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Resumen

Se estudio la capacidad de crecimiento de 12 especies de hongos ectomicorricicos en cuatro medios
de cultivo (MMN, MFM, BAF y MEPA) que difieren considerablemente en contenido mineral, fuen-
tes de carbono y vitaminas. Los resultados obtenidos permiten determinar la existencia de diferencias
significativas en el crecimiento de diferentes especies de hongos ectomicorricicos en cultivo puro.
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INTRODUCCION

En Asturias existen numerosas zonas con
suelos pobres o degradados debido a su acidez,
incendios o actividades mineras e industriales.
Por problemas de impacto ambiental y al ampa-
ro de los planes regionales de reforestacion serfa
necesario revegetar con especies autdctonas.
Esta recuperacion tendria un doble beneficio,
por un lado integrar las zonas alteradas en el pai-
saje natural y por otro aumentaria la disponibili-
dad de madera para las industrias del sector.

El suelo de estas zonas suele tener una serie
de problemas, que hace dificil e incluso imposi-
ble su recuperacion forestal cuando se realizan
técnicas convencionales. As{, problemas de
retencion de agua, escasez de nutrientes y falta
de los microorganismos beneficiosos que cola-
boran activamente en la nutricion de los vegeta-
les, se presentan habitualmente en estos suelos.

Desde hace afos ha quedado establecida la
dependencia que tienen los arboles de los hongos
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micorricicos sobre todo cuando las caracteristicas
edéficas, principalmente la fertilidad, son adver-
sas. Entre los beneficios que producen los hongos
ectomicorricicos en las plantas se pueden desta-
car los siguientes: facilitan la nutricion y toma de
agua, mejoran la tolerancia frente al estrés hidri-
coy salino, favorecen el crecimiento y desarrollo,
e incluso, pueden actuar contra los agentes pato-
genos (HONRUBIA et al., 1992).

Las micorrizas no adquieren su importancia
Gnicamente por el efecto sobre el simbionte
arbdreo sino también desde un punto de vista
ecolbgico, ya que los hongos micorricicos esta-
blecen complejas relaciones con otros microor-
ganismos (INGHAM & MOLINA, 1991) y pueden
afectar al establecimiento, estructura, composi-
cion y dinamica de las comunidades vegetales
(MoOLINA et al., 1991).

En los altimos anhos se han desarrollado
mejoras tecnoldgicas encaminadas hacia la pro-
ducciodn de planta de calidad y uno de los puntos
clave es la mejora de los sistemas radicales de los
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plantones. En este aspecto, un buen sistema radi-
cal micorrizado permite a los plantones sobrevi-
vir y desarrollarse mejor tras el trasplante.

La micorrizacion controlada es una herra-
mienta que puede ser de gran ayuda en el esta-
blecimiento de repoblaciones, sobre todo en
zonas degradadas, debido a la mejora morfold-
gica y fisiologica que puede generar en las plan-
tas (DUNABEITIA et al., 2004). Numerosos
trabajos han demostrado que si se revegetan
zonas degradadas con arboles que posean hon-
gos micorricicos seleccionados se consiguen
tasas de supervivencia muy superiores a las
alcanzadas con arboles sin micorrizar.

Cuando se pretende seleccionar hongos ecto-
micorricicos, un caracter importante es la posibi-
lidad de aislarlos y producirlos en grandes
cantidades. En algunas especies, la produccion de
inoculo miceliar presenta problemas de escaso
crecimiento o heterogeneidad de desarrollo entre
los subcultivos. Ademés es preciso manejar gran-
des volimenes de indculo en condiciones asépti-
cas que garanticen su supervivencia tanto en el
laboratorio como posteriormente en el vivero.

La diferente respuesta de crecimiento que
tienen algunos aislamientos fangicos en el
medio de cultivo plantea serios problemas, ya
que es preciso coordinar la produccion de plan-
ta 'y hongo en cantidades suficientes, para poder
abordar la micorrizacion controlada en un vive-
ro industrial.

El objetivo de este trabajo fue optimizar el
crecimiento de varias especies fngicas, emple-
ando cuatro medios de cultivo, MMN, MFM,
BAF y MEPA, que difieren en contenido mine-
ral, fuentes de carbono y vitaminas.

MATERIAL Y METODOS

Material fingico

Se utilizaron aislamientos de 12 especies de
hongos ectomicorricicos: Astraeus hygrometry-
cus, Hebeloma crustuliniforme, Lactarius deli-
ciosus, L. quieticolor, L. blumii, Leccinum
scabrum, Paxilus filamentosus, Paxilus involu-
tus, Rhizopogon luteolus, Scleroderma citrinum,
Suillus luteus y Xerocomus badius. Estos aisla-
mientos se mantenian en oscuridad a 20°C en el
medio MMN.
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Efecto del medio de cultivo en la produccion
deindculo fangico

Se valor6 la capacidad de crecimiento de
cada especie fungica en los medios de cultivo
MMN (Marx, 1969), BAF (MOSER, 1960),
MFEM (DANELL, 1994) y MEPA (BORMANN et al.,
1999). Para ello se tomd, con ayuda de un saca-
bocados de 1 cm de diametro, circulos del borde
de la colonia de los 12 aislamientos y se coloca-
ron en placas Petri con los 4 medios de cultivo.
Por cada especie fangica y medio de ensayo, se
sembraron 16 placas que se incubaron a 20°C en
oscuridad y se evaluaron a los 60 dias.

El crecimiento en medio so6lido se cuantifico
mediante anélisis de imagenes digitalizadas de
los distintos medios de cultivo. Tradicionalmente
se mide el diametro de la colonia fangica para
calcular su area de crecimiento. Este sistema no
es muy exacto ya que las colonias pueden presen-
tar un crecimiento irregular. Para resolver este
problema se disefio una rutina especifica en el
programa informatico de anéilisis de imagenes
Leica Q550 QUANTIMENT que permitid eva-
luar de forma automatica, independientemente de
su simetria, el area de crecimiento de cada colo-
nia a partir de imagenes digitalizadas (Figura 1)

RESULTADOSY DISCUSION

El medio de cultivo méas utilizado es el
MMN pero existen numerosas especies que pre-
sentan problemas a la hora de ser cultivadas en
él, dificultando o imposibilitando su uso como
indculo. Estudios preliminares realizados por
MoLINA & PALMER (1982), defienden que estos
problemas, probablemente se deban a la utiliza-
cion de un medio de cultivo inadecuado, que no
aporte los requerimientos nutritivos que suelen
obtener de su hospedante en la simbiosis, hecho
que se ha demostrado en el caso de
Cantharellus, al conseguir su aislamiento en
cultivo puro utilizando un medio nutritivo mas
complejo, el MFM (DANELL, 1994). De acuerdo
con estos estudios, nuestros resultados determi-
nan que el crecimiento de las doce especies fln-
gicas estudiadas se ve muy afectado por el
medio de cultivo empleado.

En nuestro caso, P. filamentosus fue la espe-
cie que present6 un mayor crecimiento, seguida



Cuad. Soc. Esp. Cienc. For. 28: 207-211 (2008)

«Actas de la IV Reunion sobre Repoblaciones Forestales»

Figura 1. Fotografias de colonias cuantificadas por andlisis de imagen Leica Q550 Quantiment. A: Paxillus involutus y B:
Lactarius quieticolor. La flecha indica el contorno de la colonia analizado por el programa 'y utilizado para la cuantificacion

de R. luteolus 'y S. luteus (Tabla 1). Los dos pri-
meros, presentan un patron de crecimiento muy
similar, siendo los medios BAF, MMN y MFM
los que presentaron un mejor crecimiento, no
presentando diferencias significativas entre
ellos. En el caso de S. luteus el medio BAF es el
mejor, seguido de MMN y MFM, que no presen-
tan diferencias significativas entre ellos pero si
con BAF. En el medio MEPA las colonias de

estos tres hongos desarrollaron la menor super-
ficie, presentando diferencias significativas con
el resto de medios.

Del resto de Boletales estudiados, también
descritos como especies pioneras, L. scabrum 'y
P. involutus, son las dos {inicas especies que pre-
sentan un mejor crecimiento en el medio MFM.
En el caso de L. scabrum no se observan diferen-
cias significativas entre los medios MFM, MMN

Medio de Cultivo
Especie BAF MEPA MFM MMN
AGARICALES
Hebeloma crustuliniforme 4,81 +0,60 ac 0,96 +001Db 3,61 0,57 ¢ 546 +0,13 a
RUSSULALES
Lactarius blumii 3,50 +0,73 a 593+1,49a 328+ 1,96 a 2,03+0,30 a
Lactarius delicious 16,54 + 1,05 a 21,11 £ 1,36 b 4,34 +0,33 ¢ 7,94 +0,40 d
Lactarius quieticolor 13,83+ 1,44 a 11,44 +£0,79 a 4,81 +0,72b 6,53 +0,38b
BOLETALES
Leccimun scabrum 11,94+ 1,56 a 428 +0,72 b 12,06 £ 0,89 a 11,66 = 1,10 a
Paxilus filamentosus 58,36 +0,77 a 34,12 +9,55b 53,75+ 1,65a 57,68 +0,97 a
Paxilus involutus 7,11 £0,84 ac 522+129a 15,51 £4,43b | 14,62 + 1,82 bc
Rhizopon luteolus 46,06 £ 0,83 a 18,17 £ 3,16 b 4290+ 2,18 a 45,16 1,35 a
Suillus luteus 46,87 +0,52 a 1997 +1,90b | 28,73 +3,13¢c | 3046+1,57c¢
Xerocomus badius 1,86 0,18 a 1,13+0,10 a 19,94 £ 0,99 b 2245+ 1,38 ¢
GASTERALES
Astraeus hygrometricus 30,42+ 1,10 a 8,39+204Db 17,84 + 1,23 ¢ 10,72 +0,27 b
Scleroderma citrinum 2988 +2,17a 5,10+0,45b 18,99 + 1,28 ¢ 15,29 £ 0,94 ¢

Tabla 1. Medias + error estdndar de las dreas de las colonias fiingicas expresada en cm2, tras 60 dias de crecimiento
en los cuatro medios diferentes. Letras iguales dentro de cada fila indican que no hay diferencia significativas entre
medios de cultivo para cada especie fiingica a un nivel P=0,05. (Test de minimas diferencias significativas, DMS)
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y BAF, y si con MEPA donde se ve el menor cre-
cimiento. De manera similar P. involutus muestra
el menor crecimiento en el medio MEPA, sin
presentar diferencias significativas con el medio
BAF, y si con los medios MFM y MMN que no
presentan diferencias significativas entre ellos.
En el caso de X. badius el mejor crecimiento se
presenta en el medio MMN, seguido del medio
MFM presentando diferencias significativas
entre ellos, obteniendo un escaso crecimiento en
los medios BAF y MEPA sin presentar diferen-
cias significativas entre ellos pero si con el creci-
miento en los medios MMN y MFM.

Los Boletales estudiados han sido descritos
por NUMerosos autores COMoO Organismos pioneros
(MaAsoN et al., 1983; GRYTA et al., 1997), que apa-
recen en las primeras etapas de la repoblacion
natural forestal. Son hongos que demandan menos
glucosa que los de etapas avanzadas (DEACON et
al., 1983) y tienen una alta capacidad competitiva
con otros hongos micorricicos para tomar nutrien-
tes en suelos pobres en materia orgéanica.

Dentro del género Lactarius, las tres especies
ensayadas, mostraron un comportamiento simi-
lar, ya que sus mejores crecimientos se consi-
guieron en los medios mas ricos, MEPA y BAF,
hecho que coincide con trabajos realizados con
especies de este género (SANCHEZ et al., 2000).

Los hongos del género Lactarius se han des-
crito como caracteristicos de etapas tardias de la
sucesion, necesitando suelos ricos con abundan-
te materia organica. Por lo tanto, no es de extra-
flar que sus mayores crecimientos se registren en
los dos medios con mayor cantidad de materia
organica facilmente disponible. L. deliciosus
presenta diferencias significativas de crecimien-
to en todos los medios; L. quieticolor presenta
diferencias significativas entre los medios mas
ricos (BAF y MEPA) y los pobres (MMN y
MFM) y L. blumii no presenta diferencias signi-
ficativas en el crecimiento en los cuatro medios,
lo que podria indicar que esta especie tiene
menores requerimientos nutricionales.

En los dos representantes del orden
Gasterales, también se observa un patrén homo-
géneo de crecimiento, siendo el mejor medio en
ambos casos el BAF, seguido del MFM y MMN.
Por el contrario, en el medio MEPA las colonias
de estos dos hongos desarrollaron la menor
superficie, existiendo en el caso de A. hygrome-
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tricus diferencias significativas con BAF y MFM
pero no con MMN, y en el caso de S. citrinum
presenta diferencias con el resto de los medios.

H. crustiliniforme, estd considerada como
caracteristica de etapas primarias de la sucesion
(D1GHTON et al., 1986) presentando el mejor cre-
cimiento en los medios MMN y BAF sin presen-
tar diferencias significativas entre ellos. Esta
especie, al igual que X. badius, practicamente no
creci6 en el medio MEPA.

Teniendo en cuenta el crecimiento de los doce
hongos en los cuatro medios de cultivo, y a modo
de conclusion podemos observar que los medios
MMN y MFM tienen unas caracteristicas nutri-
cionales parecidas, ya que 8 de los 12 hongos no
mostraron diferencias significativas. Podemos
decir de manera global que el medio BAF es el
mejor, ya que es adecuado para nueve especies.
Por el contrario el medio MEPA es el peor ya que
en él nueve especies tienen un escaso desarrollo.
Los resultados obtenidos en este medio son 16gi-
cos si tenemos en cuenta que la mayoria de los
hongos utilizados estdn destinados a recuperar
zonas degradadas, y por lo tanto abundan las
especies pioneras poco exigentes en nutrientes.

Este trabajo pone de manifiesto la necesidad
de hacer este tipo de ensayos para optimizar la
produccion de inoculo fangico cuando manejan
distintas especies de hongos ectomicorricicos.
Los datos obtenidos reflejan la importancia que
tiene en un determinado hongo, la eleccion del
medio de cultivo para obtener la mayor cantidad
posible de indculo
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