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Influencia de los medios de cultivo sobre la virulencia (*)

de las cepas de hongos xiléfagos

M. T. DE TROYA, A. NAVARRETE, R. DE LA VEGA y J. E. GARCIA DE LOS RiOS

Las Normas europeas que establecen la metodologia a seguri para determinar la
eficacia de productos fungicidas aplicados a la madera, fijan la utilizacién de una serie
de cepas de especies de hongos, a la vez que proponen otros optativos y/o complemen-

tarios.

Los cultivos de estos hongos pueden perder la virulencia durante su permanencia en
las micotecas, lo que llevaria a producir en su uso en la aplicacién de la norma especifi-
ca para determinar la eficacia de los fungicidas, resultados erréneos.

Por ello, en este trabajo se estudian la influencia que, diferentes medios de cultivo, -
tienen sobre la virulencia de las cepas de hongos que se conservan en las micotecas.
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INTRODUCCION

La integracién de Espafia en la Comuni-
dad Econémica Europea supone un gran es-
fuerzo en el campo de la adecuacién y con-
trol de calidad de nuestros productos a las
exigencias comunitarias.

El Comité Europeo de Normalizacion
(CEN) se encarga desde hace aifios, de dise-
fiar las normas necesarias para determinar la
eficacia de los protectores de la madera con-
tra los agentes xiléfagos, en base a los traba-
jos cooperativos de diversos Centros de In-
vestigacion Europeos. Aparte de los insec-
tos, los agentes bidticos mds estudiados son
los hongos de pudricién, basidiomicetos
(Figuras 1 y 2) y ascomicetos xiléfagos (Fi-

(*) Los autores entienden en este articulo, el térmi-
no «virulencia» como «capacidad enzimadtica degrada-
tiva.

gura 3), y las normas actualmente vigentes
para el estudio de la eficacia de productos
protectores contra ellos son: la EN-113
«Determinacion de la eficacia de protectores
de madera contra hongos Basidiomicetos xi-
l6fagos cultivados en medio de agar», y las
normas experimentales ENV-839 «Determi-
nacién de la eficacia preventiva contra hon-
gos basidiomicetos xil6fagos», y ENV-807
«Método de laboratorio para determinar la
eficacia preventiva de un tratamiento de
proteccion de la madera en contacto con el
suelo, contra hongos de pudricién blanda y
otros miCroorganismos».

Los textos de las tres normas aifiaden un
anexo donde se detallan las técnicas de con-
servacién de las cepas de hongos que obli-
gatoriamente han de utilizarse; textualmente
en sus apartados «Mantenimiento de las
cepas», dice: «El mantenimiento de las
cepas (periodicidad de las resiembras, al-
ternancias de los medios de cultivo, etc.)



440 M. T. DE TROYA, A. NAVARRETE, R. DE LA VEGA Y J. E. GARCIA DE LOS RIOS

Fig. 1.-Madera atacada por hongos xiléfagos causantes de pudricién fibrosa.

Fig. 2.-Madera atacada por hongos xiléfagos Fig. 3.—Madera atacada por hongos xiléfagos
causantes de pudricién cibica. causantes de pudricién blanda.
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debe hacerse segiin las indicaciones de los
laboratorios de que proceden». Y en sus
anexos correspondientes: «La conservacion
de los cultivos de origen ha de hacerse
sobre un medio que contenga 2,0% de agar,
4,0 a 5,0% de extracto de malta 'y 1,0% de
serrin en tubos en posicion inclinada a tem-
peratura de 6 a 10 °C. Las resiembras
deben hacerse cada seis meses».

A pesar de que la metodologia a seguir
por los distintos Centros de Investigacidn
que usan la normativa y las cepas de las es-
pecies a ensayar son las mismas, se han ob-
tenido resultados diferentes debido a la pér-
dida de virulencia que presentan estos hon-
gos a lo largo del tiempo (DIROL, 1986;
KERNER, 1986; NAVARRETE y TROYA,
1986). Esta pérdida de virulencia pudiera
ser debida a una inhibicién metabélica de
las enzimas degradativas, al ser mantenidos
los hongos en cultivos artificiales de agar-
malta, y no ponerlos en contacto periddica-
mente con su sustrato natural, la madera.

Por todo ello, el objetivo de este trabajo
ha sido estudiar la influencia de variaciones
de los ingredientes de los medios de cultivo
(agar, malta y serrin), en el mantenimiento
de la virulencia de los hongos mds comiin-
mente utilizados en las normas menciona-
das, con el fin de seleccionar la combina-
cién que ofrece mejores condiciones para la
conservacion de la micoteca y para su pos-
terior uso en los ensayos de eficacia fungi-
cida.

MATERIAL Y METODOS

Las especies de hongos utilizadas fueron:
Gloeophyllum trabeum (Persoon ex Fries)
Murrill., cepa BAM 109, y Postia placenta
(Fries) M. J. Lars. et Lomb., cepa FPRL
280, especies causantes de pudricién cibica;
Trametes versicolor (L.: Fries) Lloyd, cepa
CTB 863 A, productor de la pudricién fi-
brosa; y Chaetomium globosum Kunze,
cepa 1A CTFT, una de las especies més vi-
rulentas que causan la pudricién blanda.

Los medios de cultivo ensayados fueron
(Figura 4):

— Medio A: Agar-malta (agar 2,0%,
malta 4,0%) con serrin de pino o haya, mez-
clados en condiciones estériles.

— Medio B: Agar-malta (agar 2,0%, malta
4,0%), con serrin de pino o haya, repartido
sobre la superficie del. medio.

— Medio C: Agar-malta (agar 2,0%, malta
4,0%), sin serrin.

El serrin para las especies causantes de pu-
dricién cubica se hizo a partir de albura de
Pinus sylvestris L., y para las especies pro-
ductoras de las pudriciones fibrosa y blanda,
a partir de madera de Fagus sylvatica L.

Los hongos procedentes de la micoteca se
sembraron en placas Petri con agar-malta
(agar 2,0%, malta 4,0%), y se dejaron incu-
bar a 22 + 2 °C de temperatura y 65 = 5%
de humedad relativa. Una vez desarrollados,
en estas condiciones, se tomaron indculos
del micelio de avance que fueron resembra-
dos en tubos de ensayo conteniendo los me-
dios de cultivo, A, B y C, descritos, y dejan-
dolos incubar en las mismas condiciones
que en la siembra anterior.

Se hicieron tres reinoculaciones cada 28
dias en los mismos medios, y una vez finali-
zado el dltimo periodo de incubacidén se
transfirié cada cultivo a placas Petri de agar-
malta (agar 2,0%, malta 4,0%) durante otros
28 difas. Los hongos se resembraron en los
recipientes de cultivo sobre agar-malta (agar
2,0%, malta 4,0%) descritos en la normati-
va, a partir del micelio de avance de dichas
placas. Una vez cubierta la superficie del
medio, se pusieron en contacto con probetas
(50 x 25 x 15 mm) de albura de Pinus syl-
vestris L. las cepas productoras de pudricién
ctibica, y de Fagus sylvatica L. las causan-
tes de las pudriciones fibrosa y blanda.

El nimero de repeticiones fue de ocho,
para cada medio de cultivo y hongo.

La virulencia de las cepas resembradas en
cada tipo de medio, se evalué mediante el
porcentaje de pérdida de peso sufrido por
las probetas tras 16 semanas de incubacién
en las mismas condiciones de humedad y
temperatura seguidas a lo largo del ensayo.
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Fig. 4.-Disposicidn del serrin para los medios A, B y C en los tubos de ensayo.

RESULTADOS En la tabla de resultados destacan las
bajas pérdidas de peso producidas por el

Las medias y desviaciones tipicas de los Chaetomium globosum. Este hecho es debi-
porcentajes de pérdida de peso para cada do al tipo de pudricién producida por este

hongo, que origina una degradacién superfi-

hongo y medio de cultivo se recogen en el
cial intensa, cuya profundizacién en la ma-

Cuadro 1, y vienen reflejados en la Figura 5.

Cuadro 1.-Valores medios y desviaciones tipicas de las pérdidas de peso (%)
sufridas por las probetas tras el ataque de los hongos previamente desarrollados
en los medios de cultivo A,By C

Pérdida de peso de las probetas (%)

A B C
Hongo — — —
Media Desyn_acnon Media Desylfac1on Media Des’w‘acnon
tipica tipica tipica

P. placenta 4,20 0,9 15,30 1,1 30,70 1,3
G. trabeum 25,20 1,4 27,40 1,9 29,50 1,6
T. versicolor 30,57 3,5 29,64 4.4 29,79 6,8

0,2

C. globosum 1,45 0,7 0,96 0,1 1,02
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Fig. 5.—Medias de los porcentajes de las pérdidas de peso sufridas por las probetas de madera tras el ataque
de los hongos desarrollados en los medios A, By C

dera es mis lenta que para el resto de las pu-
driciones.

CONCLUSIONES

Las pérdidas de peso sufridas por las pro-
betas de madera en los tres medios de culti-
vo ensayados, han puesto de manifiesto que
no existe ninglin medio sobre el que, los
cuatro hongos estudiados posean una viru-
lencia marcadamente superior a la que pre-
sentan sobre los otros dos medios.

No obstante, con el que se obtienen los
resultados mds satisfactorios es el agar-
malta (C). En efecto, para el Trametes ver-
sicolor y el Chaetomium globosum no se
aprecian diferencias de comportamiento
sobre los tres sustratos, para el Gloeophy-
llum trabeum las pérdidas de peso son lige-
ramente superiores cuando se utiliza agar-
malta, y para la Postia placenta, las pérdi-

das de peso obtenidas sobre este medio son
dobles de las obtenidas utilizando el serrin
de pino repartido sobre la superficie del
agar-malta (B), y siete veces superiores a
las correspondientes al serrin mezclado con
el agar-malta (A).

Estos resultados corroboran la tesis soste-
nida por gran nimero de investigadores, de
volver a exigir el agar-malta sin serrin, tra-
dicionalmente utilizado en los cultivos de
hongos xiléfagos en laboratorio, como
medio de cultivo para el mantenimiento en
las micotecas de los hongos utilizados en la
aplicacién de las normas de ensayo para la
determinacion de la eficacia fungicida de
los protectores de la madera.

El hecho de que no existan para todos los
hongos estudiados diferencias significativas
en las pérdidas de peso obtenidas en funcion
del sustrato utilizado, parece indicar que en
la pérdida de virulencia que experimentan
las cepas mantenidas en micotecas, intervie-



444 M. T. DE TROYA, A. NAVARRETE, R. DE LA VEGA Y J. E. GARCIA DE LOS RIOS

nen otros elementos, como pueden ser la
temperatura (NAVARRETE y TROYA, 1986),
las atmésferas contaminadas, 1a humedad
relativa, etc.; que podrian llegar a ser facto-
res limitantes de la actividad fiingica.

ABSTRACT

No obstante, es un hecho que la virulencia
de las cepas de los hongos xiléfagos, se re-
cupera poniendo en contacto el hongo en
cuestién con su sustrato natural, la madera
(TROYA y NAVARRETE, 1992).

TrOYA, M. T. DE; NAVARRETE, A.; VEGA, R. DE LA y GARCIA DE LOs Rios, J. E.,
1995: Techniques of conservation of a micoteque. Influence on the virulence of wood

decay fungi strains. Bol. San. Veg. Plagas, 21(3): 439-445.

The European Standarization about the effectiveness of the fungicides products de-
mand the utilization of certain fungal strains for the determination of the toxic values
of the preservatives. These fungi can be susceptible to loose their virulence during the
time if the fungi collection is not manteined according the guides gives in the Stan-
dards. For this, in this work the conservation techniques of the fungi collection, as well
as the influence that the different inoculation systems and culture media can interfere

on the virulence of the strains, are defined.
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