words: NWFP, Native Forests, Planted forests, Edible Wild Mushrooms
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INTRODUCCION

El reino de los hongos esta representado por una gran diversidad de especies la que en
la casi generalidad de los casos ha pasado inadvertida al momento de emprender alguna accion
sobre los ecosistemas forestales. Sin embargo, en la actualidad se reconoce su importante rol
ecoldgico al contribuir a la mantencién de la estabilidad de los ecosistemas boscosos. A su vez,
este cumple también un rol econémico, alimentario y social, a través de los hongos silvestres
comestibles, un importante recurso para la poblacion que aloja dentro de los bosques o estan cercanos a ellos y
que muchas veces se desarrollan en parte en base a su comercio y/o autoconsumo para alimentacion.

El uso de hongos en la dieta de los seres humanos ha prevalecido debido a su sabor,
textura Unica y a su importante aporte nutricional, la que junto a sus propiedades terapéuticas los
convierten en un excelente alimento funcional.

Actualmente, la recoleccion de hongos silvestres comestibles se ha convertido en
muchos sectores del pais en un importante motor generador de ingresos en el medio rural debido a
que este recurso puede generar un flujo de ingresos adicionales en gran parte del afio. Ademas, el
conocimiento ancestral que posee la poblacién local de especies comestibles caracteristicas de
cada zona con bosque nativo, como son las de los géneros Cyttaria, Ramaria, Morchella,
Butyriboletus, entre otros; ha generado una serie de iniciativas culturales lo que les ha permitido
identificarse con este recurso micolégico y otorgarles a estas localidades un sentido de
pertenencia, de identidad y de calidad territorial. Se suma a este recurso otros hongos comestibles
de los géneros Suillus y Lactarius procedentes de las plantaciones de pino, con especies muy
importantes desde el punto de vista de las exportaciones realizadas por décadas a paises
principalmente europeos.

La produccién de hongos comestibles en bosques, matorrales y praderas constituye una
de las principales riquezas forestales, sin embargo, al mencionar los productos forestales, se
piensa exclusivamente en la madera, en circunstancias que los productos forestales no madereros,
particularmente los hongos comestibles, ofrecen también una interesante alternativa productiva.
Estos puede generar una rentabilidad incluso superior a la de cualquier otro producto forestal, sea
madera, corteza o frutos, sobre todo si existen sitios en que la irregularidad climatica y la
degradacion de los suelos no permite un rendimiento maderero elevado, tal como ocurre en
muchos bosques naturales en Chile.

Para alcanzar a obtener ingresos por el uso maderero de los bosques se requieren
lapsos de tiempo bastante largos, lo que genera un desarraigo entre el bosque y la comunidad. El
poder lograr que la poblacién rural se identifique con el bosque, ayudara a solucionar algunos
problemas como la ocurrencia de incendios y el despoblamiento rural, entre otros; ademas, el
involucrar a la comunidad en el manejo y cuidado del bosque permite que esta lo sienta como algo
que es necesario conservar. Esta identidad solo se puede lograr si la comunidad rural ve en el
bosque algo productivo y que le reporte beneficios periddicamente.

Los hongos silvestres comestibles en su mayor parte realizan simbiosis con arboles
forestales, siendo esto muy benéfico desde el punto de vista ecolégico como también en la
generacion de productos, que en algunos casos pueden alcanzan precios interesantes en los
mercados nacionales e internacionales convirtiéndose en un elemento valioso, cuyo comercio
adquiere cada dia mayor importancia. Sin embargo, su produccién depende del tipo de habitat,
presentando ademas una marcada estacionalidad y un impredecible nivel de produccion anual, lo
que, unido a la intervencion del ser humano en los habitats naturales donde se producen,
determinan que su abundancia natural en el bosque sea variable. Estos factores, junto a una
demanda creciente han comenzado a generar una gran presion sobre el recurso micoldgico lo que
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hace reflexionar sobre el peligro que se cierne sobre algunas especies fungicas, sobre todo las
nativas. Como una solucion a este problema de sustentabilidad del recurso y al interés por obtener
una produccién alta y estable, se han abordado iniciativas de investigacion para cultivarlos dentro o
fuera de los bosques mediante diferentes técnicas de cultivo.

Estos hongos comestibles proveniente de bosques y praderas por si solos ya son
importantes para la generacion de ingresos estacionales y también como fuente de alimentos para
los habitantes de zonas rurales, por cuanto constituyen un producto altamente proteico, con
abundante fibra, vitaminas, minerales y escasa cantidad de grasas.

En general, la produccion de hongos no suele ser considerada como un objetivo
productivo al momento de establecer plantaciones forestales. Esto se debe a la dificultad que
involucra cuantificar su produccion y su efecto sobre la rentabilidad final para el propietario. Para
superar estas dificultades se requieren estudios especificos, asi como también crear pautas de
gestion de los bosques que permitan compatibilizar el aprovechamiento de los hongos, con las
restantes finalidades del bosque.

Uno de los factores que explica la relativamente baja produccién de cuerpos frutales de
hongos comestibles en los bosques naturales y plantaciones forestales, es el empleo de técnicas
de establecimiento y/o manejo inadecuadas, que afectan negativamente las condiciones
ambientales al interior de los bosques, limitando la produccién de hongos durante el desarrollo de
las masas boscosas. De igual forma, la falta de informacién y conocimientos respecto de los
hongos comestibles y sus asociaciones con especies forestales, limita el aprovechamiento de estos
organismos y también de las ventajas productivas que estos confieren a las plantas.

Para el caso de los hongos micorricicos comestibles, la relacion de simbiosis establecida
entre hongos y especies forestales constituye una ventajosa oportunidad para implementar lineas
de investigacion y desarrollo innovativas, que conjuguen la recuperacion de suelos degradados, la
restauracion y enriquecimiento del bosque nativo y el mejor desempefio de las plantaciones, con la
generacion de productos intermedios de alto valor econdémico, ecoldgico y social, como son los
hongos micorricicos comestibles.

La iniciativa, enmarcada en el area de Diversificacién Forestal de INFOR, dentro de la
cual se inserta la linea de Productos Forestales no Madereros, tiene como objetivo realizar una
prospeccion y colecta de especies y cepas de hongos silvestres comestibles asociados a bosques
de Nothofagus spp y plantaciones de Pinus radiata. Una vez obtenido dicho material, se deberan
establecer investigaciones en torno a la busqueda de protocolos que ayuden a obtener una
produccion sostenida de hongos silvestres comestibles en ambientes silvestres.

Ademas, con la constitucion de un reservorio de cepas de hongos comestibles se
pretende generar una ventana hacia el conocimiento de la biodiversidad fungica regional ante la
sociedad y ante la comunidad cientifica. Se trata de una herramienta que podra entregar
conocimiento de una parte de la flora fungica nacional, la que podra ser difundida en el ambito
regional, nacional e internacional. Sin embargo, esto requerira de un apoyo técnico permanente
para el mantenimiento y conservacién del material a largo plazo para futuras acciones que se
lleven a cabo.

Se agrega también que, en la actualidad, el estudio de muchos microorganismos y de sus
metabolitos, entre los cuales se encuentran los hongos, se ha transformado en un tema de gran
importancia si se toma en cuenta un sinnumero de aplicaciones que se les han encontrado, con
aportes significativos para el hombre. Por ello, es de suma importancia desarrollar metodologias
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que permitan la adecuada conservacion de los microorganismos de tal manera que se pueda
acceder a ellos de una manera rapida, sencilla y confiable.

Por ultimo, la informaciéon generada respecto a su presencia en sitios diversos (suelo,
clima, época de aparicién, situacion geografica, vegetacion asociada) permitirda una mejor
comprension del comportamiento de estos hongos, lo que ayudara a los futuros trabajos en
conservacion y uso sostenible del recurso micolégico.

REVISION BIBLIOGRAFICA

Los bosques albergan diversos productos forestales no madereros (PFNM) que tienen
una importancia econdémica, alimentaria y cultural entre la poblacién que los habitan o se
encuentran cercanas a ellos (Rodriguez et al., 2012). Los PFNM son “todos aquellos productos
biolégicos, excluida la madera, lefia y carbén, que son extraidos de los bosques naturales para el
uso humano” (Peters, 1996). Dentro de estos se encuentran los HSC los cuales podrian ser una
alternativa en el manejo sustentable del bosque (FAO, 2008)

Catalan (2006) estima que los PFNM pueden constituir el 30 al 40% del uso comercial de
un bosque. Su importancia radica en que constituyen una fuente de ingresos para sus recolectores
y en que potencialmente pueden transformarse en la clave para el manejo sustentable de los
bosques nativos.

La recoleccion periddica de productos del bosque representa un ingreso complementario
en la economia de muchas familias rurales. La caracteristica estacional de la produccion permite
mantener, en algunos hogares, una actividad casi continua que se reparte entre sucesivos
productos, constituyendo ademas una gran oportunidad para valorizar el bosque nativo a través de
la generacion de actividades econdmicas alternativas, que permitan a los pequefos propietarios
ocupar su excedente de mano de obra, obtener ingresos estables y diversificar su base productiva
(Tacon y Palma, 2005).

Aunque no existen registros del mercado interno de estos productos, que permitan
evaluar su importancia econémica en el ambito nacional, se dispone de estadisticas de
comercializacion para la mayor parte de los productos de exportaciéon. La mayor demanda para
estos productos se concentra en los paises desarrollados del hemisferio norte, los cuales importan
principalmente materias primas para la industria farmacéutica, cosmética y alimentaria. El mercado
internacional de los PFNM es creciente y con amplias posibilidades para el futuro (INFOR, 2004;
Tacén y Palma, 2005).

A pesar del sorprendente y atractivo negocio que resulta ser la exportacion de PFNM, no
se encuentra exento de problemas, los elevados precios de compra del producto han generado una
enorme presion por su extraccion, lo que ha significado la desaparicion de muchas de sus
poblaciones naturales, debido principalmente a sus métodos de extraccion (Tacon y Palma, 2005).

Este es el caso de algunas especies de hongos silvestres comestibles presente en los
bosques nativos chilenos, caracterizados por presentar una sobreutilizacion del recurso, implicando
con ello una disminucion de la calidad y cantidad de los ejemplares que lo componen. Los sistemas
de explotacion utilizados se han limitado solo a extraer la totalidad de los ejemplares sin claras
posibilidades de un aprovechamiento sostenible en el tiempo, llegando incluso a la destruccién de
los bosques que los albergan, como es el caso del hongo Cyittaria berteroi, especie catalogada
como “en peligro”.
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Entre las especies nativas mas perjudicadas se encuentran especies como la Grifola
gargal (gargal), Butyriboletus loyo (loyo), Cortinarius lebre (lebre u hongo liebre) y varias especies
del género Ramaria (changle amarillo o rosado), Morchella (morchela, morilla) y Cyttaria (digtierie,
pinatra, llao-llac); cuyos cuerpos fructiferos son recolectados por habitantes de zonas rurales para
su consumo Yy/o venta. Para muchos recolectores, los hongos nativos son uno de sus principales
fuentes de ingresos, siendo un recurso cada vez mas escaso y que posee una alta demanda por
sus excelentes cualidades culinarias y un alto precio (Taller de Accién Cultural, 2003).

Las comunidades mapuches que habitan las zonas boscosas del pais poseen un gran
conocimiento de los hongos comestibles silvestres nativos y por muchos afios estos se han
convertido en un recurso muy valioso para su alimentacién, cuya sabiduria relativa al
reconocimiento de las distintas especies, lugares donde colectarlas y en qué época del afio
encontrarlas es aprendida o heredada de sus antepasados.

En base a estos antecedentes, la implementacién de acciones que aumenten la
presencia de las distintas especies de hongos comestibles en los bosques nativos, es necesaria
para que la recoleccién no se transforme en un agente de degradacion, sino que al contrario sea un
incentivo para el manejo forestal sustentable y la conservacion de los recursos.

Frente a este nuevo escenario, en los Ultimos afios los productos forestales del bosque
nativo han concentrado la atencién de diversos profesionales, debido a la oportunidad que se
presenta para la conservacion de la biodiversidad, el desarrollo sustentable y por los altos niveles
de comercializacién que han alcanzado a escala global diversos productos derivados de ellos
(Saavedra, 2004).

Existe un interés comercial por la diversificacion debido a las crecientes perspectivas de
nuevos sabores y texturas y a un mejor conocimiento de las funcionalidades de los componentes
fungicos moleculares (Honrubia, 2011). Entre la gran diversidad de hongos que existen en la
naturaleza, una gran parte de ellos tiene aplicaciones en el area industrial, de los alimentos, de la
medicina, entre otras. En este sentido, Boa (2005) menciona que en el mundo existen 1.097
especies de setas consideradas solo como comestibles, 1.069 consideradas como alimento y 470
especies consideradas medicinales. En tanto que en Chile existirian aproximadamente 53 especies
de hongos silvestres comestibles (Valenzuela, 2003).

Para el caso de las plantaciones de pino, existen importantes especies de hongos
comestibles que son colectadas y comercializadas a nivel nacional e internacional. Su presencia en
estas masas vegetacionales comienza a los 4 afios desde su establecimiento, incrementando su
produccion hasta los 12 afios, siendo las especies fungicas tipicas, Suillus luteus, S. granulatus, S.
bellini, Rhizopogon luteolus, R. roseolus y Lactarius deliciosus.

MATERIAL Y METODO

El presente trabajo comprendié varias etapas, comenzando con la identificacion de los
habitats naturales en donde se desarrollan los bosques de especies del género Nothofagus y las
plantaciones de Pinus radiata dentro de los cuales se pudieran encontrar especimenes de hongos
silvestres comestibles.

Un segundo punto a desarrollar fueron los trabajos de prospeccién y colecta de
especimenes seguido de trabajos en laboratorio para la aislacion bajo condiciones asépticas (in
vitro) de cada ejemplar colectado. Por ultimo, la realizacion de ensayos para la determinacion
preliminar de los medios de cultivo mas aptos para el desarrollo de cada cepa que haya sido
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posible aislar, buscando el ingreso definitivo de nuevas cepas de especies de hongos comestibles
de la regién de Nuble al banco de hongos del Instituto Forestal en Concepcion.

Identificacién de Zonas de Prospeccién y Colecta

La informacién utilizada para establecer las posibles areas de prospeccién y colecta de
especimenes de hongos comestibles dentro de la regién de Nuble se basé en la identificacién de
las zonas de crecimiento en las que se desarrollaban los bosques de las especies del género
Nothofagus, como también de las plantaciones de Pinus radiata, en cuyas masas vegetacionales
se ubican la mayoria de las especies de hongos comestibles, tanto nativos como exéticos.

Para la elaboracion del mapa con la distribuciéon del género Nothofagus para la region de
Nuble, se utilizé el “Catastro de los Recursos Vegetacionales Nativos de Chile” actualizado al afio
2015 por la Corporacion Nacional Forestal (CONAF, 2015). En el material indicado se identificaron
las masas vegetacionales donde participa este género en base a criterios de dominancia de estas
especies, dentro de cada masa vegetacional. En este mapa se ubicaron las masas vegetacionales
con presencia de las especies rauli, roble, coihue, hualo, lenga y hirre en condiciéon de especies
dominantes o codominantes.

En la confeccién del mapa de distribucién de las plantaciones de Pinus radiata, se utilizé
la informacién obtenida por el Instituto Forestal del Programa de Actualizacion Permanente de
Plantaciones Forestales (INFOR, 2019). Para realizar esta tarea, se pudo contar con el apoyo del
area de investigacion Inventario Forestal Continuo de INFOR, sede Bio Bio.

Ficha Descriptiva para Cada Cepa

Para ayudar a describir algunos aspectos relacionados a caracteristicas de sitio en el
cual se estaban desarrollando los hongos colectados, se elaboré un formulario de terreno que
recogio una breve descripcion de aspectos que pudieran ser de importancia para el desarrollo de
dichas fructificaciones. Dentro de los datos colectados, se contemplaron aspectos como ubicacion
geografica, asociacion vegetacional asociada, suelo, altitud, exposicion, fecha, intervenciones
silvicolas, recolector, entre otros antecedentes.

Campana de Terreno

Para una mayor eficacia de las tareas de busqueda de especimenes de hongos
comestibles, estas se concentraron para el caso de los bosques de Nothofagus en sectores con
mayor presencia de este género, es decir, las zonas de precordillera. Para el caso de los hongos
en bosques de pino, su busqueda se centrd en las diferentes zonas de crecimiento predefinidas en
el mapa de la region a prospectar, concentrandose en las zonas cercanas a la costa, areas donde
se concentran las mayores superficies de plantaciones con esta especie.

Si bien se identificaron las zonas vegetacionales en donde se desarrollaban Pinus radiata
y Nothofagus spp, la colecta se desarroll6 en base a las condiciones de humedad existentes en la
regién de prospeccion, las cuales presentaron gran deficiencia en precipitaciones, con montos
insuficientes para la aparicion de varias especies de importancia.

En la zona a prospectar se pueden identificar dos épocas de cosecha que son los
periodos de otofio y primavera, siendo los meses abriljunio y septiembre-noviembre,
respectivamente. Sin embargo, los trabajos de recoleccion realizadas en la regiéon a prospectar,
para los periodos de primavera y otofo fueron bastante cortos debido a la escasez de
precipitaciones.
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Las mayores fructificaciones ocurrieron en la época de invierno-primavera, periodo en el
cual las precipitaciones se presentaron con mayor abundancia. Bajo estos resultados, se constato
que las precipitaciones son un aspecto importante en la aparicion de las diferentes especies de
hongos comestibles silvestres de los bosques.

Es de mencionar que los periodos de aparicion de las diferentes especies de hongos
pueden variar de un afio a otro, debido a que estos estan muy ligados a factores climaticos. Los
parametros principales que se deben tener en cuenta son la temperatura y las precipitaciones, por
lo que no es posible precisar una fecha de aparicion y término de una produccion fungica
determinada. Los cambios ambientales que se han producidos en los Ultimos afios han empezado
a maodificar los tiempos en que los cuerpos fructiferos de los hongos aparecen, por lo que
acontecimientos de sequia o de abundancia en precipitaciones pueden afectar la aparicion y
cantidad.

De acuerdo a lo anterior, se comenzaron a realizar las salidas de prospeccién y colecta
un par de semanas después de que se produjeron las primeras lluvias otofiales o primaverales, las
cuales deberian ser abundantes de tal forma de obtener una conveniente infiltracién bajo la capa
vegetal y especialmente en el primer horizonte del suelo, aspectos que, junto con la temperatura,
permitirian que los hongos pudieran activar sus mecanismos de fructificacion.

Por ultimo, es de mencionar que una de las grandes desventajas en realizar los trabajos
de prospeccién y colecta en esta region, fueron las distancias entre los diferentes sectores a
prospectar, ahondando mas esta dificultad la distancia de estos sectores con el lugar de
procesamiento de los especimenes, el cual se encuentra en Concepcion. Se agregan, ademas, la
atomizacion de las areas de bosque nativo en esta region por el grado de deterioro por el uso del
suelo y la degradacion misma de estos bosques, repartiéndose en pequefios bosquetes aislados y
esparcidos a grandes distancias dentro de propiedades privadas que limitan la busqueda y la
entrada a estas zonas.

Por lo dificultoso de la prospeccion y recoleccion en areas del bosque nativo de la region
objetivo, los trabajos no se limitaron solamente a esta, sino que a otras en las que se pudieran
buscar y rescatar especimenes y cepas que aun no han sido colectados en anteriores trabajos,
permitiendo ir cubriendo zonas del bosque nativo no exploradas y asi ir completando el banco de
cepas.

Colecta y Captura de Informacion

Para cada muestra colectada se tomaron diversos datos en terreno para caracterizar el
sitio de crecimiento del espécimen capturado. Para ello se utilizd una ficha previamente
confeccionada, tomando los datos necesarios para caracterizar ambientalmente la cepa colectada.
Para ello se conté con los formularios respectivos y un GPS para establecer la ubicacién
geografica.

Sin embargo, muchas colectas fueron facilitadas por los propios lugarefios de las areas a
prospectar, resguardando asi en secreto los lugares de aparicion de hongos de importancia como
es Grifola gargal, por lo cual para esta especie no se cuenta con una descripcion detallada de los
lugares de colecta.

Para el transporte del material de colecta, cada muestra colectada fue puesta en una
bolsa de papel, previamente marcada con la fecha y la identificacién respectiva de la muestra y
colocada posteriormente en un contenedor plastico que en su interior contenia barras artificiales
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congeladas (ice pack) para mantener las muestras a una temperatura de 5°C hasta su arribo al
laboratorio.

La colecta se realizé de acuerdo al siguiente protocolo:

a.- Seleccion priorizada de sitios de colecta en funcién de caracteristicas climaticas
favorables a la fructificacion.

b.- Identificacién preliminar de los hongos en terreno y captura de datos para la
caracterizacion del lugar de muestreo.

c.- Extraccién de cuerpos fructiferos y limpieza de los mismos con brocha o pincel grueso
para eliminar particulas de suelo y materia organica.

d.- Embalaje de las muestras en bolsas de papel para permitir la respiracion del hongo e
impedir la acumulacion de humedad, lo que induciria a un mayor deterioro de la muestra.
f.- Identificacion de la bolsa con el nimero de la muestra colectada en terreno, lugar y
fecha.

g.- Almacenaje en contenedor de aislapol o plastico con hielo o ice pack para su
preservacion durante el viaje.

h.- Transporte en forma rapida (no mas de 2 dias) al laboratorio para proceder a la
aislacion del micelio o esporas.

i.- Identificacion final si fuese necesario, tanto del cuerpo frutal como del micelio aislado
con el apoyo de un especialista en taxonomia flngica.

Aislacion y Acondicionamiento de Cepas
- Codificacion de Especimenes
Para ordenar los especimenes colectados, aislados e incorporados al Cepario de Hongos
Comestibles del Instituto Forestal, se utilizd una codificacion que permitié vincular la informacién de

terreno, los registros fotograficos y las diferentes cepas aisladas.

El cédigo aplicado fue el siguiente:

IFAABBCCC

Donde:
IF: Instituto Forestal (Instituciéon Colectora)

AA: Region de Chile
BB: Sector de Colecta
CCC: Numero de la cepa

- Preparacion de Medios de Cultivo

Para conseguir la aislaciéon del material fungico, se preparé un medio de cultivo que
permitiera el desarrollo de los tejidos de los hongos.

En esta etapa se usé una modificacion del medio Melin—-Norkrans (MMN), que
corresponde a un medio comun para el crecimiento de hongos tanto sapréfitos, como micorricicos y
parasitos (Marx, 1969). La formulacion del medio MMN se muestra en el Cuadro N° 1.
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) Cuadro N°1
FORMULACION DEL MEDIO MMN MODIFICADO

Nutrientes Cantidad
Fuentes de carbohidratos

Extracto de Malta 29

D - Glucosa 59
Nutrientes Minerales

(NH4):HPO,4 0,259

KH,PO, 0,59

MgSO, e 7H,O 0,159

CaCl, 0,05¢g

FeCls 1,2 ml (sol. 1%)

NaCl 0,025g
Vitaminas

Tiamina HCI 100 pg
Agua Destilada 1.000 mi
pH 5,5
Agar 159

Previo a la confeccién de los medios de cultivo, se realizé la desinfeccion de la camara
con alcohol al 70% y tratada con luz UV junto a las placas de Petri. EI medio de cultivo fue
preparado en frascos Erlenmeyer de 1 litro, adicionando los productos quimicos, vitaminas,
carbohidratos y agar correspondientes a la férmula.

Se verificé el pH mediante un peachimetro, ajustandose este con KOH o HCI, para subir
o bajar el pH, respectivamente. Cada medio fue esterilizado en autoclave a 121 °C de temperatura,
1,2 atmdsferas de presion y en un lapso de 20 minutos.

Terminada la esterilizacion de los medios, estos fueron llevados a la camara de flujo
laminar para ser vaciados en placas Petri. El vaciado del medio se realizé con una jeringa estéril
con el medio a temperaturas sobre los 40°C, para evitar la solidificacion de este, agregando 20 ml
de medio a cada uno de las placas.

Finalizado el vaciado, se dejaron enfriar las placas Petri, visualizando en ellas la
finalizacion de la condensacion producto de la evaporaciéon. Posteriormente, estas fueron
guardadas o utilizadas inmediatamente. Este proceso se realizé bajo una camara de flujo laminar
para el trabajo dentro de un ambiente estéril (Figura N°1).
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(e) (f)

(a) Esterilizacion del interior de la camara de flujo laminar con alcohol al 70% y luz UV
(b) Preparacion de placas Petri bajo cdmara de flujo laminar en ambiente estéril

(c) Confeccion de medios de cultivo con elementos particulares de cada uno

(d) Medio esterilizado y vaciado de medio con jeringa estéril a placas Petri

(e) Vaciado de medios de cultivo en placas Petri estériles

(f) Placas Petri con medios de cultivo en etapa de secado

_ Figura N°1
PREPARACION DE MEDIOS DE CULTIVO
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- Procedimientos de Aislacion de Tejidos

En la etapa de aislacion, cada muestra colectada fue previamente registrada en
laboratorio en base a una toma fotografica (Anexo N°2) y la asignacion del cédigo antes
mencionado.

La inoculacion de los medios se realiz6 bajo una camara de flujo laminar, tomando un
segmento de tejido del cuerpo fructifero del hongo. Para ello, se realiz6 la segmentacion del
hongo, dejando expuesto el tejido estéril presente en el interior, permitiendo asi la extraccion de
pequefias porciones de tejido, los cuales se colocaron sobre el medio de cultivo. Hecho este
procedimiento, las placas de Petri se sellaron con papel parafilm, procediendo finalmente a
marcar con el cédigo de la cepa, medio de cultivo utilizado y la fecha de aislacion.
Posteriormente las placas de Petri se colocaron en un ambiente oscuro a 23°C de temperatura,
para que se desarrolle y se verifique el crecimiento sin presencia de otros contaminantes, como
bacterias u otro hongo contaminante (Figura N°2).

(d) (e) (f)

(a) Seccionado del cuerpo fructifero para exponer tejido estéril

(b) Extraccion de tejido estéril para colocarlo en medio de cultivo

(c) Tejido miceliar del hongo en medio de cultivo estéril

(d) Tejido miceliar en placa Petri sellado con papel parafilm con cédigo, medio de cultivo y fecha
(e) Placas Petri con tejido aislado en camara de crecimiento a 23°C y en oscuridad

(f) Estado de desarrollo de tejido a los 30 dias de su aislamiento, sin contaminacion

Figura N° 2
AISLACION DE TEJIDOS
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Para cada cepa aislada, se realizd un seguimiento para ver la evolucion del crecimiento y
la posible aparicion de contaminantes como bacterias y otros hongos.

Ante la aparicion de agentes contaminantes, se procedié a realizar subcultivos
transfiriendo micelio limpio a medio fresco.

De esta forma, se logro la aislacion definitiva de la mayoria de las cepas y con ello la
obtencién de una cantidad de material suficiente para el montaje de los ensayos para la seleccion
de los medios de crecimiento apropiados para cada cepa.

Determinacion de Medios de Crecimiento

Una vez establecida la aislacion definitiva de la gran mayoria de las cepas colectadas, se
establecid un ensayo para definir el mejor medio de crecimiento, en términos técnicos vy
econdmicos, entre tres alternativas que fueron evaluadas para cada cepa.

El ensayo se establecid en laboratorio, con condiciones ambientales de 23°C de
temperatura y 55% de humedad de acuerdo a lo indicado por Santiago-Martinez et al. (2003).

Los medios utilizados fueron los sugeridos por Murrieta et al. (2013), quienes citando a
varios investigadores, sefialan que los medios mas utilizados, ya sea para el aislamiento (medios
sélidos) o la micorrizacion (medios liquidos), son el BAF (Biotina Aneurina Acido Folico) (Moser,
1960), MMN (Medio Melin-Norkrans), y PDA (Papa Dextrosa Agar) que varian de mayor a menor
complejidad y costo (Cuadro N° 2).

Ademas, los mencionados autores indican que estos medios de cultivo han sido
probados en otro tipo de especies y que se han obtenido diversos resultados respecto al éxito de
crecimiento y desarrollo del micelio.

Los ensayos se montaron en placas Petri de vidrio, de 9 cm de diametro por 1,5 cm de
altura, previamente esterilizadas en autoclave a 1,2 atm., a 120 °C por 20 minutos. Los medios de
cultivo utilizados en los ensayos se esterilizaron en frascos Erlenmeyer de 1 L, dispuestos en una
autoclave a 1,2 atm de presion, y 120 °C por 20 min.

El vaciado del medio a las placas Petri se realizé con jeringa desechable, trabajando bajo
una camara de flujo laminar previamente esterilizada con alcohol al 70% y bafios de luz ultravioleta.

En cada placa Petri se depositaron 20 ml de medio de cultivo, dejando enfriar
posteriormente para su solidificacién y verificando la eliminacién del vapor de agua dentro de cada
placa antes de su uso.

Para la inoculacion de los medios de cultivo con cada una de las cepas a evaluar, se
procedié a utilizar uno de dos tipos de sacabocados que permitian obtener circulos de micelio de
1,4 cm de diametro a partir del crecimiento inicial en los trabajos de aislacion.

La instalacion de los ensayos se realizé bajo un ambiente estéril dado por una camara de
flujo laminar, dentro de la cual se realizé la inoculacién de los medios de cultivo. Esta se instald,
utilizando los circulos de micelio obtenidos por los sacabocados y extraidos con un asa estéril para
su ubicacion en los medios de cultivo.
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FORMULACION DE LOS MEDIOS DE CRECIMIENTO A EVALUAR

Cuadro N° 2

Composicion de Medios de Cultivo

Nutrientes
Medio MMN Medio BAF Medio PDA

Fuentes de carbohidratos

Extracto de levadura 0,2g

Extracto de papa 49

Extracto de Malta 29

Peptona 2g

D - Glucosa 1049 30g 209
Nutrientes Minerales

(NH4)2HPO4 0,25 g

FeCl; ¢ 6 H,O 10 mg

ZnS0O,4 ¢ 7TH,0 1 mg

MnSO, ¢ 4 H,O 5mg

KH,PO, 059 059

MgSO,  7H,0O 0,15¢g 059

CaCl, 0,05¢g 100 mg

FeCl; 1,2 ml (sol. 1%)

NaCl 0,025¢g
Vitaminas

Tiamina HCI 0,01 mg 0,05 mg

Biotina 0,001 mg

Acido Félico 0,1mg

Inositol 50 mg
Agua Destilada 1.000 ml 1.000 ml 1.000 ml
pH 55 55 55
Agar 159 159 159

Una vez realizadas las inoculaciones, las placas selladas y codificadas se colocaron en la
camara de crecimiento bajo oscuridad y a 23°C de temperatura. El ensayo evalué los tres medios
de cultivo anteriormente descritos y aplicados a cada cepa aislada, donde cada medio fue
representado por tres repeticiones de una placa Petri cada una, totalizando 9 placas por cepa.

La evaluacion del crecimiento de las cepas en los medios de cultivo se realizé después
de 30 dias de incubar las placas Petri en oscuridad a 23 °C. La evaluacién del crecimiento consistié
en medir con una regla el crecimiento radial de la cepa en cuatro direcciones, tomando como punto
0, el centro de la placa conteniendo el medio de cultivo y el inéculo, registrando en cada ocasion el
incremento en milimetros de la expansion del micelio desde el indculo en su plano horizontal, sobre

cada uno de estos ejes.
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Una vez realizada cada medicion, a cada una de ellas se le resté el radio del circulo
puesto inicialmente, para obtener finalmente el crecimiento real. Los datos obtenidos fueron
digitados y depurados, para posteriormente realizar los analisis de varianza y comparacion multiple
de medias (Test de Duncan con alfa = 0,05) utilizando el software estadistico InfoStat, versiéon
2011/P.

RESULTADOS
Prospeccion y Colecta de Hongos Comestibles

Como resultado del trabajo de prospeccion y colecta (Figura N° 3), se realizaron 92
colecta de especimenes, a los cuales se le realizaron los trabajos de aislacion y limpieza de
contaminaciones en el laboratorio de INFOR en Concepcién.

Sin embargo, del total colectado, se lograron aislar en forma definitiva un total de 75

cepas, 52 de ellas correspondieron a cepas de especies de hongo comestibles con las cuales se
trabajé para el montaje de los experimentos.

(a) Muestras en bolsas de papel con cddigo para identificacion del sitio
(b) Contenedor con icepack para mantener muestras a 3-4°C
(c) Ordenacién y codificacion de muestras en laboratorio

Figura N° 3
COLECTA DE HONGOS

Aislacion de Cepas

La respuesta de las cepas a la metodologia de aislacion utilizada fue variable,
observandose crecimientos muy lentos como fue el caso de algunas cepas de Butyriboletus loyo y
Volvariella speciosa. Otras en cambio, respondieron muy bien a algun tipo de medio o a todos ellos
sin distincién como es el caso de las cepas de Grifola gargal.
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Se observé durante el proceso de aislacion contaminacion de algunos tejidos aislados
dentro de los cultivos, lo que generd un inmediato proceso de sub cultivos para la eliminacion de la
contaminacion respectiva, lograndose una eliminacion exitosa en la mayoria de los tejidos de las
cepas aisladas, después de unos meses de trabajo.

En otros casos la cepa no pudo ser separada del organismo contaminante, por lo que
varias cepas en proceso de aislacion se perdieron (Figura N° 4).

. FiguraN° 4
CONTAMINACION POR BACTERIAS Y HONGOS

Seleccion de Medios de Cultivo

Una vez realizada la instalacion de los ensayos con las 52 cepas de hongos comestibles,
se procedié a realizar las mediciones una vez cumplido el periodo de 30 dias, tiempo suficiente
para que la cepa desarrollara crecimiento (Figura N° 5).

Los resultados de las mediciones con los crecimientos promedios de cada una de las
cepas en cada uno de los medios, junto con los resultados de los andlisis estadisticos respectivos
se muestran en el Cuadro N° 3. Para los andlisis de varianza y comparacién mdultiple de medias
(Test de Duncan con alfa = 0,05) utilizando el software estadistico InfoStat, version 2011/P.

En lo que respecta a la especie Suillus luteus, existe un comportamiento variable de
acuerdo a la 13 cepas que se analizaron. La gran mayoria de las cepas presentaron un crecimiento
mayor en los 2 medios mas complejos, sin embargo, cinco de ellas no presentan diferencias
significativas en el crecimiento radial entre los medios de cultivo utilizados, en tanto que otras 6
presentan crecimientos con diferencias estadisticamente similares entre los medios BAF y MMN,
pero que difieren en el nivel de significancia en relacion al medio PDA. Mientras que otras 2 cepas
presentan diferencias significativas entre el medio BAF y los otros medios evaluados. Estos
resultados concuerdan con los obtenidos por Pereira et al. (2007) y Chavez et al. (2007), los cuales
encontraron un crecimiento eficiente en los medios MMN y BAF en valores de pH entre 4,8 y 5,8.
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(8)

(a) Instalacion de ensayos bajo ambiente estéril en camara de flujo laminar

(b) Sacabocados de acero para la elaboracién de discos de micelio

(c) Elaboracion de discos de inoculacion

(d) Aspecto de los discos de micelio puesto en los medios de cultivo en placas de Petri

(e) Crecimiento radial de Suillus luteus (cepa IF1613005) en medios PDA, MMN y BAF

alos 30 dias

(f) Crecimiento radial de Rhizopogon luteolus (cepa IF1615003) en medios PDA, MMN y BAF
alos 30 dias

(g) Marcaje de lineas de puntos de medicion

(h) Medicién de crecimiento radial

| Figura N° 4 ;
INSTALACION DE ENSAYO Y AISLACION DE CEPAS
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Los resultados muestran también concordancia con estudios realizados por Gonzalez et
al. (2014), quienes concluyen que esta especie se desarrolla adecuadamente en los medios BAF y
MMN, con una abundancia de nutrientes, como también en un medio como EMA con baja
presencia de ellos. Ademas, estos mismos investigadores sefialan que las cepas de esta especie
son determinantes en el tipo de respuestas al crecimiento en condiciones in vitro. Las diferencias
en relacion al origen de las cepas también fueron observadas en otros estudios realizados en
Espafia por Ruiz-Diez et al. (2006) que indican una diferencia en el crecimiento de los cultivos
dependiendo de la zona de procedencias de las cepas

En relacién a Suillus granulatus, los ensayos realizados indican que los mejores
crecimientos a los 30 dias de evaluados correspondieron al medio BAF, pero siendo las cepas
IF1616002 y IF18001, las que muestran diferencias significativas tanto para el medio PDA como
para MMN en relacién a la primera y solo PDA para la segunda, observandose ademas que las
otras 5 cepas de S. granulatus presentaban la misma tendencia de crecimiento, aunque sin
presentar diferencias entre los medios. Estos resultados difieren en cuanto a lo obtenido por
experiencias realizadas por Murrieta et al. (2013) trabajando con una cepa de esta especie,
logrando como resultado una mayor area de crecimiento bajo el medio PDA.

Suillus bellini representado en el ensayo por tres cepas, mostré crecimientos mayores en
medios mas complejos, sin embargo, solo la cepa IF1611003 presenté diferencias significativas
entre los tres medios, con un crecimiento mayor en el medio MMN.

Como resultado de la respuesta a los medios de crecimiento para las 3 especies del
género Suillus, se observa una tendencia similar en relacién a un mayor crecimiento radial en
medios mas complejos. Esta similitud en el comportamiento fue en parte demostrada por estudios
realizados por Pereira et al. (2007), quienes encontraron un comportamiento en crecimiento en
medio BAF similar entre S. belliniy S. luteus.

Para el caso de Agaricus campestris, este presento un crecimiento mucho mas lento que
especies saprofitas como Pleurotus ostreatus o Flammulina velutipes. De los crecimientos
obtenidos, los mejores resultados se lograron con el medio BAF seguido de PDA. Segun estudios
realizados por Pacioni (1987) con la especie A. bisporus, los mejores resultados se obtuvieron con
los medios PDA (Papa-dextrosa-agar), MEA (Extracto de malta-agar) y MPGA (Malta-peptona-
agar).

Para el presente estudio el medio mas completo en nutrientes y vitaminas fue el que
alcanz6 mayor expansion en las placas, siendo estadisticamente significativo su crecimiento en
relacion a PDA y MMN, este Ultimo con un resultado significativamente menor en relacién a los
otros medios evaluados. En tanto que, para la especie del mismo género, A. arvensis las dos
cepas evaluadas presentan un comportamiento similar, con un crecimiento estadisticamente
significativo, entre el medio BAF en relacion a los otros medios evaluados.

Otra especie evaluada fue Rhizopogon luteolus, con 7 cepas evaluadas, de las cuales 5
no presentaron diferencias significativas entre los 3 medios aplicados, mientras que las otras 2, las
cepas IF1608001 y IF1612004, tuvieron un crecimiento estadisticamente significativo respecto a
PDA y BAF o solo para PDA, respectivamente. En tanto que otros especimenes del género, pero
no identificados aun a nivel de especie, mostraron también crecimientos mayores en el medio MMN
pero solo la cepa IF1615004 presentaba diferencias significativas respecto a los otros medios de
crecimiento evaluados.
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Cuadro N° 3
SELECCION DE MEDIOS DE CULTIVO PARA CEPAS DE HONGOS COMESTIBLES COLECTADAS

N° Cepa Especie N° Medios de Cultivo (cm)

Repet. PDA * MMN * BAF *
IF1601001  |Agaricus campestris (L.) Fr. 3 0,86 b 0,50 a 1,08 c
IF1601002  [Suillus luteus (L.) Roussel 3 1,53 a 1,44 a 1,39 a
IF1601005 |Volvariella speciosa (Fr.) Sing. 3 1,12 a 0,78 a 1,16 a
1IF1602001 Rhizopogon luteolus Fr. 3 0,70 a 0,72 a 0,81 a
1IF1602004 |(Agaricus arvensis Schaeff. 3 0,71 b 0,40 a 1,23 [
IF1602006  |Suillus granulatus (L.) Kuntze 3 0,73 a 0,90 a 1,43 a
IF1603001  (Suillus luteus (L.) Roussel 3 0,75 a 1,19 b 1,08 b
IF1603004  |Suillus granulatus (L.) Kuntze 3 1,15 a 1,05 a 1,58 a
IF1603007  |Agaricus arvensis Schaeff. 3 0,96 a 0,95 a 1,18 b
1IF1604001 (Flammulina vellutipes (Kurt.:F.) Karst 3 3,50 a 3,39 a 3,50 a
IF1604002 |Lactarius deliciosus (L.:Fr.) Gray 3 0,65 b 0,27 a 1,43 c
IF1604003 (Lactarius sp. 3 0,46 a 0,24 a 1,20 b
IF1604004  (Suillus granulatus (L.) Kuntze 3 0,93 a 1,11 a 1,04 a
IF1604006  |Armillaria mellea (Vahl) P. Kumm 3 3,13 b 1,36 a 1,70 a
IF1605001  [Suillus luteus (L.) Roussel 3 1,06 a 1,89 b 1,41 ab
IF1605002  |Suillus granulatus (L.) Kuntze 3 0,92 a 0,91 a 1,17 a
IF1606005  (Suillus luteus (L.) Roussel 3 0,69 a 1,45 b 1,38 b
IF1607001  [Suillus luteus (L.) Roussel 3 0,78 a 0,91 a 0,87 a
IF1608001 |Rhizopogon luteolus Fr. 3 0,73 a 1,24 b 0,85 a
IF1608003  |Pleurotus ostreatus (Jacq.) P. Kumm. 3 0,49 a 1,68 b 2,73 c
IF1608006 |Lactarius deliciosus (L.:Fr.) Gray 3 0,83 a 0,38 a 0,83 a
IF1609003  [Suillus luteus (L.) Roussel 3 1,05 a 1,08 a 1,79 b
IF1610002  [Suillus luteus (L.) Roussel 3 0,46 a 0,81 ab 0,96 b
IF1611002  |Rhizopogon luteolus Fr. 3 0,58 a 1,03 a 1,23 a
IF1611003  (Suillus bellini (Inz.) Kuntze 3 0,64 a 1,42 c 1,09 b
IF1612002  |Suillus bellini (Inz.) Kuntze 3 0,71 a 0,99 a 1,12 a
IF1612004  (Rhizopogon luteolus Fr. 3 0,47 a 0,83 b 0,68 ab
IF1613003  Rhizopogon luteolus Fr. 3 0,64 a 1,02 a 1,03 a
IF1613005  |Suillus luteus (L.) Roussel 3 1,04 a 1,58 b 1,33 ab
IF1614002 (Rhizopogon luteolus Fr. 3 0,92 a 1,13 a 1,08 a
IF1615001  |Lactarius deliciosus (L.:Fr.) Gray 3 0,68 a 0,47 a 1,30 b
IF1615002  (Suillus granulatus (L.) Kuntze 3 0,92 a 0,83 a 1,15 a
IF1615003  |Rhizopogon luteolus Fr. 3 0,72 a 0,93 a 0,91 a
IF1615004  (Rhizopogon sp. 3 0,71 a 1,04 b 0,67 a
IF1615005  [Rhizopogon sp 3 0,98 a 1,58 a 1,09 a
IF1616001  |Boletus loyo Philippi. 3 0,17 a 0,14 a 0,18 a
IF1616002  |Suillus granulatus (L.) Kuntze 3 0,58 a 0,86 b 1,32 c
IF1616004 |Lactarius deliciosus (L.:Fr.) Gray 3 0,98 a 0,51 a 0,92 a
IF1616008  [Suillus luteus (L.) Roussel 3 1,39 a 1,73 b 1,66 ab
TIF1617002  [Suillus luteus (L.) Roussel 3 0,61 a 1,14 a 1,26 a
IF1618001  |Suillus granulatus (L.) Kuntze 3 1,28 a 1,64 ab 1,88 b
TF1618002  [Suillus luteus (L.) Roussel 3 1,56 a 1,24 a 1,63 a
IF1619001  [Suillus luteus (L.) Roussel 3 1,17 a 1,61 a 1,43 a
TF1619003  [Suillus bellini (Inz.) Kuntze 3 0,83 a 0,93 a 0,90 a
IF1620001 [Morchella esculenta (L.) Pers. 3 0,64 a 0,48 a 2,87 b
IF1620002 |Morchella elata Fr. 3 1,56 b 0,63 a 3,85 c
1F1620003 |Morchella conica Pers. 3 2,68 b 0,15 a 3,85 c
IF1621001 (Morchella sp 3 1,78 b 0,33 a 3,85 c
IF1621003  |Suillus luteus (L.) Roussel 3 1,02 a 1,08 a 1,27 b
IF1622001 |Flammulina vellutipes (Kurt.:F.) Karst 3 4,2 a 4,2 a 4,2 a
IF1622002 |Agrocybe aegerita (V. Brig.) Sing, 3 4,2 a 4,2 a 4,2 a
IF1623001 |Grifola gargal Singer 3 138 a 2,62 b 2,00 ab

Nota: * Test de Duncan Alfa= 0,05
Medias con una letra comiin en la misma fila no son significativamente diferentes (p>0,05)
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En relacién a la especie Volvariella speciosa, con la cepa IF1601005 presento
crecimiento mayores y casi similares entre el medio BAF y PDA, siendo el medio MMN el que
produjo un menor crecimiento. Sin embargo, estadisticamente estos tres medios no presentaron
diferencias significativas entre ellos. Respecto al crecimiento, se deberan seguir las investigaciones
en torno a mejorar las condiciones medio ambientales para un mejor desarrollo del micelio. En ese
sentido Fasidi y Akwakwa (1996) han avanzado en utilizar ciertas fuentes de carbohidratos, fuente
de nitrégeno y una proporcion C/N adecuada que impactarian positivamente el crecimiento
miceliar.

Por su parte, Lactarius deliciosus mostré un crecimiento bastante menor en el medio
MMN para las 4 cepas, sin embargo, solo 2 de estas presentan crecimientos mayores en el medio
de cultivo BAF, estableciéndose diferencias significativas con MMN y PDA para las cepas
IF1615001 y IF1604002. En tanto la cepa IF1604003, identificada solo a nivel de género, presenta
también diferencias estadisticamente significativas entre el medio BAF respecto a los medios MMN
y PDA. En relaciéon a estos resultados, lotti ef al. (2012), mencionaron que Lactarius spp se
mantienen de forma normal en los medios mas comunes informados por diferentes investigadores,
como agar papa dextrosa (PDA), agar biotina-aneurina-acido folico (BAF), agar extracto de malta
(MEA) y agar Melin-Norkrans modificado (MMN).

La especie nativa Butyriboletus loyo presentd en los tres medios utilizados, poco
desarrollo miceliar debido a su lento crecimiento, reaccionando de igual manera para los 3 medios,
pero sin un crecimiento que definiera diferencias significativas entre ellos. Comportamiento similar
es el reportado por Chung (2016), indicando que en los ensayos realizados en diferentes medios
de cultivo se obtuvo a los 30 dias para esta especie un lento crecimiento que fluctué entre 0,1 a 0,2
cm a los 30 dias.

Las especies Morchella sp., M. esculenta, M.conica 'y M, elata presentaron los mayores
crecimientos miceliares en el medio mas rico en nutrientes como es el medio BAF con diferencias
significativas en todas las cepas ensayadas de este género en relacion a los otros medios de
cultivo evaluados. A su vez, de los medios de menor crecimiento, el de mas bajo desarrollo
correspondio a medio MMN. Respecto a los resultados obtenidos, estudios citados por Alvarado et
al. (2008) y realizados por Volk, Buscott, Stott entre otros varios investigadores, sefialaron que el
crecimiento miceliar para el caso de M. esculenta es bastante rapido y la disminucién de medios
nutricionales es un factor que aminora su crecimiento. De las observaciones realizadas al
crecimiento miceliar, se verificd la formacién de esclerocios en el medio BAF, el cual presentaba las
mejores condiciones nutricionales. Este fenémeno es comentado por Alvarado et al. (2008),
quienes sefialan que no es necesaria una condicién de restriccion para la aparicion de dichas
estructuras.

Respecto de Armillaria mellea, hongo parasito de tipo cosmopolita, su desarrollo fue
acompanado por una serie de ramificaciones (rizomorfos), siendo estos de mayor numero en el
medio PDA, y asociado también a un crecimiento miceliar mucho mayor a los medios MMN y BAF.

En relacion a la especie saprofita nativa Grifola gargal, esta presenté un crecimiento
mayor en los medios de cultivo mas complejo, siendo el medio de crecimiento MMN, el que generd
mayor crecimiento promedio y presentando diferencias significativas con el medio PDA, pero no asi
con el medio BAF, el cual no presento diferencias con el medio PDA. De acuerdo a Postemsky et
al. (2006), la determinacién optima para la produccién de micelio de G. gargal es un paso
fundamental para la producciéon optimizada de algunos de sus constituyentes con potencial
nutricional y valor nutritivo y farmacolégico.

Para la especie Agrocybe aegerita, el desarrollo miceliar fue bastante rapido, cubriendo
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rapidamente las placas de los tres medios evaluados, por lo que estos no fueron de importancia
para el buen crecimiento de la cepa evaluada.

En el caso de Pleurotus ostreatus, la cepa evaluada tuvo un crecimiento bastante lento,
donde predominé un crecimiento cada vez mayor a medida que se complejizaba el medio de
cultivo, obteniéndose el mayor crecimiento en el medio BAF.

Por ultimo, las 2 cepas de la especie Flammulina velutipes, desarrollaron un crecimiento
bastante rapido, logrando para la cepa IF1622001 crecer en todas las placas Petri en el maximo de
su capacidad en menos de 30 dias, por lo que los medios evaluados fueron indiferentes al ritmo de
crecimiento de esta cepa. Mientras que la cepa IF1604001 también presenté un ritmo de
crecimiento bastante rapido e indistintamente del medio en el que se desarrollaba, sin embargo,
luego de 30 dias de crecimiento, no llegé a cubrir en su totalidad las placas

CONCLUSIONES

De los crecimientos medios obtenidos de cada cepa y en cada medio evaluado, se
concluye que no existe un medio comun que pueda ser el mas eficaz en obtener el mayor
crecimiento para una especie fungica, demostrandose que existen comportamientos diferentes
entre las especies y dentro de cada una de ellas (cepas), lo cual se ve reflejado en los resultados
obtenidos.

El conocimiento mas acabado del comportamiento de los hongos y de sus diferentes
cepas en medios de cultivo especificos, requerira de mayores estudios para definir medios en
particular para cepas especificas, buscando precisar no solo el medio preciso para su crecimiento,
sino que, ademas, sus requerimientos climaticos.

En los resultados obtenidos en el crecimiento de las distintas especies y cepas, no se
descarta el efecto de parametros medio ambientales, como el pH que pudiera haber influido en los
resultados logrados en relacién a su desarrollo miceliar. Para los ensayos establecidos el pH de 5,5
fue estandar para los tres medios de cultivo, lo cual pudo haber influido en el desempefio de las
cepas. Esto fue mencionado por Pereira et al. (2007), cuyos experimentos con distintas especies
de hongos micorricicos indicaron que una variacién de pH es determinante en el comportamiento
de las especies de hongos micorricicos in vitro.

Por lo tanto, es importante proseguir los estudios que permitan determinar las
condiciones O6ptimas de cultivo, relacionando parametros como el pH, la temperatura y la
composicion del medio de crecimientos mas adecuados para cada especie y cepa de interés.
Respecto al medio de cultivo, lotti et al. (2012) reafirman la especificidad de estos para cada
especie, afirmando que muchos hongos ectomicorricicos se pueden cultivar en medios de cultivo
sintéticos y semisintéticos, pero la tasa de crecimiento es extremadamente variable debido a
requerimientos propios de cada especie.

En tanto que, Pereira et al. (2007) observaron que el mejor comportamiento que
presentan los hongos cultivados in vitro se produce en medios nutritivos cuyo pH es similar a aquel
registrado en los suelos en donde estos estaban creciendo en forma natural, por lo que las
condiciones de pH del sector de colecta del material fingico deben ser consideradas para optimizar
el cultivo y propagacion de los hongos en laboratorio.

En lo relativo a los trabajos de colecta de material fungico, el efecto de factores de tipo
climatico y biolégico fueron elementos que influyeron en estas labores, siendo las precipitaciones,
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uno de los parametros ambientales mas importantes junto a la temperatura, las que marcaron las
fechas de aparicion, pero siempre muy ligados a los ciclos bioloégico de la especie o a sus propios
requerimientos ecologicos. Un ejemplo de ello es Butyriboletus loyo, hongo micorricico gregario,
que aparece con las primeras lluvias abundantes de fines de verano y comienzos de otofio; o de
Grifola gargal, hongo saprdfito, con fructificaciones bastante escasas y que aparecen luego de
abundantes precipitaciones en otofio. Estos comportamientos propios de cada especie dificultaron
en cierta forma los trabajos de recoleccion,

Como resumen de los trabajos de recoleccion de especimenes fungicos, se logré colectar
92 cepas para la regiéon de Nuble, 75 de las cuales fueron aisladas y de ellas, 52 correspondieron a
cepas de hongos comestibles, sobre las cuales se realizaron los ensayos correspondientes.

Con respecto al material fungico recolectado, se cuenta para la regién de Nuble con
cepas de diversas especies fungicas comestibles de interés, dentro de los cuales, se cuentan las
especies Suillus luteus, S. granulatus, S. bellini, Lactarius deliciosus, Rhizopogon luteolus, para
hongos comestibles del bosque de pino; ademas de Grifola gargal, Butyriboletus loyo, Morchella
esculenta, M. conica, M. elata en Bosque nativo. Ademas, se aislaron cepas de las especies
Volvariella speciosa, Agaricus campestris, A.arvensis, Flammulina velutipes, con presencia en
pastizales fuera y dentro del bosque y con comportamiento saprofito; al igual que Cyclocibe
aegerita y Pleurotus ostretus, pero con habitos de tipo lignicola; y finalmente, Armillaria mellea,
hongo parasito con cuerpos fructiferos comestibles llamados “pique”.
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Anexo N°1
MAPAS CON LAS AREAS POTENCIALES DE PROSPECCION Y COLECTA
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Mapa de la Region de Nuble con Masas Forestales de las Especies del Género Nothofagus
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ANEXO 2

FOTOGRAFiIAS DE MATERIAL COLECTADO DE ALGUNAS CEPAS DE LAS ESPECIES

SECTOR 04
K ANV
Cod: 1F164001
Especie: Flammulina vellutipes
Cddigo: IF164001

Especie: Suillus bellini
Cédigo: IF1619003

Especie: Suillus granulatus
Cddigo: IF162006

Especie: Pleurotus ostreatus
Caédigo: IF168003

Especie: Suillus luteus
Cédigo: IF166005

Especie: Armillaria mellea
Cédigo: IF164006
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pecie: Agaricus campestris pecie: Volvariella speciosa Especie: Agaricus arvensis
Cddigo: IF161001 Cédigo: IF161005 Cédigo: IF162004

Especie: Lactarius deliciosus Especie: Rhizopogon luteolus Especie: Butyriboletus loyo
Cédigo: IF164002 Cédigo: IF166002 Cédigo: IF16160
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Especie: Morchella esculenta Especie: Morchella elata Especie: Morchella conica
Cédigo: IF1620001 Coédigo: IF1620002 Cédigo: IF1620003

Especie: Morchella sp Especie: Grifola gargal Especie Probable: Ciclocybe aegerita
Caédigo: IF1621001 Caodigo: IF1623001 Cédigo: IF1622002
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