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RESUMEN

Se analiz6 el comportamiento in vitro de 6 cepas de las especies Suillus luteus, S, granulatus y S. bellinii, asociados a
plantaciones de Pinus radiata. Se evalud las variables crecimiento radial (CR), velocidad media de crecimiento(VMC) y
biomasa (B) creciendo en los medios PDA (Papa Dextrosa Agar), MNM (Medio Melin-Norkrans) y BAF (Biotina Aneurina
acido Fdlico) y en 5 niveles de pH (4,8, 5,3; 5,8; 6,3; y 6,8). A nivel de cepas se analiz6 las interacciones presentes entre
los factores medio de cultivo y pH. Se observé comportamientos variables de cada cepa para las variables CR y VMC
frente a los factores evaluados. Para la variable B, se observan promedios significativos para los medios de cultivo PDA
y/lo BAF, dependiendo de la cepa estudiada, con valores significativos de pH que variaron para cada cepa.
Comparaciones entre valores del CR y de B, muestran alta correlacion entre ellos para cepas de S. granulatus, baja para
cepas de S. luteus y mediana a nula para cepas de S. bellinii.

Palabras claves: Suillus, cepas, pruebas de crecimiento, in vitro

SUMMARY

The in vitro behavior of 6 strains of the species Suillus luteus, S. granulatus and S. bellinii, associated with Pinus radiata
plantations, was analyzed. The variables radial growth (CR), average growth speed (VMC) and biomass (B) growing in
PDA (Potato Dextrose Agar), MNM (Melin-Norkrans Medium) and BAF (Biotin Aneurin Folic acid) media and in 5 pH levels
(4.8, 5.3, 5.8, 6.3, and 6.8) were evaluated. At the strain level, the interactions between the culture medium and pH levels
were analyzed. Variable behaviors of each strain were observed for the CR and VMC variables. For variable B, statiscally
significant differences were observed for the PDA and / or BAF culture media, depending on the strain studied, with
significant pH values that varied for each strain. Comparisons between CR and B values show high correlation between
them for S. granulatus strains, low for S. luteus strains and medium to null for S. bellinii strains.

Keywords: Suillus, strains, growth testing, in vitro

INTRODUCCION

El uso de los recursos micoldgicos del bosque comenzé con los pueblos originarios que los utilizaban
para alimentacién. En la actualidad este uso de ha masificado, llegando a constituir los hongos silvestres
comestibles un recurso natural de gran importancia econémica y social.

La riqueza micoldgica nativa se vio aumentada con la introduccion de especie forestales como Pinus
radiata, en cuyas plantaciones se desarrolla una variedad de especies fangicas, dentro de las cuales
destacan Lactarius deliciosus y especies del género Suillus. Estas especies fungicas acompafiantes del
pino han sido de gran importancia en el contexto social y econdmico de muchas familias rurales, y en la
actualidad representan para el pais exportaciones comerciales con valores cercanos a los US$3,8 MM
para Suillus spp. y US$137 mil para Lactarius deliciosus (INFOR, 2020).

Los hongos del género Suillus conviven simbiéticamente con las raices de arboles de Pinus radiata,
principal especie plantada en Chile. Sin embargo, para asegurar su presencia resultan importantes los
trabajos de micorrizacién, especialmente en la etapa de viverizacién de las plantas.
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En la actualidad, los hongos comestibles del género Suillus, y en especial las especies de mayor
presencia en plantaciones de pino como son S. luteus, S. granulatus y S. bellinii, constituyen un recurso
valioso, cuyo uso como alimento o insumo comercial ha adquirido gran importancia en las zonas rurales,
gracias a la necesidad de cubrir el aumento en la demanda de productos de tipo organico y de tipo
funcional. Su recoleccién es desarrollada por miles de personas y/o familias que ven en esta actividad
una forma de mejorar su calidad de vida, siendo, el eslabén principal de la cadena de comercializacion

Las especies del género Suillus son hongos simbiontes catalogado dentro del grupo de los hongos
pioneros (Bruns et al., 2002; Blanco et al., 2012) del tipo ectomicorricico y que desarrollan su ciclo de
vida en bosques de pino presentes en buena parte de nuestro territorio nacional. La proliferacion de sus
cuerpos fructiferos ocurre principalmente en los meses de otofio, pudiendo aparecer en menor medida en
la época de primavera, cuando las condiciones ambientales permiten su desarrollo. Ademas de su
importancia econdmica como PFNM, poseen como todo hongo micorricico una importancia ecolégica
dentro de los ecosistemas forestales, por lo que cualquier actividad dentro del bosque o eventos que
sean causados en forma natural o antropica que alteren el suelo tendrian un importante impacto en la
supervivencia y fructificacién de estos hongos.

La relaciéon simbiotica entre hongos y especies forestales constituye una ventajosa oportunidad para
implementar lineas de investigacién y desarrollo innovativos, que conjuguen la recuperacién de suelos
degradados con la restauracién y enriquecimiento del bosque, mejorando el desempefio de las
plantaciones, con la generacién de productos intermedios de alto valor econémico, ecoldgico y social,
como son los hongos ectomicorricicos comestibles. Sin embargo, la produccién natural de estos hongos
en el bosque es variable, de modo que el interés por obtener una produccién alta y estable, ha motivado
iniciativas para cultivarlos mediante el establecimiento de plantas inoculadas con cepas adaptadas a
condiciones medioambientales especificas (Chung, 2020).

En relacién a lo anterior, y para llegar a determinar las condicionas ideales para que se establezca y
desarrolle el hongo en conjunto con la planta, se ha hecho necesario una serie de investigaciones en
torno al desarrollo de una planta ideal inoculada con el hongo, que pueda desarrollar esta simbiosis
conjuntamente con el desarrollo de hongos comestibles, previo y posterior a las labores de plantacion.

Para llevar a cabo los trabajos de inoculaciéon de plantas con hongos ectomicorricicos especificos, se
deben realizar un conjunto de investigaciones para desarrollar protocolos que posibiliten el contacto y una
exitosa unién hongo-planta dando lugar a las formaciones ectomicorricicas. Para ello, uno de los
aspectos importantes, es la elaboracion de material inoculante y dentro de este, la cepa de hongo
previamente seleccionada y masificada bajo parametros ambientales y quimicos fijadas en laboratorio,
como son el pH y la disponibilidad de nutrientes.

Para tales efectos se requiere disponer de un banco de cultivos puros con cepas nacionales, donde
abastecerse y seleccionar material de acuerdo a caracteristicas especificas de uso. Por este motivo, el
Instituto Forestal ha establecido un banco de cepas, con el propésito de generar una masa critica para la
elaboracién de productos que permitan generar diversos formatos de material inoculante fingico, que
puedan ser utilizados en la produccion de plantas y posibilitar asi mejorar la rentabilidad de plantaciones
forestales a través de una produccion de hongos ectomicorricicos comestibles de alto valor econémico y
social.

Por lo tanto, para los trabajos de inoculacién con hongos micorricicos, se requiere de inoculantes
fungicos a gran escala, por estas razones es necesario definir la composicién 6ptima del medio de cultivo
para cada hongo tomando en cuenta las diferentes cepas una gran variacién de condiciones del suelo
(Islam & Ohga, 2013).

Consecuentemente, el presente trabajo busca investigar el desempefio de 3 especies del género Suillus
(S. luteus, S. granulatus y S. bellinii) y sus respectivas cepas (2 cepas por especie) bajo diferentes
condiciones controladas de cultivo en condiciones in vitro, evaluando el efecto de 3 medios de cultivo
(PDA, MMN y BAF) vy 5 niveles de pH (4,8; 5,3; 5,8; 6,3 y 6,8) sobre el crecimiento radial (CR), velocidad
media de crecimiento (VMC) y peso seco de la biomasa (B) producida por cada una de las especies y
cepas.

18



Ciencia & Investigacion Forestal Vol. 27 N° 3. Diciembre, 2021

MATERIALES Y METODOS

Se utilizaron 2 cepas de cada uno de los hongos comestibles ectomicorricicos Suillus luteus L. Gray, S.
granulatus (L.) Roussel y S. bellinii (Inz.) Kuntze (Figura 1), procedentes del banco de cepas del Instituto
Forestal de Chile (INFOR) y cuyo material fue colectado desde plantaciones de Pinus radiata en
diferentes regiones de nuestro pais (Cuadro 1).

Los cultivos puros fueron obtenidos de aislados usando la técnica descrita por Molina y Palmer (1982),
generados a partir del sombrero de un esporocarpo joven y cultivados sobre medio MMN en agar (Melin-
Norkrans modificado), bajo oscuridad y a temperatura de 23°C.

Figura 1. Imagenes de Suillus luteus (a), S. granulatus (b) y S. bellinii (c) en su ambiente bajo plantaciones de pino

En una etapa preliminar, el material original de cada cepa fue activado y masificado en discos de Petri
con medio Extracto de Malta- Agar (EMA) al 2%. Para ello, se extrajo desde el material original discos de
5 mm, los que fueron puestos en el centro de placas petri con 20 ml del medio nutritivo durante 30 dias,
periodo en el cual se generd suficiente tejido miceliar para ser utilizados en la instalacion del estudio
respectivo.

Para la instalacion del estudio, los medios de cultivos usados fueron: (i) PDA, extracto de papa dextrosa
agar (Difco, Bencton Dickinson and Company, USA); (i) MNM, Melin- Norkrans (Marx, 1969); y (iii) BAF,
Biotina Aneurina Acido Félico (Moser, 1960). Sobre ellos se evalué el comportamiento de cada cepa en
relacion a su crecimiento radial (CR) en milimetros, velocidad media de crecimiento (VMC) en milimetros
por dia y biomasa (B) en miligramos y en 5 niveles de pH (4,8; 5,3; 5,8; 6,3 y 6,8), usando un disefio
estadistico completamente aleatorizado con cinco repeticiones de cada tratamiento.

Cuadro 1. Cepas y antecedentes de las especies utilizadas (S. luteus, S. granulatus y S. bellinii)

L. Ubicacién .
Cédigo Region, Tipo de Edad
Especie Provincia, Lat (°S), Altitud  Suelo Hospedante
de cepa N rodal
Comuna Long (°O) (msnm) (afios)
Nuble, Itata, 36°28'41,90” S Franco .
Suillus IF1618002 Coelemu 72°42'15,34” O 29 arenoso P. radiata 8
Franco
luteus Maule, Talca, 35°34'20,94” S ; .
IF732003 Constitucion 72°36°08.20” O 25 arcillo P. radiata 5
arenoso
Araucania . .
. ’ 38°42°52,23” S Limo .
Suillus IF937002 I(Ena;‘t;r?élNueva 73°01'34.57” O 65 arcilloso P. radiata 8
granulatus < — Ay 0
Nuble, Diguillin, 36°42'10,86” S Franco .
IF1616002 Quillén 72°30'27.43" O 536 arenoso P. radiata 10
O’Higgins, 04 »
34°21°'29,70” S Franco .
Suillus IF633001 ﬁardﬁnr?l Caro, 71°53'46.70" O 440 arcilloso P. radiata 15
betlinii Marﬁ I |_l{e 36°10'58,02" S F
aule, Linares, , ranco )
IF713001 | ongavi 71°32'12.89" O 332 jimoso P. radiata 4

Los medios de cultivo utilizados se esterilizaron en autoclave a 121°C, a 1, 2 atm de presion, por 30
minutos, ajustando previamente sus valores respectivos de pH con HCL o KOH 1N y con mediciones
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realizadas con un peachimetro marca Thermo Scientific Orion modelo Star A111. Finalizado el proceso
de esterilizacion, estos fueron llevados a una Camara de Flujo Laminar marca Filtromet modelo H24302,
de fabricacion nacional, donde se realiz6 el vaciado de los medios de cultivo a discos de Petri de 90 x 15
mm, ayudados por una jeringa de 25 ml, vertiendo 20 ml de medio en cada disco. Posteriormente, se dejo
enfriar en ambiente estéril hasta su uso.

El proceso de instalacion de los ensayos se realizd con la ayuda de un sacabocado que permitié obtener
segmentos circulares de 5 mm desde las placas que contenian el material miceliar madre. Estos
segmentos fueron dispuestos en el centro de los discos de Petri correspondientes a cada tratamiento,
procediendo luego a sellarlos con cintas de parafilm y marcarlos con el nombre de la especie, codigo de
cepa, nimero de repeticion, medio de cultivo, nivel de pH y fecha de instalacion.

Una vez finalizada la operacién de instalacién de los ensayos en los discos con los segmentos miceliares
respectivos, estos se ingresaron a una Camara de Crecimiento marca Forma Scientific modelo 3744, en
oscuridad y a 24°C de temperatura por 30 dias.

Para realizar las mediciones de crecimiento radial (CR) se utilizé un pie de metro digital marca
Ubermann. Cada medicién radial se realiz6 en 4 direcciones a partir del centro donde se ubicé el disco de
micelio, registrandose el crecimiento de las cepas en cada uno de los discos de cada tratamiento cada 3
dias por un lapso de 30 dias.

Para obtener los valores de biomasa seca (B) al final del periodo de evaluacién, se procedié a extraer
desde los discos de Petri, el micelio obtenido junto con el medio con agar.

Para eliminar el agar, se aplicé la metodologia utilizada por Santiago-Martinez et al. (2003), que consistio
en eliminar el agar por calentamiento en bafio maria y luego enjuagando la colonia con agua caliente,
para después secarla en estufa a 60 °C por 48 horas hasta peso constante.

Posteriormente se pesé cada muestra, descontando el peso del papel y del indculo inicial, obteniendo asi
la biomasa seca producida en cada tratamiento (Figura 2).

Para determinar la velocidad media de crecimiento (VMC) de las cepas, se uso los datos obtenidos de
mediciones de crecimiento radial cada 3 dias por 30 dias, los que se ajustaron mediante una ecuacion de
regresion lineal para calcular la pendiente de la curva de crecimiento y obtener el promedio de
crecimiento del hongo por dia (Santiago- Martinez et al., 1995).

El andlisis de los datos se realiz6 mediante analisis de varianza (ANDEVA), utilizando para ello, el
software estadistico INFOSTAT version 2015p.

La homogeneidad de varianza se evalué mediante la prueba de Levene (P < 0,05). En tanto que el
supuesto de normalidad de los residuos se evalu6 a través de la prueba de Shapiro-Wilks (P < 0,05).

Por otro lado, para detectar diferencias significativas entre los tratamientos, se aplicd la prueba de
comparaciones multiples de Tukey (Montgomery,1984), con P < 0,05.

Para visualizar la relacién entre las variables analizadas, se calculé el coeficiente de correlacién de
Pearson que indica el grado de linealidad existente entre pares de variables.
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Figura 2. Preparacion de los medios de cultivo (a); Ajuste de pH de los medios de cultivo (b); Esterilizacion de medios de cultivo en
autoclave (c); Estableciendo los tratamiento con la ayuda de un sacabocado (d); Discos de petri con los diferentes tratamientos en
camara de crecimiento a 24°C (e); Segmento circular de 5 mm extraido con sacabocado y utilizado como inoculante (f); Vaciado de
medios a discos de Petri (g); Aspecto de crecimiento de cepa de S. granulatus a distintos PH en medio PDA (h); Medicién del
crecimiento radial de cada cepa y su tratamiento (i); Extraccion de agar desde micelio crecido en discos de Petri (j); Colocacion de
micelio puro en papel de aluminio y secado a 60 °C pos 48 horas (k); Pesaje de micelio puro en papel de aluminio previamente
pesado (l).

RESULTADOS
Anadlisis de Suillus luteus

-A nivel de cepas

Los ANDEVA de los datos obtenidos para las cepas IF732002 y IF1618002, arrojan interacciones
significativas entre los factores nivel de pH y medio de cultivo con efectos sobre las variables crecimiento
radial (CR) y velocidad media de crecimiento (VMC), mientras que para el peso seco de la biomasa (B),
so6lo se observd interacciones para la cepa IF732002 (cuadro 2).
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Cuadro 2. Significancia estadistica del andlisis de varianza (ANDEVA) para los valores medios
obtenidos de las variables crecimiento radial (CR), velocidad media de crecimiento (VMC) y
biomasa (B) para cepas de Suillus luteus.

Cepa IF732002 Cepa IF1618002
RS CR VMC B CR VMC B
(mm) (mm/dia) (mg) (mm) (mm/dia) (mg)
Medio < 0,0001* < 0,0001* < 0,0001* 0,0010* < 0,0001* 0,2884
pH < 0,0001* < 0,0001* 0,0001* 0,6073 0,6714 0,6571
Medio x pH 0,0025* 0.0042* 0,0341* 0,0303* 0,0180* 0,2290

* Efectos significativos (P< 005)

-Crecimiento Radial: La cepa IF732002 evidencid mayor crecimiento en el medio PDA a pH 5,8, sin
diferenciarse significativamente del observado en PDA a pH 5,3y 6,3 y en MMN a pH 6,8, observandose
ademas una baja en el crecimiento a pH 4,8 en los tres medios utilizados.

Respecto al pH, se presentd mayor crecimiento a 5,8, con diferencias significativas so6lo con valores de
5,3 y 4,8. A nivel de medios de cultivo, PDA present6 el mejor desempefio. Para la cepa IF1618002 se
observé mayor crecimiento en el medio MMN a pH 6,3, en tanto el medio BAF a pH 6,8 presenté el
menor crecimiento entre todos los tratamientos aplicados. Respecto al pH, este no presenté diferencias
significativas entre los diferentes niveles (cuadro 3).

-Velocidad Media de Crecimiento: Para la cepa IF32002 el comportamiento fue similar al observado en el
crecimiento radial; crecimiento mas rapido en el medio PDA a pH 5,8, pero sin presentar diferencias
significativas a pH 5,3 y 6,3 dentro del mismo medio, y tampoco con los medios MMN a pH 6,8 y BAF a
pH 5,8. La menor velocidad de crecimiento miceliar se observd a pH 4,8 diferenciandose
significativamente de los demés niveles evaluados.

En medio PDA el crecimiento fue significativamente mas rdpido que en los restantes. En el caso de la
cepa IF 1618002, no se observé diferencias significativas entre los niveles de pH dentro de cada medio
de cultivo, pero si entre ellos.

La mayor VMC se obtuvo en el medio MMN a pH 6,8, siendo el medio MMN significativamente mejor que
los medios restantes independientemente del nivel de PH (cuadro 3).

-Biomasa: En la cepa IF732002, la mayor cantidad de materia seca se obtuvo en el medio BAF a pH 5,8,
con rendimientos también altos para los medios PDA y BAF, en comparacion al medio MMN que obtuvo
los peores promedios.

No se observo diferencias entre los tratamientos que consideran al medio PDA con pH 5,3y 6,3 y el
medio BAF con pH 5,3 y 6,8, los cuales no se diferencian significativamente del tratamiento con mayor
produccion de biomasa seca.

La biomasa fue significativamente menor a pH 4,8. Con respecto a la cepa IF1618002, esta no presenté
diferencias significativas entre los diferentes tratamientos (cuadro 3).

-Correlaciones entre variables: En ninguna de las cepas se observd una correlacion elevada entre la
produccion de biomasa seca con el crecimiento radial ni con la velocidad media de crecimiento,
observandose coeficientes de correlacion que fluctian entre 0,27 y 0,35.
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Cuadro 3. Efecto del medio de cultivo y pH sobre los valores medios (m) y desviaciones estandar (DE) de las variables crecimiento
radial, velocidad media de crecimiento y produccién de biomasa a nivel de cepas de Suillus luteus.

Factores Interaccidén Crecimiento radial {mm) Velocidad media de crecimiento (mm//dia) Biomasa (mg)
Cepa . . Medio pH Medio*Ph Medio pH Medio*Ph Medio pH Medio*Ph
Med H Medio*Ph
= et m2DE m=DE m*DE m2DE m2DE m+DE mDE mDE m2DE ]
4.8 {n=5) 15,04 1,04 bcdef 061 0,07 cdef 103,98 1091 bcdef
48 5.3 (n=5) HELEE 23,41 2,06 ab 051+ b 081 008 b 78454 b 113,80 15,16 abcd
- n=. c X | abc x X C ’ . abcae
PDA (n=15) EETT—— 23,48+ 2,89 Tomes 183 o | 078+ 011 o5 o0E @ | 110,42 ¢ 32,35 1512 786 abed
{n=25) 2n=5) | 40 ® . £ 8 01a ° ‘ =8 1249 ° . S0 e
6.3 {n=5) 24,15 3,43 ab 081 008 abc 11347 9,15 abcde
>3 6.8 (n=5 A0 22,14 383 bcd e 074 013 abcd EEEE 105,74 17,57 bcdef
= a a
(n=15) 8 (n=5) 325 : 5 i 012 : ,12 300 27,38 ] : ceel
4.8 (n=5) 1499 1,28 &f 045 007 &f 45,22 12,46 g
5.3 (n=5) 20,17 1,72 bcde 0,70 008 bcde 73,12 10,03 defg
IF732002  MMN 58— |lese: | 2375: — ot 088X | 079% — 67041 | 113562 —— o =S
= a a a
=75)  (n=25) (n=15) —2 05l o og 433 ° 20> 1BO Octe | 444 014 ° B8 OUF dcce 4,49 3742 ° 225 720 *©g
6.3 (n=5) 15,55 2,13 bcdef 067 008 bcde 63,22 677 fg
6.8 (n=5) 2453 223 ab 0,85 0,10 ab 81,66 7,87 cdefg
83 4.8 (n=5 A g 13,60 257 f oris -, 044 010 f 102182 85,18 34,90 cdef
(n=15) _48(n=5) | 419 I A L 0,14 L 38,51 _ 8218 5430 cdefg
5.3 (n=5) 17,58 2,81 cdef 058 010 def 123,28 22,75 abc
8F 5.8 (n=5 1m0y 22,55 3,48 hdd 038 0,75 0,12 abcd 121852 154,54 20,43
{n=25) 6.3 _58(n=5) | 4,32 21,1832 hﬁ 0,15 071+ ﬁ 35,19 101,26+ '7':
=! a a a
(ne1s) —=2 (n=5) P 18,58 526 bcdef D 064 019 bcde - 129,86 4523 a
6.8 (n=5) 16,86 1,30 def 055 004 def 116,39 9,63 abc
4.8 (n=5) 17,55 2,37 ab 061 008 abc 90,52 1464 a
8 5.3 (n=5 1895, 23,08 4,34 ab 088, 0,81 0.10 ab BLATE 108,46 16,31
PDA (n=15) L19.0?1 5 3,25 =P A% 3% loess 5 013 0B 20 3™ giee: 20,97 - = 2
=! a
(n=25) S8In5) |, 2133 693 ab - 073 023 abc . 98,56 2454 a
6.3 (n=5) 1642 541 ab 055 017 ¢ 79,02 2972 a
>3 6.8 (n=5) w1, 16,97 4,19 ab 089, 055 0,14 s00s2 81,64 20,40
{n=15) & [n= 2,41 - 20 @ 0,17 . 2t c 23,35 : e
4.8(n=5) 20,76 3,87 ab 072 018 abc 70,74 10,08 a
53(n=5 1996 481 ab 069 021 abc 70,90 18,80 a
IFels0nz - MMN - ﬁ”'“* B 02 sar ab | s P L T07s osmabe | s @ P s s a
=! a a a a a a
(n=75)  (n=25) (n=1s) —20M5) | eg 551 o <% 5% 88 | g3 023 ° 20 950 % | 580 aiya 058 Sees A
6.3 (n=5) 2515 562 & 093 021 ab 9556 26,74 &
6.8 (n=5) 2468 173 a 095 016 a 92,27 1498 a
&3 48(n=s5 AL 17,18 259 ab e 057 008 b PEAE 83,14 31,19
=l a a a
{n=15) —28(n=5) | 582 ° ——l=f 37 80 0,23 T — 29,00 - =2 2
5.3 (n=5) 17,24 217 ab 056 008 b 90,80 20,16 a
BF 5.8 [n=5 1a9s 17,89 2,93 ab 08 050 0,11 ab TEE 5 78,88 39,39
(n=25) 6.8 _58(n=5) | 3,13 18,79 % % 0,12 0,66 % 30,91 89,04 - =3 3
=! a a a
(ne15) —B=2 (n=5) - 2042 317 a - 068 012 abc 2 11046 2675 a
6.8 (n=5) 1473 288 b 049 013 ¢ 93,20 3651 a

(*) valores medios con una letra comin no son significativamente diferentes (p » 0,05)

-A nivel de especie

-Crecimiento Radial: EI mejor desempefio se observé en medio MMN a pH 6,8 y en PDA a 5,8. En MMN
el crecimiento estuvo directamente relacionado con el nivel de pH, mientras que en PDA y BAF, los
mayores crecimientos se concentraron en los valores intermedios de pH. EI menor crecimiento se obtuvo
en BAF a pH 6,8, sin diferenciarse significativamente de los valores obtenidos en los restantes niveles de
pH. Considerando sélo el pH, el ajuste de los medios a 4,8, fue el que presentd el menor crecimiento con
diferencias significativas con los demés valores de pH, a excepcion del pH 6,8 (cuadro 4).

-Velocidad Media de Crecimiento: Esta variable obtuvo su mayor valor en el medio MMN a pH 6,8, siendo
el anico medio que presentd diferencias al interactuar con los diferentes niveles de pH. Los menores
valores se ubicaron en los valores extremos de pH del medio BAF. La velocidad media de crecimiento
tuvo un comportamiento muy parecido al crecimiento radial, mostrando estas dos variables un desarrollo
menor en el medio BAF para los valores extremos de pH. De lo observado a nivel de la variable pH, se
observa que el ajuste a 4,8, mostré el menor rendimiento, con diferencias significativas con los demas
valores. A nivel de medios de cultivo, los medios MMN y PDA, tuvieron los mejores desempefios para
esta variable (cuadro 4).

-Biomasa: La mayor biomasa seca se obtuvo en los medios BAF y PDA, los cuales no presentaron
diferencias significativas para todo el rango de pH dentro de ellos, como tampoco entre ellos, con un
méaximo en el medio BAF a pH 6,3. Se agrega también el medio MMN a pH 6,8, el cual tampoco presentd
diferencias con los promedios de los otros medios de cultivo (cuadro 4). A nivel de pH, el ajuste a 4,8
presenté el menor monto en materia seca, presentando diferencias significativas sélo con los ajustes a
pH 5,8 y 6,3 (cuadro 4).

Correlaciones entre Variables: Existe una correlacion muy débil (0,13) entre CR y B y casi inexistente
(0,02) entre VMC y B.

23



Ciencia & Investigacion Forestal Vol. 27 N° 3. Diciembre, 2021

Cuadro 4. Efecto del medio de cultivo y pH sobre los valores medios (m) y desviaciones estandar (DE) de las variables crecimiento
radial, velocidad media de crecimiento y produccién de biomasa para Suillus luteus.

Factores Interaccién Crecimiento radial {(mm) Velocidad media de crecimiento (mm/dia) Biomasa (mg)
) ) Medio pH Medio*Ph Medio pH Medio*Ph Medio pH Medio*Ph
Medio pH Medio®Ph
m*DE m+DE m+DE m+DE m*DE m*DE m+DE m*DE m+DE
4.8 (n=10) 18,29 L,%0 bc 0,61 0,07 bcde 97,25 14,09 abcd
48 — 17,18+ b 2325 321 ab | 0,57+ b 08l 008 abc | 79,96 b 7{]
5.3 (n=10] 23,25 3, a 0,81 0, abc 111,13 15,11 abc
roa oy e Haare a0 ® SOt ems ol P g e, me C e
= . a a y r a a 3 ’
(n=50) (n=10) | 5,y . 0,17 20,51 aue
6.3 (n=10) 20,28 5,90 abc 0,68 0,19 abcde 96,25 27,56 abcd
>3 6.8 (n=10 s 19,55 4,70 ab R 0,65 0,16 bed EIEE 93,69 21,99 abcd
= a , abc a x X cde a , .
(n=30} {n=10) 3,81 . 0,14 25,91 anc
4.8 n=10) 17,87 4,08 bc 0,60 0,17 cde 58,48 16,77 d
5.3 (n=10) 20,07 3,41 abc 0,69 0,15 abcde 72,01 14,25 cd
MY oo |27 o N 0 e o |07 o R o 05 aie| 2 o RN . 2 o
.8 [n= a a X . abc a a A A abcde a 3 . C
(n=30) (m=30) —>8(n=10) | 4,41 5,28 —————— 0,20 0,20 — 1 20,37 37,00 ——
6.3 (n=10) 22,35 4,98 ab 0,80 0,21 abcd 79,39 25,08 bcd
6.8 [n=10) 2460 188 a 0,90 014 a 86,96 12,59 abcd
o2 s (0 WL T e 0T om0 oat O Taate 3122 abod
= 1 c ¥ r e 1 -
(n=30) —XE(n=10} | 4,99 EETCE AR 0,19 ERUEL L — 33,69 = ——o0 Sl SUC0
5.3 (n=10) 17,41 243 bc 0,57 0,09 de 107,04 26,53 abc
BAF 5.8 {n=10) 08 | 20,22 3,90 ab UE 0,67 0,14 abcd et 116,71 49,65 ab
= n abc x A abcde a X ,
[n=50) gy —o(0=l0 |, 19,98+ bT 0,13 089 ] 36,22 95,15+ bia
6.3 [n=10) ab 20,00 4 abc a 066 0 cde ab 120,30 3645 a
[n=30) _6:3(n=10) | 4,82 —_— = 0,21 _— 22,32 e ——
6.8 [n=10) 1580 2,39 ¢ 052 010 e 104,80 27,98 abc

(*) valores medios con una letra comun no son significativamente diferentes (p »0,05)

Andlisis de Suillus granulatus
-A nivel de cepa

El andlisis de los datos evidencia interacciones con diferencias significativas de los factores medio de
cultivo y nivel de pH sobre las variables respuesta CR, VCM y B (cuadro 5).

Cuadro 5: Significancia estadistica del analisis de varianza (ANDEVA) para los valores medios
obtenidos de las variables crecimiento radial (CR), velocidad media de crecimiento (VMC) y
biomasa (B) para cepas de la especie Suillus granulatus.

Cepa IF937001 Cepa IF 1616002
Factor CR VMC B CR VMC B (mg)
(mm) (mm/dia) (mg) (mm) (mm/dia)
Medio 0,0006* 0,001* < 0,0001* < 0,0001* < 0,0001* < 0,0001*
pH < 0,0001* 0,0001* 0,0002* 0,0005* 0,0071* 0,0001*
Medio x pH 0,0023* 0,0107* 0,0152* 0,0056* 0,0367* 0,0074*

* Efectos significativos (P< 005)

-Crecimiento Radial: Para la cepa IF937002, se obtuvo el mayor crecimiento radial en el medio PDA a pH
5,8, aunque sin diferenciarse de los resultados obtenidos en medio PDA y BAF desde 5,3 a 6,3, y en
MMN a pH 6,8. El crecimiento en medio MMN no fue influenciado por los diferentes niveles de pH. En
promedio, en todos los medios, el pH 4,8 tuvo menor crecimiento. A nivel de pH, los valores de 5,8, 6,3 y
5,3 lograron mayor desarrollo. A nivel de medios de cultivo, PDA y BAF presentaron los mayores
crecimientos, diferenciandose significativamente de MMN. Por su parte, para la cepa IF1616002, se
apreciaron los valores mas altos en medios BAF y PDA, entre rangos de pH de 5,3 a 6,8 para el primero
y de 5,3 a 5,8 mas 6,8 para el segundo. Los valores significativamente menores fueron obtenidos en el
medio MMN para pH 4,8 y 5,3. Se observd, ademas, un efecto nulo del pH en los crecimientos obtenidos
en los medio MMN y PDA. Respecto al pH, los ajustes entre 5,3 y 6,8, generaron el mayor crecimiento
radial, en tanto que, entre los medios de cultivo, el mejor resultado se obtuvo con BAF (cuadro 6).

-Velocidad Media de Crecimiento: Exhibié un comportamiento similar a la variable CR; el medio PDA a
pH 5.8 presenta la mayor velocidad para la cepa IF937002, diferenciandose significativamente de los
promedios obtenidos en pH 4,8 y 6,8 para el mismo medio, en BAF a pH 4,8 y en MMN a pH entre 4,8 y
5,8. En el medio MMN se observa un nulo efecto de los diferentes ajustes de pH en los resultados
obtenidos. Respecto al pH se observa una mejor respuesta para valores entre 5,3 y 6,8, mientras que a
nivel de medio de cultivo, los medios PDA y BAF son los que presentan crecimiento mas rapido. Para la
cepa IF1616002, el medio BAF a pH 5,8 permitié la mayor velocidad de crecimiento, pero el igual que la
cepa anterior, no se diferencia de la velocidad obtenida en PDA y BAF con diferentes rangos de pH. Se
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observé un nulo efecto de los diferentes ajustes de pH en los medios MMN y PDA y los crecimientos mas
lentos en MMN, y en pH 4,8 y 5,3.

A nivel de pH, el mejor desempefio se observa para valores entre 5,3 y 6,8. Para el factor medio de
cultivo, los medios MMN y PDA presentaron los promedios mas altos, diferenciandose significativamente
con respecto al medio MMN (cuadro 6).

-Biomasa: En la cepa IF937002 el medio BAF a pH 5,8 exhibe la mayor produccion de materia seca, sin
diferenciarse significativamente de la produccién obtenida con mismo medio a pH 5,3 y 6,3, ni con PDA a
pH entre 5,3 y 6,3. Los montos de materia seca mas bajos se presentan en los tratamientos en base a
MMN, como también para valores que fueron ajustados a pH 4,8 en los tres medios utilizados. En los
medios PDA y MMN el efecto de los diferentes ajustes de pH fue nulo. Respeto al pH, los valores entre
5,3y 6,3, son los mas efectivos, siendo 5,8 el valor con mayor produccion de biomasa. En cuanto a los
medios de cultivo, PDA y BAF fueron significativamente mejores que MMN. La cepa IF1616002 presentd
un comportamiento similar al de la cepa anterior: logra la mayor biomasa en el medio BAF a pH 5,8, y
BAF a 6,3; la menor en todos los tratamientos del medio MMN y la menor absoluta en MMN a pH 4,8.
También se observa un nulo efecto de los diferentes ajustes de pH en los medios PDA y MMN. Respecto
al factor pH, se la mayor biomasa se obtuvo para los ajustes entre 5,3 y 6,3. En cuanto a los medios de
cultivo, BAF permite mayor produccion de biomasa seca que los dos medios restantes (cuadro 6).

-Correlaciones entre Variables: En ambas cepas se observa una alta correlacién entre CR y B (0,84 y
0,94) y entre VMC y B (0,83 y 0,95).

Cuadro 6. Efecto del medio de cultivo y pH sobre los valores medios (m) y desviaciones estandar (DE) de las variables crecimiento
radial, velocidad media de crecimiento y produccién de biomasa a nivel de cepas de Suillus granulatus.

Factores Interaccién Crecimiento radial {mm) Velocidad media de crecimiento (mm/dia) Biomasa (mg)
C ; o i o i i
epa Medio pH Media*Ph Medio pH Medio*Ph Medio pH Medio*Ph Medio pH Medio*Ph
m=DE mzDE mzDE m+DE m+DE m=DE m+DE mzDE mzDE
4.8 [n=5) 1859 2,74 d 0,62 D08 88,56 10,28 bcde
48 5.3 (n=5 e 26,91 4,04 ab R 0,89 0,14 ab i 141,81 2554 ab
=! c c
PDA  (n=15) %25,0& 286 ———— " 8 lgv6s 011 @ —— % lipg7as 2534 00 =320 98
(n=25) (n=5) 504 2 28,08 4,89 = 017 ° 083 0,14 a 33gy 2 138,70 3629 ab
6.3 [n=5) 2163 4,68 abcd 0,70 0,16 abc 131,44 4181 ahc
>3 6.8 (n=5) BT Ly 20,04 2,50 bed 078, 0,68 008 b EBE g 103,18 16,14 bed
{n=15) fn= 4,29 : : < 0,14 : o5 o 4528 b : : cce
4.8 (n=5) 17,32 123 d 058 0,07 ¢ 4142 1096 e
5.3 [n=5) 1964 1,34 od 0,67 0,04 bc 4558 1695 de
IF937002  MMN 58 —— ——{1961% | 2432% ————————066* 082 — —————5736¢ 1079 ————
= a a a
(n=75]  (n=25) (n=15) — 2810750 | 5,4 sge O 1827 202.d | 54 0,17 _ 083 008 c | 555 Gasg ° 4984 521 de
6.3 (n=5) 20,890 2,22 bed 0,68 0,12 abc 77,70 36,34 bcde
6.8 [n=5) 2192 1,14 abcd 0,75 0,07 abc 5824 7,84 «cde
&3 4.8 (n=5) 2882w 19,30 4,13 d WEE 066 015 b BREE 79,78 21,24 bed
(n=15) —=2E1n=5) | 338 014 22 o> 8C 43,46 b — 20 coc7 OCCE
5.3 [n=5) 22,67 3,59 abed 0,79 0,13 abc 10954 27,61 abcd
34 5.8 (n=5) e 26,60 3,68 ab Wk 091 0,11 ab EEARD 173,84 55,03
= a a a
n=25) 68 —— " 405 20885 75;‘1 014 072+ h% 4746 8965+ 7:
6.3 (n=5 c 2312 305 sb 080 0,14 c 116,12 40,32
fn=15) —52in=5) 216 oo 2 FNE oo © " P | o s et PR
6.8 [n=5) 20,55 2,52 bcd 0,73 0,09 abc 97,54 36,76 bcde
4.8 (n=5) 19,45 3,91 abcd 066 0,11 ab 7564 1444 cde
8 5.3 (n=5 15875 22,83 1,33 ab 034% 0,77 0,03 ab 8.5 104,86 1549 b
PDA (n=15) —33n=5) 03: 471 % 0,69 £ 0,16 % 9439t 27,16 '7‘;
=! a
(r=25) 58(n=8) |, 2069 253 & - 071 010 a A 9490 1183 hc
6.3 [n=5) 18,74 2,82 bed 0,64 0,09 abc 96,98 1393 hc
>3 6.8 (n=5) ke b 1377 2,32 ab fa b 068 007 ab IR 99,56 1526 b
= a a a
(n=15) o 579 : =2 BBC 021 : or 2 40,17 : <0 B¢
4.8 [n=5) 1056 053 f 0,35 0,02 ef 3138 164 f
5.3 [n=5) 1049 070 f 0,34 0,03 ef 5186 245 f
IF1616002  MMHN 58 —_— 1282 | 1982% - — L 04l | 086 — oot —— 3882 95458 — o —
=! a a c a
(n=75]  (n=25) (n=t5) —2I05L | 045 a20 ° —=L S22 28 | g0 017 ° —= S T8 1 028 4806 ~ — - 2 &
6.3 [n=5) 1348 1,15 ef 0,45 0,04 def 46,94 7,63  def
6.8 [n=5) 1442 1,26 def 0,46 0,07 cdef 43,68 1224 «f
53 4.8 [n=5) TR 17,90 2,39 bcd R 0,62 0,09 bed BriB: 82,72 20,87 bcd
{n=15) $ 4,08 _ 1750 2,39 bede | 0,16 _ 962 009 bed | 38,59 _ 8272 4057 bed
5.3 [n=5) 2094 3,01 ab 071 011 ab 111,90 22,16 he
B 5.8 (n=5 038, 23,90 126 WEE 0,82 007 ns24E 151,28 6,87
{n=25) 6.8 _58[n=5) | 3,04 17,90% h% 0,12 0,60 h% 31,36 853+ %
= a a a
(n=15) 6.3 [n=5) a3 2102 341 = e 072 017 a iz 117,62 4071 a
6.8 [n=5) 19,53 1,72 shc 0,67 0,05 ab 11267 17,19 he

{*) valores medios con una letra comin no son significativamente diferentes (p = 0,05)

-A Nivel de Especie

-Crecimiento Radial: Los mejores crecimientos fueron obtenidos en los medios BAF y PDA con pH entre
5,3y 6,8, siendo los mayores absolutos los obtenidos con PDA a pH 5,3 y BAF a pH 5,8. No se observa
efecto del factor pH en el medio MMN, el cual exhibe el menor crecimiento, particularmente con pH 4,8.
Las mejores respuestas al pH, se presentan para el rango 5,3 a 6,3 (cuadro 7).
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-Velocidad Media de Crecimiento: La mayor velocidad se obtuvo en medio BAF a pH 5,8, pero sin
diferenciarse respecto a BAF a pH 5,3, 6,3 y 6,8, ni respecto a PDA con pH entre 5,3 y 6,8. En tanto que,
el medio MMN, presenté los promedios de velocidades mas bajas, particularmente con pH 4,8. Para el
factor pH, los valores entre 5,3 y 6,8, presentaron los mejores desempefios, siendo los ajustes a 5,8 y 5,3
los que logran los valores absolutos mas altos. Para el factor medio de cultivo, los mejores promedios
fueron para PDA y BAF, diferenciandose significativamente del medio MMN (cuadro 7).

-Biomasa: La mayor biomasa se obtuvo en el medio BAF a pH 5,8, con diferencias significativas con el
resto de los tratamientos. El medio MMN presenta los valores promedios mas bajos y sin efecto de los
valores de pH. Para el factor pH, valores entre 5,3 y 6,3 presentan buenos desempefios y no se
diferencian estadisticamente entre si, siendo 5,8 el pH que genera la mayor produccién de biomasa.
Respecto a los medios de cultivo, PDA Y BAF, presentaron los mayores montos de materia seca
diferencidndose significativamente del medio MMN (cuadro 7).

-Correlaciones entre Variables: La correlacién entre las variables CR y B y entre VMC y B son altas (0,94
y 0,95 respectivamente).

Cuadro 7. Efecto del medio de cultivo y pH sobre los valores medios (m) y desviaciones estandar (DE) de las variables crecimiento
radial, velocidad media de crecimiento y produccién de biomasa para Suillus granulatus.

Factores Interaccion Crecimiento radial (mm) Velocidad media de crecimiento (mm/dia) Biomasa (mg)
rot T O Medio pH Medio*Ph Medio pH Medio*Ph Medio pH Medio*Ph
edio edlo
s miDE miDE m+DE m+DE m+DE mDE m+DE m+DE miDE
4.8 (n=10] 19,02 3,22 bede 0,64 0,10 bede 82,10 13,64 «od
48 — 17,19+ ] 0,58+ — |
) 5.3 (n=10] e 24,87 356 a """ b 08 012 ab 66,58 «© 123,33 27,85 b
PDA  (n=30) (n=10) 21,68+ 4,02 ————— ,73% 0,14 — 107,562 ————
(v=s0) B(n=10)| , 3 24,39 535 ab o ° 0,82 016 ab - 116,80 34,36 bc
o, 63(n=10]] ’ o 7s 2019 335 abed | 0o 0,67 013 abcd ’ 11421 3454 be
(n_.so} o (ne10) 5.66— ab 1991 228 abed ‘;20_ a 0,68 0,07 abcd 91,59 ab 101,37 14,93 bc
4.3(n=10) ! 13,94 367 e ! 046 0,13 e 36,40 9,09 e
_5.3(n=10) | 15,07 4,93 de 0,50 0,18 de 40,72 14,75 e
MMN 5.8 16,22+ 2,12+ Ee—— | Y 0,74+ e — LN —
(n=s0)  (n=30) 5.8 (n=10] | A b ey ° 16,72 2,59 cde 015 b 019 @ _ 055 011 de 1950 b 108,11 a 4498 10,97 de
(n 10)| ' 1719 425 cde ' ' 056 015 cde ’ 62,32 29,53 de
n=10) 13,17 411 cde 061 017 cde 55,96 16,17 de
6.3 19,81 + 0,66+ |
(”_'30) (n 10) 4'237 abc 18,60 3,27 cde ‘;157 ab 064 012 bede 97,80 ab 81,25 19,91 cd
n=10) ' 21,48 337 abc ' 075 012 abc 110,72 23,63 bc
BAF 21,49+ 0,742 1153+
10)| 7 a 25,25 296 a " a 08 010 a " a 162,56 38,84
(n=50) 68 (” L 367 19,37+ 2B o7 3 g3 0,66+ 080 S 9 ) aem | 050 05" 8
(n=30) _6.3(n=10) | 397 be 22,07 324 abc T ab 0,76 0,15 abc 8748 b 116,87 38,21 bc
(n 10) ' 0,04 211 abed ! 0,70 0,08 abcd 10511 28,21 he

(*) valores medios con una letra comun no son significativamente diferentes (p = 0,05)

Analisis de Suillus bellinii
-A Nivel de Cepa

El analisis de los datos obtenidos para las cepas IF713001 y IF633001 evidencia interacciones con
significativa estadistica entre los factores pH y medio de cultivo sobre las variables respuesta CR, VMC y
B (cuadro 8).

Cuadro 8. Significancia estadistica del analisis de varianza (ANDEVA) para los valores medios
obtenidos de las variables crecimiento radial (CR), velocidad media de crecimiento (VMC) y

biomasa (B).
Cepa IF713001 Cepa IF 633001
el CR VMC B CR VMC B
(mm) (mm/dia) (mg) (mm) (mm/dia) (mg)
Medio 02121  0,0182*  <0,0001* 0,0043*  0,0082* < 0,0001*
pH 0,0288¢  0,0330* 0,0903 0,3518 0,2623 0,0001*

MedioxpH 146 0,0042¢ 0,0071*  0,0179*  0,0297* 0,0021*
* Efectos significativos (P< 005)
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-Crecimiento Radial: La cepa IF713001 presenté crecimientos bastante homogéneos para las distintas
combinaciones de medio de cultivo y pH, solo se diferenciaros significativamente los valores mas altos,
correspondientes a BAF y PDA a pH 5,8 y MMN a pH 6,8, respecto del mas bajo, obtenido con MMN a
pH 5,3. No se observé efecto de los diferentes ajustes de pH en los medios BAF y PDA. Para el factor pH
el mejor crecimiento se obtuvo con 5,8, pero sin diferencias respecto a 6,3y 6,8.

Respecto a los medios de cultivo, no hubo diferencias significativas entre ellos.

En cuanto a la cepa IF633001, esta presentd su mayor crecimiento en medio MMN a pH 6,8, pero
diferenciandose solo del crecimiento obtenido con BAF a pH 6,3 y 6,8 y con el medio PDA a pH 5,3y 6,8.

Se observo al igual que la cepa anterior, un nulo efecto de los diferentes ajustes de pH sobre los medios
BAF y PDA. Para el factor pH no hubo diferencias significativas entre los diferentes ajustes evaluados. En
tanto que, para el factor medio de cultivo, el medio MMN present6 el mayor crecimiento promedio, con
diferencias significativas con los medios PDA y BAF (cuadro 9).

-Velocidad Media de Crecimiento: Para la cepa IF713001 la mayor velocidad se obtuvo en el medio PDA
a pH 5,8, aunque diferenciandose estadisticamente s6lo con MMN a pH 5,3 y 4,8. Se observé, al igual
que en la variable CR, un nulo efecto de los diferentes valores de pH sobre los medios BAF y PDA.

Para el factor pH, la mayor velocidad se obtuvo a pH 5,8, pero sin diferencias significativas con los
promedios obtenidos para valores de 5,3, 6,3 y 6,8. En tanto que, para el factor medio de cultivo, el valor
mayor se obtuvo en PDA, pero sin diferencias significativas con el medio BAF.

En relacién a la cepa IF633001, el tratamiento con mejor desempefio fue MMN a pH 6.8 con diferencias
significativas con los medios BAF para valores de pH de 6,3 y 6,8, y PDA para pH de 5,3 y 6,8. Se
presentan nulos efectos de los distintos niveles de pH en los tres medios de cultivo.

Para el factor pH no hubo diferencias significativas entre los diferentes valores de pH. En tanto que, para
el factor medio de cultivo, el medio MMN presenté la mayor velocidad promedio, con diferencias
significativas con los medios BAF y PDA (cuadro 9).

-Biomasa: En la cepa IF713001 se observd una produccion mayor de materia seca bajo el medio BAF a
pH 5,3 y 5,8, presentando diferencias significativas con los promedios obtenidos en los medios PDA,
MMN y BAF a pH 6,8. La menor produccion de biomasa seca se obtiene en MMN. Se aprecié un nulo
efecto de los distintos niveles de pH en los medios PDA y MMN.

Para el factor pH no hubo diferencias significativas entre los diferentes ajustes analizados. En tanto que,
para el factor medio de cultivo, se obtuvo la mayor cantidad de peso seco en el medio BAF con
diferencias significativas con los medios MMN y PDA.

En cuanto a la cepa IF633001, esta presenta buenos desempefios en biomasa para los medios BAF y
PDA con valores de pH entre 4,8 a 5,8. Se observa un crecimiento menor en todos los tratamientos que
contemplaron el medio MMN, como también, un nulo efecto de los distintos niveles de pH en los medios
PDA y MMN.

Para el factor pH, se obtuvo la mayor biomasa seca con 4,8 y 5,8, pero sin diferencias significativas con
pH 5,3. Respecto a los medios de cultivo, la mayor biomasa seca se obtuvo con PDA y BAF (cuadro 9).

-Correlaciones entre variables: La correlacion entre la biomasa seca y las variables de crecimiento
exhibié un comportamiento muy diferente entre cepas. En IF713001 las correlaciones B-CR y B-VMC
fueron de 0,50 y 0,44 respectivamente, en tanto que en IF633001 fueron de -0,02 y -0,03.
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Cuadro 9. Efecto del medio de cultivo y pH sobre los valores medios (m) y desviaciones estandar (DE) de las variables crecimiento

radial, velocidad media de crecimiento y produccién de biomasa a nivel de cepas de Suillus bellinii.

Factores Interaccion Crecimiento radial (mm) Velocidad media de crecimiento (mm/dia) Biomasa [mg)
Ce| . : Medio pH Medio*Ph Medio pH Medio*Ph Medio pH Medio*Ph
= Medio pH Medio*Ph
m=DE m+DE m+DE mDE m+DE mDE mDE m+DE mDE
4.8 [n=5) 17,36 155 ab 0,62 006 ahc 7806 799 def
o8 5.3 [n=5) HEAE | 17,85 231 ab L 0,65 0,08 ab WL 84,90 948 hcd
PDA  (n=15) —= " 14518 2,25 - 2= 2 0,65+ 0,08 - =5 B fgpagt 33,65 - - hcde
5.8 [n=5 a 1971 196 a 0,70 0,08 85,85 10,80
(n=25) In=3) |18 3 0,07 2 12,45 c
6.3 [n=5) 1838 2,05 ab 0,66 0,06 ahc 80,84 1390 cde
>3 6.8 [n=5 AR 17,59 2,89 ab RSy 0,63 0,08 ab S 72,83 18,05 def
= a a
ne15) —281n=5) 2,74 . S 8 0,10 . L 37,87 . 0 CF
4.8 [n=5) 1505 090 ab 051 003 bc 4891 586 ef
5.3 [n=5) 1439 238 b 049 007 4384 805 f
IF713001 MMM 58 — o |i7is: 19482 560 413 b 059% 067 — o 5398% ey
(n=75)  (n=25)  (n=s) 28105 Loy 3,10 ! = 8 0,10 0,10 . LN T 32,70 v <0 OF
6.3 [n=5) 1808 164 ab 0,62 006 ahc 53,38 408 def
6.8 [n=5) 1955 243 a 0,68 0,08 ab 6490 1230 def
83 4.8 (n=5 e 1851 2,60 ab 052+ ab 064 008 ab St a 11534 3307 ab
{n=15) —2810=5) | 1,55 r L0 a 0,05 . 08 ahe 30,41 : A7 aor
5.3 [n=5) 1883 133 ab 0,65 0,05 ahc 12898 1826 a
BAF 5.8 (n=5) ane 2012 335 ez b 067 011 zb e 12436 27,18
¥ =! a . . a , . ., s
n=25) 68 ——" 1 248 w67t ah 0,08 LR Eh 27,10 73,57 ¢ ah
6.3 [n=5 ab 1720 074 ab 059 002 a 11958 16,16
(n=5) —o3n=3) | 273 = 0,09 =2 16,93 2
6.8 [n=5) 1586 1,80 ab 0,55 0,07 ahc 82,98 1791 cde
4.8 [n=5) 1958 252 ab 0,66 009 ab 11156 451 abed
48 5.3 (n=5) 20072 1853 405 b 088t 059 012 b 11962 116,76 16,00 ab
» n=. a "y o a ., . . X abc
PDA  [n=15) Iy ELELEIN 2,31 TR 0gs+ | 008 075 010 op |L07A2% 35,31 12276 1567 ab
(n=25) 8(0=5) |8y . Al a 0,10 2 A0 a 19,21 : [0/ anc
6.3 [n=5) 1902 136 ab 0,64 005 ab 8820 811 bcde
23 6.8 (n=5) 19,622 a 1815 1,83 b 0541 a 060 006 b IS 3 9470 20,82 bcd
[n=15) ——11% 402 . . 0,14 : . 3392 b — - boee
4.8 [n=5) 1948 146 ab 0,66 0,06 ab 7332 791 de
5.3 [n=5) 2058 591 ab 0,68 022 ab 6882 1699 &
IF 633001 MMM 58 Wn.au 21,47+ s 502 o 0,74+ 073+ 075 020 ab 76,35+ 112,01+ 228 1590 o3
= a a a a
n=75)  (n=25) (n=15) ——"2 | 450 3,81 - £ 8 017 0,14 : <08 1431 31,31 - = cee
6.3 [n=5) 2062 337 ab 0,69 0,14 ab 71,12 10,81 de
6.8 [n=5) 2592 394 a 088 015 & 8422 1140 cde
83 4.8 [n=5 Tt 2114 283 ab i 071 010 ab SELE 14950 2556
= a a
(ne15) —281n=5) | 2,61 . S 8 0,10 2 0 8 17,74 - =0 2
53 [n=5) 1975 162 ab 0,65 005 ah 13938 1565 a
BaF 5.8 (n=5 e b 19,83 352 ab g 0,67 011 ab Rk 126,98 36,77 ab
8 [n=" J , , , a : )
(n=25) e —2dmS) | ogy 1096+ : 010 067+ : 33,96 ses3: :d
= a C
(n=15) 6.3 [n=5) - 17,54 2,14 it 0,60 0,08 . 93,48 2403 bcde
6.8 [n=5) 1580 256 b 054 009 b 89,68 21,13 hcde

(*) valores medios con una letra comun no son significativamente diferentes [p = 0,05)

-A Nivel de Especie

-Crecimiento Radial: No se evidencid diferencias significativas entre los niveles de pH dentro de los
medios BAF y PDA, sélo en el medio MMN donde el pH 6,8 fue diferente a los demas. Tampoco se
detect6 diferencia entre los medios de cultivo (cuadro 10).

-Velocidad Media de Crecimiento: Presenta un comportamiento similar a la variable CR, no existen
diferencias significativas entre los niveles de pH que se encontraban interactuando dentro de los medios
BAF y PDA, mostrando solo diferencias dentro del medio MMN, con el promedio obtenido a 6.8. En
relacién al medio MMN a pH 6,8. este presentd diferencias significativas con los promedios obtenidos
para pH 4,8 y 5,3 de este mismo medio, como también, con los medios PDA a pH 5,3 y BAFapH 6,3y
6,8. Respecto al factor pH, la mayor velocidad de crecimiento fue a 5,8 y la menor a 5,3, ambas
estadisticamente diferentes. No se obtuvieron diferencias significativas entre los 3 medios de crecimiento
(cuadro 10).

-Biomasa: La mayor produccién de biomasa seca se obtuvo en el medio BAF con pH 5,3 y 4,8, pero sin
diferencias significativas respecto a BAF con pH 5,8 y 6,3, ni con PDA a pH 5,8. No se detectd
diferencias significativas asociadas a los niveles de pH de los medios PDA y MMN, ademas de observar
un bajo desempefio en peso seco para este Ultimo medio de cultivo.

Respecto al factor pH, el ajuste a 5,8 fue el que produjo el mayor valor en peso seco, pero sin diferencias
significativas con los ajustes a 5,3 y 4,8. En cuanto al factor medio de cultivo, BAF genera
significativamente méas biomasa seca que los dos medios restantes (cuadro 10).

-Correlaciones entre Variables: La produccién de biomasa presenta una débil correlacion con el
crecimiento radial (0,14) y con la velocidad media de crecimiento (0,11).
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Cuadro 10. Efecto del medio de cultivo y pH sobre los valores medios (m) y desviaciones estandar (DE) de las variables
crecimiento radial, velocidad media de crecimiento y produccién de biomasa para Suillus bellinii.

Factores Interaccion Crecimiento radial (mm) Velocidad media de crecimiento (mm/dia) Biomasa (mg)
e n i Medio pH Medio*Ph Medio pH Medio*Ph Medio pH Medio*Ph
edlo edio’
& m+DE m+DE m+DE m+DE m+DE m+DE m+DE m+DE m+DE
ag 4.8 (n=10) Ee 18,47 2,29 abc e 0,64 0,08 abc SR 94,81 18,68 bcde
83— ,52+ —_— ,63 £ P — 12+  —
5.3 (n=10 a 18,19 313 abc ab 062 010 bc abc 100,62 20,70 bcd
poa  (n=a0) 20O oy 2,74 T 0,09 2t S {384 37,31 | 202 A,/ Dede
(n=s0) 58(n=10) |~ 3 20,86 2,59 ab 009 2 0,73 0,09 ab 0 © 105,30 24,42 abed
63(n=10)| 18,70 1,68 abc ! 0,65 0,06 abc ' 84,52 11,41 cdef
53— 18,32+ ﬁ 0,62+ b ﬁ 97,04+ b 71”
6.8 (n=10] a 17,87 c 0,62 abc a 83,76 21,69
(n=30) (n=10) 3,63 : ] 0,12 02 37,10 L 83,70 21,09 cdet
4.8 {n=10) 17,26 2,60 bc 0,59 0,09 bc 61,12 14,44
5.3 (n=10) 17,49 5,36 bc 0,58 0,18 bc 56,33 18,18 f
MMN > gy | P AR 2053 48 ab | oot s 070 017 abc | oF R 71,56 20,41 ef
8in= a a , al a a 3 abc c a =
(n=50)  (n=30) 58(n=10) 4,50 3,56 —— 0,16 0,12 ——— 17,08 33,44 —_
6.3 (n=10) 19,35 2,84 abc 0,66 0,11 abc 62,25 12,11 f
6.8 (n=10] 22,74 456 a 078 016 a 74,56 1512 def
6.3 (n=10) 18,47+ . 2'31 - o8 | — o'oa - gagE e ———
. = a A abc al X abc C
(n=30) _4.8(n=10) | 2,19 1”27[3 0,08 9-677[] 2046 | 13242 3318 a
5.3 (n=10 19,29 148 abc 0,65 0,05 abc 134,18 16,94 a
par — >=(n=10)] 18,46 + 3'24 - 0,63 & 0'11 o REEAEE : .
5.8 (n=10 a 19,97 abc a 0,67 abc a 125,67 30,51
(n=50) 6.8 _5.8(n=10} | 2,79 18,81+ e~ 1 0,09 0,65+ — = = 1 30,54 81,55+ | 15.07 3001 ab
(n=20) 6.3 (n=10) qam ¢ 17,37 1,52 bc 5 ab 059 0,06 bc e © 106.53 23,71 abc
6.8 {n=10) i 1583 2,09 ¢ i 054 008 ¢ i 86,33 18,80 cdef
alores medios con una letra comun no son signiticativamente diterentes =0,
*) val di let i ignificati te diferentes (p > 0,05

El efecto del medio de cultivo y del pH sobre la respuesta en crecimiento y produccién de biomasa de las
cepas y especies de hongos evaluadas indican variaciones en las estrategias mediante la cual estos
organismos enfrentan los cambios en su medio de crecimiento. En algunos casos muestran respuestas
distintas entre cepas y entre especies, influenciados por las interacciones que se presentan entre los
factores medioambientales y la variabilidad genética que presenta cada especie. Por lo mismo, los
resultados se deben considerar en forma particular para cada cepa evaluada.

Se han realizado estudios para evaluar pardmetros medioambientales con diferentes cepas de especies
micorricicas, con resultados muy diversos debido principalmente a la variabilidad genética que presentan
dichos microrganismos y a las condiciones de sitio donde se desarrollan. Esto es reafirmado por los
investigadores Islam & Ohga (2013), quienes indican que para llegar a producir inoculantes flngicos a
gran escala, es necesario definir la composicion 6ptima del medio de cultivo para cada hongo tomando
en cuenta las diferentes cepas sobre una gran variacion de condiciones medioambientales.

Con respecto al crecimiento radial de S. granulatus en diferentes medios de cultivo y niveles de pH,
Murrieta-Hernandez et al. (2014) sefialan que PDA a pH 5,8 fue el mejor tratamiento, coincidiendo con lo
observado en este estudio para las dos cepas evaluadas. Los autores también obtienen un bajo
crecimiento en el medio MMN en relacion a BAF y PDA, aspecto que también coincide con lo observado
en el presente estudio y en las investigaciones efectuadas por Torres & Honrubia (1991).

Gonzalez et al. (2015) trabajando con diferentes medios de cultivos y valores de pH en Suillus luteus,
mencionan al medio BAF como uno de los que promueve el mayor crecimiento a pH de 4,8 y 5,8, lo que
concuerda parcialmente con los resultados de este estudio. En efecto, la cepa IF732002 obtuvo los
mayores crecimientos en este medio con pH 5,8, mientras que para la cepa IF1618002 fue a pH 6,3.

Sianard et al. (2010) trabajando con diferentes ajustes de pH en medio BAF, concluyen que para S.
bellinii el mayor crecimiento se produjo a pH 4,6 y que para S. granulatus fue a 5,6. Estos antecedentes
concuerdan en gran medida con lo obtenido en una de las cepas de S. bellinii (IF633001), y con lo
observado en ambas cepas de S. granulatus, que lograron el mayor crecimiento en un pH muy similar
(5,8). En cambio, Murrieta-Hernandez et al. (2014) sefiala que los dos valores de pH que evaluaron en S.
granulatus (4,8 y 5,8), no indujeron diferencias de crecimiento, lo que difiere con lo obtenido en ese
ensayo. Ademas, estos investigadores, mencionan que el medio PDA produjo el mayor crecimiento
miceliar, lo que es similar a lo observado con la cepa IF937002, aunque esta presenté también un
rendimiento parecido en medio BAF; en tanto que para la cepa IF1616002 fue sélo en el medio BAF.
Otros estudios realizados por Santelices et al. (2012) utilizando valores de pH de 5,0, 5,8 y 6,5 en los
medio MMN y MEAa2% (agar con extracto de Malta al 2%), hacen también referencia a que no
obtuvieron diferencias de crecimiento miceliar que sean significativas a nivel de pH y medio de cultivo
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para S. luteus, lo que es bastante coincidente con lo obtenido en medio MMN para esta especie. Garcia-
Rodriguez et al. (2017), estudiando los efectos del pH a 4,8, 5,3, 5,8, 6,3 y 6,8 sobre el crecimiento radial
de cepas de S. luteus y S. granulatus en medio MMN, mencionan comportamientos muy parecidos entre
ellas, lo que coincide con lo observado en este estudio a excepcion de la cepa de S. luteus IF 732002
que presenta diferencias significativas entre el medio MMN a 6,8 y MMN a 4,8. Trabajos realizados por
Lazarevic et al. (2016) en relacion a los efectos del pH sobre el crecimiento miceliar de S. granulatus,
utilizando el medio nutritivo MMN, determinaron que el mayor crecimiento se obtenia con rangos de pH
entre 4,0 y 5,2, lo que no concuerda con lo observado en este estudio, cuyos resultados sefialan mejores
crecimientos para el medio MMN con pH de 6,8 y 5,8, para las cepas IF937002 y IF1616002,
respectivamente. Las dificultades de encontrar un patrén de comportamiento fueron mencionadas por
Garcia-Rodriguez et al. (2017) al analizar la variable CR en las especies S. granulatus y S. luteus.
Ademas, factores como el pH, pueden determinar biolégicamente el tipo de organismo capaz de
desarrollarse en un sustrato, debido a su influencia significativa en la disponibilidad de nutrientes (Pereira
et al., 2007).

En lo relativo a la velocidad media de crecimiento en medio BAF, con pH ajustado a 4,6, 5,6, 6,6 y 7,6,
Sianard et al. (2010) indican que S. bellinii presenté su maxima velocidad a pH 4,6, y S. granulatus a pH
6,6. Estos resultados son parcialmente coincidentes con los obtenidos en este estudio en medio BAF
para las cepas de S. bellinii IF633001 y IF713001, las que lograron la mayor velocidad de crecimiento en
BAF con pH 4,8 y 5,8, respectivamente, mientras que para S. granulatus el maximo valor obtenido para
las cepas IF16116002 y IF937002 fue con pH 5,8.

Murrieta-Hernandez, et al. (2014) sugieren el medio BAF como medio de produccién masiva de micelio
para S. granulatus, debido a la mayor velocidad de crecimiento que se consigue en dicho medio. Pereira
et al. (2007) también obtienen la mayor velocidad en BAF con pH 4,8, y esta decrece a medida que
disminuye la acidez del medio, resultado distinto a lo obtenido para las cepas evaluadas en el presente
estudio, las que obtuvieron su mayor valor entre pH 5,8 y 6,3 en el mismo medio BAF, y valores aln
mayores para pH 58 en medio PDA y 6,8 en MMN para las cepas IF1618002 y IF732002,
respectivamente.

En relacion a la produccién de biomasa seca, diversos investigadores coinciden en que los medios PDA y
BAF resultaron ser significativamente mas efectivos para la especie S. luteus (Fernandez-Miranda, 2008;
Murrieta-Hernandez, et al., 2014; Gonzalez et al., 2015); por el contrario, mencionan al medio MMN como
el que produce los menores rendimientos en biomasa. Sobre este particular Molina y Palmer (1982),
afirman que el medio de cultivo mas adecuado para un hongo ectomicorricico, es el que le aporte los
reguerimientos nutritivos que obtienen de su hospedante al establecer la simbiosis, lo cual marcaria el
éxito o fracaso en el cultivo de estas especies bajo condiciones controladas. Bajo esta premisa, en el
contexto de los resultados obtenidos y buscando una metodologia que permita generar la mayor cantidad
de biomasa, se puede indicar al medio BAF como el mejor medio para su utilizacién en la produccion
miceliar, debido a su buen desempefio en generar la mayor cantidad de materia seca, para las seis cepas
evaluadas. Se agrega para este uso el medio PDA, de menor costo, y que en 4 de las seis cepas
evaluadas mostro rendimientos similares y sin diferencias significativas con el medio BAF.

La mayor produccién de biomasa seca para Suillus luteus se obtuvo para pH igual o mayor a 5,3, con
154,54 mg a pH 5,8 en medio BAF. En S. granulatus su mejor produccion se obtuvo entre PH 5,3y 6,3,
con 173,84 mg a pH 5,8 en medio BAF. En S. bellinii la mayor produccién de biomasa seca se logré a pH
entre 4,8 y 5,8, aunque también se alcanz6 buen rendimiento a pH 6,3, como es el caso de la cepa IF
71300; en esta ultima especie su valor maximo alcanzé 149,50 mg a pH 4,8 en medio BAF.

Garcia-Rodriguez et al. (2017) estudiaron el efecto de diferentes valores de pH sobre la produccion de
biomasa, determinando que no existian diferencias significativas entre los tratamientos para cepas de S.
luteus y S. granulatus; esto coincide con lo obtenido en este estudio con la cepa IF1618002 de S. luteus,
sin embargo, los resultados obtenidos también muestran un efecto del pH en la produccién de materia
seca dependiendo de la cepa evaluada y del medio que se utilice para la evaluacion. Es asi como la cepa
IF732002 de S. luteus, exhibié un crecimiento menor a pH 4,8 y significativamente diferente a los otros
niveles de pH dentro del medio BAF, no asi en los medios MMN y PDA. En las dos cepas de S.
granulatus, se observé una menor producciéon de biomasa a pH 4,8 en todos los medios utilizados y
obteniendo los mayores montos a pH 5,8 en medio BAF. Por otro lado, existe otros rangos de pH en los
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cuales se ha obtenido un aumento de biomasa, como lo han observado Sanchez et al. (2001) para S.
granulatus y S. luteus a un pH de 8,5. De acuerdo a lo observado en este estudio y lo obtenido por Hung
& Trappe (1983), los rangos de pH que generan un buen crecimiento varian drasticamente entre especies
como entre cepas dentro de las especies.

Respecto a las relaciones entre las variables de crecimiento (CR, VCM) y la biomasa seca (B), se obtuvo
resultados muy variados. Una alta correlacion fue observada para las cepas de Suillus granulatus entre la
variable CR y B, pero no asi para S. luteus, que presenté una baja correlacién para sus dos cepas
estudiadas. En Suillus bellinii esta correlacién fue moderada para la cepa IF713001 y nula para la cepa
IF633001. Se concluye que el crecimiento radial no es buen indicador de la produccién de biomasa seca
para las especies S. luteus y S. bellinii, cuyas correlaciones son bajas a nulas entre la variable CR y B.
En S. granulatus, a pesar de obtener una alta correlacibn no se puede asegurar este mismo
comportamiento para todas las cepas de esta especie. Un indicador confiable del comportamiento de una
determinada cepa seria la produccion de biomasa, la cual no necesariamente puede estimarse a partir
del crecimiento radial. Esto también ha sido mencionado por Santiago-Martinez et al. (1995), los cuales
sefialan que los mayores crecimientos en diametro de la cepa bajo un cultivo in vitro, no siempre
corresponden con la mayor produccién de biomasa, aspecto que es de importancia debido al frecuente
empleo de este parametro como Unico elemento para evaluar el crecimiento de la cepa.

CONCLUSIONES

El desarrollo de los hongos micorricicos depende de diversos factores medio ambientales. Si se analiza a
nivel de especie, y mas aun a nivel de cepa o ecotipo, estos poseen sus propias limitaciones frente a
determinadas condiciones ambientales (Sianard, et al., 2010). Por lo tanto, el estudio de factores
ambientales como el nivel de pH y los medios de cultivos para la masificacién de hongos y/o cepas, son
necesarios para poder conocerlos, pues sus comportamientos difieren al interactuar con cada uno de
estos parametros (Honrubia et al., 1992; Pereira, 2002; Vazquez- Garcia et al., 2002). Conocer las
relaciones entre tales parametros y las respuestas de cada hongo o cepa en particular, permitira
perfeccionar la produccion de micelios de hongos ectomicorricicos.

Si bien bajo ciertas condiciones de cultivo algunas cepas presentaron mejor rendimiento que otras en
términos de crecimiento radial, velocidad de crecimiento y produccion de biomasa, su seleccion final para
ser utilizadas en actividades de micorrizacion de plantas dependera de su desempefio en vivero y su
comportamiento en campo. Hung y Trappe (1983), citando a varios investigadores, afirman que el efecto
del pH sobre el crecimiento flngico in vitro, debe ser interpretado con precaucién, debido a que el
desempefio del hongo puede ser afectado por multiples factores que pueden hacer variar los resultados,
como la duracién del experimento, las fuentes de nitrégeno, la inclusién de sales de hierro antes o
después del autoclavado del medio, y otros. Estos mismos autores, sefialan que, en igualdad de
condiciones, un aislado que crezca razonablemente bien en un amplio rango de valores de pH seria
preferible para trabajos de masificacion e inoculacidn en vivero a uno que crezca bien solo en un rango
restringido.

De acuerdo a comportamiento observando en las cepas y especies evaluadas, se plantea la necesidad
de recolectar y testear gran cantidad de material fingico, que recoja la maxima variabilidad bajo diversos
ambientes, con el fin de seleccionar cepas especificas para sitios especificos, ajustando en forma
paralela los protocolos que permitan desarrollar una produccién operativa de inoculantes a gran escala
para satisfacer necesidades de micorrizacion de viveros. Esta necesidad de seleccién se debe a la
variacion genética de las especies flngicas, la que debe ser considerada al momento de seleccionar
especies y cepas, para la elaboracion de inoculantes de plantas de vivero (Pera et al., 1998).

El pH juega un papel importante en el crecimiento de hongos ectomicorricicos, aspecto que fue
corroborado en este trabajo, donde se observé cepas mas aciddéfilas que otras. En otros casos este factor
no presenta efecto significativo dentro de cada medio de cultivo, pero si en la interaccién con el mismo, lo
gue podria deberse a la influencia del pH sobre la disponibilidad de algunos nutrientes en el medio
utilizado. En efecto, Pereira et al. (2007) mencionan que el pH tiene una influencia significativa en la
disponibilidad de nutrientes, pudiendo determinar bioldgicamente el tipo de organismo capaz de
desarrollarse en un suelo o sustrato. Por su parte, Willenborg et al. (1990), mencioné que los hongos
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ectomicorricicos tienen, en general, una naturaleza acidofila cuando se cultivan en condiciones de cultivo
puro.

Los resultados obtenidos sugieren que los medios BAF y PDA, y valores de pH cercanos a 5,8, serian
combinaciones adecuadas para la masificacion miceliar orientada a la produccién de inoculantes para
viveros forestales. Sin embargo, no se debe descartar el factor de la variacion genética, que podria hacer
necesario el uso de uno u otro medio de cultivo y distintos niveles de pH, para cada una de las especies y
cepas a masificar.
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