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LISTA DE ABREVIATURAS.
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l. RESUMEN.

Tuber borchii Vittad, la trufa blanquilla, es un hongo hipogeo comestible, cuya ecologia y
fisiologia es relativamente poco conocida. Esta trufa se puede desarrollar en suelos
calcareos, aunque también se le ha encontrado creciendo en suelos acidos. En el
presente trabajo se evaluo el efecto del pH y el medio de cultivo en el crecimiento miceliar
de colonias activas de esta trufa bajo condiciones in vitro. Para ello, dos medios de cultivo
fueron empleados, BAF (biotina-aneurina-acido folico agar) y MNM (Melin Norkrans
Modificado), con cinco niveles de pH (6.0, 6.5, 7.0, 7.5, 8.0). La cepa utilizada se aislé de
estructuras radiculares de plantulas de Quercus ilex (previamente micorrrizadas con
Tuber borchii). Los resultados indican que el pH del medio tiene un efecto significativo en
el crecimiento miceliar, independiente del medio de cultivo empleado. ElI mayor
crecimiento se obtuvo en el medio de cultivo BAF a pH 6.5 y 7.0. Estos resultados pueden
contribuir a una futura domesticacion y produccion de trufa blanquilla en Chile.

l. ABSTRACT.

Tuber borchii Vittad, the white truffle, is an edible hypogeal mushroom whose ecology and
physiology is relatively poorly understood. This truffle can grow in calcareous soils,
although it has also been found growing in acid soils. In the present work, the effect that
pH and the culture medium may have on the mycelial growth of active colonies of this
truffle under in vitro conditions is evaluated. For this, two culture media were used, BAF
(biotin-aneurin-folic acid agar) and MMN (Modified Melin and Norkrans), with five pH
levels (6.0, 6.5, 7.0, 7.5, 8.0). The strain used was isolated from root structures of Quercus
ilex seedlings (previously mycorrhized with Tuber borchii).The results indicate that the pH
of the medium has a significant effect on mycelial growth, independent of the culture
medium used. The highest growth was obtained in the BAF culture medium at pH 6.5 and
7.0. These results may contribute to a future domestication and production of white truffle
in Chile.



Il. INTRODUCCION.

Las especies del genero Tuber son hongos ECM ascomicetos que forman asociaciones
ECM con variedades de géneros de arboles, como: Abies, Alnus, Carpinus, Castanea,
Corylus, Picea, Pinus, Quercus y Tilia (Nakano et al. 2020). En todo el mundo, este
género contiene mas de 86 especies (Bonito y Smith 2016; Nakano et al. 2020). Sus
cuerpos fructiferos son conocidos como “trufas”; algunas de ellas son comestibles y
poseen un gran valor en el mercado, tales como: T. magnatum (trufa blanca),
T.melanosporum (trufa negra del Périgord), T. aestivum (trufa de verano) y T. borchii
(trufa bianchetto) (Brown y Zambonelli 2008).

El cultivo artificial de trufas tradicionalmente se realiza mediante el establecimiento de
plantulas inoculadas con la esporada del cuerpo fructifero de la trufa de interés; sin
embargo, el uso reciente de plantulas inoculadas con micelio de cultivo puro posee
ventajas sobre la primera, como por ejemplo, la produccion constante de plantulas
micorrizadas de calidad uniforme, la colonizacién mas rapida en las plantas huésped; y
ademas permite la seleccion de cepas adecuadas para apareamiento compatible, la
combinacion de asociaciones a huéspedes y adaptacion a condiciones ecologicas
(Zambonelli et al. 2015, Leonardi et al. 2017, Nakano-et al. 2020)

Tuber borchii Vittad es una especie de trufa comestible blanquecina que establece
simbiosis ectomicorricica con arboles y arbustos. Este hongo se encuentra
principalmente en Europa y también se cultiva fuera de este continente. Crece en climas
Templado, frio y mediterraneo. Se encuentra en suelos de caracteristicas subalcalina y
acido (Lancellotti y Franceschini, 2013, Murat et al. 2018). Posee importancia ecoldgica
debido a que muchos arboles viven en simbiosis con la especie, ayudando al
funcionamiento de los ecosistemas (Zambonelli 2016). T. borchii o también conocida
como “Bianchetto” se encuentra dentro del grupo de “trufas verdaderas” debido a su
fructificacion comestible. Es de la division ascomycota y es un hongo hipogeo. Al igual
que las otras trufas comestibles, se encuentra comunmente en suelos calcareos con pH
entre 7y 8; sin embargo, también se puede encontrar en suelos de pH mas acido (Gardin
2005, Jaillard et al. 2014).
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De acuerdo a estudios realizados, el pH del suelo es uno de los factores mas importantes
para el desarrollo y crecimiento micelial, formacion de ECM vy la produccion de trufas
(Pereira et al. 2007, Cepeda 2010, Nakano et al. 2020). Posee influencia en el tipo de
organismo que se va a desarrollar sobre el suelo; y ademas es un factor limitante para la
actividad de muchos microorganismos (Ramos y Zufiga 2008, Yun et al. 2016). Por un
mismo lado, el hongo micorricico T. borchii es capaz de soportar suelos mas acidos en
comparacion a otras especies de trufas (Gardin 2005, 2016, Murat et al. 2018, Li et al.
2019).

En la actualidad se han realizado investigaciones para determinar las condiciones
Optimas de requerimientos nutricionales y condiciones de crecimiento en el cultivo
micelial de trufas; no obstante, falta evidencia clara y especifica que indique el nivel de
pH ideal para el cultivo micelial de T. borchii (Kamal 2011, Hu et al. 2013, Nadim et al.
2016, Arenas et al. 2018, Nakano et al. 2020).

Otro factor que se debe considerar en la produccion de inéculo miceliar de hongos
ectomicorricicos es el medio de cultivo, debido a que en ambientes controlados este
factor puede ser determinante en la heterogeneidad o escaso rendimiento de los cultivos
(Santelices et al. 2012, Gonzales et al. 2015). Al respecto, los medios de cultivo mas
utilizados en hongos ectomicorricicos son BAF (biotina-aneurina- acido folico) y MNM
(Melin-Norkrans modificado). Estos medios han sido probados con distintas especies de
hongos ECM y se han obtenido diversos resultados (Pereira et al. 2007, Chavez et al.
2009, Hernandez et al. 2014).

La presente investigacion busca dilucidar el efecto que pueden tener los medios del

cultivo y su valor de pH sobre el crecimiento in vitro de T. borchii.
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II. MARCO TEORICO.

3.1. Aspectos generales de la Trufa blanquecina (T. borchii Vittad).

Tuber borchii Vittad es una trufa que se clasifica taxonémicamente en el Reino Fungi,
Divisibn Eumycota, Filo Ascomycota, Clase Pezizomycetes, Familia Tuberaceae, Género
Tuber; y Especie Tuber borchii Vittad. Ademéas de ésta, existe una gran variedad de
especies de Género Tuber, las que en su conjunto se denominan trufas, entre las cuales
destacan: Tuber melanosporum Vittadini (trufa negra de Périgord), Tuber brumale
Vittadini (trufa negra de otofio), Tuber aestivum Vittadini (trufa negra de verano), entre
otras (Zambonelli, 2016).

Existen cerca de 70 especies de trufas, sin embargo, solo algunas poseen interés
econdmico. T. borchii es una trufa con gran potencial culinario debido a sus propiedades
organolépticas, muy similares a la preciada trufa blanca (Tuber magnatum Vittad)
(Zambonelli et al. 2015, Morcillo et al., 2017). Se ha estado desarrollando en paises como
Italia, Nueva Zelanda, Australia y recientemente en Chile (Zambonelli et al., 2016) y tras
una serie de investigaciones se ha podido constatar.que posee afinidad con especies
arbéreas como el avellano (Corylus avellana), encino (Quercus ilex), alcornoque

(Quercus suber) y pino pifionero (Pinus pinea) (Morcillo et al. 2017).

Tuber borchii, a diferencia de otras trufas de interés econdmico, posee una elevada
plasticidad ecologica, siendo éste uno de los puntos interesantes para su cultivo
(Zambonelli et al., 2002, Azul et al. 2014, Murat et al. 2018). Esta trufa se desarrolla en
climas templado, frio y mediterraneo, con pluviometrias entre 600 a 1.600 mm; su
fructificacion se produce en otofio. Se puede desarrollar de manera 6ptima en un rango
de pH de 6 a 8, en suelos calizos-arenosos tipicos de zonas litorales (Zambonelli et al.,
2002, Gardin, 2005).
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3.2 Descripcion morfoldgica.

El hongo T. borchii est4 formado por el micelio, cuerpo fructifero o carpoforo y las ascas;
los cuales contienen en su interior de dos a tres esporas de color ocre marron, con una
red regular y diminuta. El peridio de la trufa (o corteza) es liso, de color claro, variable de
blanco ocre a rojizo. Su cuerpo fructifero presenta forma tuberiforme o subglobosa, con
un rango de dimensiones que puede variar desde el tamafio de una avellana al de una
naranja. La gleba, el interior del carpéforo, es donde se encuentran las esporas las cuales
se encuentran en cantidad de dos esporas por asca; posee color marrén, con venas

blancas anchas y pequefas (Figura 1) (Gardin, 2005).

Las estructuras micorricicas pueden ser observadas en los sistemas radiculares. Ellas
son de color marrén rojizo y posee ramificaciones cruciformes en un patron monopoidal-
pinado (Figura 2) (Chu-Chou y Grace, 1983, Zambonelli et al., 2002, Benucci et al., 2011).
Las puntas son rectas, simples y cilindricas o en forma de maza, con extremos
redondeados. El color de las ECM puede variar considerablemente a medida que se
desarrolla; de amarillo claro con tonos gris palido en las mas jovenes, a ocre oscuro o
marrén en las mas viejas. Poseen una longitud de 1,68 £ 0,07 mmy 0,23 £ 0,01 mm de
diametro (Benucci etal., 2011). La superficie es brillante con espinas cortas mas
frecuentes en las partes distales; las células corticales son visibles. Las micorrizas de
esta especie de trufa presentan un manto pseudoparenquiméatico en forma de puzle del
gue emanan cistidios (Miguel y Saez, 2005). Las células epidermoides del manto poseen
un area media de 113,67 + 4,37 ym y perimetro medio de 55,96 + 1,27 um (Lancellotti et
al., 2014); éstas ceélulas presentan formas variables de elipsoide e isodiamétrico a
irregular rectangular y alargado (Benucci et al., 2011). Los cistidios del manto son rectos,
hialinos, de paredes delgadas con puntas redondeadas; con 82,15 + 3,75 uym de largo, y
3.71 £ 0.12-ym de ancho en la base (Figura 3) (Chu-Chou and Grace, 1983).
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Figura 1. a. Ascocarpo de T. borchii Vittad: frecuentemente irregular y globoso;
superficie lisa y de color marrén ocre. b. Asca con 2 esporas de T. borchii: elipsoides;
amarillo claro a marron claro; superficie reticulada estrecha; tamafo de malla muy
constante para cada espora.

(Fuente: Laboratorio de Biotecnologia de Hongos, Universidad de Concepcién,
Campus Los Angeles).

Figura 2: Caracteristicas anatomicas y morfolégicas de la ectomicorriza de T. borchii

Vittad junto con Carya illinoinensis. Se muestra la ECM abundante, simple y ramificada.

(Fuente: Benucci et al., 2011).
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Figura 3: Aspecto de los cistidios de T. borchii Vittad sobre manto
pseudoparenquimatoso (Fuente: Claveria y De Miguel 2005).

3.3. Ecologia de T. borchii Vittad.

Tuber borchii o Bianchetto es una especie que se encuentra ampliamente distribuida por
Italia, Portugal, Espafia y Nueva Zelanda (Hall et al., 2007). Su distribucion natural es de
Reino Unido a Hungria, y desde Polonia a Sicilia (Murat et al., 2018). Sus principales
hospedadores son robles de hoja perenne, como por ejemplo: alcornoque (Quercus suber
L.), encino (Quercus ilex L.), kermes (Quercus coccifera L.), pino pifionero (Pinus pinea
L.), pino valsain (Pinus sylvestris L.) y pino maritimo (Pinus pinaster Ait.). También se
pueden encontrar asociaciones con otras especies como: robles (Quercus cerris L.,
Quercus pubescens Willd., Quercus robur L.), alerce (Larix spp) y haya (Fagus spp). Esta
especie de trufa, ademas, se encuentra de preferencia en suelos tipo calcareo arenoso,
con drenaje libre, pH alrededor de 6 a 8 (Zambonelli et al., 2002 Zambonelli et al., 2018).
Otra caracteristica destacable, es que esta trufa posee mayor plasticidad ecologica que
otras especies de trufa econémicamente importantes; por lo tanto, puede existir una
mayor posibilidad de sitios para el cultivo exitoso de esta trufa (Gardin, 2005, Nocentini
y Mazzei 2006).
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3.3.1. Principal ambiente de T. borchii Vittad.

Segun Gardin (2005), el entorno mas productivo para el crecimiento de ésta especie, es
en bosques de pinos costeros, situados en cordones de dunas maritimas y de arena de
origen reciente. T. borchii se puede encontrar asociado a Pinus pinea L. o Pinus pinaster
Ait hacia el mar o en areas de nueva colonizacion por vegetacion natural en las primeras
dunas arenosas. En presencia de Pinus pinea L, se suele encontrar vegetacion arbustiva
y herbacea, con un grado de cobertura medio. En éste entorno, los carp6foros suelen
estar entre 30 a 35 cm de profundidad en suelos calizos. Por otro lado, los incendios no
excesivamente destructivos pueden aumentar la produccion de T. borchii, ya que dan las
condiciones edaficas y ecolégicas mas favorables como: la elevacion de pH del suelo y
la disminucién de cobertura de arbustos y arboles. Otro factor relevante es la cobertura
arbérea, la cual no debe ser demasiado densa; en efecto, en ambientes con mas baja
cobertura arbdrea y condiciones adecuadas, los carpoforos de T. borchii adquieren un
mayor tamafio y son mas abundantes (Zambonelli et al., 2002, Gardin, 2005, Hall et al.,
2007).

3.4. Factores que pueden afectar el desarrollo micelial de T. borchii Vittad.
3.4.1. El pH.

Tuber borchii es un hongo hipogeo que posee un ciclo de vida complejo, en el cual el
micelio establece simbiosis con las raices de sus hospedadores. Existen muchos factores
abidticos (pH, composicion del suelo, precipitacion y temperatura a nivel de suelo) y
biéticos (hongos, bacterias, meso-fauna, planta hospedante) que pueden influenciar su
ciclo de vida, especialmente la formacion de micelio, debido a que es la etapa inicial del
ciclo de vida de la trufa (Matamala 2010, Nadim et al. 2016, Leonardi et al. 2019).

En los suelos, el pH es una propiedad quimica de mucha importancia porque indica que
tan acida o alcalina es la solucién de éste, que es de donde las raices y los
microorganismos del suelo toman sus nutrientes. Esta fuertemente relacionado con la

disponibilidad de una amplia gama de nutrientes, como P, K, Ca, Mg, Zn, Mn, Cu y Fe
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(William 2012, Osorio 2012). Para el cultivo de trufas, existen diferentes supuestos niveles
de pH ideales especificos para cada especie. Generalmente necesitan suelo calcareo
con rangos de pH entre 6 a 8; no obstante, T. borchii también es capaz de soportar suelos
ligeramente mas acidos en comparacion a otras especies de trufas (Gardin 2005, Nadim
etal. 2016, Murat etal. 2018, Li etal. 2019). Actualmente se han realizado muchas
investigaciones para determinar las condiciones 6ptimas de requerimientos nutricionales
y condiciones de crecimiento en el cultivo micelial de trufas (Kamal 2011, Hu et al. 2013,
Nadim et al. 2016, Arenas et al. 2018, Nakano et al. 2020); sin embargo, falta evidencia
clara y especifica que indique el nivel de pH ideal para el cultivo micelial de T. borchii. Al
respecto, investigaciones acerca del cultivo micelial de trufas, indican que éstas poseen
la capacidad de cambiar el pH del medio a su favor cuando es ajustado de manera
artificial (Nadim et al. 2016, Arenas et al. 2018); por lo que es necesario utilizar soluciones
buffer para estabilizar el pH de los medios, y de ésta manera identificar el rango real que

favorece el crecimiento micelial de T. borchii.

3.4.2. Medio de cultivo.

En la propagacion micelial, el crecimiento de las cepas de hongos ectomicorricicos es
afectado por las condiciones de cultivo, principalmente el pH y composicion de los
medios. El estudio del comportamiento y requerimientos de estos microorganismos en
cultivo puro, constituye la base de la produccion de inéculo para usos posteriores
(Hatakeyama y Ohmasa, 2004, Diaz, Flores y Honrubia, 2009, Hernandez, Carrazana y
Rosas, 2014).

El factor tipo de “medio de cultivo” puede ser determinante en el cultivo de micelios,
debido a que los hongos requieren como fuente de energia y carbono, compuestos
organicos preformados (Blanca y Rodriguez 2006). Las moléculas simples como
monosacaridos, aminoacidos y acidos organicos, se obtienen desde la membrana celular;
las moléculas mas complejas deben degradarse antes de ser absorbidas por la
membrana, por medio de enzimas extracelulares
(enzimas hidroliticas) (Walker y White 2018). Entre las diferentes fuentes de carbdn que

utilizan los hongos se encuentran la lignina, celulosa, pectina, almidon, lipidos, gelatina,
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urea y aminodacidos (Blanca y Rodriguez 2006). Por lo tanto, los componentes de los
medios de cultivo afectan el desarrollo y crecimiento micelial de las ectomicorrizas.
Acorde a esto, se sabe gque los hongos ECM poseen poca habilidad para descomponer
polisacéaridos; glucosa, monosacaridos y disacaridos, y posteriormente pueden utilizarse

para el crecimiento (Hernandez et al.,2014).

Los medios de cultivo méas utilizados en hongos ectomicorricicos, ya sea para el
aislamiento (medios solidos) o para la produccion de micelio (medios liquidos), son el
BAF (biotina-aneurina- acido folico) y MNM (Melin-Norkrans modificado). Estos medios
han sido probados con distintas especies de hongos ECM y se han obtenido diversos
resultados respecto al éxito de crecimiento y desarrollo del micelio (Blanca y Rodriguez
2006, Pereira etal. 2007, Chavez et al. 2009, Hernandez et al. 2014). La principal
diferencia que radica entre los medios MMN y BAF es la concentracion de glucosa como
fuente principal de carbono, seguido de una serie de concentraciones de diversos micro
y macronutrientes, siendo mucho mayor en el medio de cultivo BAF (Rodriguez, 2006).
Al respecto, no hay investigaciones sobre las diferentes variables de respuestas en el

aislamiento de T. borchii en ambos medios de cultivo.

3.5 Perspectivas futuras.

Un enfoque innovador para el cultivo de trufas seria el uso de inoculo micelial
seleccionado, adaptado a condiciones climaticas, edéficas y huéspedes especificos
(Zambonelli et al. 2015). Las mayores limitaciones de la aplicacion comercial de esta
técnica es la dificultad de aislar y mantener el micelio en cultivo puro; asi como producir
biomasa micelial a gran escala (lotti et al., 2002; lotti et al., 2012). Ademas, el subcultivo
prolongado en condiciones axénicas en ausencia de raices hospedantes da como
resultado la pérdida de viabilidad. Se deben desarrollar protocolos de criopreservacion
adecuados para mantener la viabilidad del cultivo (lotti et al., 2012). En el pasado, otro
limitante en el uso de inoculantes miceliales era la falta de conocimiento sobre la
sexualidad de la trufa, lo que resulta en la produccién de plantas incapaces de producir

fructificaciones del hongo (trufas). Esto se debe a que los cultivos puros de micelio se
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aislan de la gleba de los cuerpos fructiferos y por lo tanto, solo llevan el tipo de

apareamiento materno (Zambonelli et al. 2015).

Las plantaciones de T. borchii pueden considerarse forestaciones de usos multiples con
produccion micologica (trufa). Este aspecto puede hacer que su cultivo sea
econémicamente sustentable y represente una alternativa prometedora para las tierras
marginales y en particular, para las zonas mediterrdneas y no mediterraneas,
inadecuadas para el cultivo de las trufas primordiales (T. melanosporum y T. magnatum)
(Zambonelli et al. 2018). T. borchii establece simbiosis con una gran variedad de
especies, habitualmente forma ECM con especies de Pinaceae y Fagaceae, pero
también se ha encontrado asociada con Cedrus spp y Populus spp. (Zambonelli et al.
2002). En las zonas litorales de Italia, se encuentra cominmente asociada a P. pinea, P.
pinaster y Q. ilex. Considerando la baja especificidad del hospedador de T. borchii, su
cultivo podria beneficiar a una gran variedad de plantas al proporcionar nutrientes y
recursos hidricos a través del acceso a extensas redes de micelios (Murat et al. 2018).
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V. HIPOTESIS.

El crecimiento micelial de T. borchii Vittad bajo condiciones in vitro es afectado por los
medios de cultivo probados (MMN y BAF) y el manejo de pH empleado (6.0, 6.5, 7.0, 7.5,
8.0).

V. OBJETIVOS.

5.1. Objetivo general.

Evaluar la influencia del pH y medios de cultivos en el crecimiento in vitro de colonias

de T. borchii Vittad para determinar las condiciones gptimas de cultivo de esta trufa.

5.2. Objetivos especificos.

1. Aislar colonias vegetativas de la especie T. borchii Vittad a partir de estructuras
micorricicas formadas en los sistemas radiculares de Quercus ilex.

2. ldentificar y caracterizar el micelio de T. borchii Vittad comparandola con la
literatura.

3. Evaluar influencia de pH y medio de cultivo en el crecimiento in vitro de T.
borchii Vittad.
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VI. METODOLOGIA.

El estudio se llevé a cabo en el Laboratorio de Biotecnologia en Hongos, Campus Los
Angeles, Universidad de Concepcion, dividiéndose las actividades en dos etapas, las que
se describen en el siguiente diagrama de flujo (Figura 4).

Diagrama de flujo del estudio.

Seleccion de material

Purificacion de

crecimiento radial
cepas. | (velocidad de
crecimiento) y biomasa
micelial.

Caracterizacion macro y
microscopica del micelio
de T. borchii Vittad.

Figura 4: Etapas y actividades del desarrollo del estudio.
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6.1 Aislamiento del micelio.

Esta etapa se inicio con la seleccion del material fingico (raices micorrizadas de Q. ilex)
y su aislamiento en medio sélido. Se escogieron de manera aleatoria dos plantas de Q.
ilex (obtenidas de ensayos previos de micorrizacion controlada con inoculo esporal de T.
borchii del Laboratorio de Biotecnologia de Hongos Campus Los Angeles de la
Universidad de Concepcion). Para ello, las plantas de Q. ilex se sacaron cuidadosamente
del contenedor con todas las raices finas. Luego se lavé cada planta en agua corriente
para separar la mayor parte del sustrato adherido a las raices. Para cada sistema
radicular se constato la presencia de estructuras micorricicas. Posteriormente, con ayuda
de una lupa binocular, se cortaron fragmentos de raiz de 0.5 a 1 cm de longitud que
poseian estructuras micorricicas. Se lavaron cuidadosamente con agua estéril cuatro
veces con intervalos de 20 min. Luego fueron desinfectadas superficialmente 20
segundos con H20:2 al 35%, y posteriormente lavadas tres veces con agua estéril con
intervalos de 20 min. Finalmente, las estructuras micorricicas, una vez desinfectadas
superficialmente, se colocaron en un medio de cultivo MMN a pH 6.8 en placas Petriy se
incubaron (en la incubadora marca Binder) a 24°C hasta obtener el crecimiento puro y
activo de colonias del micelio (38 dias). Para ello se sigui6é la metodologia de Kumar y

Satyanarayana (2002) con modificaciones.

6.2 Caracterizacion macroscopica y microscopica de micelio de cultivos puros y

morfoanatomia de la ectomicorriza.

A partir de los sistemas radiculares pertenecientes a material vegetal (Q. ilex), se
seleccionaron apices radicales micorrizados por medio de un microscopio de diseccion
con luz incidente del Laboratorio de Biotecnologia de Hongos Campus Los Angeles de
la Universidad de Concepcion, modelo Olympus SZ2-ILST, acoplado a una camara
digital e iluminador de fibra Optica. Con estos equipos se realiz6 la observacion y registro
fotogréfico de las estructuras micorricicas. Se registraron color, textura del manto fangico,
presencia o ausencia de rizomorfos, la textura del micelio externo observado sobre los

apices ectomicorricicos, forma y ramificacion de la ECM. Sdlo se utilizé6 material fresco.
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La caracterizacion morfolégica del manto, hifas y los cistidios se realizé utilizando un
microscopio de transmision de luz de alta resolucion, modelo Olympus Cx30. Para la
caracterizacion de las hifas, se tomaron muestras de las colonias y se fijaron en un
portaobjetos. Enseguida se realizé una tincion utilizando Rojo Congo 2% y Safranina
0,5% para dos muestras diferentes. Se examinaron las hifas en un microscopio de
transmision de luz con alto aumento (100x en aceite de inmersion) (Pereira et al. 2014).
Los datos meristicos de las hifas tefiidas (ancho y largo entre septos), fueron obtenidos
para realizar la identificacion y caracterizacion de la especie, comparando los resultados
obtenidos con los de la literatura. Las series medidas fueron 30 unidades, obteniendo el
promedio de las mismas, desviacion estandar; medidas minimas y maximas, utilizando

el programa InfoStat.

6.3 Ensayo: Efecto del pH y medio de cultivo en el crecimiento miceliar de Tuber
borchii Vittad

Esta etapa comenzo con el establecimiento del Ensayo 1 a partir de cultivo micelial
obtenido en la Etapa I. Este ensayo consistié en experimentos independientes, donde se
evalué el efecto del tipo de medio de cultivo (MMN y BAF) y los diferentes niveles de pH
del medio (6.0, 6.5, 7.0, 7.5y 8.0).

a) Preparacion de soluciones Buffer.

Se inicié con la preparacion de soluciones buffer para los diferentes medios de cultivo.
Para esto, se utilizé la metodologia aplicada por Gomori (1948) con modificaciones. En
la preparacién de la solucion Buffer Fosfato, se pesé 27, 6 g de fosfato de sodio
monobasico y se disolvido en 200 ml de agua desionizada; y 53.6 g de fosfato de sodio
bibasico para disolverlo en 200 ml de agua desionizada (concentracion de ambas
soluciones, 1M). Posteriormente se tomaron 87.7 ml de solucion de fosfato de sodio
monobasico y 12.3 ml de fosfato de sodio bibasico y se procedid a diluir en 200 ml de
agua desionizada. El pH final del Buffer fue de 6.0 y se utilizo para ajustar el pH de los
medios Aneurina-Acido folico-Agar (BAF) y Melin-Norkrans-modificado (MMN). Para la

preparacion de la solucion Buffer-Tris, se peso 6.05 g de Buffer-Tris y se disolvio en 50
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ml de agua desionizada (concentracion, 1M), posteriormente se diluyé en 200 ml de agua
desionizada. El pH final de Buffer-Tris fue de 9.0 y se utilizé para ajustar el pH de los
medio BAF y MMN. El potenciometro utilizado en éste procedimiento es marca EXTECH

modelo 321990, provisto de un electrodo de pH para medio liquido.

b) Medios de cultivo.

Los medios de cultivo utilizados fueron MMN y BAF (Cuadro 2) (Rodriguez, 2006). El
ajuste de pH de los medios de cultivo se realiz6 utilizando un electrodo de pH tradicional
con Buffer Fosfato para pH 6.0 y 6.5, y Buffer-Tris para pH 7.0, 7.5 y 8.0 antes de
autoclave. El pH inicial del medio MMN fue de 6.67, para ajustarlo a pH 6.0 y 6.5 se le
agregaron 5 y 0.5 ml de Buffer Fosfato pH 6.0, respectivamente. Posteriormente, para
ajustar a pH 7.0, 7.5 y 8.0, se agregd 0.5, 1.2 y 1.9 ml de Buffer-Tris pH 9.0,
respectivamente. Para ajustar el pH del medio BAF (pH inicial 5.78) se realizd un
procedimiento similar, agregando 0.1, 0.4, 0.7, 1.3y 1.7 ml de Buffer-Tris pH 9.0 para pH
6.0 6.5, 7.0, 7.5 y 8.0 respectivamente. Cada medio de cultivo con distinto pH, tuvo un

volumen final de 100 ml.
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Tabla 1: Composicién de medio de cultivo.

Concentracién g/ L
Reactivo
BAF MMN

KH:PO, 0.5 50
CaCL: 0.1 —
MnSOy4 0.005 m—
Peptona 2.0 —
Extracto de levadura 0.2 —
(NH4)2HPO, - 25
CaCl; * 2H:0 = 5
MaCl - 25
MgS0, * 7H-0 0.5 15
FeCls * 6H=0 0.0094 16.66
Glucosa 30 10
Tiamina 0.0005 1
Biotina 0.00001 —
Mio-inositol 0.05 T
Acido Félico 0.0001 -
Agar 15 15
Agua destilada 1L 1L

(Fuente: Rodriguez, 2006).

c) Establecimiento del ensayo:

El ensayo se establecio en el Laboratorio de Biotecnologia de Hongos Campus Los
Angeles de la Universidad de Concepcion. Cada medio de cultivo testeado se dispenso
en placas de Petri de 9 cm de didmetro en cantidades de 20 ml aproximadamente. Una
vez esterilizado (autoclave 121 °C y 1 atm de presion). Posteriormente, discos de agar-
micelio (5 mm de diametro), obtenidos de los cultivos stock de T. borchii fueron
transferidos a las placas con los medios MMN y BAF, segun tratamientos asignados (pH

6.0 6.5, 7.0, 7.5y 8.0). Para cada tratamiento se realizaron 5 réplicas. Las placas fueron



25

incubadas a 24+1 °C (incubadora marca Binder) durante 33 dias, periodo en el cual se

midié cada tres dias el crecimiento radial de las colonias.

d) Cuantificacién de crecimiento:

Se cuantificé la velocidad de crecimiento, crecimiento radial y biomasa (peso seco). El
crecimiento radial promedio de los cultivos miceliales de T. borchii evaluados se registro
para cada uno de los valores de pH y medios de cultivos utilizados. Las placas se
incubaron durante 33 dias y se midio el crecimiento radial de las colonias cada 3 dias en
el dorso de las placas, en cuatro direcciones que pasaban por el centro de las colonias
(Figura 4). Se midi6é con un pie de metro digital. El crecimiento radial fue el promedio de
la distancia de crecimiento de los cuatro puntos radiales marcados, al que no se le agregé
el crecimiento promedio de las mediciones anteriores. Los datos obtenidos fueron
ajustados mediante la ecuacion de regresion lineal para calcular la pendiente de la curva
de crecimiento, correspondiente a la tasa de crecimiento promedio de cada tratamiento
(Pereira et al. 2014).

Después del periodo de cultivo, se evalué la biomasa micelial producida en cada
tratamiento. Para esto, se fundio cada medio de cultivo con su respectivo micelio en un
microondas durante 50 segundos; con la finalidad de separar el agar del material fungico.
Posteriormente, se procedi6 a extraer cada micelio desde el agar derretido, por medio de
un proceso de filtracién con una bomba de vacio, donde se utilizé un embudo de Bluchner
con un papel filtro circular (pesado con anterioridad). Se lavo con agua caliente para
eliminar los restos de agar del micelio. Una vez obtenido el micelio sobre el papel filtro,
se dispuso en un horno a 90°C por 72 horas para obtener su peso seco. Luego el papel
filtro con el micelio se peso, y la biomasa fue calculada por diferencia de peso entre el

papel filtro y el peso del papel filtro + micelio (Pereira et al. 2014, Garcia et al. 2017).
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Figura 5. Diagrama del reverso de una placa Petri que ilustra el método utilizado para la
medicién de la variable crecimiento radial promedio de la cepa de T. borchii Vittad
cultivada in vitro. Las mediciones se realizaron en el sentido de las manecillas del reloj

iniciando en el punto (1). (Fuente: Elaboracion propia).

e) Analisis estadistico:

El estudio se establecio bajo un disefio factorial de 2 x 5, considerando 5 réplicas para
cada tratamiento. En cada caso, los factores considerados para los analisis fueron: medio
de cultivo y pH, con 2 y 5 niveles respectivamente. Se evalud la interaccion de ellos. Las
evaluaciones se realizaron mediante un analisis de varianza (ANDEVA) mediante el
software estadistico InfoStat version 2018/P. Las pruebas de homogeneidad de
varianzas fueron evaluadas mediante la prueba 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 realizo la prueba de

comparaciéon multiple de Tukey (P< 0,05).



27

VIl.  RESULTADOS.

7.1. Caracterizacion macroscopica y microscopica de micelio de cultivos puros y

morfoanatomia de la ectomicorriza.

Los resultados de la caracterizacion de estructuras micorricicas de T. borchii aisladas de
Q. ilex se observan en la Figura 6. Dichas estructuras presentan
caracteristicascruciformes de aspecto anaranjado con algunas terminaciones color
marrén y espinas cortas en las terminaciones. La ramificacion de la ECM fue desde
monopodial pinada a monopodial piramidal; las terminaciones espinosas no presentaron
ramificaciones (Figura 6a). Las puntas de la ECM individuales son ligeramente curvadas,
cilindricas, en forma de maza con terminaciones redondeadas; el color vari6 desde
amarillo claro con tonos gris palido al oscuro ocre o pardusco (Figura 6b). En la figura 6¢
y 6d se aprecian estructuras de los cistidios aciculares, hialinos y redondeados; y manto
pseudoparenquimatico externo respectivamente. Los cistidios presentaron forma de
aguja: simples o conectado en la base, lisos, incoloros y no septados (Figura 6¢); estaban
bien distribuidos en toda la superficie de la ECM, preferiblemente en la proximidad del
apice. El manto pseudoparenquimatico estaba compuesto en su gran mayoria por células
mas o0 menos lobuladas, las celdas del manto eran poligonales, con bordes redondeados,
el aspecto del manto era amarillento. Las células epidermoides poseian una estructura
similar a un rompecabezas de patron regular o irregular; alguna de las celdas fueron de
forma variable, variando de elipsoide e isodiamétrico, a irregular rectangular y alargado
(Figura 6d).



28

Figura 6: a. Aspecto de la superficie de la micorriza con espinas cortas. b. Micorriza con
estructura cruciforme, anaranjado, cubierta por cistidios en la superficie. c. Aspecto del

manto y los cistidios aciculares, recto e hialinos. d. Detalle del manto en forma de puzle.

En la figura 7a, se muestra la colonia miceliar de T. borchii aislada desde estructuras
micorricicas de Q. ilex. En la Figura 7b se aprecia las caracteristicas del micelio aislado:
aspecto de las hifas tefiildas con safranina, ramificadas en angulo de 90°, septadas y no
fibuladas; las hifas eran curvadas, ramificadas en angulo recto o en Y, amarillentas, con
septos no fibulados. En la Figura 7c, se aprecia el cuerpo de Woronin de aspecto globoso
ubicado entre septos, caracteristico de especies del genero Tuber y Pezizales. Por ultimo
en la Figura 7d, se muestra la estructura de las hifas tefildas con rojo Congo, con una
ramificacion en angulo recto. Los resultados de medidas de las hifas obtenidos en el

programa InfoStat informaron los siguientes datos: Largo promedio de hifas entre septos:
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36,7 um; min: 22,5 um; max.: 57,5 um; D.E: 10,1 um; ancho promedio de hifas: 5,8 um;

min. 3,7 um; max.: 7,5 um; D.E: 1,1 um (Tabla 3).

Figura 7: T. borchii a. Aspecto del micelio aislado en placa de Petri. b. Aspecto de
las hifas ramificadas en angulo recto y los septos. c. Detalle de cuerpo de Woronin
de forma globosa ubicado entre septos. d. Aspecto de las hifas tefiidas con rojo

Congo, ramificacion en angulo recto.

Tabla 2: Medidas de las hifas de T. borchii en el desarrollo de las colonias asiladas.

Minimo | Maximo Promedio

Largo entre septos. | 22,5 pum | 57,5 pm 36,7+ 10,1 um

Ancho. 3,7um | 7,5pum 58+ 1,1pum
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7.2 Efecto del pH y medio de cultivo en el crecimiento miceliar de Tuber borchii
Vittad.

7.2.1. Velocidad media de crecimiento radial: Los resultados muestran que la variacion
del pH en los diferentes medios de cultivo tuvieron efecto sobre la velocidad media de
crecimiento radial del micelio de T. borchii (Figura 8). Se observa en la Figura 8 que, la
velocidad maxima para el crecimiento miceliar de esta especie se encontr6 en
tratamientos a pH 6.5 y 7.0 en medio de cultivo BAF (2,80 y 2,27 mm/ dia,
respectivamente) y pH 6.5 para medio de cultivo MMN (1,45 mm/ dia). Los mayores
resultados en BAF alcanzaron significancia estadistica al ser comparados con los
tratamientos a pH 6.0, 7.5 y 8.0, donde se encontraron las tasas de velocidad de
crecimiento mas bajas (0,85, 0,91 y 0,55 mm/ dia, respectivamente). Para el medio de
cultivo MMN, no se encontraron diferencias significativas a pH 6.0, 7.0, 7.5y 8.0, donde
obtuvieron los mas bajos rendimientos. Se puede observar que para ambos medios de
cultivo, la velocidad de crecimiento disminuye al aumentar los valores de pH sobre 6.5.
La velocidad de crecimiento miceliar de T. borchii present6 una mayor velocidad
crecimiento en medio de cultivo BAF, alcanzando diferencias estadisticamente

significativas respecto al medio MMN a pH 6.5y 7.0.
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Medio de cultivo y pH
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Figura 8. Efecto del pH y medio de cultivo en la velocidad media de crecimiento radial
miceliar de T. borchii. Las letras diferentes indican diferencias significativas entre los
tratamientos (Tukey, P < 0,05). Los datos representan la media + la desviacion estandar

de cinco réplicas por tratamiento.

7.2.2. Area media de crecimiento: el area de crecimiento medio del micelio de T. borchii
también resulté afectado por las variaciones de pH en ambos medios de cultivo (Figura
9). Se observa en la Figura 9 que, a pH 6.5 se alcanzé el mayor area de crecimiento en
ambos medios de cultivo (33,05 y 28,33 mm?, para BAF y MMN respectivamente),
alcanzando diferencias estadisticamente significativas en comparacion a pH 6.0, 7,5 y
8,0 donde se obtuvieron las menores areas de crecimiento para ambos medios de cultivo.
También se puede observar que a pH 7.0, en BAF se obtuvo mayor rendimiento respecto
al medio MMN. En éste caso se puede observar para ambos medios de cultivo que, al
aumentar los niveles pH sobre 6.5, el crecimiento radial se ve disminuido. Por ultimo, se
alcanz6 una mayor area de crecimiento medio en el medio de cultivo BAF, lograndose

diferencia estadistica a pH 6.5y 7.0 respecto al tratamiento con MMN a pH 6.5y 7.0.
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Figura 9. Efecto del pH y medio de cultivo en &rea de crecimiento del micelio de T. borchii.
Las letras diferentes indican diferencias significativas entre los tratamientos (Tukey, P <
0,05). Los datos representan la media * la desviacion estandar de cinco réplicas por

tratamiento.

7.2.3. Biomasa media: La biomasa de cada tratamiento también se vio afectada por el
medio de cultivo y sus respectivas variaciones en los niveles de pH (Figura 10). Se
observa que los mayores pesos en biomasa se obtuvieron a pH 6.5 en medio BAF y MMN
(0,13 y 0,10 gr respectivamente). El peso de biomasa mas bajo obtenido fue en medio
MMN a pH 6.0 (0,01 gr), seguido de MMN pH 7.0, BAF pH 6.0, BAF pH 8.0, MMN pH 7.5,
BAF pH 7.5, BAF pH 7.0 y MMN pH 8.0, donde se encontraron diferencias
estadisticamente significativa respecto a MMN pH 6.5 y BAF 6.5.
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Figura 10. Efecto del pH y medio de cultivo en el peso de la biomasa del micelio de T.
borchii. Las letras diferentes sobre las barras indican diferencias significativas entre los
tratamientos (Tukey, P < 0,05). Los datos representan la media + |la desviacion estandar

de cinco réplicas por tratamiento.
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VIII. DISCUSION.

8.1 Caracterizacion macroscopica y microscopica de micelio de cultivos puros y

morfoanatomia de la ectomicorriza.

Las dificultades para aislar y cultivar el micelio de diferentes especies Tuber habrian
limitado la capacidad para estudiar este grupo de hongos ectomicorricicos
comercialmente importante (Hall et al., 1988). Sisti et al., 1998 y Giomaro et al., 2000,
afirman que la gran mayoria de los estudios sobre especies de Tuber se han restringido
a experimentos en macetas o experimentos de campo que empleaban plantas inoculadas
con indculos esporales. La capacidad para aislar el micelio de T. borchii y cultivarlo en
medios especificos bajo condiciones controladas de laboratorio (lejos de la planta
huésped) permite realizar diferentes estudios, tales como: requerimientos de nutrientes
del micelio, pH méas adecuado para su crecimiento y estudios sobre su fisiologia. La
micorrizacion de plantas utilizando inéculo esporal de Tuber, en algunos casos, ha tenido
problemas de contaminacion, generalmente con especies de Tuber que no son de interés
comercial (Sisti et al., 1998, lotti et al. 2012, Zambonelli et al. 2015), por lo que conlleva
una gran ventaja aislar el micelio de T. borchii, ya que permite la produccion de plantas
inoculadas a gran escala no contaminadas con otras especies de hongos ECM, o

patdégenos.

Las estructuras micorricicas de T. borchii encontradas en los sistemas radiculares de Q.
ilex de donde se aisl6 la especie coincidieron con las caracteristicas que describe la
literatura. En general, T. borchii es una ECM que posee caracteristicas tipicas y
constantes, tales como: color anaranjado de la ECM, superficie con espinas cortas, el
manto con células epidermoides en forma de puzle, y los cistidios en forma de punzén
(Giomaro et al. 2000, Claveria y De Miguel 2005, Lancellotti et al., 2014). La ramificacion
cruciforme de la ECM de T. borchii es una caracteristica tipica de especies Tuber (Molina
y Trappe, 1982). Suelen ser estructuras cortas y en forma de maza, con ramas
frecuentes, irregulares, a menudo cortas; éstas caracteristicas se pudieron apreciar al
aislar la ECM y observarla en la microscopio de diseccion (Figura 6: a y b). El manto

pseudoparenquimatico posee la particularidad de ser marrén amarillo, a menudo
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oscurecido por la densidad de la cubierta; con estructuras irregulares interconectadas, tal
y como se puede observar en la Figura 6d. La superficie del manto se encuentra cubierta
por numerosos cistidios rectos, hialinos y no septados de paredes delgadas con puntas
redondeadas (Chu-Chou and Grace, 1983). Estas caracteristicas macroscopicas y
microscoépicas se pudieron observar bajo lupa y microscopio de alta resolucién, lo que

permitié constatar que la especie correspondia a T. borchii.

En las colonias aisladas de las estructuras de T. borchii, se pudo observar bajo
microscopio, hifas curvadas, ramificadas en angulo de 90° o en forma de Y, con septos
no fibulados (Miguel, 2005). Las medidas de las hifas (largo entre septos y ancho) son
congruentes y se mantienen en el rango de medidas de hifas de T. borchii descritas por
lotti y Zambonelli (2002). Se observo la presencia del cuerpo de Woronin entre los septos
de las hifas (Figura 7c). El cuerpo de Woronin es un organulo proteico unido a la
membrana, y se encuentra exclusivamente en la division Ascomycota (Healy y Kovacs,
2010). Li y Kimbrough (1995) informaron que los cuerpos globosos de Woronin se
encuentran comunmente cerca de los tabiques de células vegetativas de los Pezizales,
y raramente se encuentran en las hifas ascégenas, ademas informaron que no se

encuentran cuerpos de Woronin hexagonales en las Pezizaceae.

Las caracteristicas encontradas y descritas en éste trabajo coinciden mayoritariamente
con las descritas en la literatura, sin embargo es preciso destacar que T. borchii comparte
caracteristicas similares con T. brumale Vittad, lo que puede hacer dificil su distincién
usando técnicas tradicionales. Segun algunos autores, una manera efectiva para poder
identificar efectivamente la especie T. borchii es mediante la caracteristica de sus
cisitidios incoloros y largos. Otra caracteristica que hace posible su identificacion, es la
superficie del manto pseudoparenquimatico, grueso y amarillento, con estructuras
irregulares interconectadas en forma de puzle (Giomaro et al. 2000, Benucci et al. 2011,
Boutahir 2013). La forma mas precisa en la identificacion de la especie es utilizando
técnicas moleculares tales como: PCR, electroforesis y aislamiento de ADN (Amicucci
etal. 2000; lotti etal. 2002; Hartanti etal. 2021), lo cual no fue posible en esta
oportunidad por costo, tiempo vy logistica necesaria, debido al problema de la pandemia

gue nos aqueja.
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8.2 Ensayo: Efecto del pH y medio de cultivo en el crecimiento miceliar de Tuber
borchii Vittad.

El pH del suelo es reconocido como uno de los factores mas importantes para el
crecimiento micelial, la formacion de ECM y la produccién de cuerpos fructiferos in situ
de trufas (Garcia et al. 2002, Casermeiro et al. 2006, Pruett et al. 2009). Los datos sobre
las condiciones 6ptimas de pH para el crecimiento de micelios son necesarios para cada
especie de Tuber (Nakano et al. 2020). Algunas especies de trufas, principalmente de
Europa, se han estudiado para determinar las condiciones optimas de pH para su
crecimiento in vitro. Los estudios han demostrado que las especies Tuber europeas,
como T. magnatum y T. melanosporum, crecen bien a niveles de pH medios entre 6.5y
7.0 (Kamal 2011, Nadim et al. 2016); sin embargo, existe informacién limitada sobre las
condiciones Optimas de pH para crecimiento in vitro de T. borchii. En este estudio se
investigo la influencia del pH y medio de cultivo en el crecimiento micelial in vitro de T.
borchii para determinar las condiciones éptimas, y proyectar estos resultados a posible

respuesta del cultivo en condiciones de campo.

En algunos casos las condiciones del medio de cultivo pueden provocar efectos poco
significativos sobre el crecimiento de los hongos (Santelices et al., 2012). En este trabajo,
el crecimiento in vitro del micelio de T. borchii se vio afectado por el medio de cultivo BAF
y MMN, y sus diferentes niveles de pH. De ambos medios de cultivo, BAF obtuvo mejor
rendimiento respecto a velocidad de crecimiento, area de crecimiento y biomasa total,
alcanzando mejores rendimientos a pH acido-neutro (pH 6.5y 7.0); y menor rendimiento
al incrementar los niveles de pH, como también disminuirlo, al bajar el pH bajo 6.5. Al
respecto, se han realizado estudios similares con cepas de hongos ectomicorricicos
donde se encuentran resultados favorables de crecimiento en condiciones de acides, en
lugar de alcalinidad (Garcia et al. 2002, Barros et al., 2006, Pereiraetal., 2007). Estudios
sugieren que las especies de hongos ectomicorricicos se desarrollan mejor en
condiciones acidofilas, debido a que se encuentran naturalmente en suelos acidos, con
una alta acumulacion de materia organica, donde el amonio es su principal fuente de
nitrégeno inorganico (Lazarevic et al., 2016). Otras investigaciones sostienen que las

trufas pueden crecer en un rango de pH de 6.8 a 8.0 (Chevalier y Frochot, 1997). En éste
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caso el micelio de T. borchii logré resultados mas productivos a un nivel de pH acido

neutro, entre 6.5y 7.0.

El tipo de medio de cultivo es otra condicion que de manera general afecta el
comportamiento de los hongos, aunque en algunas especies puede no provocar cambios
significativos (Flores y Honrubia, 2000). En éste experimento, se demostré que para
Tuber borchii, el medio de cultivo méas favorable para su crecimiento miceliar es BAF,
debido a que se encontraron diferencias significativas en la velocidad de crecimiento
respecto al medio de cultivo MMN. Estas diferencias se encontraron a niveles de pH
acido-neutro (pH 6.5y 7.0), donde las mayores velocidades de crecimiento en cultivo BAF
fueron entre 2,27 y 2,80 mm/ dia, en comparacion al cultivo MMN, donde su mayor
velocidad de crecimiento fue de 1,45 mm/ dia a pH 6.5. Respecto al area de crecimiento
y biomasa total, se obtuvo mayor rendimiento en el medio de cultivo BAF cuando su pH
se encontraba a 6.5. Estudios similares con hongos ectomicorricicos coinciden que con
medio de cultivo MMN se obtiene bajos rendimientos en comparacion a otros medios mas
nutritivos (Pereira et al., 2007, Hernandez, Carrazana y Rosas, 2014). En general, los
hongos ECM poseen poca habilidad para descomponer polisacaridos, por lo que tienen
un desarrollo lento en medios de cultivo artificiales (Ohta, 1997); por lo tanto, se suelen
utilizar monosacaridos como la glucosa para el crecimiento del micelio (Kusuda et al.,
2007). Una explicacion para el menor rendimiento-en el cultivo MMN, es que posee mas
bajo contenido de glucosa que el medio de cultivo BAF (10 g-litro-1 para MMN y 30 g:litro-
1 para BAF) (Rodriguez B, 2006, Hernandez, Carrazana y Rosas, 2014). Por otro lado,
se sugiere utilizar el medio de cultivo MMN para la conservacion y mantenimiento de las
cepas, debido a que producen un crecimiento mas lento del micelio, y por lo tanto, el
cambio en el medio de cultivo sera mas tardio al estipulado (Brundrett et al., 1996). En
éste caso, el medio de cultivo BAF seria el indicado para la produccion de micelio a mayor

escala, pues indujo una mayor velocidad, area de crecimiento y biomasa.
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IX. CONCLUSION.

Es posible aislar la especie T. borchii Vittad directamente desde estructuras micorricicas

presentes en sistemas radiculares de Q. ilex, bajo condiciones controladas de laboratorio.

El tipo de medio de cultivo y su pH son determinantes en las respuestas del crecimiento

miceliar de T. borchii Vittad bajo condiciones in vitro.

El micelio de T. borchii Vittad se desarrolla adecuadamente tanto en el medio de cultivo
BAF como MMN, sin embargo, el mayor crecimiento se logra en el medio BAF en rangos
de pH 6.5y 7.0.

Los resultados permiten sugerir que para la produccién masiva de micelio de T. borchii
Vittad se puede emplear el medio de cultivo BAF, y que para el mantenimiento de

repiques sucesivos de colonias, se podria utilizar el medio de cultivo MMN.

En ambos medios de cultivo se obtienen mayores rendimientos en niveles de pH 6.5y
7.0; por tanto, pareciera ser un nivel 6ptimo un pH ligeramente acido para la masificacion

in vitro de ésta micorriza.
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Xl. ANEXO.

Figura 12. Tratamiento de seis niveles de pH y medio de cultivo MMN.
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