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USO DE ACIDOS GALICO Y TANICO, ASERRIN Y ASERRIN-GUAYACOL EN
PRUEBAS DE LABORATORIO PARA DETERMINAR EL TIPO DE PUDRICION QUE
CAUSAN HONGOS XILOFAGOS AISLADOS DE OYAMEL !
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USE OF GALLIC AND TANNIC ACIDS, SAWDUST AND SAWDUST-GUAIACOL IN
LABORATORY TESTS FOR ROT-TYPE DETERMINATION OF WOOD-DECAYING
FUNGI ISOLATED FROM MEXICAN FIR

ABSTRACT

Part of a diagnosis on Mexican fir wood-decay problems at the Nevado de Toluca National Park, Statc of Mexico,
was to determine rot-type of isolates from typical cases with three laboratory methods: the classical Bavendamm's
test, Badcock's method, and a new sawdust-guaiacol technique. Seven isolates werc brown-rotters (NT-1, NT-2,
NT-3, NT-6A. NT-6B, NT-6C and NT-7), whercas onc isolate was a white-rotter (NT-5), Only ecight out of 151
repetilions gave dubious reactions, six after the Bavendamm's test, two with Badcock's method, and none with the
sawdust-guaiacol technique. Background and practical details of cach method are discussed. Rot-lype results were
useful for the identification of the brown-rot isolates as Fomitopsis pinicola, the white-rotter as Heterobasidion
annosum, and also for the diagnosis of decay problems in trees.

KEY WORDS: Wood-decay, Abies religiosa, Fomitopsis pinicola, Heterobasidion annosum.

RESUMEN

Como parte del diagndstico de problemas de pudricién de la madera en oyameles del Parque Nacional Nevado de
Toluca, Estado de México, a los hongos aislados de casos tipicos se les determind el tipo de pudricién que causan.
aplicando tres métodos de laboratorio: la prueba clisica de Bavendamm, el método de Badcock y una nueva técnica
de aserrin-guayacol. Sicte aislami fueron « de pudricion morena (NT-1, NT-2, NT-3, NT-6A, NT-6B,
NT-6C y NT-7) y uno de pudricion blanca (NT-5). De 151 repeticiones en total, sdlo ocho dieron reaccion dudosa,
seis con la prueba de Bavendamm y dos con la prueba de Badcock; con la técnica de aserrin-guayacol no hubo
reacciones dudosas. Se discuten antecedentes v aspectos practicos de cada método. Los resultados fueron de utilidad
para identificar a los aislamientos de pudricion morena como Fomitopsis pinicola, al de pudricion blanca como
Heterobasidion annosum, asi como para contribuir al diagnéstico de este tipo de problemas cn irboles.
PALABRAS CLAVE: Pudricion de madera; Abies refligiosa, Fomitopsis pinicola, Heterobasidion annosum.

1 Parte de la tesis profesional de la primera autora, Escuela Nacional de Estudios Profesionales-Iztacala, UNAM
(1991).

2 Laboratorio de Biodeterioro y Preservacion de Productos Forestales, Instituto de Biologia, Universidad Nacional
Auténoma de México. Apdo. Postal 70-233, Coyoacan, México, D.F. 04510,
Recibido: 1 de junio, 1995. Aceptado: 22 de noviembre, 1995.
Solicitud de sobretiros: Luis M. Pinzon-PicasciioZ.



70 RUIZ , M.E. y L. M. PINZON-PICASERO

INTRODUCCION

Para el diagnostico de problemas de pudricion de la madera en arboles, la determinacion del tipo
de pudricién que inducen los hongos causales es fundamental, y de gran ayuda también para la
identificacion de los aislamientos que no provienen de fructificacion o teleomorfo.

Los macromicetes xilofagos pueden producir dos tipos basicos de pudricion, reconocibles a
simple vista por cambios de coloracidn y consistencia en la madera. Al diferenciarlos, se obtiene
informacion sobre la actividad enzimatica u otros aspectos biologicos de la especie causal y el
efecto de los hongos en la madera. Desafortunadamente, las inspecciones de campo, a menudo,
son insuficientes para la realizacion de un diagnostico confiable, debido a que las caracteristicas de
las pudriciones no son diferenciables en estadios tempranos, o pueden estar alteradas por factores
bidticos y abidticos, como coexistencia de diversas especies fungicas, color y densidad de la
madera, fuego e intemperismo.

Para determinar confiablemente el tipo de pudricion que causan los hongos xilofagos, se
pueden realizar pruebas sencillas con aislamientos en cultivo puro. Bavendamm (1928), fue quien
primero ensay® esta opcidn con diversas substancias fenolicas, estableciendo su prueba clasica,
basada en detectar las "oxidasas extracelulares" de la pudricion blanca por medio de una reaccion
de coloracion en malta agar conteniendo 4cidos galico, o tanico. Con tal prueba, Davidson ef al.
(1938), encontraron que de 210 cepas, 96% de los hongos asociados a pudricion blanca dieron
reaccidn positiva, y 80% de los hongos asociados a pudricion morena no presentaron reaccion, lo
que demuestra su efectividad. Campbell (1938) y Nobles (1948) incorporaron este método a la
descripcion de las caracteristicas culturales del micelio para identificar aislamientos de hongos
xilofagos, disolviendo los 4cidos en el medio, o bien, espolvoreindolos sobre placas recién
preparadas. El problema principal de esta prueba radica en lo cuestionable de la esterilizacion de
los acidos, v en consecuencia, la incidencia de contaminaciones.

Muchas ofras técnicas se han descrito desde entonces, algunas enfocadas a resolver el
problema de la esterilizacion. Preston y McLennan (1948), probaron 18 colorantes de varios
grupos quimicos esterilizables con malta agar, observando que los hongos de pudricion blanca
causaban decoloracion de todos ellos, pero solo la violeta de genciana y el rojo neutro, daban
resultados comparables a los de la prueba de Bavendamm. Otro medio resistente a la esterilizacion
fue disefiado por Boidin (1951), con malta agar, buffer de acido citrico y fosfato de potasio (pH
4.5) y guayacol (0.2%), resultando tan confiable como los acidos galico y tanico. También, Kirk y
Kelman (1964), usaron medios de cultivo conteniendo diversos fenoles, encontrando que el 1-
Naftol, era el mas efectivo.

Por su parte, Jorgensen y Vejlby (1953), probaron extracto de col roja incorporado al
medio, o afiadido a cultivos ya desarrollados, descubriendo que su color parpura era cambiado a
amarillo por las especies que producen "oxidasa extracelular”, o a rojo por las especies que no la
producen, por lo que su método es mas seguro, pues se evita la confusion entre los casos de
pudricién morena (usualmente registrados como reacciones-negativas) y aquellos hongos que no
producen reaccion alguna bajo las condiciones de la prueba.

Nobles (1958), propuso un método mas sencillo, que consiste en afiadir unas gotas de goma
de puayaco en solucién alcohdlica sobre el micelio de hongos incubados durante tres semanas en
malta agar, obteniendo una tincion azul con los de pudricion blanca.
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Un método diferente fiue propuesto por Schanél (1967), utilizando una hidroquinona y un
aminoacido, para inducir la aparicion de un pigmento rojo con hongos de pudricion blanca y lograr
estimaciones cuantitativas por medio de colorimetria. Su método resulté mucho mas sensible que
la exposicion de cultivos a vapores de guayacol, o la aplicacion directa de guayacol en solucion
acuosa (0.1%).

Otros investigadores han preferido 1a madera como substrato para sus pruebas. Etheridge
(1957), utilizé un medio de cultivo liquido con harina de madera de Picea glauca (Moench) Voss.,
y caseina hidrolizada, obteniendo una zona de difusion de color café en los casos de pudricion
blanca. Hudson (1972), Carey (1975) y Pinzon-Picasefio et al. (1982), describen otra prueba
basada en el medio de aserrin formulado por Badcock (1941) para el cultivo de hongos xilofagos e
inducir su fructificacion, que consiste en distinguir entre hongos de pudricion blanca y morena, por
cambios de coloracion diferentes en el aserrin colonizado. Como se discutira mas adelante, la
autoria de este método corresponde a Badcock, segun un documento fechado en 1964

En el Ejido Loma Alta del Parque Nacional Nevado de Toluca, Estado de México, se ha
realizado una serie de trabajos con el fin de diagnosticar problemas de pudricion de la madera en
oyameles (Abies religiosa [HLB.K.] Schl. et Cham.). Una evaluacion de campo demostrd su alta
incidencia (Lopez Barajas, 1987). Otra fase, consistio en el estudio de los caracteres culturales de
los aislamientos obtenidos de casos tipicos, para la identificacion y descripcion de los presuntos
hongos causales (Ruiz Rodriguez y Pinzon-Picasefio, 1994). La contribucion actual forma parte de
dicha serie, tiene como objetivos determinar el tipo de pudricion que causan tales aislamientos con
tres pruebas de laboratorio, incluyendo la técnica de aserrin-guayacol innovada por los autores
(Ruiz Rodriguez y Pinzdn-Picasefio, 1986), asi como discutir algunos aspectos historicos y
metodologicos de las técnicas, y la conveniencia de su aplicacion para el diagnéstico de
pudriciones en arboles.

MATERIALES Y METODOS

Los datos de la zona de procedencia, asi como el método de aislamiento de las cepas empleadas,
se describen en un trabajo previo (Ruiz Rodriguez y Pinzon-Picasefio, 1994). La tabla 1, sintetiza
los datos de los aislamientos del Ejido Loma Alta del Parque Nacional Nevado de Toluca, Estado
de México. Se utilizaron ademas dos cepas de procedencia extranjera como controles: una de
pudricion blanca, Trametes versicolor FPRL-28A (en las tres pruebas), y otra de pudricion
morena, Fomitopsis pinicola FPRL-98 (en dos de las pruebas); sus datos de origen aparecen en un
catalogo (Forest Products Research Laboratory, 1969).

Método de Bavendamm: Se emplearon acido galico viejo, acido tanico viejo y acido tanico
nuevo, incorporados por separado en medio de cultivo (extracto de malta, 15 g; agar, 20 g, acido
en polvo, 5 g; agua destilada, 1,000 ml). El extracto de malta y el agar en un matraz Erlenmeyer
con 850 ml de agua destilada, y el acido disuelto en otros 150 ml en diferente matraz, fueron
esterilizados en autoclave a 121°C y 103 .4 kPa, durante 20 minutos; después de enfriarse un
poco, ambas partes fueron mezcladas y el medio vertido a cajas Petri de vidrio esterilizadas. Las
placas se incubaron por tres dias, como prueba de esterilidad. Entonces, fueron inoculadas con
discos (9 mm @) de los 8 aislamientos previamente desarrollados, durante 14 dias, en extracto de
malta agar (EMA) normal. Se designaron 3 repeticiones por acido y aislamiento, incluyendo como
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control solamente a Trametes versicolor FPRL-28A, y un testigo sin inocular por cada acido. Los
cultivos se incubaron en cajas de plastico acrilico (tipo camisera marca CIPSA) durante 7 dias a
269C y en obscuridad.

Método de Badcock: Se utilizd un medio de cultivo compuesto de: aserrin de pino, 1,000
g; harina de maiz, 30 g; harina de hueso, 20 g, y agua destilada, 2,500 ml. El aserrin, secado al
aire, fue tamizado en malla de 2 mm, afiadidas las harinas y luego el agua, mezclando hasta
abtener una pasta grumosa. Tubos de cultivo de 25 X 200 mm, fueron llenados con la pasta sin
comprimirla mucho, tapados con algoddn, y esterilizados en autoclave a 121°C y 103.4 kPa,
durante 1 h. La inoculacion se efectud con bloques (1 cmz) del micelio desarrollado en EMA
durante 14 dias. Se utilizaron dos tubos por cada aislamiento y los hongos control (7rametes
versicolor FPRL-28A y Fomitopsis pinicola FPRL-98), y uno sin inocular, como testigo. Los
tubos, inclinados sobre soportes de aluminio dentro de las cajas de acrilico con agua destilada en el
fondo, s¢ incubaron durante 7 semanas a 26°C, obscuridad y alta humedad relativa.

Método de aserrin-guayacol: Para esta técnica, se empled medic de cultivo (extracto de
malta, 20 g; agar, 15 g; agua destilada, 1,000 ml) adicionado con 0.4% de aserrin de oyamel
secado al aire v tamizado en malla de 0.42 mm, obtenido de tablas mediante taladro eléctrico con
un accesorio para desbastar. El medio fue esterilizado en autoclave a 121°C y-103.4 kPa, durante
20 minutos y vertido a cajas Petri de vidrio esterilizadas. Concluida la prueba de esterilidad de 3
dias, las placas fueron inoculadas con discos (9 mm (), utilizando el micelio predesarrollado 14
dias en EMA normal. Los cultivos se incubaron durante 3 semanas a 262C, alta humedad relativa
y obscuridad en cajas camiseras con agua destilada en el fondo. Al término de este periodo, a las 5
repeticiones de cada aislamiento, incluyendo los controles (Trametes versicolor FPRL-28A y
Fomitopsis pimcola FPRL-98), se les agregaron de 2 a 3 gotas de guayacol sin diluir, comprado
en drogueria.

RESULTADOS Y DISCUSION

Método de Bavendamm: Con este método, los resultados fueron obtenidos a los 7 dias de
incubacion. La reaccion positiva (+) de pudricion blanca se determind al presentarse un halo
amplio de intenso color ambar a café obscuro en el medio, alrededor del indculo, o de la colonia.
La ausencia total de un halo de este tipo se registrd como reaccioén negativa (=), interpretada como
pudricion morena. La aparicién de halos pequefios del mismo color fue considerada como reaccién
dudosa o erratica (?). La Figura 1 muestra estas reacciones. )

De acuerdo con lo anterior, se registran los resultados de esta prueba en la tabla 2 (columnas
de Bavendamm). El aislamiento NT-3, identificado como Heterobasidion annosum y la cepa
control { Trametes versicolor FPRL-28A) fueron los Gnicos que causaron reaccion positiva (+) en
los tres acidos: galico viejo, tanico viejo y tanico nuevo. Por.su parte, los aislamientos NT-2, NT-
6A, NT-6B, NT-6C y NT-7, asi como la cepa control FPRL-98, correspondientes a Fomitopsis
pinicola, presentaron reaccion negativa (-) en todas sus repeticiones con los tres acidos. Pero, en
los otros aislamientos de F. pinicola no sucedit lo mismo, en el NT-1 con acido galico viejo, y en
el NT-3 tanto en 4cido galico como ténico viejos, dos de sus tres repeticiones mostraron una leve
tincion en el borde de la colonia, por lo que estan sefialadas con reaccion dudosa (?); mientras
que. la tercera repeticion de cada grupo si presentd reaccion negativa (-); y con acido tanico
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nuevo, todas las repeticiones de estas cepas presentaron reaccion negativa (-), propia de pudricion
morena. Los testigos sin inocular de ambos acidos, no presentaron cambios.

Para esta prueba, los acidos disueltos fueron esterilizados por separado del medio, v luego
mezcladas las porciones. Bavendamm (1928) no aclara si se esterilizan, o no, los acidos. Campbell
(1938) esterilizé los acidos aparte del medio. Segiin otras referencias (Dadvidson et al. 1938,
Nobles, 1958; Ulloa y Hanlin, 1978), los acidos no se deben esterilizar sino solamente disolver en
una porcion de agua del medio previamente esterilizada. Sin embargo, el tratamiento seguido aqui
no provoco alteraciones perceptibles en los acidos, ni desnaturalizacion del agar al mezclarse,
tampoco causd cambios en las tinciones, pues éstas se presentaron tal y como las describe su autor
(ap. cit.).

Los acidos galico y tanico con que se contaba inicialmente tenian un tiempo de
almacenamiento en el laboratorio superior a los 20 afios, pero eran los Unicos disponibles y
parecian en buen estado. En el momento de iniciar la prueba se incluyo acido tanico de un frasco
recién adquirido, por lo que se les denominé a los primeros "viejos" y al Ultimo "nuevo”. Este
hecho fortuito, permitié detectar que las tinciones ligeras deberian interpretarse como reacciones
erraticas o dudosas (?), puesto que no ocurrieron con el reactivo mas confiable (el acido tanico
nuevo), lo cual evitd interpretarlas errdneamente como pudricion blanca (ver los datos de los
aislamientos NT-1 y NT-3 de la tabla 2) y descartar que se debieran a la esterilizacion, puesto que
solamente ocurrieron con los acidos viejos, y no con el 4cido nuevo

Comparativamente, de entre las tres técnicas, ésta tiene como ventajas que las reacciones
positivas son muy conspicuas y faciles de interpretar, aun para un observador no experimentado; el
tiempo de incubacion final es corto (1 semana); y la preparacion de los medios de cultivo es menos
complicada, aun cuando se requiere uno por cada acido y esterilizar los ingredientes por separado.
Sus inconvenientes consisten en la ausencia de una reaccion propia para determinar pudricion
morena, la ocurrencia de reacciones dudosas, y el costo relativamente alto de los reactivos
utilizados. Esta prueba clasica es ampliamente aceptada como método de rutina en muchos
laboratorios. A pesar de que aqui se obtuvieron seis observaciones dudosas, puesto que fueron
debidas a la antigliedad de los acidos, los autores se inclinan a continuar recomendandola. Se
sugiere aplicarla utilizando reactivos frescos y, al menos, una cepa control de pudricion blanca,
para verificar la funcionalidad de los acidos en caso de que todos los aislamientos por ensayar
resultaran de pudricion morena.

Método de Badcock: En el medio de aserrin, la reaccion de pudricion blanca (+) se
caracterizo por obscurecimiento del aserrin a tonalidades cafés con zonas rojizas, y la de pudncion
morena (-) por aclaramiento ligero del aserrin colonizado por el micelio, dando una reaccion
propia (ver Fig. 2).

Los datos de la columna de Badcock en la tabla 2, provienen de observaciones tomadas a las
7 semanas de incubacidon. Solo el aislamiento NT-5 (Heterobasidion annosum) v la cepa control
(Irametes versicolor FPRL-28A) dieron reacciones de pudricion blanca (+). Esto ocurrio desde la
primer lectura, tomada a las 4 semanas, pero fueron més intensas a las 7 semanas. Solo la cepa
NT-2 de Fomitopsis pinicola provoco ligeros obscurecimientos rojizos (ver Fig. 2), por lo que las
reacciones fueron estimadas como dudosas (?). El resto de los aislamientos de F-. pinicola,
incluyendo la cepa control FPRL-98, dieron reacciones de pudricién morena (-) en las dos lecturas
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realizadas, si bien, la reaccion fue mas evidente en la segunda lectura. En el aserrin de los testigos
sin inocular, no ocurrieron cambios.

En este método, se utilizo aserrin de pino substituyendo al de la técnica original, esto parece
ocasionar diferencias en las reacciones y en el tiempo requerido para detectarlas con respecto a lo
descrito en la literatura, por lo que se ha cuestionado su uso. El medio original fue creado
inicialmente para vigorizar el crecimiento de hongos xilofagos e inducir su fructificacion en
cultivo, preparado con aserrin de pinabete (Picea sp.), o de haya (Fagus sp.), y una mezcla
(llamada "acelerador") compuesta de varios ingredientes, principalmente harinas de hueso y de
maiz, con almidén de papa, sacarosa y ceniza de albura de pino (Badcock, 1941).

Mas tarde, en un escrito mimeografico fechado en 1964, Badcock presenta informacion muy
importante, pues recomienda un método que considera mas confiable que el de guayaco para
distinguir tipo de pudricién, usando como medio aserrin de pinabete noruego (Picea abies Karst.)
enriquecido con su "acelerador”, donde los hongos de pudricion blanca originan una reaccion
intensa de color café amarillento a los 3 6 4 dias de incubacién, y los hongos de pudricion morena
no causan tal reaccion en un lapso de 10 dias; por el contrario, en aserrin de angiospermas (como
el haya) los hongos de pudricion blanca inducen aclaramiento. En ese escrito, Badcock también
explica que, si los hongos solo crecen en madera de angiospermas, se emplee aserrin de Fagus sp.;
si Gnicamente atacan al cedro rojo del oeste (Thuja plicata D. Don.), sean cultivados en una
mezela de aserrin de esta especie con el de abeto noruego; y en aserrin de encino (Quercus spp.),
si son especificos de tal género. Segan lo anterior, el documento de 1964 demuestra que Badcock
es el autor de esta técnica para determinar tipo de pudricion y no solamente del medio de cultivo,
hecho que, como se vera mas adelante, no aclaran otros autores (quiza porque no fue descrito en
una publicacién formal), y es él mismo quien aconseja el uso de diferentes tipos de aserrin y
advierte de variaciones en las reacciones debido a ello.

Los autores que han recomendado este medio de aserrin sélo incluyen en su formula las
harinas de maiz y de hueso. Hudson (1972), no hace alusion a que el medio o método sean de
Badcock, solo indica usar aserrin de angiospermas, o de gimnospermas, dependiendo de la
procedencia del hongo, segtn él, después de 14 dias de incubacién los hongos de pudricion blanca
producen una coloracion obscura en el aserrin y luego lo aclaran, mientras que los de pudricion
morena lo obscurecen gradualmente. Por su parte, Carey (1975) cita a Badcock (1941) como
autor del medio de cultivo pero no del método. Ella dice que las reacciones ocurren dentro de un
plazo de 15 dias; su descripcion de las coloraciones coincide con la de Hudson (1972), aunque
precisa que la zona de color obscuro formada por los hongos de pudricion blanca es intensa y se
aleja del punto de inoculacion conforme crece el micelio, afiadiendo que estas reacciones son mas
faciles de detectar con aserrin de color claro como el de abeto (Picea sp.) o el de haya (Fagus
sp.). Ambos autores ya reconocen una reaccion propia para la pudricion morena.

Pinzén-Picasefio ef al. (1982), siguieron las indicaciones de Hudson (1972) y Carey (1975),
excepto en que usaron aserrin de pino y registraron las reacciones a las 3 y 4 semanas.
Diferenciaron pudricién blanca cuando el aserrin presentd un tono mas obscuro en la zona
colonizada por el micelio, y pudricion morena si el tono era mas claro en el aserrin colonizado,
atribuyendo al tipo de aserrin las diferencias entre estas reacciones y las descritas por los autores
consultados, pero sin comprobarlo, pues no disponian de los datos del escrito de Badcock (1964)
para apoyar tal suposicién. Utilizando también aserrin de pino, Pinzon-Picasefio y Véliz Avila



Rev. Mex. Mic. 11, 1995 75

(1984) y Pinzon-Picasefio y Hernandez Jiménez (1987), diagnosticaron pudricion blanca por
obscurecimiento castafio en el aserrin y pudricion morena por decoloracion del aserrin. En estos
casos, aun con tiempos de incubacion largos (hasta 6 semanas), con los hongos de pudricion
blanca no se percibio el aclaramiento del substrato posterior a la reaccion de obscurecimiento que
sefiala Badcock (1964), por lo que no se presenta el riesgo de confundir las reacciones

Las reacciones observadas en estos ultimos estudios, aunque fueron producidas por hongos
tropicales, son equivalentes a las obtenidas en el presente trabajo, asi que no varian con la especie
o procedencia de los hongos, sino que son constantes. Esto, aunado a la informacion de Badcock
(1964), permite concluir que la diferencia en las reacciones producidas y el mayor tiempo
requerido para su observacion, efectivamente se deben al aserrin de pino. Por lo anterior, una vez
establecido que las reacciones obtenidas con aserrin de pino son confiables, su uso es
recomendable, debido a que es mucho mas facil adquirir madera de este grupo en México.

En comparacion con las otras pruebas, ésta es la mas economica y sencilla por el costo de
sus ingredientes y la preparacion del medio de cultivo. Sobre todo, es muy confiable porque cada
tipo de pudricion es determinado por su propia reaccion y por utilizar madera como substrato
especifico para hongos xilofagos. Sin embargo, las reacciones pueden no ser suficientemente
claras sin previa experiencia, e incluso ser dudosas, como ocurrio aqui en dos repeticiones. Debido
a que las caracteristicas de las reacciones pueden variar segun el aserrin que se emplee, es muy
recomendable incluir cepas control de cada tipo de pudricion, asi como testigos no inoculados. La
principal desventaja de este método se debe a su mayor duracion (4 a 7 semanas). En suma, ésta es
una de las opciones mas recomendables cuando se desee aplicar varios métodos.

Método de aserrin-guayacol: En este caso, el guayacol fue goteado sobre las colonias a las
3 semanas de incubacion y los resultados observados después de 30 a 60 minutos. La formacion
de tinciones violadas a moradas en el micelio y medio de cultivo, caracterizo la reaccion de
pudricion blanca (+). La pudricién morena fue interpretada por ausencia de reaccion (-). La figura
3 muestra las reacciones,

La columna de aserrin-guayacol en la tabla 2, indica que todos los aislamientos de
Fomitopsis pinicola del Nevado de Toluca, asi como la cepa control de la misma especie (FPRL-
98), mostraron reacciones negativas (-) correspondientes a pudricion morena; en cambio, el
aislamiento de Heterobasidion annosum (NT-5) de la misma localidad v la cepa control de
Trametes versicolor (FPRL-28A) presentaron reacciones positivas (+) de pudricion blanca. No
ocurrieron reacciones dudosas, asi que este método dio mejores resultados que los de Bavendamm
y de Badcock.

Esta técnica fue desarrollada por los autores en substitucion de la prueba de Nobles (1958), a
la cual se asemeja mucho. Ella utilizd goma de guayaco (marca Fisher), diluyendo 0.5 g en 30 ml
de alcohol 95° (Aprox. 1.7%); de esta solucioén afiadia 2 a 3 gotas sobre el micelio de hongos
incubados por tres semanas en malta agar. Con este reactivo, los hongos asociados a pudricion
blanca producen en pocos minutos una reaccion de tincion azul, mientras que con los hongos
asociados a pudricion morena no ocurre tal reaccion (op. ¢it.).

La goma de guayaco o guayacan es obteniaa de manera industrial principalmente de
Guaiacum sanctum L. y G. officinale L., Zygophyllaceae (Bovant, 1888; Barcelo, 1979; Niembro
Rocas, 1986), pero desafortunadamente, es dificil obtenerla como reactivo en México. Por ello. en
lugar de esta goma, fue utilizado un derivado, el guayacol, que por su uso medicinal ain



76 RUIZ ,ME. ¥ L M. PINZON-PICASERO

extendido, es facil de conseguir en muchas droguerias de nuestro pais, hasta en pequefias
poblaciones.

Por la consistencia de los resultados obtenidos en comparacion con los otros dos métodos,
la técnica de aserrin-guayacol demostrd ser confiable, aunque todavia hace falta ensayarla con
muchas especies de hongos. Ademas, es conveniente por economia y disponibilidad del reactivo
Considerando el tiempo requerido (3 semanas), queda en un nivel intermedio con respecto a los
métodos de Bavendamm y de Badcock. Por otro lado, debe sefialarse que la preparacion del
aserrin para el medio de cultivo es relativamente complicada. El mayor inconveniente de este
método consiste en que no se produce una reaccion propia para pudricién morena. Al emplearla,
se sugiere el uso de cepas control de pudricidn blanca, para asegurar la observacion de por lo
menos un caso de reaccién positiva.

Durante la realizacion de los tres métodos de laboratorio, que comprendieron un total de
151 repeticiones, solo ocho casos dieron reaccion dudosa: con la prueba de Bavendamm, dos
repeticiones del aislamiento NT-1 y cuatro del NT-3; y con la prueba de Badcock, dos casos del
aislamiento NT-2. Con la prueba de aserrin-guayacol no hubo reacciones dudosas. Asi, el empleo
de métodos diferentes ayudd a resolver incertidumbres. Entonces, de los ocho aislamientos
abtenidos de casos tipicos de pudricién en oyameles de una zona del Nevado de Toluca, los siete
asociados al duramen (NT-1, NT-2, NT-3, NT-6A, NT-6B, NT-6C y NT-7), son causantes de
pudricién morena; y la cepa NT-5, tnica aislada de madera de albura, induce pudricion blanca.
Estos datos fueron esenciales para la descripcion de los caracteres culturales por el método de
Nobles (1965) v la identificacion de los aislamientos (Ruiz Rodriguez y Pinzon-Picasefio, 1994).

Para los fines del diagnéstico perseguido, se comprueba que los dafios tipicos de pudricion
del duramen de los oyameles de la zona muestreada se deben a pudricion morena, y que el agente
causal es Fomitopsis pinicola (Sw.: Fr.) P. Karst. Los hongos que causan este tipo de pudricién
metabolizan solamente a la holocelulosa (celulosa y hemicelulosas asociadas) de las paredes de las
células lefiosas (Cowling, 1961), usualmente colonizan y degradan mas rapida y extensamente la
madera, ¢ésta pierde peso, sufre obscurecimientos cafés a rojizos y agrietamiento cubicado,
parecidos a la carbonizacién, volviéndose fragil y quebradiza por lo que su resistencia mecanica se
altera drasticamente (Panshin y De Zeeuw, 1970; Scheffer, 1973). En consecuencia, se trata de un
problema grave pues la pudricién morena induce mayores pérdidas en menor tiempo. Aungue a
menudo F. pinicola es considerado un patogeno, segin conceptos mas precisos (ver Cooke,
1977), en realidad se trata de un simbionte neutro facultativo por ser habitante de la madera
muerla, tanto de un organismo vivo como de uno muerto, e incluso de sus detritos (Mounce,
1955); ésto, aunado a la abundante fructificacién de la especie hace temer que la incidencia de
casos se incremente progresivamente. Heterobasidion annosum (Fr.) Bref., fue obtenido de la
albura de un tronco derribado que mostraba indicios de pudricion pero no lo suficientemente
distintivos para diagnosticarla, las pruebas de tipo de pudricion dieron la primera indicacion de que
se trataba de una especie diferente, una causante de pudricion blanca. Los hongos de este tipo,
metabolizan tanto a la holocelulosa como a Ia lignina (Cowling, 1961), al disponer de mayor
proporcion de nutrientes por volumen, colonizan y degradan con menor rapidez y extension pero
de una manera més completa, causando decoloracién y mayor pérdida de peso en la madera,
tornandola esponjosa o fibrosa y facilmente desmenuzable, reduciendo notablemente su resistencia
mecanica (Panshin y De Zeeuw, 1970; Scheffer, 1973). H. annosum causa una variante alveolada
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de pudricion blanca (white pocket rot), es reconocido como patogeno (Cartwright y Findlay,
1958; Boyce, 1961), aunque aplicando los conceptos de Caoke (1977), se trataria de un simbionte
antagonistico facultativo por tener la capacidad de vivir tanto saprofiticamente como
parasiticamente, en este ultimo caso, actuandoe como un organismo necrotrofico pues
frecuentemente causa la muerte de su hospedero (Robbins, 1984). Su identificacion fue inesperada
va que en los recorridos de campo no se detectaron teleomorfos de esta especie y tampoco estaba
incluido en un listado micofloristico de la zona (Colén Téllez, 1987). Al parecer, ocurre
independientemente a F. pinicola, con mucha menor frecuencia y escasa fructificacion, pero su
presencia constituye una amenaza potencial para el arbolado.
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Tabla 1. Cepas aisladas de drboles de Abies religiosa (H.B.K.) Schl. y Cham., con problemas de pudricidn, en ¢l
Ejido Loma Alta, Parque Nacional Nevado de Toluca, Estado de México.

HONGO CEPA ARBOL PROCEDENCIA DEL AISLAMIENTO

F. pinicola NT-1  Arbol 1 Fructificacién en duramen, 4rbol en pie

F. pinicola NT-2 Arbol 1 Fructificacién en duramen, arbol en pie

F. pinicola NT-3 Arbol 1 Madera interna, duramen, érbol en pie

H. annosum  NT-5 Arbol 2 Madera externa, albura, arbol derribado

F. pinicola NT-6A Arbol 3 Fructificaciéon en duramen, tronco caido

F. pinicola NT-6B  Arbol 3 Fructificacién en duramen, tronco caido

F. pinicola NT-6C  Arbol 3 Fructificacién en duramen, tronco caido

F. pinicola NT-7  Arbol 4 Fructificacién en duramen, tocén
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Tabla 2. Reacciones obtenidas con tres métodos para determinar tipo de pudricién en 8 hongos aislades de oyameles
del Parque Nacional Nevado de Toluca, Estado de México, y 2 cepas testigo* de procedencia extranjera.

PRUEBA DE BAVENDAMM

ACIDO ACIDO ACIDO METODO METODO
HONGO GALICO TANICO  TANICO DE ASERRIN TIPO DE
VIEIO VIEIO NUEVO  BADCOCK GUAYACOL  PUDRICION

F. pinicola 1= g --- R Morena
NT-1

F. pinicola - --- —— R P S Morena
NT-2

F. pinicola T2 77- --- - e Morena
NT-3

H. annosum + + 4 ++ + + + F + + + 4+ + 4+ Blanca
NT-5

F. pinicola ] - - -- e Morena
NT-6A

F. pinicola S - - e Morena
INT-6B

F. pinicola --- --- - - e Morena
NT-6C

F. pinicola - o .- e Morena
NT-7

F. pinicola Ll L b R Morena

FPRL-58*

T. versicolor + + + + + + + + + + + ++ 4+ + + Blanca

FPRL-28A*

{=7= Reaccitn positiva; {-)= Ausencia de reaccion; (7)= Reaccion dudosa; (#¥)= No ensayado.
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BCOO GALICO VIEJO ACIDO TANICO VIEJO ACIDG TANICO NUEVO

ANVERSO REVERSO

ANVERSO REVERSO

F PINICOLA
NT-3

. ANNOSUM

£ PINICOLA

£ PINICOLA

£ PINICOLA
NT-7

T VERSICOLOR
FRRL-paA

TESTIGOS

Fig. 1. Método de Bavendamm. Vista de dos repeticiones por variable que muestra comparativamente los resultados
obtenidos a la semana de incubacidn: sin reaccion (-). aislamicntos NT-2, NT-6A, NT-6B. NT-6C v NT-7: reaccion
dudosa (?), aislamientos NT-1 y NT-3; reaccidn positiva (+). aislamiento NT-3 y cepa control FPRL-28A.
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Fig. 2. Método de Badcock. Aspecto de las reacciones de una repeticion por variable a las 7 semanas de incubacion:
reaccidn de pudricién morena (-), aislamientos NT-1, NT-3, NT-GA, NT-6B, NT-6C y NT-7, rcaccion dudosa (?),
aislamicnto NT-2; reaccidn de pudricién blanca (+), aislamiento NT-5 y cepa control FPRL-28A.
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F PINICOL 4
HY-4

F PINICOLA
WT-2

£ FINICOLA
HT-3

N ANNOSUM
NT-8

£ PINICOLA
NT-84

 PiNICOLA
NT-68

 PINICOLA
NT-BC

F PAICTH A
NT-F

F ANICOLA
FERL-98

T VERSICOLOR
FPRL-28A

Fig. 3. Método de Aserrin-guavacol. Panordmica de todas las repeticiones a las 3 semanas de incubacion y después
de aplicado el guayacol: sin reaccion (-), aislamicntos NT-1, NT-2, NT-3, NT-6A, NT-6B, NT-6C, NT-7 y cepa
control FPRL-98, reaccion positiva (+), aislamiento NT-5 y cepa control FPRL-28A.
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