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Resumen

Definimos un test (CUG) con el objeto de identificar los hongos micorrizicos
presentes en las raices de pinos productores de niscalos. Partimos de fracciones de raices
para conseguir el aislado de los hongos micorrizicos. Dichos aislados se repican a placas Je
tres divisiones con tres medios distintos que permiten la valoracion de caractensimas
fisiologicas (degradacion de gelatina y urca) y macromorfologicas « color de las colonas:
Estudiamos la efectividad del test sobre 8 aislados de raices v carpoforos de niscalos. asi
como sobre 13 cepas de hongos micorrizicos de nuestra coleccion

El test permite diferenciar las cepas del género Lacturius . cntre las que se encuentran
las productoras de noscalos ( L. deliciosus . .. sanguifluus v L. vinosus ). en un periodo
de 3 semanas. Destacamos la sensibilidad de los aislados del género Lactarius a las pruebas
de gelatina y urea, cuantificables a las 24 horas de su inicio.

Concluimos que el CUG es un test rapido v sensiivo. utl para el analisis cuabitatin e
de los planteles micorrizados que se comercializan para la produccion de niscalos.

P.C.: Ectomicorrizas. Lactarius . test
Abstract

We define a test (CUG) trying to identify the mycorrhizal fungi present on roots ot
pines that produce saffron milk caps. We starts from roots tips to obtain an isolated of
mycorrhizal fungi. The isolates are used for plates with 3-sections filled with 3 different
media. The test allows the evaluation of physiological (gelatin and urea degradations and
macromorphological (colour of colonies) characters. We study the eftectivity ot the test upen
8 isolations from roots and basidiocarps of saffron milk caps. and 13 strains of mycorrhizat
fungi from our collection.

The test allows the differentiation of Lactartus strains. including those that produce
saffron milk caps ( L. deliciosus . L. sanguifluus v L. vinosus ). ana period of 3 weeks We
points about the sensibility of the Lactartus isolates to the gelatine and urea test. that gnwe




positive reactions after 24 hours

We concluded that CUG s a rapid and sensitive screenimyg test Could be usetul,
betore distribution. for the qualitative analysis of mycorrhizal scedlings for the production
ol satfron nmulk caps

K W Ectomyceorrhiza, Tactarius | test
INTRODUCCION

En el aio 1990 se inicio en Espafa la comercializacion del pino productor de niscalos,
en base a los trabajos de uno de los autores (GRACIA, 1991). Los controles de calidad
requerian analisis anatomicos rutinarios que implicaban una dedicacion excesiva,
HUTCHISON (1990.1991) introdujo los andlisis sistemdticos de caracteres bioquimicos y
hsolégicos para establecer relaciones taxondmicas en hongos ectomicorrizicos.

La presente investigacion se ha dirigido a claborar un test de laboratorio fiable y
rapido que nos permita un control efectivo del producto antes de ponerlo a la venta. Para ello
hemos seleccionado la degradacion de gelatina y la urea como pruebas rapidas para Lactarius
. acompaiidndolas de una prueba de coloracion de la colonia.

MATERIALES Y METODOS

+ Recoleccion. l.as muestras de raices micorrizadas se separaron del cepellon de
pinos micorrizados v se conservaron en viales con agua destilada estéril. en refrigerador a
1°C hasta su utilizacion La permanencia en ella nunca fué superior a 3 dias.

+ Aislamientos Las cepas que se aislaron tanto de raices micorrizadas como de
carpoforos se cultivaron sobre medio MAI. modificacién del agar Melin-Norkrans modificado
(MARX. 1969) Glucosa 5.0 gr: extracto de malta 2.0 g; extracto de levadura 1.0 g; fosfato’
potasico monobasice 300 mg: fosfato amdnico monobdsico 250 mg: sulfato magnésico 150
my. cloruro cilcico 30 mg: cloruro sodico 25 mg: cloruro ffrrico (solucion 1%) 1.2 mi.
wilfato de zinc (solucion 0.1 %) 1.0 ml; sulfato de manganeso (solucion 0 5 %) 1.0 ml: agua
Jestilada 900 ml. agar 15.0 g, Despufs del autoclavado a 115"C durante 30 minutos, se
afadio por imveccion a travfs de filtro de 0.45 pm, 25 mm diametro: Cloruro de tetraciclina
20 mg: sulfato de estreptomicina 100 mg; benomilo (solucion 40 % Benlate, Du Pont
Co )10 ml; dicloran (solucion 25 % Fubotran, DowElanco) 10 ml; oxamilo (Vydate L, Du
Pont) 0.4 ml; agua destilada 100 ml. Benlate y dicloran se prepararon segin WORRALL
i1 1991). El oxamilo se empled como acaricida (OORT, 1981)

Todos los cultivos estan depositados en la coleccion de Micologia Forestal &
Aplicada, Barcelona.

A partir del interior de basidiocarpos se aislaron asfpticamente porciones de tejido,
que se sembraron sobre placas de MAI

Fragmentos de raiz con extremos en forma de Y. los puntos mmicorrizicos, se disponen
< una placa de Petri con agua destilada Bajo la lupa binocular se aislan los fragmentos mas
_aracteristicos v se eliminan los restos minerales u organicos manificstos Los fragmentos se
esiertlizaron en superficie por inmersion en hipoclorito sodico al 1 % durante un minuto. Los
restos de desinfectante se eliminaron con 5 lavados en agua destilada esténil. Con la ayuda
Je un bisturi flameado se escindieron a lo largo las raices y se procedio a su siembra por
inplicado en una placa con 12 ml de MAIL

Opcionalmente. los aislados se repicaron sobre MAIL para ascgurar la ehimunacion de




contaminantes, principalmente bacterias
+ Material de coleccion
El material de coleccion, 13 aislanmuentos. provicnen exclusizaments de ba wlirs 207
+ Test de micorrizacion
El test se compone de tres pruchas distintas que se Hevan o ermimo «n placas de Por
de 100 mm, con tres divisiones. Cada division presenta un o medio de cultren distinre e

empled 6 ml para la pruchba de gelauna (MGLyo v 7 ml para la de ures (MIUTRG G 2
crecimiento (MCR). Los tres medios carecen de benonulo, dicloran » oxamuis Fas pizoa
se inocularon con un disco de 5 mm procedente de una misma placa de aislamiznte [a
placas se¢ cultivaron en oscuridad, a temperatura de taboratonio, (8 duranre 25 dia-

+ Prucba de la gelatina

El medio MGL se basa en HUTCHISON (1990) segun la modificacion de EGOGEP
(1986). La formulacién es parecida al MAIL. pero sustituyendo la gluco<a (1 0 gy eliminand
el fosfato amonico monobdsico y sustituyendo el agar por 120 ¢ de gelatina Sz o2eriiiz” =
110 °C durante 25 minutos (SKERMAN, 1967).

Se considera una reaccion positiva cuando existe heuefaccion de la gelatina aireded -
o bajo la colonia. Se valoro segin su didmetro: Menor de 15 mm (+). entre 15 ~m . ©
mm (+ +) y superior a 30 mm (+ + +).

+ Prueba de la urea

Se basa en HUTCHISON (1990). EI MUR dificre de! MAI en la ausencia dz fosf
aménico monobasico y en la presencia de 12 mg de rojo fenol En el posies
conjuntamente con los antibidticos. se inyecto 20 ¢ de urea. Bl color dei me ds Je.‘v: %er
amarillo dorado. en caso contrario s¢ invectaron 2-3 gotas de acido clorhidnice Sonlenirzls
hasta el viraje.

La valoracion se basa en los cambios de color del roje fenol. indicador do o
Empleamos como referencia la tabla de identificacion de colores de Hendersen 2t al 104G,
Consideramos significativos: (I), cambio de color del disco de repicade, desde el amariils
original (straw, 50) al azafrin ( saffron. 49) que no se difunde al agar circundanie. + —
viraje del agar hacia el color del disco. de anaranjado (orange. 48 a albancogue apre
47); (+ +), agar de escarlata palido (scarlet, 43) a rojo trambuesa (red. 42000 = = =2
de p-rpura (purple, 40) a rosdceo (rose. 39). Todas las mediciones se realizaren dispemand
fas placas en contacto sobre un fondo blanco. Comuntamente con fa vinma madicen iy 2
se valorg el didametro de la coloma.

+ Prueba del color de la colonia

El medio de crecimiento (MCR) emplcado fue ¢l BAF moditicado « HUTCHISON
1991). Respecto al MAI se diferencia; ghucosa (30.0 g), peptona (2 0 ) gue sudstinng o
extracto de malta; sulfato magnésico (500 mg): clorure caleico (100 mer, ausencia de clores
sodico; cloruro férrico (solucion 1%) 1.0 ml. Las valoraciones <o orealizaron of J O
después de la siembra.
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RESULTADOS

Se analizaron 21 cepas correspondicntes a 14 espeaies de bavdionucetey Para ool
una de ellas se valoro su actividad gelatindsica v urcasica ¢ 1 medida semanal duranie

semanas), ase como su tasa de creamuento en MUR v MOR o 1 omednda clas S semamas
L.os resultados estan expuestos en la tabla 1




DISCUSION

[a reaccion positiva de la gelatina, su hicuefaccion, se debe a la produccion por parte
del hongo de uma gelannasa que descompone Ta gelatina en sus amimoacidos constituyentes.
Para meentivar esta reaccion. se elimina el fostato amonmico monobisico del medio. Segtin
s datos aportados, 7 de las 14 especies analizadas producen eelatinasas € 24 sobre 96
especies en HUTCHISOND 1990y, De ellas solo las espectes de Lactaries muaestran
heuetaccion en la primera semana. De hecho, v salo en las especies de Lactarus. puede
observarse ¢l hundimiento del disco de agar en el medio de gelatina en las 24 horas
postertores a la sicmbra

A las 24 horas de la siembra sobre MUR se comprobo que solo en el caso de
Lactarius existia un cambio del pH en los discos de agar. Esta sensibilidad coincide con el
posterior desarrollo de la prueba: en el caso de las cepas estudiadas. las de Lactarius
mostraron la progresion mis acentuada. Esta variacion de pH. que sugiere la escision de urea
2 amonio v anhodrnido carbonico, ne coincide con su posterior utilizacion por parte de la
colonia: Ninguna de las especies de Lacrarius analizadas muestran crecimiento en MUR. El
aumento de pH resultante se retleja en el cambio de color del indicador. rojo fenol. que pasa
de amarillo dorado (ph 6.8-6.9) a rojo o rosa ( ph>8.2). Debido a que la urea se emplea
como fuente de nitrogeno. el medio de cultivo carece de fosfato amonico monobisico.

De entrc las especies analizadas, Hebeloma cdurum. Laccaria laccata y Suillus
heflingi. muestran crecimiento de micelio en MUR. mientras unicamente Laccaria laccata
asocia fste crecimiento con una reaccion negativa a la ureasa. Fste dato no coincide con
HUTCHISON (1990) que seiiala que todas las especies del género Laccaria estudiadas dan
una reaccion positiva a las ureasas.

Sobre el medivo MCR todas las especies de Lactarius analizadas mostraron un color
de colonia proximo al anaranjado pilido. a menudo con estrgas verdosas que coinciden con
wbos laticiferos. HUTCHISON (1991) presenta los resultados de los analisis de distintos
caracteres  fistologicos.  macro vy micromorfoldgicos de 96  especies  de  hongos
cctomicorrizicos americanos. Sitomamos como base sus datos respecto a las reacciones
celatina (4), wreasa (+) v crecimiento en MUR (). sélo hallamos 10 especies que
manifiesten los tres resultados conjuntamente. De ellas solo ¢l género Lactarius presenta la
coloracion de micelio observada en las muestras espanolas.

HUTCHISON (1990) indica para algunas especies americanas de Lactarius deliciosics
dos tipos de reacciones al test de la urea: Una reaccion positiva asociada a una ausencia de
crecimiento en este medio y una reaccién negativa con crecimiento presente. En Oste -Itimo
caso, no manifestado en las especies espaiolas. la prueba de la gelatina y la coloracion de
la colonia permite la separacion con el resto de las especies.

Segin los datos aportados en el presente trabajo concluimos que el test CUG permite
la identificacion del género Lactarius en un plazo de 3 semanas. Consideramos significativo
el comportamiento de los representantes del gfnero Lacrarius en las primeras 24-36 horas de
analisis. Destacamos el valor taxonémico de dicha sensibilidad. no representada en los
analisis absolutos a 3-5 semanas que se realizaban hasta el momento. Debido a- las
caractergsticas innovadoras del presente test, ampliable al analisis de cualquier micorriza del
efinero Lactarius. se ha tramitado la solicitud de patente antes de su publicacion.

CONCILUSIONES

1 En todas las muestras analizadas pertenecientes al género Lactarius, se observo




licuefaccion de la gelatina a las 24 horas. Esia reacaon no se observa en lac demas oopeo:
estudiadas.

2) Todos los aislados pertenccicntes al géncro Lo farins IMOStEaron ruy fo o
positiva a las 24 horas sobre ¢l MUR - st reaccion no e obsersa en fas demas oope e

3 La prueha de la coloracion de la colonn o clectina para la separacion oz be
especies dudosas.

4) Complementando nuestros datos con los aparectdes on la bithliografo mrerpan -
sobre un total de 102 especies unicamente aquellas pertenecientes al genern [
cotnciden con nuestros resultados

5) El test CUG es valido para la idenuhicacion del micosimbionte en pines
micorrizados para la produccion de niscalos.

1
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