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RESUMEN

Se analiza el comportamiento in vitro de 4 cepas de Lactarius deliciosus, hongo comestible asociado a
plantaciones de Pinus radiata. Se evalu6 el crecimiento radial (CR), la velocidad media de crecimiento
(VMC) y la produccion de biomasa (B) para cultivos creciendo in vitro en los medios PDA (Papa Dextrosa
Agar), MNM (Medio Melin-Norkrans) y BAF (Biotina Aneurina acido Folico), bajo 5 niveles de pH (4,8, 5,3,
5,8, 6,3y 6,8). A nivel de cepas, el analisis estadistico de las variables estudiadas indica interacciones
entre los factores medio de cultivo y pH, con variaciones en la significancia en las respuestas obtenidas.
Los mayores valores medios de CR, VMC y B se presentaron en el medio BAF y niveles de pH entre 5,3y
6,8, pero con respuestas estadisticas de significancia variables dependiendo de la cepa analizada.
Comparaciones entre las variables CR, VCM y de B, muestran una alta correlacion entre ellas para las
cepas estudiadas.
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SUMMARY

The in vitro behavior of 4 strains of Lactarius deliciosus, an edible fungus associated with Pinus radiata plantations was
analyzed. Radial growth (RC), mean growth rate (MGR) and biomass production (B) were evaluated for cultures growing
in vitro on PDA (Papa Dextrose Agar), MNM (Melin-Norkrans medium) and BAF (Biotin Aneurin Folic Acid) media, under
5 pH levels (4.8, 5.3, 5.8, 6.3 and 6.8). At the strain level, the statistical analysis of the variables studied indicated
interactions between the factors culture medium and pH, with variations in the significance of the responses obtained.
The highest mean values of CR, VMC and B were presented in BAF medium and pH levels between 5.3 and 6.8, but
with statistical responses of varying significance depending on the strain analyzed. Comparisons between CR, VCM and
B variables show a high correlation between them for the strains studied.
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INTRODUCCION

Hace miles de afios que los recursos micolégicos presentes en los bosques comenzaron a ser utilizados
por los pueblos originarios para su alimentacién. En la actualidad es una practica que se ha masificado
en muchas zonas del pais con masas forestales, y donde los hongos comestibles constituyen un recurso
natural de gran importancia econémica y social.

Los hongos comestibles presentes en los bosques de Chile representan un valioso producto forestal no
maderero, cuya recoleccion genera empleo y alimentacion. Por lo mismo, el recurso ha adquirido gran
importancia en las zonas rurales, gracias a una demanda creciente de productos naturales de tipo
organico y de caracteristicas funcionales.
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A nivel mundial se ha descrito del orden de 100.000 especies de hongos (Hawksworth, 2001), de un total
estimado de entre 2,2 y 3,8 millones (Hawksworth & Luecking, 2017). Dentro de estos, se han descrito
cientificamente mas de 2.000 especies de hongos comestibles (Boa, 2004). En Chile se han registrado
més de 3.000 especies de hongos (Mujica & Vergara, 1980), identificandose unas 53 especies de hongos
silvestres comestibles (Valenzuela, 2003), cifras que pudieran ser mucho mayores en la actualidad.

La diversidad de especies comestibles aumenté con la introduccion de la especie maderera Pinus
radiata, bajo cuyo dosel se desarrolla una variedad de hongos simbiontes comestibles, entre los cuales
destacan los de los géneros Suillus y Lactarius. Estas ectomicorrizas acompafiantes del pino han sido, y
siguen siéndo, de gran importancia en el contexto social y econdémico de muchas familias rurales,
representando en la actualidad para el pais exportaciones comerciales por varios millones de dolares.

Uno de los recursos micoldgicos de gran valor social, comercial y culinario dentro de las plantaciones de
pino es el hongo ectomicorricico comestible Lactarius deliciosus, especie muy demandada en los
mercados europeos, asiaticos y de Africa del Norte, lo que ha generado una importante fuente de
ingresos para los recolectores perteneciente a estos continentes (Boa, 2004) como de otras zonas del
Hemisferio Sur. Para el caso de Chile, este recurso micoldgico reporté en el afio 2021 exportaciones por
US$ 581.844 FOB, derivados de 231 toneladas exportadas a distintos mercados, mayoritariamente al
espafiol (INFOR, 2022), siendo el formato principal de exportacién el salmuerado, y lo que resta como
producto congelado. Claramente, el potencial para producir este hongo en Chile, como un nuevo alimento
para el mercado doméstico y, o que es mas importante, para los mercados del Hemisferio Norte fuera de
temporada, es considerable (Voces et al., 2009). Desde esta perspectiva es un hongo que puede
entregar valor agregado al bosque, siendo necesario entonces, conocer y caracterizar su comportamiento
en laboratorio, y posteriormente, en las inoculaciones en viveros (Chavez et al., 2009).

Lactarius deliciosus es uno de las pocas especies del hemisferio norte que se introdujo accidentalmente
al hemisferio sur y que ahora se encuentra muy extendida en Australia, Chile y Sudafrica (Wang et al.,
2021). En Nueva Zelanda este hongo fue introducido en 2007 para el desarrollo de su cultivo asociado a
plantaciones de Pinus radiata (Guerin et al., 2014). Sus esporocarpos generalmente se recolectan en
rodales jévenes, siendo un miembro tipico de las primeras etapas de sucesién (Ortega-Martinez et al.,
2011). Se trata de un hongo ectomicorricico presente solo en bosques con pinaceas (Nuytinck y
Verbeken, 2007), cuya proliferacién de cuerpos fructiferos sucede principalmente en los meses de otofio,
aunque podrian aparecer también en menor medida en la época de primavera, cuando las condiciones
ambientales permiten su desarrollo. Ademas de su importancia econémica como PFNM, posee como
todo hongo micorricico una importancia ecoldgica dentro de los ecosistemas forestales, por lo que
cualquier actividad dentro del bosque o eventos que sean causados en forma natural o antrépica y que
pudieran producir alteraciones en el suelo y en el bosque, tendrian un importante impacto en la
supervivencia y fructificacién de estos hongos.

La simbiosis establecida entre hongos y especies forestales constituye una ventajosa oportunidad para
implementar lineas de investigacién y desarrollo innovativos, que conjuguen la recuperaciéon de suelos
degradados, la restauracion y enriquecimiento del bosque, mejorando el desempefio de las plantaciones,
con la generacion de productos intermedios de alto valor econdmico, ecoldgico y social, como son los
hongos ectomicorricicos comestibles, no obstante, su produccion natural 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 varios paises se han desarrollado trabajos con L. deliciosus, entre ellos,
en Nueva Zelanda (Wang et al.,2001) y Francia (Wang et al., 2012) se introdujo la especie con miras a
determinar cepas ideales para realizar la micorrizacion de Pinus radiata y otras especies y su posterior
establecimiento en plantaciones.

En lo que respecta a la simbiosis micorricica, esta es una estrategia nutricional que han desarrollado la
mayoria de las plantas y algunos hongos, que les asegura un beneficio mutuo. La mayor supervivencia
en campo de plantas bien micorrizadas, respecto de las que no lo estan, especialmente en condiciones
dificiles, es un factor que define la importancia de una adecuada micorrizacién en vivero. La adecuada
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seleccion de hongos y la posterior manipulacién biotecnologica de las micorrizas permite obtener plantas
forestales de calidad, por lo que las plantas sometidas a micorrizacion controlada aumentan
sustancialmente su viabilidad, generando otra alternativa productiva dada por la producciéon de hongos
silvestres comestibles de alto valor.

Las micorrizas (mycos=hongo, rhiza=raiz) constituyen entidades simbidticas entre un hongo vy las raices
de una planta. El nombre fue dado por el botanico aleman Frank en 1885, aunque estas asociaciones
fueron estudiadas a partir de 1910, y gracias a trabajos realizados por Mosse, en 1955, comienzan en
estudios relacionados al crecimiento de vegetales e interacciones que se suceden con otros organismos
del suelo (Vasco, 2003).

Se estima que alrededor del 95% de las plantas vasculares participan en este tipo de asociaciones,
existiendo algunas excepciones que no llegan a formar simbiosis (Honrubia et al, 1992). Esta asociacion
simbiética raiz-hongo es el resultado de la evolucion conjunta entre plantas y hongos, siendo las
micorrizas una norma en la nutricion de la mayoria de las plantas terrestres y no algo excepcional
(Trappe,1977,1987; Brundrett y Cairney, 2002).

Las micorrizas se clasifican en varios grupos, siendo una de ellas las ectomicorrizas. Dentro de estas
Ultimas se ubica el género Lactarius, que forma una relacion mutualista principalmente con las raices de
plantas del género Pinus. Esta se forma predominantemente sobre las puntas de las raices finas del
hospedante, distribuyéndose irregularmente a través del perfil del suelo, siendo mas abundante en las
capas superiores del suelo con mayor conteniendo humus, que en las capas bajo el suelo mineral
(Brundrett et al, 1996) y donde presta una importante funcién en el ciclo de nutrientes de los ecosistemas
forestales.

Gracias a su extensa red de micelios, las micorrizas funcionan como un sistema de absorcion que se
extiende por el suelo proporcionando a las plantas agua y nutrientes como nitrégeno y fésforo; por su
parte, el hongo recibe azlcares y carbohidratos provenientes de la fotosintesis efectuada por la planta.
La presencia de micorrizas aumenta la resistencia de las plantas a situaciones extremas como la sequia,
temperaturas extremas del suelo, valores extremos de pH y brinda proteccién frente al ataque de hongos
patdégenos, éafidos y nematodos. Adicionalmente, estos hongos simbiontes proporcionan hormonas
estimulantes del crecimiento y permite una mayor longevidad de las raices (Slankis,1973; cit. por Ipinza y
Serrano,1982).

Para 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 previo y posterior a las labores de
plantacién conjuntamente con el desarrollo de hongos comestibles.

Para realizar los trabajos de inoculacién de plantas en vivero con hongos ectomicorricicos especificos, se
deben ejecutar un gran niimero 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 de importancia, es la elaboracién del material inoculante, y dentro de este, definir la cepa del
hongo previamente seleccionada y masificada bajo parametros ambientales y quimicos fijados en
laboratorio, como son el pH y la disponibilidad de nutriente.

Para la selecciéon de las cepas, se hace imprescindible contar con un banco de cultivos puros desde
donde poder abastecerse y seleccionar material de acuerdos a caracteristicas especificas de uso. Para
este efecto, el Instituto Forestal ha establecido un banco de cepas donde mantiene diversos hongos y
cepas, para generar inoculantes fungicos que puedan ser utilizados para mejorar la rentabilidad de
plantaciones forestales a través de una produccion de hongos ectomicorricos comestibles de alto valor
social y econémico.

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

El presente trabajo analiza el desempefio de 4 cepas de Lactarius deliciosus bajo diferentes condiciones
controladas de cultivo in vitro, evaluando el efecto de 3 medios de cultivo (PDA, MMN y BAF) y 5 niveles
de pH (4,8, 5,3, 5,8, 6,3 y 6,8), sobre el crecimiento radial, velocidad media de crecimiento y biomasa
producida por cada una de las cepas evaluadas de esta especie. Con esto se pretende mejorar el
conocimiento que permita optimizar el desarrollo de cultivos en laboratorio, para posteriormente continuar
con los trabajos en vivero y en campo.

MATERIAL Y METODO

Se utilizé 4 cepas de Lactarius deliciosus (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 del pais (Cuadro 1).

Los cultivos puros fueron obtenidos de acuerdo a la técnica descrita por Molina y Palmer (1982), a partir
del sombrero de un esporocarpo joven y cultivados sobre medio PDA (Extracto de papa dextrosa agar),
bajo oscuridad y a temperatura de 23°C.

Figura 1. Fructificacion de Lactarius deliciosus en bosque de pino (Pinus radiata)

El material original aislado de cada cepa fue masificado en discos de Petri con medio que contenia 4 g.
de extracto de papa, 20 g. de dextrosa y 15 g. de agar a pH 5.6 incubados a 23°C en oscuridad. Para
ello, se extrajo desde el material original discos de 5 mm, los que fueron puestos por 30 dias en el centro
de placas Petri conteniendo 20 ml del medio nutritivo. Durante este periodo se generd suficiente tejido
miceliar para ser utilizados en la instalacion del estudio.

Para instalar el estudio, se us6é los medios extracto de papa-dextrosa-agar (PDA) (Difco, Bencton
Dickinson and Company, USA), Melin-Norkrans (MMN) (Marx, 1969) y Biotina—Aneurina-Acido Félico
(BAF) (Moser, 1960). Cada medio se ajusté a 5 valores de pH (4,8, 5,3, 5,8, 6,3 y 6,8). Se evalud el
comportamiento de cada cepa en relacién a su crecimiento radial (CR) en milimetros, velocidad media de
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crecimiento (VMC) en milimetros por dia y producciéon de biomasa (B) en mg al finalizar el ensayo, en
cada una d las combinaciones de medio y pH descritas. Se us0 cinco repeticiones (placas) por cada
tratamiento.

Cuadro 1. Identificacion y punto de recoleccion de las cepas de Lactarius deliciosus usadas en el estudio

col Comuna LatS; Long O; Altitud Tipo de suelo Edaq ol
Cepa (afios)
IF725004 Constitucién, Maule 35°32'11"; 72°17'32"; 353 Franco arcilloso 25
IF1608006  Cobquecura, Nuble 36°10'28"; 72°40'06"; 554 Franco arcilloso arenoso 10
IF914002 Collipulli, Araucania 37°56'50"; 72°27'07"; 242  Arcillo limoso 20
1IF936001 Nueva Imperial, Araucania  38°41'24"; 73°05'21"; 71 Franco limoso 18

Los medios de cultivos se esterilizaron en autoclave a 121°C y 1,2 atm de presién por 30 minutos,
ajustando previamente sus valores respectivos de pH con HCL o KOH 1N y con mediciones realizadas
con un peachimetro marca Thermo Scientific Orion modelo Star Al11l. Finalizado el proceso de
esterilizacion, los medios fueron llevados a una Camara de Flujo Laminar marca Filtromet modelo
H24302, de fabricacion nacional, donde se realizé el vaciado de los medios de cultivo a placas de Petri
de 90 x 15 mm, ayudados por una jeringa de 25 ml, colocando 20 ml de medio en cada placa.
Posteriormente, se dejaron enfriar en ambiente estéril hasta su uso. El proceso de inoculacién de los
medios con las cepas de Lactarius deliciosus se realizdé con la ayuda de un sacabocado que permitié
obtener segmentos circulares de 5 mm de diametro desde los recipientes que contenian el material
miceliar madre. Cada segmento fue colocado en el centro de una placa de Petri para cada uno de los
tratamientos, procediendo luego a sellarlos con cintas de parafilm y posteriormente ser marcados con el
nombre de la especie, codigo de cepa, numero de repeticion, medio de cultivo, nivel de pH y fecha de
instalacion. Una vez finalizada la operacion de instalacién de los ensayos con los segmentos miceliares
respectivos, estos se ubicaron en una Camara de Crecimiento marca Forma Scientific modelo 3744, en
oscuridad y a 24°C de temperatura por 35 dias.

Para medir el crecimiento radial (CR) se us6 un pie de metro digital marca Ubermann. Cada medicién
radial se realizd en 4 direcciones a partir del centro donde se ubico el disco de micelio, registrandose el
crecimiento de las cepas en cada uno de los discos de cada tratamiento cada 7 dias por un lapso de 35
dias. Para obtener el crecimiento cada 7 dias y el CR total de cada disco de Petri con los tratamientos
respectivos, a cada una de ellas se le desconto el radio correspondiente al segmento de agar circular de
5 mm de didmetro que se utilizé para realizar la inoculacion.

Para obtener los valores de biomasa (B) al final del periodo de evaluacién, se extrajo 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 consiste en eliminar el agar por calentamiento en bafio
maria y luego enjuagar la colonia con agua caliente, para posteriormente secar en estufa a 60°C por 48
horas hasta peso constante. Luego se procedié a pesar cada muestra, descontando el peso del papel y
del material inicial utilizado como indculo, obteniendo finalmente la biomasa seca producida en cada
tratamiento (Figura 2).

Para determinar la velocidad media de crecimiento (VMC) de las cepas, los datos de crecimiento radial
cada 7 dias por 35 dias, se ajustaron mediante una ecuacidn de regresion 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 ensayo se establecié bajo un disefio completamente aleatorizado, con 5 repeticiones para cada unidad
experimental. Los resultados se evaluaron mediante analisis de varianza (ANDEVA), utilizando para ello,
el software estadistico INFOSTAT version 2015p. La homogeneidad de varianza se evalud mediante la
prueba de Levene (P < 0,05). En tanto que el supuesto de normalidad de los residuos se evaluo a través
de la prueba de Shapiro-Wilks (P < 0,05). Para detectar diferencias significativas entre los tratamientos,
se aplicd la prueba de comparaciones mdltiples de Tukey (Montgomery,1984), con P < 0,05.
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Figura 2. (a) Confeccion de medios de cultivo; (b) Ajuste de valores de pH; (c) Esterilizacion de medios
de cultivo en autoclave; (d) Vaciado de medios de cultivo en placas de Petri; (e) almacenaje de medios en
placas de Petri; (f) Instalacion de ensayo con sacabocado; (g) Ensayo instalado bajo oscuridad y 24+/-1
°C; (h) Aspecto crecimiento de cepa de Lactarius deliciosus en medio BAF y bajo distintos niveles de pH;
(i) Medicién de crecimiento radial de cepas; (j) Limpieza de tejido micelia de medio de cultivo; (k) Secado
en estufa por 48 horas a 60°C de tejido miceliar; (I) Pesaje para determinar biomasa producida por cada
uno delos tratamientos
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RESULTADOS

A Nivel de Cepas

Las cepas IF1608006, procedente de la regioén de Nuble, e IF725004, procedente de la region del Maule,
muestran interacciones significativas entre los factores medio de cultivo y nivel de pH con efectos sobre
las variables CR, VMC y B. En las cepas procedentes de la Araucania existe interacciéon entre los dos
factores evaluados so6lo para las variables CR y VMC (Cuadro 2).

Cuadro 2. Significancia estadistica del analisis de varianza (ANDEVA) para los valores medios
obtenidos de las variables crecimiento radial, velocidad media de crecimiento y biomasa para
cepas de Suillus luteus. * Efectos significativos (P< 005)

- Velocidad .
Crecimiento - Biomasa
Cepa Factor Radial CMet_Ma_ de Seca
recimiento
Medio <0,0001** <0,0001** <0,0001**
I(Et%?g)ooe pH <0,0001** <0,0001** <0,0001**
Medio x pH <0,0001** <0,0001** <0,0001**
Medio <0,0001** <0,0001** <0,0001**
I(I;/I7aZu5|(e))0 & pH <0,0001** <0,0001** <0,0001**
Medio x pH 0,0044** 0,0026** <0,0002**
Medio <0,0001** <0,0001** <0,0001**
I(i?;jggrfia) pH <0,0001** <0,0001** 0,0080**
Medio x pH <0,0001** <0,0001** 0,0598
Medio <0,0001** <0,0001** <0,0001**
I(i?agsggr}ia) pH <0,0001** <0,0001** <0,0079**
Medio x pH <0,0001** <0,0001** 0,2860

e Crecimiento radial

La cepa IF725004 exhibe mayor crecimiento en el medio BAF con pH igual o superior a 5,3, siendo su
mejor desempefio con pH 6,8 (16,97+ 0,79 mm), y con diferencias significativas con el crecimiento
obtenido a pH 4,8, como también con los demas medios de cultivo. Los valores promedios
significativamente mas bajos fueron en medio MMN, sin diferenciarse entre los niveles de pH, y so6lo
superando al crecimiento mas bajo entregado por el medio PDA a pH 4,8 (Cuadro 3).

En la cepa IF1608006 el mayor crecimiento fue en los medios BAF (pH 5,3 a 6,3) y MMN (pH 6,3 y 6,8),
sin diferenciarse estadisticamente entre ellos. Los montos mas altos se logran en el medio BAF con pH
6,3 y MMN con pH 6,8, con valores de 10,42+0,77 y 10,34+0,82 mm, respectivamente. Los crecimientos
radiales mas bajos y sin diferencias significativas entre ellos, fueron obtenidos en los tres medios de
cultivo con pH 4,8, como también el medio PDA con pH 5,3 y 6,8 (Cuadro 3).

En la cepa IF914002 los mayores crecimientos radiales se obtuvieron para los medios BAF y PDA con pH
entre 5,3 y 6,8 para el primero, y de 5,8 a 6,3 para el segundo. Los valores promedios de CR para los
medios antes sefialados y dentro de los rangos de pH mencionados, no presentaron diferencias
significativas entre ellos, obteniendo un valor maximo de 15,07+3,21 mm en el medio BAF, con pH de 6,3.
Los valores menores y que no presentaron diferencias significativas entre si fueron obtenidos en el medio
PDA a pH 4,8 y 5,3, como también en el medio MMN para un rango de pH entre 4,8 y 6,3 (Cuadro 3).

En relacion a la cepa IF936001, las respuestas mas favorables en crecimiento radial lo presentaron los
medios BAF y PDA con pH entre 5,3 y 6,8, junto al medio MMN con pH de 5,8, con valores promedios
gue no presentas diferencias significativas entre ellos, con un maximo valor de 17,54+3,80 mm para el
medio BAF a pH 5,3. El menor valor lo presenté el medio MMN con pH igual o menor a 5,3 (Cuadro 3).
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Cuadro 3. Efecto de los factores medio de cultivo y nivel de pH sobre los valores medios y sus desviaciones estandar obtenidos para las variables crecimiento radial, velocidad

media de crecimiento y biomasa para cepas de Lactarius deliciosus

Factores Crecimiento radial (mm) Velocidad media de crecimiento (mm/dia) Biomasa Seca (mg)
Cepa Medio Medio x Medio x Medio x
Medio pH x pH | Cepa Medio pH pH Cepa Medio pH pH Cepa Medio pH pH
4,8 3,94+050 a 011:00l a 122+567 a
4,8 : 6,74+ : : 020+ _—o==en 8 18,13+ L2,
4 53 ; 10,17 £ 1,01 cdef ’ a 0,30£0,03 bcd ' a 40,0%18,72 bcd
(r'::DZ/;) (n=15) 58 8'253§ b 368 I 43:281 deig 0'365' 012 " —534%010 cde 341*2472 14,10 42,2+1891 cd
oa 6,3 : o1 _10.07%353 cdef : 020s _030£012 bed : 4340+ 40,8+ 10,08 bcd
(15) 6,8 e 8,65+ 1,80 bcde 013 b_024%004 abc lo57 b __38.0%6,67 be
4,8 511141 ab 014+005 a 108+3,63 a
72;':004 MMN 58 22 9,73+ 614+ . 1095+ g'gg - g'gg ch 028+ 017+ 032+ b—g’i;‘ - 8’85 = 34.12 . 1356+ 39,13 £ b iéé - g’gg a
> (n=25)  (n=15) : 4,34 2,08 4,52 8x2, 0,14 0,06 014 P-217x007 ab | : 3,78 23,25 ¢ 023,
(n=75) 6,3 599+ 1,47 abc 016004 ab | 2248 140£235 a
6,8 8,36 2,79 abcd 0,240,008 _abc 18,2£2,59 ab
6,3 : 973+ : : 028+ ,—o=2s  A9C 34,33 + L2
(1215) 48 37o b_1L17:272 deig 01 D_034:008 cde lo56 D _3L4x17,87 abc
BAF 53 1490+ 14,30 £2,97 fgh 043+ 043008 _ def 416+ 490%3,32 cd
(25 68 58 574 © 11a7s 1545138 gh 008 0a3s 046003 ef 1955 45,60 £ 61,6+7,96 de
(1215) 6,3 : e, b_1313+132 efgh : 'op4 b_0.38%0,06 def : op; © _48.20%653 cd
6,8 ’ 16,97+0,79 h ’ 051+002  f : 80,6+ 13,83 e
4,8 169033 a 004:00L a 36152 a
4,8 : 2,95+ : : 007+ —o= s 8 9,60 + 2=
: 53 ' 292+13 ab ' a 007004 ab ' a _ 128+646 ab
PDA  (n=15) : 414+ 1,51 : ' 0.11+ 004 2 207£0DDA4 ab | 23,04 + 4,93 85,
(=25) 58 208 632+1,13 cde 006 0,17£0,04 cde 1572 42,0 +8,86 ef
53 6,3 5 78s 55+1,62 bcd 016+ _0.15%005 bed | ios 30,4+ 10,21 cde
(15) 6,8 283 426+1,14 abc 00s b_011£003 abc 60, b _264%1101 bode
4,8 42+169 abc 0,11£0,05 abc 12,0+0,71 ab
joogos MMN 58 et —eatx o721 o 77ex —pSeRISR- R otex 021 o o22s —gBRRFT—RH TR are0x | dozex  — BN
)t (n=25) (n=15) —> 2,99 2,61 1,93 29EL 0,09 0,08 0,06 2920, : 8,41 17,92 DE2,
(n=75) 6,3 9,02£1,03 fgh 026003  fgh | 17,37 26,40+ 23 bcde
6,8 10,34+0,82_h 030002 h 33,8303 de
6,3 : 8,31+ : : 023+ —=o0e N 37,73+ ¢ o3,
(215) 4,8 >a1 2,96£1,06 ab 007 €_007:008 ab | 503 d 132%37 ab
BAF 53 1804 8,91+0,63 efgh 0924 0,25+0,03 efgh 160 432+119 ef
(25 68 58 289 P 700s 987+1,18 gh oo 020s 028004 fgh 870 s a7t 58,0+ 13,36 f
(215) 6,3 276 C_10.42:0,77 h 009 €_029%002 gh 810 © _564%10.74 {
6,8 727+1,29 defg 0,19+0,04 _cdef 37,2+4,76 de
4,8 279+150 a 007+004 a 106+8,17 ab
(nifS) 53 0337 6,111,10 ab 018> a 047004 abc M a " 25.2:1161 abcd
PDA 58 8,40 + : 13,28+ 2,82 ef 0,24 + : 040009 e 35,4+ : 49,8+ 20,61 d
(n=25) 6,3 429 8 11,78 2,77 cdef 0,13 034010 de 22,93 56,8 + 26,72 _d
(n5:'135) 68 7’5% 8,06+1,11 bed O’(Z)?’li g 0,22 + 0,03 agc 231':3179; E 34,6+9,21 abcd
v 4,8 645£0,78 ab 018002 abc | .. 80£235 a
914002 53 | 904z 541:0,97 ab 0,26 + 0,15£0,03 _abc - 7811 a
(ne75)  MMN 58 58 4,01 648+ 1039+ 514+106 ab 0,13 0,18 + 031+ ¢ 0142003 ab | ,, 4o 9,24+ 3407+ b 78084 a
(n=25)  (n=15) o5 1,63 4,37 7204136 abc 0,05 0,14 d 0.21+0,05 agc 2,85 27,38 ¢ 86+167 a
N N ¥ vy T 033+ 4350008 cie ] 9405 55651535 ahed
BAF B 53 1225% ' 11,0+2,88 cdef 0,37+ ' 0,36+0,08  de 40,64 = : 37,4+ 23,72 abcd
(n=25) ~ 638 58 3,23 932+ b _1274+243 def 0,10 026+ b _038+0,08 e 19,86 3033+ b _ 44,6+29.8 cd
(n=15) 6,3 2,86 c 1507321 f 009 ¢ 045%0,10 e 1620 ¢ 528%492 d
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Factores Crecimiento radial (mm) Velocidad media de crecimiento (mm/dia) Biomasa Seca (mg)
Cepa Medio Medio x Medio x Medio x
Medio pH x pH | Cepa Medio pH pH Cepa Medio pH pH Cepa Medio pH pH
6,8 11,79 + 3,48 cdef 0,34+0,12  de 42,4+17,13 bed
4,8 6,61+1,02 b 0,16 + 0,04 a 212+3,7 ab
4,8 : 6,72 + : : 0,18 + : : 25,87 = y :
o 53 ' 14,52 +2,01 cd ' 0,43+0,07  bc , 56,6 + 17,64 abcde
(r'::Dzlé) (n=15) 58 1238~ 448 14591293 od 0362 018 " 042:010 e Bros 2935 64,2%228 bcdef
6,3 ’ 12,78+ 0,61 cd ’ 0,38+0,02  bc ' 77,2+11,84 cdefg
53 6,8 11,80 + 13,39+ 1,06 cd 0,34+ 041+0,04 bc 62,87 = 59,6 + 10,64 bcde
(n=15) 6,78 0,21 0,04 + 49,78
48 1,58+0,05 a 0.0011 a 1,4+0,55 a
MMN 5,3 8,73 + 3,33+£1,60 ab 0,26 + 0,08 + 0,04 a 18,72 + 84+297 ab
IF (n=25) (ni'f5) 5.8 1214 5,42 15'301;—' 13942211 cd 036+ 017 0'351;—' 0,42£0,07 _bc | 5868 12,09 . ig'gg 25,2+ 1,02 abc
936001 6,3 sa94 © ’ 12,37+1,04 c ‘016 ' 0,37+0,03 bc £ b - 29,0 +4,06 abc
(n=75) 6,8 - 12,43+ 057 ¢ ' 0,39+0,02 bc | 4521 29,6+2,7 abc
6,3 48 13,35+ 11,98+1,26 ¢ 0,39 + 0,35+ 0,05 b 72,60 55,0 + 34,14 abcd
(n=15) 2,14 0,07 +42,13 123,6 +
5.3 17,54 +3,80 d 0,52 +0,12 c 3107 9
BAF 5,8 15,32 + 16,67 £ 4,18 cd 0,45 + 0,50 £0,13 c 101,56 + 97,6 £+ 58,4 defg
(=25 4 g 63 337 13,78+ b 14,89+316 cd 011 042+ _ 044011 bc 44,98 69,73 11411’68:—; efg
(n=15) : 1,68 0,05 +42,64 15001
6.8 15,53+ 1,47 cd 0,46 +0,04 bc 30,72 fg

(*) Valores medios con una letra comun no son significativamente diferentes (p > 0,05)
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e Velocidad Media de Crecimiento:

Para esta variable el comportamiento de la cepa IF725004 fue muy similar a lo observado para el
crecimiento radial, con valores méas altos en el medio BAF, principalmente con pH entre 5,3 y 6,8; este
ultimo valor de pH presenté la mayor velocidad media de crecimiento (0,51+0,02 mm/dia), pero sin
diferenciarse significativamente dl velocidad lograda en el mismo medio con pH 5,3. El medio MMN con
los diferentes niveles de pH, asi como el medio PDA con pH 4,8 y 6,8, presentaron la menor velocidad
media de crecimiento, sin diferencias significativas entre ellos (Cuadro 3).

Para la cepa IF1608006 se apreciaron velocidades mayores, pero sin diferencia significativas entre los
medios BAF con pH entre 5,3 y 6,3 y el medio MMN unidos con pH de 6,3 y 6,8. La velocidad mas alta se
alcanzé en el medio MMN a pH 6,8 con 0,3+0,02 mm/dia. Las velocidades menores se concentraron
principalmente en el valor de pH 4,8 para los tres medios de cultivo, agregandose ademas el medio PDA
con pH 5,3y 6,8, y cuyos valores promedios no presentaron diferencias significativas entre si (Cuadro 3).

La cepa IF914002 presentd entre las velocidades mas altas, las obtenidas con el medio BAF con los
distintos valores de pH, y también las conseguidas en el medio PDA con pH 5,8 y 6,3. En relacion a esto
valores, el valor maximo obtenido para esta variable para esta cepa fue en el medio BAF y pH 6.3 con
0,45+0,10 mm/dia. Los valores menores y que no presentaron diferencias estadisticamente significativas
entre ellos, fueron los del medio MMN con pH entre 4,8 y 6,3 y en el medio PDA con pH de 4,8, 5,3y 6,8
(cuadro 3).

En la cepa IF936001 los mejores resultados fueron en el medio BAF con pH de 5,3y 5,8 con 0,52+0,12 y
0.50+0,13 mm/dia, respectivamente. Sin embargo, estos resultados no presentaron diferencias
estadisticas significativas con lo obtenido para el mismo medio con pH 6,3 y 6,8, como también con el
medio PDA para niveles de pH entre 5,3 y 6,8 y MMN con pH de 5,8 a 6,8. La menor velocidad media
de crecimiento se obtuvo en los medios MMN, a pH 4,8 y 5,3 y en el medio PDA con pH 4,8 (Cuadro 3).

e Biomasa

Los resultados para la cepa IF725004, indican que el medio BAF con pH 6,8 y 5,8 presenta los mejores
montos biomasa seca (80,6+13,83 y 61,6+£7,96 mg) con diferencias no significativas entre estos valores.
Los valores mas bajos y que tampoco presentaron diferencias significativas entre ellos se obtuvieron en
el medio MMN en todos sus niveles de pH, al igual que para el medio PDA y BAF a pH 4,8 (Cuadro 3).

En la cepa IF1608006 se evidencié una mayor produccién de materia seca en el medio BAF con pH de
5,8y 6,3 (58.0+13,36 y 56,4+10,74 mg, respectivamente). El medio BAF con pH 5,3 y el medio PDA con
pH 5,8 obtienen valores de 43,2+11,9 y 42,0+8,86 mg, lo que no se diferencian de los valores
previamente sefialados. En contraposicion, los medios PDA y MMN a niveles de pH 4,8 y 5,3, més el
medio BAF a pH 4,8, presentaron los mas bajos valores y con diferencias no significativas entre ellos
(Cuadro 3).

Para la cepa IF914002 no se observé interaccion de los factores medio y pH. Los medios BAF y PDA
presentaron los mayores montos de materia seca y sin diferencias significativas entre ellos. El medio
MMN presenté un valor de biomasa significativamente inferior al de los dos medios anteriores. La mayor
cantidad de biomasa de la cepa IF914002 se obtuvo en el medio PDA con pH 6,3 (56,8 + 26,72 mg),
seguido del medio BAF con 52,8+4,92 mg. Respecto al factor pH, los mayores montos de biomasa seca
se produjeron con el valor 6,3 (39,4 + 26,88 mg), seguido de 5,8y 6,8 (34,07 + 27,38 y 30,33 + 16,20 mg,
respectivamente), presentando estos 3 valores de pH diferencias no significativas entre ellos. EI menor
valor de biomasa (14,87 + 10,92 mg) se obtuvo con pH de 4,8 (Cuadro 3).

En la cepa IF936001, tampoco hubo interacciéon entre los factores medio y pH. Se observo diferencias
estadisticamente significativas en el efecto del factor medio de cultivo; el mejor resultado se obtuvo en el
medio BAF, con un promedio total de materia seca de 101,56+44,98 mg, siendo el medio MMN el de peor
desempefio con una cifra que alcanza los 18,72+12,09 mg. Respecto al factor pH, los medios ajustados a
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4,8 obtienen un monto de biomasa seca (25,87+29,35 mg) significativamente inferior al obtenido con
todos los restantes valores de pH. El valor méas alto de biomasa seca se logr6 a pH 6,3 (72,60+42,13 mg
de matera seca), aun cuando no resulta estadisticamente diferente de los montos de biomasa obtenidos
con los restantes valores de pH, excepto con el valor 4,8 (cuadro 3).

e Correlacién entre Variables

Atendiendo a que las 3 variables evaluadas son una manifestaciéon del crecimiento, existe una alta
correlacién entre ellas, situacion que se observa en las cuatro cepas estudiadas y que queda de
manifiesto en los altos valores del coeficiente de correlacion de Pearson, el que fluctia entre 0,75 y 1,00
para cada par de variables comparada (Cuadro 4).

Cuadro 4. Coeficientes de correlacion entre las variables crecimiento
radial (CR), Biomasa (B) y velocidad media de crecimiento (VMC) para
cuatro cepas de Lactarius deliciosus cultivadas in vitro.

CR B VMC CR B VMC
CR -- 0,90 1,00 -- 0,83 0,81
B 0,78 -- 0,89 0,77 - 0,99
VMC 0,99 0,75 -- 1,00 0,75 --
Cepa IF725004 sobre la diagonal; Cepa IF914002 sobre la diagonal;
Cepa IF1608006 bajo la diagonal. Cepa IF936001 bajo la diagonal.

A Nivel de Especie

A nivel de especie, el ANDEVA de los datos obtenidos muestra la presencia de interacciones con
diferencias significativas para a=0,05, entre los factores medio de cultivo y nivel de pH que afectaron el
nivel de respuestas de las variables CR, VCM y B (cuadro 5).

Cuadro 5. Significancia estadistica del andlisis de varianza (ANDEVA) para
los valores medios obtenidos de las variables crecimiento radial, velocidad
media de crecimiento y biomasa seca para la especie Lactarius deliciosus.

Factor Crecimiento Velocidad Media Biomasa
Radial de Crecimiento Seca
Medio <0,0001** <0,0001** <0,0001**
pH <0,0001** <0,0001** <0,0001**
Medio x pH 0,0053** 0,0036** 0,0410*

* Efectos significativos (P< 005)

e Crecimiento Radial

El mayor crecimiento radial se obtuvo en el medio BAF, principalmente entre niveles de pH 5,3 y 6,8, pero
sin presentar diferencias estadisticamente significativas entre ellos, ni tampoco con el medio PDA a pH
5,8 y 6,3. El valor maximo fue de 13,68+3,58 mm, el cual se logré en el medio BAF con pH 5,8. Por el
contrario, y sin presentar diferencias estadisticamente significativas entre ellos, se aprecia menores
crecimientos con pH de 4,8 en el medio PDA (3,76+2,07 mm) y en el medio MMN con pH 4,8 y 5,3
(4,34+2,12 y 4,88+1,55 mm, respectivamente) (cuadro 6).
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Cuadro 6. Efecto de los factores medio de cultivo y nivel de pH sobre los valores medios y sus desviaciones estandar obtenidos para las variables crecimiento
radial, velocidad media de crecimiento y biomasa para Lactarius deliciosus

Factores Crecimiento radial (mm) Velocidad media de crecimiento (mm/dia) Biomasa Seca (mg)
Medio pH )'\(AS(:"O Medio pH Medio x pH Medio pH Medio x pH Medio pH Medio x pH
4.8 3,76 + 2,07 a 0,09 +0,05 a 11,90+ 8,10 ab
4.8 5,69 : : 0,16 : : 17,12 . .
5.3 . 8,43 + 4,65 cd i 0,24 +0,15 cd . 33,65 + 21,42 bed
_ n ) ) n \ \ . , )
(n200) (r=15) 58 | B p 37 1141398 der | 07 b T 033+013 defg | -0 +1792 49,55+19,40 _def
53 63 |77 882 10,03+3,61 def |~ 026 0,29+0,12 defg | =77 35.83 51,30 + 23,49 def
(n=.15) 6.8 +500 b 859+354 d +0.16 0,24 £0,12 cd +3407 b 39,65+ 15,33 cde
4.8 7 4,34+2,12 ab - 0,12 + 0,06 ab - 8,05 + 4,67 a
MMN 58 5.3 714 11,03 4,88+1,55 abc 0,20 032 0,13+0,05 abc 15.78 43,97 10,55 + 3,75 ab
(n=100) (n=15) 58 |, 339 & iaa4 © 801£392 bed | | 011 +0.14 0,23+0,13 bcd +899 +3144 b 16,90 +7,22 abc
- ~ 63 |77 “ 8,67+271 d |77 7 0,25+ 0,09 d - T 19,50 + 9,05 abc
6.8 9,81+2,42 de 0,29+ 0,08 def 23,90 + 8,61 abc
1) 48 1o ¢ 8972412 d >3 027£013  de 0% b T3140%24.08 abed
BAF 5.3 12.40 T 13,16 +4,16  ef 037 7 0,39+0,13 fg 59.49 - 63,30 + 40,74 ef
5.8 ' c 13,68 + 3,58 f ’ c 0,41+0,12 g ’ 65,45 + 36,77 f
= + + +
(n=100) 15 63 | =*° 1048 b Ti33aa00 er |0 080 039z010 g | *3"% Ja5% b Te125%3325 T
6.8 T 12,89+4,28  ef 7 0,38+0,14 efg - 70,05 + 38,43 f

(*) Valores medios con una letra comun no son significativamente diferentes (p > 0,05)
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¢ Velocidad Media de Crecimiento

Esta variable presenta un comportamiento similar al crecimiento radial, observandose crecimientos
mayores en el medio BAF, principalmente entre niveles de pH 5,3 y 6,8 pero sin presentar diferencias
estadisticamente significativas entre ellos, ni tampoco con el medio PDA a pH 5,8 y 6,3. La velocidad
maxima alcanzé a 0,41+0,12 mm/dia en medio BAF con pH 5,8. Por el contrario, y sin presentar
diferencias estadisticamente significativas entre ellos, la velocidad menor se obtiene en los medios PDA
con pH 4,8 (0,09+0,05 mm/dia) y MMN con pH de 4,8 y 5,3 (0,12+0,06 y 0,13+0,05 mm/dia,
respectivamente) (cuadro 6).

e Biomasa

La mayor produccion de biomasa se obtuvo en el medio BAF con pH entre 5,3 y 6,8, y en el medio PDA
con pH de 5,8 y 6,3, pero sin diferencias estadisticas significativas entre ellos. Los valores més altos se
lograron en el medio BAF con pH 6,8 (70,05+38,43 mg), pH 6,3 (67,25+33,25) y pH 5,8 (65,45+£36,77
mg). Se observa baja produccion de biomasa seca en el medio MMN con todos los pH ensayados,
también en los medios PDA y MMN con pH 4,8, sin existir diferencias significativas entre ellos. La menor
produccion de biomasa fue para el medio MMN con pH 4,8 (8,05+4,67 mg) y 5,3 (10,55£3,75 mg)
(Cuadro 6).

e Correlacién entre Variables:

Tal como se observé a nivel de cepas, a nivel de especie también existe una alta correlacion entre las
variables evaluadas. El coeficiente de correlacion de Pearson fluctu6é entre 0,80 y 1,00 de acuerdo al
detalle del Cuadro 7.

Cuadro 7. Coeficientes de correlaciéon
entre las variables crecimiento radial
(CR), Biomasa (B) y velocidad media de
crecimiento (VMC) para Lactarius
deliciosus cultivado in vitro.

CR B VMC
CR -- 0,80 1,00
B -- 0,80

VMC --

DISCUSION

En base a los factores y variables evaluadas para las 4 cepas de Lactarius deliciosus, se observo
variacion en la estrategia con que cada cepa enfrenta dichos cambios, influenciados ya sea por las
interacciones entre los factores o por la influencia de los factores principales al no verificarse
interacciones, como fue el caso de la variable Biomasa para las cepas IF914002 e IF936001. Por lo
general, estos comportamientos han sido observado en varias especies, reportdndose diferencias entre
aislados de una misma especie. Estudios para evaluar el efecto de pardmetros medioambientales sobre
diferentes cepas de especies micorricicas obtienen resultados muy variables, debido principalmente a los
diferentes requerimientos medioambientales derivados de la variabilidad genéticas que presentan dichos
microrganismos y de las condiciones de sitio donde se han desarrollado (Chung, 2021). Esto es
reafirmado por Islam y Ohga (2013), quienes indican que para llegar a producir inoculantes fangicos a
gran escala, es necesario definir la composicién 6ptima del medio de cultivo para cada hongo, tomando
en cuenta las diferentes cepas sobre una gran variacion de condiciones medioambientales. Ejemplo de
ello es lo observado por Flores et al. (2008), al evaluar varias cepas de L. deliciosus, obteniendo
importante variaciéon en el crecimiento, el cual alcanza los valores méas altos con pH de 4,5 o 6,5,
dependiendo de la cepa estudiada. Por su parte Royo et al. (1998), concluyen que no es posible
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determinar el medio nutritivo 6ptimo para cada especie fungica estudiada debido a la existencia de
interacciones significativas entre los factores cepa y medio nutritivo.

Estudios realizados por Sanchez et al. (2001), para analizar la influencia del pH en el crecimiento de L.
deliciosus, en un medio MMN modificado dentro de un rango de niveles de pH 2,5 y 8,5, sefialan una
gran diferencia en el crecimiento en didmetro, observando crecimientos significativamente mayores en pH
6,5 a 8,5, que en el rango de 2,5 a 5,5. El mejor desempefio de pH cercano a neutro es coincidente con
la tendencia mostrada en este trabajo para el mismo medio de cultivo. Los mismos investigadores
obtuvieron a las 6 semanas a pH 6,5, diametros de crecimiento que alcanzaron los 5,7 cm, utilizando
hidréxido de sodio para ajustar el pH. Ese resultado es superior al obtenido en este trabajo, pero con una
evaluacion realizada a los 35 dias, llegando a un crecimiento radial maximo de 1,394 + 2,11 cm en medio
MMN a pH 5.8.

Evaluaciones del desarrollo de varias especies fungicas, entre ellas L. deliciosus, en medio BAF y pH de
5,5, obtuvieron crecimientos en diametro de 5,5 cm en 28 dias (Sanchez et al. (2000), monto superior a
los 1,754 + 3,8 mm obtenido en CR para este medio a pH 5,3. Daza et al. (2005) trabajando con varias
cepas de L. deliciosus en medio MMN modificado, observaron a los 27 dias crecimientos
significativamente mas bajos a niveles de pH de 7 y 8, respecto a pH 6 y 5, con resultados variables
dependiendo de la cepa utilizada. Barros et al. (2006) evaluando el desempefio de varias cepas de L.
deliciosus en los medios MMN y PDA para distintos niveles de pH, obtuvieron a los 36 dias un
crecimiento radial significativamente mayor para MMN. Este resultado es coincidente sé6lo para la cepa
IF1608006, observandose en esta un valor promedio estadisticamente significativo frente a los obtenido
en el medio PDA y muy similares a lo logrado en medio BAF.

En relacién al trabajo realizado, los valores obtenidos para el medio MMN muestra en su mayoria valores
bajos. Respecto a esta observacién, Sanchez et al. (2000), mencionan un lento crecimiento de esta
especie en el medio MMN. Por su parte, Daza et al. (2005), observaron similar comportamiento con
rendimientos miceliares escasos, indicando la necesidad de complementar este medio con una fuente de
carbono.

En general, los resultados obtenidos para la variable CR mostraron poco desarrollo de micelio aéreo,
formando diametros pequefios con micelio muy denso y sumergido bajo el medio. Esta estrategia de
crecimiento fue observada por Sanchez et al. (2001), mencionando que esta forma de crecer de las
cepas se debe a un desarrollo por estrés, lo que suele formar colonias con pequefios diametros e hifas
muy densas. Estos autores citando a Boxman et al. (1986), mencionan que el crecimiento compacto junto
con reducciones en el crecimiento radial es un mecanismo de proteccion contra condiciones
desfavorables del suelo. Habria que sefalar también que los mayores crecimientos en diametro de la
cepa bajo cultivo in vitro, no siempre corresponden con la mayor produccion de biomasa, aspecto que es
de importancia debido al frecuente empleo de este pardmetro como Unico elemento para evaluar el
crecimiento de la cepa (Santiago-Martinez et al.,1995).

En relacion a la velocidad media de crecimiento, se observé comportamientos diferentes para las cepas
de L. deliciosus en los medios utilizados, logrando una mayor velocidad de crecimiento en el medio BAF,
mientras que el menor desarrollo lo obtuvieron en el medio MMN que presenté un crecimiento muy lento,
coincidiendo con lo obtenido por Chéavez et al. (2009). Por su parte, Pereira et al. (2014), reafirman lo
mencionado por los anteriores investigadores y lo observado en esta investigacion, logrando una
velocidad de crecimiento radial mayor en medio BAF, con diferencias significativas respecto a los medios
MMN y PDA, estos ultimos también con diferencias significativas entre ellos.

En cuanto a la variable produccion de biomasa seca, los mayores montos obtenidos en este estudio se
situaron en el medio BAF con pH en el rango de 5,3 a 6,8, dependiendo de la cepa analizada. El valor
maximo lo alcanzé la cepa IF936001 en medio BAF con pH 5,3 (123,6 + 31,97 mg). Experimentos
realizados por Guerin-Laguette et al. (2000), determinaron que pH entre 5,5 y 6,0 fue el rango 6ptimo
para el crecimiento miceliar, con una produccién de biomasa por sobre los 130 mg a los 28 dias y un
buen desempefio del medio nutricional BAF en contraposicion al medio MMN. Lazarevic et al. (2016)
obtuvieron una mayor produccion de biomasa con pH entre 5,8 y 6,5 en medio MMN Yy utilizando

82



Ciencia & Investigacion Forestal Vol. 28 N° 3. Diciembre, 2022

diferentes fuentes de carbono. Mientras que Pereira et al. (2014), lograron los mayores montos de
biomasa (107 mg a los 30 dias) con pH 5,5 en medio BAF. Montos mayores fueron obtenidos por
Sanchez et al. (2001), pero en un periodo mayor de crecimiento (6 semanas), en medio MMN con pH 7,5,
condicién en la que obtuvo una produccién de 408 mg de materia seca.

En relacion a la correlacién entre las variables crecimiento acumulado promedio y Biomasa, Sanchez et
al. (2001) obtuvieron una correlacién de 0,73 entre el didmetro de la cepa y los valores de peso seco,
ocupando un medio MMN vy diferentes acidos para ajustar a niveles de pH entre 2,5 y 8,5. Estas
observaciones son concordantes con lo obtenido en el analisis realizado a nivel de cepas y de especie,
las que también mostraron una alta correlacién entre todas las variables estudiadas. Sin embargo, Daza
et al. (2005), citando a otros autores, indican que los distintos tipos de nutrientes y concentraciones
podrian relacionarse con las diferentes estrategias de exploracion del medio, siendo muy frecuente que la
biomasa fungica y el diametro de crecimiento no se hallen directamente correlacionados afectando la
morfologia de los hongos.

CONCLUSIONES

Trifonov & Chakravartyn (1990), indican que los medios nutricionales sintéticos y semi-sintéticos serian
aptos para el crecimiento de Lactarius spp., lo observado en este trabajo muestra un crecimiento miceliar
de L. deliciosus que resulta variable con respecto al medio de cultivo, nivel de pH y cepa utilizada. Los
resultados obtenidos sugieren el medio BAF como el mas apto para los trabajos de multiplicacion
miceliar, junto con un rango de pH que vari6é con la cepa utilizada, pero con un marcado bajo rendimiento
a nivel de pH 4,8 para las 3 variables evaluadas. Respecto al medio de mayor rendimiento, Oort (1981)
concluye que el medio semi-sintético BAF seria el mas indicado para el crecimiento miceliar del género
Lactarius, lo que coincide con lo observado.

De las 4 cepas evaluados, la cepa IF936001 procedente de la region de la Araucania es la que presenté
los mayores valores para las 3 variables evaluadas, y con posibilidades de poder ser utilizada en los
programas de micorrizacion, contrastando con la otra cepa de la misma region (IF914002) pero muy
distantes geograficamente entre si, como también con las obtenidas de regiones de mas al norte.

Se visualiza una variacién en los comportamientos frente a factores medio nutritivo y nivel de pH, por lo
que se abre la necesidad de ampliar la base genética que recoja la maxima variabilidad bajo diversos
ambientes, con el fin de seleccionar cepas que sean especificas para sitios determinados, ajustando
protocolos que permitan maximizar la produccion de biomasa miceliar para la elaboracién de inoculantes
que ayuden a masificar los trabajos en vivero, con el objetivo de obtener plantas micorrizadas y de
calidad, capaces de producir hongos comestibles, una vez que sean establecidas en terreno (Pera et al.,
1998).

Considerando lo expuesto por Molina y Palmer (1982), respecto a que el medio adecuado para cultivar un
hongo ectomicorricico es el que le aporta los nutrientes que obtendria de su hospedante, entonces, en el
contexto de los resultados obtenidos y el interés por encontrar una metodologia para generar la mayor
cantidad de biomasa, se puede concluir que el medio BAF es apropiado para su utilizacion en la
produccion miceliar, debido a su buen desempefio en generar biomasa seca, para las cuatro cepas
evaluadas.

Si bien es cierto que, bajo ciertas condiciones de cultivo, algunas de las cepas evaluadas presentaron
mayor rendimiento que otras, 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)
afirman que el efecto de factores como el pH sobre el crecimiento fungico in vitro debe ser interpretado
con precaucion, debido a que el desempefio de un hongo o cepa pueden ser afectados por una serie de
otros factores que pueden hacer variar los resultados, como son la duracién del experimento, las fuentes
de nitrogeno, la inclusion de sales de hierro antes o después del autoclavado del medio, entre muchos
otros factores. Estos mismos autores sefialan que, en igualdad de condiciones, un aislado que crezca
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razonablemente bien en un amplio rango de valores de pH seria preferible para trabajos de masificacion
e inoculacién en vivero, a uno que crezca bien solo en un rango restringido.

El desarrollo de los hongos micorricicos en un ambiente determinado se encuentran en constante
interaccion con diversos factores del ambiente que pueden afectarlos. Si se analiza a nivel de cepa o
ecotipo, estos poseen sus propias limitaciones frente a determinadas condiciones del medio (Sianard, et
al., 2010). Por lo tanto, el estudio de factores que inciden en la nutricién de los hongos y su crecimiento,
como lo son el pH, medio de cultivo, temperatura y otros, es necesario para conocer sus
comportamientos, los que difieren al interactuar con cada uno de estos pardmetros (Honrubia et al., 1992;
Vazquez-Garcia et al., 2002). El conocimiento de dichos parametros para cada hongo o cepa en
particular, permitira reunir informacién con miras a perfeccionar la producciéon de micelios de hongos
ectomicorricicos.

En relacion al factor pH, este juega un importante papel en el crecimiento y muchas veces se encuentra
interactuando con los elementos nutritivos del medio, debido probablemente a su influencia sobre la
disponibilidad de algunos nutrientes utilizados. Este efecto fue sefialado por Pereira et al. (2007),
quienes mencionan que el pH influye significativa en la disponibilidad de nutrientes, pudiendo determinar
biolégicamente el tipo de organismo capaz de desarrollarse en un suelo o sustrato. Willenborg et al.
(1990), afirman que los hongos ectomicorricicos tienen, en general, una naturaleza acidofila cuando se
cultivan en condiciones de cultivo puro.

Finalmente, los resultados obtenidos en esta investigacion buscan complementar otras experiencias para
la especie L. deliciosus, tratando de recoger la variabilidad genéticas presentes en el pais y analizar sus
posibles respuestas frente a diversos factores medioambientales. Esta recopilacion de informacién
servira de insumo para futuros trabajos que faciliten la 6ptima produccién de inoculantes para su uso en
la produccién de plantas de Pinus radiata, entregando las bondades que entregan las micorrizas en
conjunto con la produccion de hongos comestibles de valor socioeconémico.
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