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DETERMINACION DE MEDIOS DE CULTIVO Y PH PARA LA MASIFICACION

in vitro DE CEPAS DE Suillus luteus Aubl. ASOCIADAS A Pinus radiata D. Don

Y Scleroderma citrinum Pers. ASOCIADAS A Eucalyptus globulus Labill. DE LA
REGION DEL BIOBiO, CHILE!'

Marta Gonzalez?, Ivan Quiroz?, Ruy Travieso*, Patricio Chung® e Edison Garcia®

RESUMEN — El uso de agentes biolégicos en la produccion en vivero ha aflorado como un elemento que permite
no s6lo mejorar la calidad morfoldgica y fisiolégica de las plantas, sino que también posibilitar un mayor
éxito en el ambito silvicultural de una plantacion. Estos agentes bioldgicos requieren de un ambiente 6ptimo
para crecer, asociarse y reproducirse. El objetivo de este estudio fue determinar la dependencia del pH y el medio
de cultivo en el crecimiento in vitro de distintas cepas de Suillus luteus y Scleroderma citrinum asociadas a
Pinus radiata y Eucalyptus globulus, respectivamente. El estudio se realizé en condiciones controladas de temperatura
y humedad, disponiendo los indculos en placas Petri con diferentes medios cultivo, evaluando parametros de
crecimiento y biomasa a los 38 dias para S. luteus y 105 dias para S. citrinum. Los resultados indican que tanto
el medio de cultivo, el pH del medio, asi como las cepas de cada especie estudiada, son determinantes en las
respuestas de crecimiento de los hongos ectomicorricicos in vitro evaluados. Las cepas de S. luteus se desarrollaron
adecuadamente en un medio de cultivo con abundancia de nutrientes (BAF, MMN) como en baja presencia de
ellos (EMA), y con pH mas bien acido (4,8 y 5,8). Por otro lado, las cepas de S. citrinum presentaron, para
los mismos ambientes, un desarrollo inferior y lento, no obstante, la cepa Sc8 se reprodujo de forma optima
y rapida bajo un medio de cultivo BAF y con un pH moderadamente acido de 5,8.

Palabras-clave: Hongos micorricicos; Efecto del pH; Medios de cultivo.

DETERMINACAO DE MEIOS DE CULTIVO E PH PARA A MASSIFICACAO in
vitro DE CEPAS DE Suillus luteus Aubl. SOCIA A Pinus radiata D. Don e
Scleroderma citrinum Pers. ASSOCIADA A Eucalyptus globulus Labill. DA

REGIAO DO BIOBIO, CHILE

RESUMO - O uso de agentes bioldgicos na producéo em vivero tem surgido como elemento que permite
néo s6 melhorar a qualidade morfoldgica e fisiologica das plantas, como também posibilitar maior sucesso
no ambito silvicultural de uma plantagéo. Esses agentes bioldgicos requerem ambiente 6timo para crescer,
se associar e reproduzir. O objetivo deste estudo foi determinar a dependéncia do pH e a média de cultivo
no crescimento in vitro de diferentes cepas de Suillus luteus e Scleroderma citrinum associadas a Pinus radiata
e Eucalyptus globulus, respectivamente. O estudo foi realizado sob condi¢8es de temperatura e umidade
controladas, com o inéculo em placas de Petri com diferentes meios de cultura e avaliagdo de parametros
de crescimento de biomassa por 38 dias para S. luteus e 105 dias para S. citrinum. Os resultados indicaram
que tanto o meio de cultivo quanto o pH do meio, bem como as cepas da cada espécie estudada, séo determinantes
nas respostas de crescimento dos fungos ectomicorrizicos in vitro avaliados. As cepas de Suillus luteus desenvolveram-se
adequadamente num meio de cultivo com abundancia de nutrientes (BAF e MMN), como baixa presencga
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deles (EMA) e com pH bem mais &acido (4,8 e 5,8). Entretanto, as cepas de Scleroderma citrinum apresentaram,
nos mesmos ambientes, desenvolvimento inferior e lento, ndo obstante a cepa Sc8 ter-se reproduzido, de
forma 6tima e rapida, baixo meio de cultivo BAF e pH moderadamente 4cido 5,8.

Palavras-chave: Fungos micorrizicos; Efeito do pH; Meios de cultura.

1. INTRODUCCION

En los ultimos afios se han desarrollado mejoras
tecnoldgicas encaminadas a conseguir una planta de
calidad para incrementar la productividad de una
plantacion en términos de sobrevivencia y crecimiento.
Ejemplo de ello es 1o mencionado por Schmid(2006)
con Pinus cembra L. inoculado, en plantaciones
establecidas a gran altitud demostrandose un aumento
de 20-80% en la supervivencia cuando, incrementandose
a 50-90% cuando la inoculacioén se combina con técnicas
de silvicultura intensiva.Uno de los puntos de mayor
relevancia es la condicion del sistema radicular de la
planta, la que debe ser tal que le permita absorber la
humedad y nutrientes del suelo de manera mas eficiente.
Este hecho lo confirman Smith et al.(2004),quienes
mencionan que hasta el 100% de la incorporacién del
fosfato puede ser responsabilidad de las asociaciones
micorricicas. Es por ello que el uso de agentes biologicos,
en particular, la micorrizacion controlada, es una
herramienta que ha aflorado como un elemento que
permite no s6lo mejorar la calidad morfolégica y fisiologica
de las plantas en vivero, sino que también una mejor
respuesta en plantacion, especialmente en suelos
degradados (DUNABEITIA et al., 2004).

Se estima que aproximadamente el 95% de las plantas
en sus habitats naturales forman una relacion mutualista
con micorrizas y que los filamentos de hongos pueden
llegar a explorar entre 100 a 1.000 veces mas tierra que
las propias raices de las plantas (HONRUBIA et al.,
1992; BRUNDRETT etal., 1996). Esta relacion mutualista
se logra mediante la colonizacion de las micorrizas en
las raices de las plantas, la que puede ser de forma
extracelular o intracelular. La relacion mutualista provee
al hongo practicamente, y de manera constante y directa,
entre el 10 y el 30% del total de carbohidratos
(monoémericos y diméricos), producidos en la fotosintesis
y, de vitaminas metabolizadas en otros procesos internos
de la planta. Por su parte la planta puede utilizar la
amplia red de micelios del hongo en orden de absorber
agua y/o nutrientes desde el suelo, mejorando su
capacidad de captacion de estos elementos. Las
micorrizas son especialmente beneficiosas para plantas
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en terrenos pobres en nutrientes, y se ha demostrado
que entrega también resistencia a ciertos patégenos
y mayor tolerancia a la sequia (GIANINAZZI-PERSON;
AZCON-AGUILAR, 1991; HONRUBIA etal., 1992).

La produccién de micorrizas puede ser inducida
con técnicas que emplean micelio de hongo cultivado
en medios nutritivos, micelio encapsulado en polimeros
de alginato, o mediante suspensiones esporales
(HONRUBIA et al., 1992; PERA; PARLADE, 2005).

Sin embargo, en algunas especies, la produccion
de in6culo miceliar en ambiente controlado presenta
problemas de escaso crecimiento o heterogeneidad
de desarrollo entre los subcultivos, ya sea por el tipo
de medio de cultivo utilizado, pH del mismo medio,
y entre otro factor, la especie fungica estudiada asi
como las diversas cepas de ella (SANTIAGO-MARTINEZ
etal., 2003; FERNANDEZ-MIRANDA et al., 2008;
SANTELICES etal., 2012).

El objetivo de este estudio fue determinar la
dependencia del pH y el medio de cultivo en el crecimiento
in vitro de distintas cepas de Suillus luteus (L. ex
Fr.) Gray y Scleroderma citrinum Pers., asociadas a
Pinus radiata D. Don y Eucalyptus globulus Labill.,
respectivamente.

2. MATERIALES Y METODOS
2.1. Material flingico

Se emplearon indculos del banco de cepas del
Instituto Forestal de Chile (Tabla 1), que corresponden
a cepas de hongos colectadas desde plantaciones de
Pinus radiata y Eucalyptus globulus, ubicadas en
laregion del Biobio, Chile.

2.2. Medios de cultivo

Los medios de cultivo utilizados fueron Extracto
de Malta Agar (EMA), Sabouraud Agar (SAB); Medio
Melin-Norkrans (MMN)(MARX, 1969),y Biotina
Aneurina Acido Félico (BAF)(MOSER, 1960), segun
la metodologia aplicada por Santiago-Martinez et al.
(2003). El ajuste del pH de los medios de cultivo fue
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Tabla 1 — Caracterizacion de cepas utilizadas en este estudio.
Tabela 1 — Caracterizacao de estirpes utilizadas neste estudo.

i . L Coordenadas* Suelo . Edad del
Codigo Especie Provincia Comuna . Especie o
UTM W UTM S asociada rodal (afios)
1F81008 Suillus luteus Arauco Curanilahue 643407 5861048 Franco Pinus 12
Arcilloso radiata
1F83009 Suillus luteus Nuble Ninhue 698692 5860069 Franco Pinus 13
Arcilloso radiata
IF88003 Suillus luteus Biobio Antuco 760724 5854430 Arenoso  Pinus radiata 6
Sc8 Scleroderma Arauco Caifiete 641655 5812477 Franco Eucalyptus  Monte bajo
citrinum Arcilloso globulus
1F84005 Scleroderma Concepcion San Pedro 666583 5920347  Arenoso Eucalyptus 4
citrinum de la Paz globulus

*: Datum: WGS84; Huso: 18.

realizado con un electrodo de pH tradicional y se utiliz6
HCl para acidificar el medio y KOH para basificarlo.

2.3. Establecimiento del ensayo

El ensayo se establecid en laboratorio, con
condiciones ambientales de 23°C de temperaturay 55%
de humedad de acuerdo a lo indicado por Santiago-
Martinez et al. (2003). Cada medio de cultivo testeado
se dispuso en placa Petri en cantidad de 15 ml, sobre
el cual se incorporaron los in6culos de aproximadamente
1 cm?, permaneciendo en caimara de crecimiento por
38 dias en el caso de las cepas de Suillus luteus y
105 dias en el caso de las cepas de Scleroderma citrinum,
debido a las heterogéneas velocidades de crecimiento
entre una especie y otra.

2.4. Cuantificacion de crecimiento

Se cuantifico el crecimiento radial, biomasa (peso
seco) y velocidad de crecimiento. La medicion del
crecimiento radial consistio en trazar en cada placa
Petri 4 direcciones a partir del centro donde fue
posicionado el inoculo, registrando en cada ocasion
el incremento en milimetros del in6culo en su plano
horizontal, sobre cada uno de estos ejes.

Los valores de biomasa se obtuvieron al término
del periodo de medicion, para ello se extrajo el micelio
desde el agar derretido con calentador, y se dispuso
el tejido miceliar en un horno a 90°C por 72 horas para
obtener su peso seco.

Para la estimacion de la velocidad de crecimiento,
se emplearon los datos obtenidos del crecimiento radial,
los cuales fueron analizados y ajustados por medio
de una regresion lineal.

2.5. Analisis estadistico

El estudio se establecid bajo un disefio completo
al azar, considerando 5 repeticiones para cada prueba.
Las evaluaciones se realizaron mediante analisis de varianza
(ANDEVA) utilizando el software estadistico InfoStat
version 2011/P. Lahomogeneidad de varianza fue evaluada
mediante la prueba de Levene (P<0,05). El supuesto
de normalidad de los residuos se evalué mediante la
prueba de Shapiro-Wilks (P<0,05). Para detectar diferencias
significativas entre los tratamientos, se realizé la prueba
de comparacion maltiple Scott y Knott (1974), con un
95 % de confianza. En cada caso, los factores considerados
para el analisis fueron Medio de cultivo, pH y Cepa
y la interaccion bifactorial de ellos.

Cabe senalar que solo los datos del ensayo de
Suillus luteus, cumplieron los supuestos para ser
analizados mediante un analisis de varianza tradicional.
Por su parte, en el ensayo de Scleroderma citrinum,
las interacciones de las variables no cumplieron los
supuestos por lo que en este caso, solo se presentan
tendencias y medias.

3.RESULTADOS
3.1. Crecimiento Radial

3.1.1. Suillus luteus

La evaluacidn de las variables en forma aislada
indica que, al término del periodo de estudio, los mayores
valores de crecimiento radial se observaron en la cepa
IF88003 (p<0,05) (Tabla 2).Esta respuesta ocurre con
niveles de pH maés 4cidos, no s6lo con medios de cultivo
ricos sino que también pobres en elementos (BAF;
EMA, respectivamente) (p<0,05) (Tabla 2).
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Tabla 2 — Valores medios de crecimiento radial (mm), biomasa (g) y velocidad de crecimiento (mm/dia) para ensayo de Suillus
luteus y Scleroderma citrinum por cada variable evaluada.

Tabela 2 — Valores médios de crescimento radial (mm), biomassa (g) e taxa de crescimento (mm/dia) nos testes de Suillus

luteus e Scleroderma citrinum de cada variavel.

R R Crecimiento Biomasa Velocidad

Especie Variable n radial = DE + DE crecimiento = DE

IF81008 60 21,11 £ 5,67 b 0,10 = 0,05 a 0,56 £ 0,15 b

Cepa 1F83009 60 22,09 £ 4,30 b 0,10 = 0,05 a 0,58 £ 0,11 b

TF88003 60 26,17 £ 6,46 a 0,11 £ 0,04 a 0,69 + 0,17 a

4.8 60 24,60 £ 4,90 a 0,11 = 0,04 a 0,65+ 0,13 a

Suillus luteus pH 5,8 60 24,14 + 4,96 a 0,11 = 0,04 a 0,64 = 0,13 a

6,8 60 20,65 + 6,96 b 0,09 = 0,05 a 0,54 £ 0,18 b

BAF 45 23,51 + 3,00 a 0,14 =+ 0,04 a 0,62 = 0,08 a

Medio de EMA 45 25,64 £ 6,21 a 0,11 = 0,04 b 0,67 = 0,16 a

cultivo MMN 45 22,55 + 6,52 b 0,07 £ 0,03 d 0,59 £ 0,17 b

SAB 45 20,69 + 6,37 b 0,09 = 0,04 ¢ 0,54 £ 0,17 b

Cepa 1F84005 33 16,20 + 4,49 b 0,22 + 0,10 a 0,15+ 0,04 b

Sc8 8 29,16 £ 14,74 a 0,20 = 0,08 a 0,28 £ 0,14 a

4.8 4 15,84 + 5,51 a 0,17 = 0,09 a 0,15 + 0,05 a

Scleroderma citrinum pH 5,8 24 20,85 £ 11,00 a 0,22 £ 0,11 a 0,20 = 0,10 a

6,8 13 15,68 + 3,05 a 0,22 + 0,05 a 0,15 + 0,03 a

BAF 7 21,16 £ 4,39 a 0,33 £ 0,14 a 0,20 = 0,04 a

Medio de EMA 11 15,68 + 2,55 a 0,19 £ 0,04 b 0,15+ 0,02 a

cultivo MMN 8 20,36 = 12,49 a 0,16 = 0,09 b 0,19 £ 0,12 a

SAB 15 18,95 + 11,37 a 0,22 +£ 0,07 b 0,18 £ 0,11 a

Letras distintas en una misma columna para la misma variable indican diferencias significativas (p<0,05); DE: Desviacion estandar.
Letras diferentes na coluna, e para a mesma variavel, indicam diferengas significativas (p<0,05); DE: O desvio padréo.

Al evaluar los resultados en funcién de la interaccion
de los factores, la situacidén se mantiene, encontrandose
en la mayoria de los medios de cultivos, crecimientos
mas altos en los niveles de pH mas 4cidos, a excepcion
del medio EMA, medio con alta concentracion de extracto
de malta (rico en calorias, proteinas y glucosidos) y
peptona, en que con un nivel de pH mayor (de 6,8),
se alcanza también un mayor crecimiento, condicion
con la que se consigue ademas el crecimiento mas alto
del estudio con la cepa IF88003.

3.1.2. Scleroderma citrinum

Losniveles de pH y medios de cultivo no tuvieron
un efecto importante en los crecimientos miceliares
de S. citrinum (p > 0,05), si se observan diferencias
significativas en las cepas utilizadas (p < 0,05),
consiguiendo el mayor incremento con Sc8. No obstante
lo anterior, entre los medios de cultivo el crecimiento
medio radial mas alto se alcanza en BAF (medio con
mayor contenido de vitaminas y en menor medida cloruros
y sulfatos) y MMN (medio con mayor concentracion
cloruros, y en menor concentracion fosfatos, sulfatos,
azucares y vitaminas) y, entre los niveles de pH, con
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un nivel intermedio se consiguen los mejores resultados
(Tabla 2).

Cabe senalar que el crecimiento miceliar con esta
especie fue bastante erratico, observandose s6lo en
algunas pruebas y con un comportamiento mucho mas
lento que el mostrado por las cepas de S. luteus, situacion
que imposibilité un analisis estadistico, sin embargo
los valores que se obtienen con la cepa Sc8 son superiores
a los obtenidos con la cepa IF84005, a pesar que esta
ultima responde en todos los medios de cultivo y con
los 3 niveles de pH (datos no publicados).

3.2. Biomasa

3.2.1. Suillus luteus

El analisis de datos indica que s6lo en los medios
de cultivo existe diferencia estadistica entre los valores
de biomasa, encontrandose la mejor respuesta en el
medio BAF (p<0,05) (Tabla 2), y en general, si se incorpora
el factor pH, los mayores valores para esta variable
se consiguen en los medios con presencia de vitaminas
como la biotina e inositol, ademas de otros compuestos
que mejoran las concentraciones de calcio, magnesio
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y fierro entre otros, y niveles mas acidos, a excepcion
del medio EMA que muestra una mejor respuesta con
un nivel de pH mas basico, estadisticamente diferenciable
para las cepas IF81008 y IF83009 (Tabla 2).

3.2.2. Scleroderma citrinum

En esta especie solo el medio de cultivo muestra
un efecto importante en el volumen de biomasa que
se produce, encontrandose la mejor respuesta con el
medio BAF (p<0,05) (Tabla 2).

3.3. Velocidad de crecimiento

3.3.1. Suillus luteus

Evaluando el comportamiento individual de cada
cepa, la IF88003 presentd la mayor velocidad de
crecimiento. Por otro lado, con los niveles de pH mas
acidos se observaron los mayores valores para esta
variable, misma situacion obtenida con los medios de
cultivo BAF y EMA (p<0,05) (Tabla 2).

En los medios BAF y EMA la velocidad de
crecimiento no se vio afectada mayormente por la
diferencia de pH, sin embargo el valor mas alto se registro
en el medio EMA con un pH de 6,8, respuesta que se
observo para cada una de las cepas (p<0,05) (Tabla 3).
Si bien no existen diferencias estadisticas entre los
valores mas altos mostrados por los medios MMNy
SAB con respecto a los obtenidos en BAF y EMA,
si se observa entre los niveles de pH en cada uno de
ellos, lograndose las mayores velocidades con los niveles
de pH mas acidos (p<0,05).

3.3.2. Scleroderma citrinum

Se deriva de los registros de crecimiento radial
que, entre las cepas evaluadas, la Sc8 presenta un valor
de velocidad de crecimiento mayor(p<0,05), no
observandose diferencias entre los pH ni entre los
distintos medios de cultivo evaluados (Tabla 2).

4. DISCUSION
4.1. Variables de comportamiento de Suillus luteus

En esta especie, la cepa IF88003, de origen
precordillerano, presentd un crecimiento radial superior
al obtenido por las cepas de origen costero (IF81008)
e intermedio (IF83009), lo que coincide con la evaluacion
realizada por Santelices et al. (2012), quienes observaron
el crecimiento de tres cepas de S. luteus procedentes
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de la costa de la region del Maule, Chile, obteniendo
los menores crecimientos en aquellas cepas mas cercanas
al borde costero, en las mismas condiciones que se
mostraron propicias para cepas que crecen mas hacia
el interior.

En algunos casos las condiciones del medio pueden
no provocar efectos importantes en el crecimiento de
los hongos (SANTELICES et al., 2012), sin embargo,
la incidencia de cambios de pH sobre una cepa se ha
validado no solo para Suillus spp. (VASQUEZ et al.,
2002), sino que también para cepas de Lactarius
deliciosus L. ex Fr. Gray (FLORES et al., 2008). Pereira
et al.(2007), por ejemplo, evaluaron el efecto del pH
en medio de cultivo BAF en varios hongos, concluyendo
que con pH 4,8 y 5,8 se presentan los mayores valores
de crecimiento radial para S. luteus, resultados que
ademas concuerdan con lo obtenidoen este estudio.
Con S. bellinii (Inzenga) O. Kuntze, se obtienen
resultados similares logrando mayor velocidad y area
de crecimiento con niveles de pH de 4,8 y 5,8 (STANARD
etal.,2010).

Asimismo, el tipo de medio de cultivo es otra
condicién que en general afecta el comportamiento
de los hongos, aunque en algunas especies puede no
provocar mayores cambios, situacion observada por
Diaz et al. (2009) para la especie Suillus tomentosus
(Kauft)) Sing en distintos medios de cultivo. No obstante,
de los medios de cultivo evaluados, con EMA y BAF
se alcanzan valores superiores de crecimiento radial
con respecto a los medios MMN y SAB, equivalente
alo observado en otros estudios con esta misma especie
(FERNANDEZ-MIRANDA et al., 2008), como también
en las especies Laccaria bicolor (Maire) P.D. Orton.
(SANTIAGO-MARTINEZ et al., 2003) y Lactarius
deliciosus (CHAVEZ et al., 2008), para los mismos medios
de cultivo.

En términos de biomasa, el medio de cultivo BAF
presenta las mejores condiciones, situacidén que
también se ha registrado para Laccaria bicolor
(SANTIAGO-MARTINEZ et al., 2003). Respecto al
efecto del pH, si bien los niveles de 4,8 y 5.8
presentaron los valores medios mas altos estos no
fueron estadisticamente distintos que los alcanzados
con un nivel de 6,8. En este sentido, Vasquez et al.
(2002) sentalan en su investigacion que, a un pH
cercano a 6, cepas de Suillus spp. alcanzan la mayor
produccion de biomasa.
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Tabla 3 — Valores medios + desviacion estandar de crecimiento radial, velocidad de crecimiento y biomasa, de tres cepas
de Suillus luteus procedentes de plantaciones forestales, desarrolladas en cuatro medios de cultivo y tres niveles
de pH (n =5).

Tabela 3 — Valores médios + desvio regular de crescimento radial, taxa de crescimento e biomassa de trés estirpes de Suillus

luteus de plantacdes florestais em quatro meios de cultura e trés niveis de pH (n = 5).

Medios de cultivo

BAF EMA MMN SAB
Cepas/ pH4,8 pHS.8 pH 6.8 pH 4,8 pH 5.8 pH 6.8 pH 4,8 pH 5.8 pH 6,8 pH 4,8 pH 5.8 pH 6.8
Variables
IF81008
Crecimiento 25,68+ 25,33+ 20,40+ 2298+ 21,53+ 2588+ 20,13+ 20,084+ 17,47+ 16,94+ 23,20+ 12,20 +
radial (mm) 1,75 a 1,92 a 6,59 a 7,20 a 2,73 a 7,20 a 2,28 a 4,59 a 5,04b 0,86 b 4,25a 3,63b
Velocidad 0,68 + 0,67 + 0,54 + 0,60 + 0,57 + 0,68 + 0,53 + 0,53 + 0,46 + 0,45+ 0,61 + 0,32 +
crecimiento 0,05a 0,05a 0,17 a 0,19a 0,07 a 0,19a 0,06 a 0,12a 0,13b 0,02 b 0,11a 0,10 b
(mm/dia)
Biomasa (g) 0,16 + 0,18+ 0,12+ 0,10+ 0,09 + 0,14+ 0,07 + 0,07 + 0,05+ 0,06 + 0,11+ 0,05+
0,02a 0,02a 0,05b 0,05 ¢ 0,02 ¢ 0,05b 0,01 ¢ 0,03 ¢ 0,02 ¢ 0,03 ¢ 0,02 b 0,03 ¢
1IF83009
Crecimiento 23,53+ 22,73+ 22,50+ 23,33+ 21,30+ 23,85+ 2325+ 21,33+ 18,40+ 25,53+ 24,88 + 14,48 +
radial (mm) 2,13 a I,1la 2,21a 5,90 a 7,62 a 3,15a 2,36a 2,38a 4,48 b 0,86 a 0,64 a 0,69b
Velocidad 0,62 + 0,60 + 0,59 + 0,61+ 0,56 + 0,63 + 0,61 + 0,56 + 0,48 + 0,67 + 0,65+ 0,38 +
crecimiento 0,06 a 0,03 a 0,06 a 0,16a 0,2a 0,08 a 0,06 a 0,06 a 0,12b 0,02 a 0,02 a 0,02 b
(mm/dia)
Biomasa (g) 0,16 + 0,15+ 0,13 + 0,1+ 0,09 + 0,11+ 0,07 + 0,08 + 0,07 + 0,12+ 0,12+ 0,06 +
0,06 a 0,03 a 0,05a 0,05b 0,05b 0,03a  0,003b 0,07 b 0,03 b 0,01 a 0,01 a 0,003 b
IF88003
Crecimiento 24,48 + 23,28+ 23,68+ 29,40+ 29,65+ 32,90+ 30,43+ 30,08+ 20,78+ 28,84+ 26,35+ 14,70 +
radial (mm) 2,14b 1,97 b 2,10b 3,00 a 3,99a 4,15a 6,09 a 7,89 a 8,03b 1,18 a 4,65a 2,60 c
Velocidad 0,64 + 0,61 + 0,62 + 0,77 + 0,78 + 0,87 + 0,80 + 0,79 + 0,55+ 0,76 + 0,69 + 0,39 +
crecimiento 0,06 b 0,05b 0,06 b 0,08 a 0,I1a 0,11a 0,16 a 0,21 a 0,21b 0,03 a 0,12 a 0,07 ¢
(mm/dia)
Biomasa (g) 0,13+ 0,14 + 0,13+ 0,11+ 0,12+ 0,14+ 0,07 + 0,07 + 0,06 + 0,14+ 0,11+ 0,05+
0,01 a 0,03 a 0,02 a 0,03 a 0,02 a 0,04 a 0,01b 0,02 b 0,03 b 0,05a 0,02 a 0,02 b

Letras distintas en una misma fila indican diferencias significativas entre medios de cultivo para cada cepa fungica a un nivel P<0,05.
Letras diferentes na mesma linha indicam diferengas significativas entre os meios de cultura para cada cepa fungica em P <0,05.

Como se sefialo, la velocidad de crecimiento se
estima en funcion del crecimiento radial para un periodo
determinado, parametro que en este estudio alcanza
valores similares a los reportados por Pereira et al.
(2007) con cepas de esta misma especie, pero inferiores
alo obtenido por Santelices et al. (2012) en su estudio
con cepas de S. luteus de la regién del Maule.

Las mayores velocidades de crecimiento conseguidos
en los medios de cultivo EMA y BAF, son coincidentes
con lo obtenido por Santiago-Martinez et al. (2003)
con Laccaria bicolor para los mismos medio de cultivo.
Por otro lado, los valores alcanzados segtin el nivel
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de pH, que en general son mayores con niveles de
pH mas acidos, concuerda con lo observado por
Santelices et al. (2012).

4.2. Variables de comportamiento Scleroderma
citrinum

Las cepas de esta especie presentaron un
comportamiento muy distinto entre si. Mientras la cepa
mas septentrional (IF84005) mostr6 crecimientos radiales
en los cuatro medios de cultivo, con la mejor respuesta
en los medios BAF y EMA, la cepa de mas al sur (Sc8)
so6lo respondio a la reproduccion en los medios MMN
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y SAB alcanzando a pesar de ello los valores més altos
registrados entre ambas. En este sentido, Fernandez-
Miranda et al. (2008) reportan resultados similares que
lo obtenido con la cepa IF84005 para una cepa de la
misma especie en un medio de cultivo BAF. Por otro
lado, Malvarez et al. (1997) entregaron antecedentes
de cepas de Scleroderma spp., asociados a Eucalyptus
grandis Hill ex Maiden, con crecimientos radiales en
medios de cultivo SAB y MMN, no habiendo diferencias
significativas entre los incrementos obtenidos en ambos
medios al cabo de 8 semanas.

Se senalo que, debido a lo erratico de los resultados,
no fue posible un analisis estadistico apropiado, no
obstante, por los valores medios se observa para ambas
cepas una mejor respuesta en crecimiento con un pH
de 5,8, inclusive con la cepa Sc8 s6lo se obtiene
crecimiento con este nivel de acidez para el medio de
cultivo MMN. Vasquez et al. (2002) sefialan en su estudio
que, en la mayoria de las interacciones aplicadas a
los medios para reproduccion controlada de Scleroderma
polyrhizum (J.F.Gmel.) Pers., el mayor valor de crecimiento
miceliar se presenta con pH entre 5 y 6. Sianard et al.
(2010) evaluaron la influencia del pH en el desarrollo
de cinco hongos ectomicorricicos, entre ellos dos
especies del género Scleroderma, comprobando para
estas ultimas que los mayores crecimientos se obtenian
con medios de cultivos con pH de 5,8 y 6,8.

Aunque s6lo la cepa IF84005 respondio a los 4
medios de cultivo, Sc8 s6lo mostro crecimiento en MMN
y SAB, aparece un efecto provocado por esta condicion
presentandose una mayor incidencia utilizando medio
BAF por sobre los otros tres medios, més bien por
el alto valor obtenido por esta cepa en ese medio de
cultivo. Santiago-Martinez et al. (2003), logran para
cepas de Laccaria bicolor los mayores valores de
biomasa utilizando medio BAF, pero también altos valores
en el medio de cultivo SAB, como ocurre también en
el presente estudio con ambas cepas.

Por su parte, el efecto del pH, analizada como
variable aislada, no obtuvo diferencia significativa
entre niveles. El comportamiento se presentd con una
mayor variedad, identificandose por ejemplo para la
cepa [F84005 una mejor respuesta con un pH intermedio
en los medios BAF y EMA, al contrario que en el
medio MMN que con un pH maés 4cido se obtiene
una mejor respuesta, y en el medio SAB con un pH
mas basico. Con la cepa Sc8, con un pH intermedio
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y basico se presentaron mas apropiados para alcanzar
mayores valores de biomasa. Vasquez et al. (2002),
consiguen mayores valores de biomasa para cepas
de Scleroderma polyrhizum con un pH entre 5y 6,
al igual que lo alcanzado por Dennis (1985) en cepas
de Scleroderma bovista Fries.

En relacion con la velocidad de crecimiento, los
resultados obtenidos en este estudios son similares
alos senalados por Sanchez et al. (2000) para la especie
Scleroderma verrucosum (Bull.) Pers., pero muy inferiores
a los reportados por Sianard et al. (2010), quienes
registraron velocidades de crecimiento para Scleroderma
cepa Pers. de 1,92 mm/dia, aun pH de 4,6, velocidades
que disminuyeron a medida que aumentaba el nivel
de pH. De cualquier manera, los valores medios de
velocidad alcanzados fueron mas altos en todos los
medios, y para las dos cepas, con pH de 5,8.

5. CONCLUSION

La masificacion in vitro de cepas micorricicas,
asociadas a las principales especies forestales que
se plantan en Chile, es factible. Los resultados indican
que tanto el medio de cultivo, el pH del medio, asi como
las cepas de cada especie estudiada, son determinantes
en las respuestas de crecimiento de los hongos
ectomicorricicos in vitro evaluados.

Las cepas de Suillus luteus se desarrollaron
adecuadamente en un medio de cultivo con abundancia
de nutrientes (BAF y MMN) como en baja presencia
de ellos (EMA), y con pH mas bien acido (4,8 y 5,8),
no obstante, la cepa IF88003 es la que presento los
niveles mas altos de biomasa, crecimiento radial y
velocidad de crecimiento. Por otro lado, las cepas de
Scleroderma citrinum presentaron, para los mismos
ambientes, un desarrollo inferior y lento, no obstante,
la cepa Sc8 se reprodujo de forma optima y rapida bajo
un medio de cultivo BAF y con un pH moderadamente
acido de 5,8, por tanto, pareciera ser un nivel 6ptimo
de acidez para la reproduccion de esta micorriza.

6. RECONOCIMIENTO

El presente estudio se desarroll6 en el marco
del Proyecto Seleccion de Indculos Biologicos y
Desarrollo de Tecnologias para su Aplicacion en Viveros
Forestales (06CN12PFT-68), financiado por INNOVA
Chile — CORFO y ejecutado por el Instituto Forestal
de Chile.
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