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RESUMEN

Lactarius deliciosugL. Gray) es un hongo ectomicorricico que crece asociaBmas radiata
constituyendo sus cuerpos fructiferos un productoy rapetecido desde el punto de vista
gastrondmico en la alta cocina. Desde esta pergpess un hongo que puede entregar valor
agregado al bosque, siendo necesario entoncesgerogocaracterizar su comportamiento en
laboratorio, y posteriormente, en las inoculacioeesviveros. En el presente estudio se aislo
Lactarius deliciosus partir de carpoéforos jovenes, recolectados astationes dBinus radiata

de la Comuna de Ninhue, Provincia de Nuble, VIIgi®a. Dicha cepa se caracterinivitro, en

dos medios de cultivo sélido, Melin-Norkrans-mochfio (MNM) y Aneurina-Acido félico-
Agar (BAF), incubandose a 24 °C en oscuridad, erde@e determino velocidad de crecimiento
radial (mm/dia), y en medio de cultivo liquido BAfe evalud crecimiento miceliar, variacion del
pH y determinacion del consumo de azUcares en eliomdodos los medios de cultivos
empleados (solidos y liquidos) fueron ajustadobl 8. Los resultados del estudio muestran un
mayor incremento en velocidad media de crecimienttial en el medio de cultivo BAF,
mostrando diferencias significativas respecto abimele cultivo MNM. La produccion de
biomasa miceliar en el medio liquido aumenté preigeemente a medida que avanzaban los dias
de incubacion, induciendo ello una disminucién nmada del pH del medio de cultivo, y un
aumento en el consumo de azulcar producto del aextiondel hongo.

Palabras clave Lactarius deliciosus velocidad crecimiento, variacion de pH, azlcares

reductores.



INTRODUCCON

La adecuada seleccién de los hongos micorricices yposterior manipulacion debe ser una
preocupacion permanente de viveristas y silvicaliqrara obtener plantas forestales de calidad.
Al respecto, se debe considerar que no todos legdsomicorricicos funcionan de igual forma en
un ambiente determinado, como tampoco, un hongoretines el mas efectivo en todos los
ambientes (Honrubiat al, 1992; Pereira, 2002, Pereira y Chavez, 2007)ukdamental por
tanto conocer bien la biologia de las especiesi¢dangy sus exigencias ecologicas para utilizar la
mas adecuada segun los distintos ecosistemas dmnddicaran las plantulas micorrizadas
(Honrubiaet al, 1992). El crecimiento de hongos en medios davousolidos es uno de los
métodos mas utilizados para estudiar la fisioladgalos microorganismos debido a que el
diametro de las colonias y la velocidad de crecimieadial son parAmetros muy empleados en
bioensayos y en investigaciones fisiologicas (Tyih®69, Pirt, 1975, Santiago-Martinet al,
1995; Vazquez-Garciat al., 2002). Por otra parte, el conocimiento de las ataresticas
biolégicas vy fisiologicas de los micelios de losi\gos ensayados, asi como la especificidad que
presentan con determinados hospedantes, son funtidesea la hora de elegir las especies
idoneas para inoculaciones controladas en vivespldPanteriormente sefialado se ha decidido
en este estudio, determinar la velocidad mediare@miento radial dé. deliciosusen medios

de cultivo BAF y MNM, como también la produccion lliemasa miceliar, disminucion del pH y

consumo de azucares reductores en el medio deaBIAF.

MATERIALES Y METODOS

El hongos ectomicorricico utilizado en este estudisesponden hactarius deliciosud.. Gray,
especie recolectada en plantaciorPifeus radiatade la Provincia de Nuble, VIII Regién, Chile.
Este hongo fue aislado en laboratorio a partindeclerpos fructiferos e identificado de acuerdo
a caracteristicas macroscopicas y microscopicakeii¥aela, 1998; Gerhardt al, 2000; Lazo,
2001). Los medios de cultivo utilizados fueron MeWorkrans-modificado (MNM) (Marx,
1969) y Aneurina-Acido folico- Agar (BAF) (Honrubé al.,1995), con pH ajustado a 5,0, 7,0,

y 9,0, agregando HCI o KOH, segun correspondiera.



Determinacion de la velocidad de crecimiento radialLactarius deliciosu#\ partir de colonias

en crecimiento activo fueron extraidos discos d& agicelio de 5 mm de diametro, los que se
transfirieron a placas de Petri de 10 cm de di@netrn medio de cultivo MNM y BAF. Las
placas de Petri se incubaron en estufa a 24 +difféhte 30 dias, tiempo durante el cual se midio
el crecimiento radial de las colonias con reglalgaala y se caracterizé el crecimiento de la cepa
fungica. Finalizado el periodo de evaluacion sestajon los datos mediante una ecuacion de
regresion (Harnett, 1987) con la finalidad de detear la pendiente de la curva de crecimiento y
el promedio de crecimiento por dia (mm/dia) (SaatiMartinez, 1992, Santiago-Martinetzal
1995, Vazquez-Garckt al.,2002).

Produccion de biomasa en medio liquido, disminuciémpH y consumo de azlcaresluctores.

De los cultivos stock de la especie fungica fueretirados 4 discos de agar-micelio (5 mm
diametro) para ser transferidos a matraces Erleem@®0 ml) que contenian 60 ml de medio
liguido BAF con pH 5,8, tapados con pafio de fibirstéica y papel kraft, previamente
esterilizados a 121° C durante 15 minutos. Posteeinte, los matraces fueron incubados en
oscuridad a 24 + 1° C. Cada diez dias (de un tl®#atincuenta) se evalud la produccion de
biomasa miceliar, para ello se procedié a recudardiomasa producida, filtrando el medio a
través de papel filtro, previamente pesado. La nmgzliar retenida en el papel filtro, fue
llevada a la estufa a 60° C por 24 horas con aldinleterminar su peso seco, ademas, se evaluo
la disminucién de pH a través de un pHimetro mat8&INA instrument modelo HI 8424 en el
medio de cultivo y se determind el consumo de ae8ceeductores a través del método que
utiliza el reactivo DNS (acido 3,5-dinitrosaliciic(Miller, 1959).

Analisis estadisticd?ara los andlisis estadisticos fue utilizado ewsok Statisticaversion 6.0.
Para determinar que especie produjo la mayor \dddcimedia de crecimiento, mayor
disminucion de pH y mayor consumo de azUcar redestse utiliz6 un experimento factorial.
Un andlisis de varianza (One-way ANOVA P< 0,05) &péicado para un disefio completamente
aleatorio. Para establecer los tratamientos enquesexistieron diferencias estadisticas se aplico
la prueba de Tukey (Steel y Torrie, 1989) para @agpones multiples, con nivel de
significancia de P < 0,05. Todos los ensayos fuesatizados en triplicado para la especie

fungica.



RESULTADOS Y DISCUSION

Caracterizacion de colonias deactarius deliciosus (L.: Fr.) S.F. Gray. Micelio de color crema-
anaranjado. Micelio aéreo blanquecino a grisacecas® y de aspecto fibroso, con puntos de
color verde irregularmente distribuidos. Algunagpa= presentan una coloracién verde muy
patente en toda la superficie de la colonia. Margeegular, blanco-crema. Reverso de
coloracion no uniforme, crema-anaranjado. El micdl esta especie ha sido caracterizado por
varios autores. Al respecto las caracteristicasloge aislamientos realizados coinciden en
morfologia y coloracion de los micelios con Oo®&1) y Torres (1992), quienes trabajaron con
el medio nutritivo BAF.

Velocidad de crecimiento radialLos resultados muestran que la especie de hongo
ectomicorricico estudiada presenta un comportamidiférente en crecimiento en los medio de
cultivo probadgFigura 1). Se observa qle deliciosudogra la mayor velocidad de crecimiento
en el medio de cultivo BAF (1,14 mm/dia), mientga®e el menor desarrollo se presenta en el
medio MNM (0,32 mm/dia). Los resultados encontrados son issitaimente diferentes si se

compara el crecimiento de deliciosusen ambos medios de cultivo probados (BAF y MNM).
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Figura 1. Crecimiento de. deliciosusen medio de cultivo BAF y MNM.

Produccion de biomasa.os resultados de la figura 2 muestran budeliciosusen condiciones
estaticas presenta un buen crecimiento de biomasanedio liquido (BAF). Para éstas
condicidénes se presenta el mayor crecimiento emdsa entre los 40 y 50 dias de cultivo (56,4 y

70,4 mg, respectivamente). Los resultados obsesvadn estadisticamente diferentes si se



compara el crecimiento de deliciosusobtenido a los 50 dias, respecto de los 10, 20di@9dde
cultivo, como también el crecimiento de biomasa@@aliasrespecta los10 y 20 diasPor otra
parte entre los periodo de 40 y 50 dias de evdnaco se observan diferencias estadisticas
significativas en el crecimiento de la biomasa fracen condiciones estéticas.

80 -
70 -
60 -

50
40 C C

20 1
10 20

a
7
K

Biomasa (mc¢

10~
0

8 &\\\\\\_'U

40 50
Dias
Figura 2. Produccion de biomasa miceliat.ddeliciosusen medio de cultivo BAF en

condiciones estaticas, con pH ajustado a 5,8.

Variacion del pH en el medio de cultivbos resultados indican que la espekiedeliciosus
provoca cambios en el pH del medio de crecimiergspecto del pH inicial, tendiendo éstas
hacia la acidez a medida que transcurre el pededultivo (Figura 3), observandose diferencias
estadisticas significativas entre diferentes pesode evaluacion. Ello probablemente se pueda
explicar por la generacion, por parte del micelb fibngo en la produccién de acidos organicos
y la absorcion de iones, lo que provocaria la icatiion del medio de cultivo.
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Figura 3. Disminucion del pH del medio a 50 diasndebacion en el medio de cultivo BAF, con

pH inicial ajustado a 5,8.



Consumo de Azucares reductorEs. el periodo de incubacion de deliciosusse determiné el
consumo de azucares en el medio de cultivo cadadi#s, a través del método que utiliza el
reactivo DNS (&cido 3,5-dinitrosalicilico) y querpéte determinar el consumo de azucares en la

forma de azucares reductores (Miller, 1959).

Tabla 1. Concentracion de azuUcares reductore€mkedios de cultivo a los 50 dias de
incubacion de.. deliciosus

Azulcares reductores (mg/ml)
Concentracion inicial dia BAF

0 11,7

10 11,6 +0,24
20 11,1 +0,02
30 10,8 £ 0,02
40 10,6 £ 0,25
50 10,4 + 0,02

Valores corresponden al promedio de tres repetsiaiDE.

Los resultados de la tabla 1 indican que en el onédicultivo BAF se produce una disminucion
gradual en la concentracion de azucares reducfmaucto del crecimiento miceliar de

deliciosusen condiciones estaticas de cultivo. Se obsereaefjumayor consumo de azucares
reductores se produce a los 50 dias cultivd..ddeliciosus o que se relacion6 con la mayor

produccién de biomasa miceliar del hongo en estudio

CONCLUSIONES

La especid.. deliciosuslogra la mayor velocidad media de crecimientoakdn el medio de
cultivo BAF.

El mayor crecimiento miceliar en condiciones estétise presentd entre los 40 y 50 dias de
incubacién en el medio de cultivo BAF.

El crecimiento de la biomasa miceliar dedeliciosusproduce disminucion de pH del medio,

como también, disminucién de azucares reductores.
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