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EFECTO DE DIFERENTES CONDICIONES DE CRECIMIENTO EN EL
DIMORFISMO LEVADURA-MICELIO DE LA CEPA ALBINA PCF2A29 DE LA
ESPECIE OPHIOSTOMA PICEAE

EFFECT OF GROWING CONDITIONS ON FUNGAL YEAST-MYCELIUM
DIMORPHISM OF OPHIOSTOMA PICEAE ALBINO STRAIN PCF2A29

Alexander Berrocal**, José Navarrete?, Claudia Oviedo®

RESUMEN

Los hongos del género Ophiostoma promueven la ocurrencia de la mancha azul en madera de
coniferas, afectando significativamente la calidad en los productos de apariencia. Para la prevencion
de la mancha azul se han empleado productos quimicos de diferente naturaleza. El control bioldgico
de la mancha azul con cepas albinas del género Ophiostoma aparece como una alternativa de
promisorio potencial. Algunos de estos hongos cuando cultivados en medio liquido presentan un
crecimiento dimorfico, con alta proporcion de micelio, que dificulta su utilizacién. El dimorfismo,
transformacion reversible de las morfologias levadura y micelio, es controlado por factores quimicos
y del entorno. En esta investigacion mediante la aplicacion de un disefio factorial completo de dos
niveles, se estudio el efecto de cuatro variables operacionales sobre el crecimiento levaduriforme de
la cepa albina PcF2A29 de la especie Ophiostoma piceae (Miinch) H. & P. Syd., creciendo en medio
de cultivo liquido complejo. Los resultados mostraron que el tamano del indculo, la temperatura y
la interaccién tamario del inéculo-temperatura tuvieron un efecto estadistico significativo sobre el
crecimiento levaduriforme de la cepa albina PcF2A29de la especie O. piceae. De estas variables, el
tamafio del indculo resulto ser el efecto mas importante y explicé el 53% de la variabilidad observada.
Estos resultados sugieren por primera vez, en la especie O. piceae, la existencia de un mecanismo de
deteccion del quérum asociado a la variable tamafio del indculo.

Palabras clave: Ophiostoma piceae, hongos manchadores de la madera, dimorfismo fungico,
tamafio del indculo, biocontrol de la mancha azul.

ABSTRACT

Ophiostoma fungi promote the occurrence of blue stain in coniferous wood, affecting the
appearance wood products quality. Thus, different chemical products have been attempted to
control them. Biological control of these sapstaining fungi, using albino strains of Ophiostoma looks
like a successfully alternative to be applied. However, some Ophiostoma strains present a dimorphic
behavior in liquid culture, which make them difficult to work with. Fungal dimorphism is defined
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as an environmentally and chemically controlled, reversible transformation of the yeast and mycelia
morphologies. In this research, a two level factorial design was applied for evaluating the effect of
four operative variables on albino strain PcF2A29 (Ophiostoma piceae (Miinch) H. & P. Syd.) yeast-
like growth a complex liquid medium. The results showed that inoculum size, temperature and their
interaction had a statistically significant effect on yeast-like growth of albino strain PcF2A29. The
most important effect was inoculum size. This factor explained 53% of the observed variability. The
effect of inoculum size on yeast-like growth, phenomenon that is described in the O. piceae species
by the first time with this paper, would be associated to quorum sensing activity.

Keywords: Ophiostoma piceae, wood-staining fungi, fungal dimorphism, inoculum size, blue
stain biocontrol.

INTRODUCCION

El género Ophiostoma es el mas grande de los cuatro géneros teleomorfos de la familia
Ophiostomatacea. La mayoria de los hongos que conforman las aproximadamente 160 especies del
género Ophiostoma, son saprofitos que habitan la madera (Zipfel et al. 2006).

Los hongos de la mancha azul que incluyen, ademds del género Ophiostoma, los géneros
Ceratocystis, Leptographium y Sphaeropsis, contienen en sus hifas melanina, sustancia responsable
de la coloracién que éstas promueven en la madera colonizada (Scheffer 1973, Zimmerman et al.
1993, Zink y Fengel 1988). Los hongos de la mancha azul no afectan las propiedades mecénicas de la
madera, pero si la calidad de los productos de apariencia (Seifert 1993).

Actualmente, la prevencion del manchado de la madera se realiza con productos quimicos
poco amistosos con el medio ambiente (McMahon et al. 2011). Varios estudios han demostrado
la factibilidad técnica del control biolégico de la mancha azul. En particular, el asperjado de
suspensiones levaduriformes de algunas especies de hongos albinos del género Ophiostoma sobre
madera, aparece como una tecnologia mds amistosa con el medio ambiente (Lee y Oh 2000, Held et
al. 2003).

La inoculacion artificial de la madera fresca con estas cepas, establece una colonizacion temprana
del sustrato que impide el crecimiento de otros microorganismos manchadores. Las hifas de estos
hongos albinos, que conservan su habilidad para colonizar la madera, no contienen melanina
(Zimmerman et al. 1993). La aplicacion de estas suspensiones de esporas han proporcionado niveles
de bioproteccion de hasta seis semanas (Navarrete ef al. 2008). No obstante lo anterior, los beneficios
evidentes de esta nueva tecnologia estan siendo afectados por el crecimiento dimdrfico de algunas
cepas en medio liquido. La alta concentracién de micelio, que ha limitado la produccién masiva de
estos microorganismos, repercute en los aspectos esenciales del proceso tales como: el conteo de
esporas, el filtrado de los cultivos y la formulacion exacta de las soluciones bioprotectoras utilizadas
para la inoculacion de la madera.

El dimorfismo es un mecanismo que exhiben algunos hongos, en respuesta a cambios del entorno
(Nadal et al. 2008), para alternar entre un crecimiento unicelular (levadura) y otro multicelular
(filamentoso). Los estimulos ambientales producen senales detectables que, al ser percibidas por los
hongos dimérficos, desencadenan cambios en su morfologia como una forma de adaptarse a estas
nuevas condiciones del medio (Deacon 2006).
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Entre los factores que pueden inducir el dimorfismo se encuentran numerosos parametros
quimicos y ambientales, tales como: la temperatura, el pH, la concentracién de glucosa, la presencia
y concentracion de metales de transicion, la presencia de agentes quelantes y el tamao del in6culo o
densidad celular (Hornby et al. 2001).

Los factores operacionales mas faciles de controlar en el crecimiento levaduriforme en medio
liquido de un sistema de produccion de cepas albinas del género Ophiostoma son la temperatura,
el tamafio del indculo, el pH inicial y la agitacion. Coincidentemente, estos factores también se
han reportado como mecanismos de control de los hongos dimoérficos Ceratocystis ulmi, Candida
albicans, Ustilago maydis y Mucor rouxii (Nickerson et al. 2006). A la fecha no existen informes del
efecto de estos factores, sus interacciones e importancia relativa, sobre el dimorfismo fingico de las
cepas albinas del genero Ophiostoma.

Elpresente estudio tiene como objetivo principal identificar y cuantificar los factores, interacciones
e importancia relativa que tendrian las variables: tamafo del in6culo, pH inicial del medio de cultivo,
velocidad de agitacion y temperatura de incubacion, a las 24 h de crecimiento en medio de cultivo
liquido complejo, sobre la morfologia de la cepa albina PcF2A29 de la especie O. piceae.

MATERIALES Y METODOS

Disefio experimental. Para este ensayo se utilizé un diseno factorial 2* de dos niveles, cuatro
factores, 16 tratamientos, no replicado y completamente aleatorio.

Los niveles de los factores, considerados en el experimento fueron seleccionados teniendo en
cuenta lo reportado por otros investigadores. Para el establecimiento del rango de estudio de la
variable tamano del indculo se considerd el trabajo de McNeel (1983). Esta investigadora estudié
el efecto del tamafio del in6culo en la morfologia del crecimiento de una cepa de la especie O. ulmi
evaluando el rango de concentracion celular 10*-10° UFC ml. El rango de pH inicial entre 5y 7, fue
establecido utilizando como referencia el pH de 6.5 informado por Tamerler et al. (2001). El rango
evaluado para la velocidad de agitacion, 100 - 200 rpm, fue el utilizado por Navarrete et al. (2008).
El valor minimo y méaximo para el estudio del efecto de la temperatura se determinaron de acuerdo a
lo informado por Seifert (1993) y Brasier (1993). Este ultimo autor informa que los hongos O. piceae
no crecen a temperaturas mayores que 32°C.

Finalmente, un tiempo de observacion a las 24 horas fue establecido visto que para O. ulmi, el
proceso de formacién del tubo germinativo y gemacion (crecimiento levaduriforme) comienzan y
concluyen a las 8 horas y antes de las 24 horas, respectivamente (Kulkarni y Nickerson 1981).

Latabla 1 muestra el orden de ejecucion aleatorizado del experimento, los factores ylos respectivos
niveles del diseno factorial para la produccion de levaduras de la cepa PcF2A29 de la especie O.
piceae en medio de cultivo liquido complejo. La variable respuesta analizada fue la relacién levadura/
micelio (%) a las 24 horas de crecimiento.
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Tabla 1. Orden de ejecucion de los tratamientos, niveles de los factores y resultados del
experimento de produccion de levaduras de la cepa albina PcF2A29 de la especie O. piceae en
medio de cultivo complejo, a las 24 horas de crecimiento.

Factor Respuesta
O:ldeen A: Tamaio B: C: D: Relacién
ejecucién del indculo pH Agitacion Temperatura Levadura/Micelio

(UFC ml") (rpm) °0) (%)
1 20000000 5 200 18 37.7
2 20000000 5 100 18 36.7
3 100000 7 100 18 21.6
4 100000 7 200 29 24.8
5 20000000 5 100 29 73.4
6 100000 5 200 18 294
7 20000000 7 100 18 31.8
8 20000000 7 200 29 85.6
9 100000 5 100 29 29.6
10 20000000 7 100 29 74.8
11 20000000 5 200 29 66.5
12 100000 7 100 29 25.4
13 100000 5 100 18 22.7
14 100000 7 200 18 19.1
15 20000000 7 200 18 37.1
16 100000 5 200 29 24.4

La planificaciéon experimental, el analisis de varianza y posterior analisis estadistico de los
resultados, se realizaron con el software de disefio de experimentos Design Expert” 8.0.1.

Microorganismos. Para este estudio se utilizo la cepa albina (PcF2A29) de la especie Ophiostorma
piceae (Miinch) H. & P. Syd. del cepario del Laboratorio de Biodeterioro del Departamento de
Ingenieria en Maderas de la Universidad del Bio-Bio (Chile), mantenida en tubos de ensayo con
medio de cultivo sélido a base de extracto de levadura (4 g L), extracto de malta (15 g L), agar (18
g L") y antibidticos (0,5 g L") a 4 °C.

Medio de cultivo. El medio de cultivo complejo fue preparado con 15 g de extracto de malta
(Bacto), 4 g de extracto de levadura (Bacto), 0.25 g de cloranfenicol (Sigma) y 0.25 g de sulfato de
estreptomicina (Sigma). Los ingredientes del medio, excepto el sulfato de estreptomicina fueron
disueltos en agua destilada, colocados en un frasco de cultivo y esterilizados a 121 °C por 25 minutos.
El sulfato de estreptomicina, una vez que alcanz6 la temperatura del ambiente, fue agregado el medio
de cultivo asépticamente.

Preparacion del inéculo. Matraces Erlenmeyer de 500 ml, conteniendo cada uno 125 ml de medio
de cultivo complejo e inoculados asépticamente con células de cultivos stock, fueron incubados en
un agitador orbital mantenido a 120 rpm por 5 dias a 25 °C. Las esporas, separadas del micelio
y filtradas asépticamente a través de filtros de papel Whatman N° 4, fueron cosechadas mediante
centrifugacion y lavadas tres veces con igual volumen de agua destilada estéril. Las esporas fueron
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resuspendidas en 50 mM solucién buffer fosfato (pH 6.5) y almacenadas a 4 °C hasta su posterior
utilizacion.

Condiciones de cultivo y evaluacion del crecimiento levaduriforme. Matraces Erlenmeyer de
250 ml conteniendo 50 ml de medio complejo, puestos en un agitador orbital Bigger Bill Digital
Thermolyne ajustado a 200 rpm, fueron incubados por un periodo de 24 horas a 25 °C. A las 24 horas
de la inoculacién muestras del medio de cultivo fueron obtenidas y hematocitdmetros preparados
para la evaluacion de morfologia del cultivo a 400X con la ayuda de un microscopio Nikon Eclipse
E600. De cada matraz un total de 10 muestras fueron tomadas.

Las evaluaciones y el conteo de esporas de los medios de cultivo con tamaiios del inéculo mayores
que 2x10” UFC ml" se realizaron en muestras con 2 diluciones seriadas y en una superficie de
recuento de 5 cuadros de 0,04 mm cada uno. Las evaluaciones y el conteo de esporas de los cultivos
con tamanos del inéculo menores que 1x10° UFC ml™ se realizaron sin diluciones y en 9 cuadrados
de 1 mm. El conteo de levadura solo considerd células diferenciadas (filamentosas o levaduras) y
el porcentaje de éstas se expresé en base 100%. Las células en division por gemacion y con tubos
germinativos en formacion fueron cuantificadas como levaduras y micelio, respectivamente.

RESULTADOS Y DISCUSION

El analisis de la figura de probabilidad normal de los efectos de los factores e interacciones (Figura
1) muestra que los factores tamafio del in6culo (A), temperatura (D) y la interaccién de segundo
orden de ambas variables (AD) tuvieron un, efecto estadistico significativo sobre el crecimiento
levaduriforme de la cepa albina PcF2A29 de la especie O. piceae. El pH inicial (B), la velocidad de
agitacion (C), las interacciones de segundo orden AB, AC, BC, BD, CD, las interacciones de tercer
orden ABC, ACD, BCD y la interaccién de cuarto orden ABCD, en el dmbito de los niveles evaluados,
no tuvieron un efecto estadisticamente significativo sobre la variable respuesta.

Probabilidad normal (%)

-1.56 8.54 14.63 2273 30.83

Efecto estandarizado

Figura 1. Grafica de la probabilidad normal de los efectos de los factores del experimento de
produccién de levaduras de la cepa albina PcF2A29 de la especie O. piceae en medio de cultivo
liquido complejo.
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El andlisis de varianza del modelo matemadtico obtenido para estas variables (Tabla 2) result6 ser
estadisticamente significativo con un valor p < 0.0001.

Tabla 2. Analisis de varianza, valor p y porcentajes de contribucion de las variables e interacciones
significativas para el crecimiento levaduriforme de la cepa albina PcF2A29 de la especie O. piceae
en medio de cultivo liquido complejo.

Fuente de Valor Valor p Contribucion
variacion F Prob > F (%)
Modelo 97.0 < 0.0001 96
A-Tamafio del in6culo (UFC ml?) 160.4 < 0.0001 53
D-Temperatura (°C) 74.7 <0.0001 25
AD 55.9 < 0.0001 18
Residual
Total

Los factores tamafio del inoculo (53%), temperatura (25%) y la interaccion tamaio del indculo-
temperatura (18%) explicaron el 96%, del total de la variabilidad observada en la morfologia de
crecimiento de la cepa albina PcF2A29 de la especie O. piceae.

El efecto de los factores tamafio del indculo, temperatura y su interaccion fueron todos estadisti-
camente significativos con valores p < 0.0001 (Tabla 2). Los valores F de la tabla 3 también sefialan la
magnitud de la razon sefal ruido y que correlacionan el porcentaje de contribucion de cada factor
en el total de la variabilidad observada. Los estadisticos del modelo seleccionado para el experimen-
to de produccién de levaduras de la cepa albina PcF2A29 de la especie O. piceae se muestran en la
tabla 3.

Tabla 3. Indices estadisticos del los modelo seleccionados para el experimento de produccién de
levaduras de la cepa albina PcF2A29 de O. piceae en medio de cultivo liquido complejo.

Estadistico Valor
R? 0.96
R? Ajustado 0.95
R? Prediccion 0.93
Precision adecuada 21.31
PRESS 505.58
Coeficiente variacién 12.16
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Los indices sefialados permiten destacar que los coeficientes de predicciéon del modelo para el
porcentaje de levaduras en la cepa PcF2A29 de la especie O. piceae, concuerdan razonablemente con
los respectivos coeficientes R? ajustado y de prediccion. Los valores del R* ajustado y el R*de pre-
diccién, mayores que un 93%, demuestran la confiabilidad del modelo obtenido (Tabla 3). La razén
senal/ruido de 21.3 avala este nivel de confiabilidad y establece que el modelo matematico obtenido
es adecuado para navegar el espacio del disefio.

A continuacion se presenta la ecuacion (1) del modelo matemdtico de prediccion, expresado en
términos reales de las variables normalizadas, para el porcentaje de levaduras en el medio de creci-
miento:

Y=40.04(+1.22)+15.41 (£1.22)*A+10.52(+1.22)"D+9.10(=1.22)* AD (1)

Donde:

Y: Relacién levadura/micelio (%)

A: Tamano del inéculo (UFC ml)

D: Temperatura (°C)

AD: Tamaiio del indculo (UFC ml?) * Temperatura (°C)

Las magnitudes de los coeficientes de los factores tamafo del inéculo (A), temperatura (D) e
interaccion (AD) estan correlacionadas con su importancia relativa establecida en la prediccion de
la variable respuesta (Tabla 2).

La figura 2 muestra un claro efecto sinergistico en la interaccién tamafo del indculo-tempe-
ratura. Por una parte, el cambio del tamano del indculo, desde 1x10° a 2x10” UFC ml’, para una
temperatura de 18 °C, produjo un cambio en la razén levadura/micelio de un 7%. Por el contrario,
para el mismo cambio del tamafio del indculo, en el nivel alto de temperatura, el cambio en la razén
levadura/ micelio fue de 50%.

Temperatura (°C)

Levaduras/Micelio (%)
|

1
1 D0E+IS 5 08E +06 1 DOE+O7 1 50E+07 2 00E+0T

A: Tamafio del inéculo (UFC m\"l)

m D 1800°C & D+2900°C
Figura 2. Grafico de interaccion entre los factores tamano del in6culo (A) y temperatura (D) del

diseno factorial para el crecimiento levaduriforme de la cepa albina PcF2A29 de la especie O. piceae
en medio de cultivo liquido complejo.



El porcentaje de levaduras observado en los cultivos establecidos con un tamano del indculo
bajo, independiente de la temperatura de crecimiento, fue alrededor de un 25%. Por el contrario, los
porcentajes de levadura para una concentracion de indculo alta fueron 30% y 75%, respectivamente.
En la figura 3 se ilustra el efecto del tamano del indculo y la temperatura en la morfologia de la cepa
albina PcF2A29 de la especie O. piceae observada a las 24 horas de crecimiento.

© @

Figura 3. Morfologia de O. piceae creciendo en medio de cultivo complejo. (a) Tratamiento con
niveles bajos de tamano del inéculo y temperatura. (b) Tratamientos con niveles bajos de tamafio
del in6culo y nivel alto de temperatura. (c) Tratamientos con nivel alto de tamano del inéculo y
nivel bajo de temperatura. (d) Tratamientos con niveles altos de tamafio del indculo y nivel alto de
temperatura. (400X). Escala 10 um.

La gréfica de la superficies de contorno (Figura 4a) muestra los contornos de respuesta para la
razén levadura/micelio (%), en funcion de las distintas combinaciones de los factores temperatura y
tamafio del indculo. Las lineas de contorno también muestran que la magnitud de los efectos de las
variables se hace mas comparable a medida que aumentan el tamario del in6culo y la temperatura.

Por otro lado, la gréfica de la superficie de respuesta (Figura 4b) proporciona una vision holistica
del efecto conjunto, para el rango de estudio del experimento factorial, de las variables tamafo del
indculo y temperatura.
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Figura 4. Grafica de superficie de contorno (a) y gréafica de superficie de respuesta (b) para los
resultados del experimento de produccion de levaduras de la cepa albina PcF2A29 de la especie
O. piceae en medio de cultivo liquido complejo.

El nivel alto del tamafio del in6culo (2x10” UFC ml™) junto con el nivel alto de la temperatura
(29 °C) fueron las condiciones que generaron una mayor proporcion levadura/micelio (75%).

Los resultados de este trabajo concuerdan en parte con lo publicado Kulkarni y Nickerson (1981),
Nickerson et al. (1982), Muthukamar y Nickerson (1984), Muthukamar et al. (1985), Jensen et al.
(1992). Las divergencias tienen su origen en las diferentes estrategias experimentales utilizadas. Los
autores previamente indicados, utilizaron la estrategia experimental del estudio de una variable a la
vez, procedimiento experimental que no permite conocer y cuantificar la existencia de interacciones.
En nuestro trabajo por el contrario, se considero la estrategia experimental de los disefo factoriales
que si tienen esta capacidad y que en nuestro caso permitio detectar el efecto de la interaccion ta-
mainio del inéculo-temperatura, aspecto no verificado en estas investigaciones. En el primer trabajo
indicado previamente (Kulkarni y Nickerson 1981) se estudid, para una cepa de la especie O. ulmi
creciendo en medio liquido, el efecto del tamario del in6culo sobre la morfologia del crecimiento.
En este estudio y en los que les siguieron (Nickerson et al. 1982, Muthukamar y Nickerson 1984,
Muthukamar et al. 1985 y Jensen et al. 1992), realizados para explicar el origen de este efecto, siem-
pre se utiliz a una temperatura constante de 25° C. Los resultados obtenidos con esta temperatura
mostraron que en el nivel alto del tamano del in6culo (21x10° UFC ml) y medio de cultivo liquido
definido con prolina como fuente de nitrégeno, O. ulmi crecia mayormente con una morfologia
levaduriforme.

Por otra parte nuestros resultados si concuerdan con lo informado por Hornby et al. (2001). Este
investigador encontré que la morfologia levaduriforme del hongo Candida albicans era afectada por
la interaccion de las variables tamafio del indculo-temperatura. Este patdgeno, que crece en forma
micelial a 37 °C, lo hace en su morfologia levaduriforme excretando al medio gastado la molécula de
deteccion al quérum (E,E)-farnesol, cuando su concentracion celular es igual o excede la concentra-
ci6én de 1x10” UFC ml". El hecho fue comprobado inhibiendo el crecimiento micelial con la adiciéon
de farnesol al medio liquido.
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Nuestros resultados también concuerdan con las tendencias observadas en los estudios de eva-
luacién del efecto de la temperatura sobre el control del dimorfismo en los hongos patdgenos para
el ser humano: Histoplasma capsulatum, Blastomyces dermatitides, Paracoccidioides brasiliensis, Spo-
rothrix schenckii y Coccidioides immitis. En todos estos ensayos se encontr6 que la fase micelial y
levaduriforme se producian a temperaturas bajas (20-25 °C) y altas (37 °C), respectivamente (Cano
y de Aguiar 1991, Deacon 2006, Nguyen y Sil 2008).

Hornby et al. (2004) han concluido que el efecto del tamafio del indculo en O. ulmi es una mani-
festacion de un sistema de deteccion de quérum mediado por una molécula extracelular excretada
por el cultivo. Nickerson et al. (2006) sefialan, por otra parte, que el efecto del tamano del indculo,
para el control del dimorfismo y otras funciones vitales, es un fendmeno recurrente en hongos di-
morficos. De igual modo, Sprague y Winans (2006) establecen que el efecto del tamao del indculo
estaria asociado a un mecanismo de control de expresiones genéticas dependiente de la densidad
celular denominado de “deteccion de quérum” (“quorum sensing”) o de autoinduccidn, ruta de trans-
duccion de sefiales que estaria encargada de promover el crecimiento levaduriforme, asi como tam-
bién inhibir el crecimiento micelial.

La concordancia de nuestros resultados con aquellos de otros investigadores permitirfan sugerir,
para el comportamiento dimoérfico de la cepa albina PcF2A29 de la especie Ophiostoma piceae, la
existencia de un mecanismo de deteccién de quérum. La respuesta inicial a esta hipdtesis deberd
ser fortalecida con nuevos estudios que involucren mas cepas albinas de otras especies del género
Ophiostoma.

CONCLUSIONES

El tamaio del in6culo, la temperatura y la interaccion tamaio del in6culo-temperatura tuvieron
un efecto estadistico significativo sobre el crecimiento levaduriforme de la cepa albina PcF2A29de
la especie O. piceae. De éstas variables el tamafo del indculo resulto ser el efecto mas importante y
explicé el 53% de la variabilidad observada. La temperatura y la interaccién tamafo del in6culo-
temperatura explicaron el 25y 18% de la variabilidad observada, respectivamente.

Las mejores condiciones que promueven el crecimiento levaduriforme de esta cepa albina, en el
contexto de los rangos estudiados, fueron los niveles altos del tamafio del in6culo (2x10” UFC ml-') y
la temperatura (29 °C) , para condiciones de pH inicial (5-7) y velocidad de agitacién (100-200 rpm)
constantes, puesto que su efecto no resulto ser estadisticamente significativo.

La concordancia de los resultados de esta investigacion con aquellos de otros investigadores per-
miten sugerir, para el comportamiento dimoérfico de la cepa albina PcF2A29 de la especie O. piceae,
la existencia de un mecanismo de detecciéon de quérum.
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