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Los objetivos de esta investigacion fueron el piéicar el numero de micromycetes de
suelo a la identificacion de areas contaminadasialmente urbanas, suburbanas e industriales;
para en una segunda etapa y después de estangéhmnzéiodo, emplearlo en zonas agricolas, en
las cuales se sospeche de un importante deteripar, el constante uso de plaguicidas,

fungicidas, bactericidas, y otros.



Se seleccionaron dos tipos de muestras de suat@sde ella sin ninguna aparente
contaminacion y la otra de zonas cercanas a indsistren las que se apreciaban visualmente
particulas contaminantes.

Con el empleo de diluciones seriadas y el vertiglaca, se cuantificaron las unidades
formadoras de colonias de mohos y levaduras dalgstras de suelo en Agar Sabouraud y Agar
Rosa de Bengala. La incubacion se llevo a cab® grados centigrados durante 10 dias y
paralelamente se comprobo la temperatura de intubamas adecuada, la utilidad del medio
Agar Czapek, el tiempo mas conveniente para |latderesultados, etc.

Con un disefio completamente al azar con arregtoriat; que resulté ser satisfactorio,
se determiné la eficacia de los dos medios deveulji las diferencias en los conteos de
micromycetes de las muestras contaminadas y namamadas.

El nimero de mohos en el suelo de la ciudad déll&al su zona conurbada no
manifiesta una diferencia estadistica cuando lestna esta contaminada o no, lo mismo que los
tipos de medios con los que se tratd de estaralda metodologia. Sin embargo, si se observo
visualmente un mayor crecimiento de mohos en Agouraud, en comparacion con el Agar
Rosa de Bengala, y el Medio Czapek, que no reseltdinguna utilidad en esta investigacion, lo
que se debe a su alto potencial inhibitorio.

Se logro de manera particular el identificaruakgs zonas con probable deterioro
ecoldgico, tanto en las muestras sospechosas, emmas que se pensaban normales o sin
contaminacion. Aunque se detecto que se requeetgd mejor estandarizacion de la técnica, lo
mismo que del control de una gran cantidad dealles, como la profundidad de la toma de
muestra, la época de la colecta, la mejor valaradel analisis estadistico, etc.

El aislamiento y la parcial caracterizacion dgdapas de micromycetes presentes en el
area de estudio se realizd gracias a la observati@noscopica directa y al empleo de

microcultivos.
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ABSTRACT.

MYCROMYCETES IN SOIL AS AN INDICATOR OF POLLUTION A ND
ECOLOGICAL DETERIORATION IN THE METROPOLITAN AREAO  F SALTILLO,
COAHUILA
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The objectives of this investigation were, applythg number of soil micromycetes to the
identification of contaminated areas, initially arfy suburban and industrial secondly and finally
standardize the method, use it in agricultural i@awhich a major deterioration, caused by the

constant use of pesticides, fungicides, bacteri@de others, were suspected.
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Two types of soil samples were selected; one ahthgthout any apparent contamination
and another one from the areas close to industtiese visually pollutants particles were seen.

Using serial dilutions and pour plate method, ogiorming units of molds and yeasts of
the soil’s samples in Sabouraud Agar and Rose Béwga were quantified. The incubation was
carried out at 25 degrees centigrade by 10 dayskodthe most suitable incubation temperature,
the usefulness of the Czapek Agar, and the mosteroant time for reading the results were
evaluated.

With a completely randomized design with factoaalangement, which turned out to be
satisfactory; the effectiveness of the two growtkdm and the differences in the counts of
micromycetes of the contaminated samples and mitinonated ones were determined.

The number of molds on soil en Saltillo City atelgonurbated area, shows no statistical
difference either if the sample is contaminatathat, as well as the types of media with which
we tried to standardize the methodology. Howestanger growth of molds was observed en
Sabouraud Agar, comparing to Rose Bengal Agar gp€k Agar, which turned out not be
useful in this investigation, due to its high inkaoy potential.

We achieved in a particular way, identificationsaime zones with probable ecological
deterioration, either on suspicious samples; omoties that were thought to be normal or without
contamination. Although it was detected that ddveftandardization of the technique is required
as well as the control of a large number of \@es like the depth of sampling, the collection
season, a better validation of the statisticallyais etc.

The isolation and the partial characterizationh& micromycetes strains present in the studied

areas was done by direct microscopic observatidnuamg micro cultures.
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INTRODUCCION

A. Composicion.

El nombre suelo se deriva de la palabra lagotam lo cual significa piso o superficie.

(18)

El suelo es un medio heterogéneo y complejo caititpor minerales, materiales
inorganicos de la corteza terrestte 2 2*Y “como piedras, grava, arena, limo, y arcilla;
materia organica (desechos vegetales y animalgap, aire (oxigeno, CQnitrégeno entre

otros gases) (Figura 1) y organismos vivos conodaro y micro flora y faund® 1% 2% 232527

44)

Foros: aire
[20- 30%)
R Materia organica

0, ] L 105 5%)
7 1 co, G
5 4 Poros: agua
. ™) (20 -30%;
ot \ g0
rm. Fraccion mineral

o - (- 45%)

ghra 1. Esquema general de las fracciones que

qoomen un sueld™



El suelo es un cuerpo natural, no consolidado, Spi€aracteriza por tener capas

4% 2094 dispuestas en una serie de zonas llamadas himizd arreglo de éstos

diferenciale
horizontes en un suelo se conoce como un perffiaada perfil del suelo. Cada horizonte se
caracteriza por tener diferentes propiedades cowlor,ctextura, estructura, espesor y
composicion, ademas de su consistencia y reactaitas estas propiedades son utilizadas para
definir los tipos de horizontes, de los cualesae itlentificado varios: O, A, B, Cy R. (Figura
2). (6,19 25)

La caracteristica de cada horizonte es el resultdelolas adiciones, pérdidas,
transferencias y transformaciones de energia yrraaetravés del tiempo, y cuyo espesor en
cada uno de los horizontes puede variar desde poeometros hasta varios metros de

19, 20y 44)

profundidad!

]_ Estrato supesficial detritos orgénicos, hojas, materia orgénica

Horizonte O parcialmente descomnuesta

Suslo superficial maferia organica parciaimente descompuesta

Horizonte A (fulmius), ralces, arganismos vivos y minarales

Subsueln (zona de acumuiacian) capa mineral donde se aoumian
amcillas, dxidos de hisrm y alvminio, compuestfos himicos v s
cationes lixiviados defl horzonte A

Horizonte B

afectada por procesos pedogenétivos, compuesta por sedimentos y
fragmentos de roca. Presenta acumulacian de sfiice, carbonatos y yesa

Material parenial parciaimente descompueasio (reqolita) zona poco
Horizonte C

. Malerial parental capa compuesta por racas y por fo fank dificif de
Horizonte R ‘ penelrar, excepto por fracturas

Figura 2. Perfil general de un suelo. Elessp, presencia y composicion del

horizonte, varfa en funcion del tipo de sugelas condiciones climaticds”



En general la composicion quimica y estructuradisiel suelo estan determinadas por
el tipo de material geologico del que se origira, Ip cubierta vegetal, por el tiempo en que ha
actuado la meteorizacion, por la topografia y e ¢ambios artificiales resultantes de las
actividades humanas?’®

Debido a la compleja historia geologica de la siigierterrestre que México ocupa, y a
los diferentes factores ambientales, fisiografiaiisnaticos y biologicos, el pais presenta una
gran diversidad de suelos. La clasificacion intetoreal de los suelos, de acuerdo al sistema
FAO/UNESCO/ISRIC (Cuadro 1), divide a los suelosuaiades o categorias de acuerdo a
ciertas caracteristicas generales, como su moifolggcomposicion, con énfasis en las
propiedades que se pueden ver, sentir o medirjparplo, la profundidad, el color, la textura,
la estructura y la composicion quimica; asi consackracteristicas de los horizontes, junto con
el grosor, nimero y naturaleza de las capas, etise factores. Las tres categorias dominantes

en el territorio, en términos de superficie, sanlleptosoles, Regosoles y CalcisofEs.

Cuadro 1. Categoria de suelos encorgraddviéxico de acuerdo a la clasificacion
internacional de los ssaFAO/UNESCO/ISRIC)

Supearfcle oo
Categoria Caracteristicas P . |
Kny'
Leptoscdes Suelos muy delgedos (espeasor <20 o) sobre roca dura 457978 2
Regosales Suslos an formacion a partir de material consolidado (roca madra) 351335 1
Caloisolas Zuelos con alto contenido de caleio (Cali0y) 35E47TE 1
Suelos saturadas de bases, hasta 125 cm. Moy fértiles. —
Feozems Fresentan una superficia oscura 188457
Vertisoles Sueloz con alto contenido de arcilla (=354 hasta -50 cm 1862112
Aronasolos Suslos con alto contenido de arana hasta .. 125 em 121066
Cambieoler Suelos poco desarnllados de color clarg, presentan cambios che 91799
estructurs 0 consistencia por imtermperizacion
I ivisolas Sueloz con arcillez, =aturados en bazes (alte CICT), an cuslguisr 46876
clima, excepto ropical v sublropical
Gleysoles Suelos con saturacion de agua permansente 29297
Afisofes Zuelos con alto contenido de aluminie, s¢lo se encuentran en iy
climas tropicalas v subtropicales
Cfras 98440




B. Funciones.

El suelo al ser un recurso natural de granomapcia, desempefa funciones en la

superficie terrestre como:
1. Reactor natural.

2. Proporcionar un medio para el crecimiento vegétgjtat animal, de microorganismos

y reserva genética.
3. Soporte fisico y de infraestructura.

4. Fuente de materiales no renovalfigs; 2% 23 2733y 449

La capa mas superficial del suelo es la mas ricanemoorganismos, los cuales

intervienen en muchas transformaciones quimictadesi para los cambios geoquimicos y la

18, 31 y 33

fertilidad del suelo. )Para estudiar los organismos de tamafio microscopie

incluyen bacterias, protozoos, virus, ciertas ajgasngos, utilizamos la microbiologfa’ **



C. Organismos presentes en el suelo.

El suelo contiene una gran variedad de organisthég; - 17 31¥ 40

[

Microfauna
Macrofauna
Organismos Algas
vivos del suel

Hongos

Microflora <
Actinomicetos
Bacterias

Macroflora

Enfocandonos a los microorganismos, ellos juegapapel importante al mantener la
fertilidad de los suelos. Elementos esenciales mr&recimiento, tales como oxigeno,
nitrégeno, carbon, azufre y fosforo, son reciclagaslos microorganismos del suefb™** 2
25, 31,35y 39)

A pesar de lo dificil que es estudiar los microoigaos en el suelo, su estado
bioldgico y bioquimico proporciona una idea Utilrganonitorear los cambios que pueden
darse, cuando son sometidos a procesos de contadmr@recuperacion, permiten evaluar la
incidencia de acciones diversas sobre el suelo yn#uencia en su calidad biologica y

bioquimica, al determinar diversas fraccionesnueria organica (en particular de la mas



labil), carbono de biomasa y respiracion basahtgcon pardmetros bioguimicos tales como
actividades enziméticas (oxidoreductasas e hidas}d§ ® % 3 %742

En particular los hongos son organismos generakmagtobios, soportan cambios de
temperatura y pH, son eucaridticos, no vasculages, se reproducen principalmente por
esporas, de reproduccion facultativa asexual y aexton alternancia de generaciones,
generalmente organismos no moviles (except€lygridiomycetes). La unidad de crecimiento
vegetativa puede ser unicelular en levaduras, grepos denominados hifas. Poseen pared
celular, pero a diferencia de las plantas que mieoelulosa, éstos poseen quitina, son
organismos heterdtrofos y se alimentan a partiafigorcion de nutrientes previa digestion,
mediante enzimas extracelulares, una caracterigéicéas membranas de los hongos es la

presencia de ergosterff ¥ "

1. Hongos de suelo.

Los hongos se pueden encontrar en el suelo comeliasiccomo fructificaciones o
como una variedad de esporas inactifds?. En los suelos acidos, la mayor actividad se debe
a hongos del géneRenicilliumy Trichoderma y en los suelos neutros éstos son sustituidos por
Sachybotrys, Botryotichumy Micogone. @

Para conocer algunos de los hongos en el suelarsedcho estudios en una variedad
de muestras, con muchos tipos de vegetacion yreas g@eograficas diferentes (Figura 3). Se
han estudiado suelos de bosques de coniferas, Stpid® caducos, de matorral, de turbera,
pradera, recientemente helados, de desiertacéies, manglares, dunas de arena, pantanos
salinos, arenas de playa fangosas, y cultivaig$’®
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Figura 3. Mapa de suelos del mundo

Algunos de los géneros mas comunes de hongos eagosten diferentes tipos de
suelo sonAspergillus, Mucor, Penicillium, Trichoderma, Zygorrhynchus, Cladosporium,

Alternaria,  Rhizopus, Fusarium,  Verticillium, — Cephalosporium,  Acrostalagmus,



Scopulariopsis, Botrytis, Achyla, Mortierella, Pythium, Chaetomium, Saprolegnia y

Monosporium entre otros, asi como micelios estériles y levaglfrah *> 18y %)

2. Antecedentes de estudio de los mohos de suel

Los hongos que se encuentran en el suelo han siddizdos a lo largo del tiempo, he
aqui en breve las aportaciones realizadas pococa p que son de utilidad para nuestro

conocimiento acerca de ellos:

« 1858.- Kuhn demostrd que la putrefaccion del tdédas patatas se debia a la infeccion
deRhizoctonia solana.

« 1885.- Frank dio el nombre de “micorriza” al rgarumpuesto de hongos y raices de
las Cupuliferas.

« 1886.- Adametz aisld por primera vez hongos desue

« 1902.- Oudemans y Koning identificaron 45 espeaies hongos al pulverizar
fragmentos de materia organica extraidos del seel@gua estéril e inoculando en
placas de agar o gelatina sin purificar.

* 1904.- Hiltner describié como la superficie deraises estaba colonizada por bacterias
y acufié el término rizosfera para denominar el me@n de suelo influenciado
inmediatamente por las raices

« 1907-1910.- Hagem estudio los mucorales en sueltodgega.

« 1908.- Lendner estudio los Mucorales en Suiza.

« 1912-1914.- Dale aislo alrededor de 100 hongosidiws arenosos, con yesos, turbas y
tierras negras en Inglaterra.

« 1911.- Beckwith investigé algunos suelos “con léeemedad del trigo” de Dakota del

Norte.



1912.- Jensen estudio la flora de hongos de vaue®s en los EE.UU.

1916.- Waksman suscitd la cuestion de si el suedoet hogar de una microflora
indigena, o simplemente un lugar de descanso parsporas de los hongos que flotan
en la atmosfera.

1929.- Inicio de investigaciones de la influencealds vegetales superiores sobre los
microorganismos del suelo.

1949.- Chesters advirtio que hasta el momento arecée se ha obtenido un esquema
muy desdibujado de la actuacion de los hongos.

1958.- Cooke considera que el suelo ha sido estodmas que cualquier otro
ecosistema.

1959.- Harley infiere que la condicion micorriza encuentra en algunos vegetales
superiores; al menos parece algo muy normal eméréaherégamas.

1960.- Harley dice que el término de hongos decsoeltiene significado preciso, se

aplica a la serie heterogénea de hongos que sempaislar del suelo”
3. Estructuras de los mohos de suelo

Las especies de los hongos que viven en el suelmstables por su diversidad de

formas, de un grupo heterogéneo compuesto porediies familias y ordenes, varian mucho en

su tamafio y en la complejidad de sus ciclos biotigyiLas estructuras de los hongos que se

encuentran en el suelo se obtienen por examenesstipicos de portaobjetos en contacto

con el suelo y de restos de lavados de raicesgigales, entre las que podemos observar:

Hifas.- Pueden ser de ficomicetes no tabicadas, talscdelgadas o anchas, hialinas,
de color oscuro, 0 coloreadas, con conexiones oecgpalmes de los cuales se sabe

muy poco acerca de ellas, pues su vida es muy.cBetsabe que las hifas que se



10

encuentran sobre residuos tienen mas tiempo dequiedas que estan en las particulas

minerales o atravesando los espacios aéreos del sue

Rizomorfas.- También llamadas bandas de micelio, son muyleswen el suelo, y se
desarrollan tipicamente cuando un micelio estéi@melo sobre la superficie, son mas
desarrolladas por los Basidiomicetes, aunque tambgforman algunos Ascomicetes

0 Hifomicetes.

Vesiculas- No germinan en medio de agar y se encuentramenimero comparativo

menor cuando se usan métodos como tamizado, fotgoparticion para demostrar su
presencia; son esféricas, cilindricas, o de fomegular; entre 100-800u de didmetro,
normalmente tienen paredes gruesas, contienen muggoulos de aceite y tienen un

color de amarillo palido a negro cuando maduran.

Clamidosporas- Esporas vegetativas en descanso con una pagedsada a menudo
oscura, pueden encontrarse en los conidios o eggiofaros, no son faciles de detectar

sin tincién en un examen Microscopico.

Esclerota- Hifas intimamente entrelazadas que pierderosud original por lo que
las células individuales se vuelven globosas eelstmente unidas, es aqui en donde
se acumulan reservas alimenticias y pueden gernlingctamente por formacion de

hifas en el mismo suelo, sobre las partes extarnstro de los tejidos vegetales.

Esporas- Hay de formacion asexual y sexual. Los hongoslycen gran variedad de
esporas y muchas especies pueden dar lugar a méstg®. No se sabe mucho sobre
la longevidad de las esporas pero es probable gye tina gran variabilidad en su

supervivencia.
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Fructificaciones.- Varian en tamafio y en complejidad, las hay desuedioforos
hasta a esporéfords! 2

4. Algunos substratos para el crecimiento de mohat suelo.

Todos los hongos dependen de sustancias organarassp crecimiento: Raices,
residuos vegetales, semillas, substratos animakass mismas estructuras.
Es importante también considerar los factores deirmiento para que su efecto no sea

nulo, algunos de ellos pueden ser: pH, temperaturagdad, presencia de oxigeno y nutrientes
necesarios™

5. Distribucion de los hongos de suelo.

La abundancia de la actividad fisiologica de ladlfingica varia mucho en el espacio
y en el tiempo, dentro del limite de un area. Fast@omo materia organica, pH, fertilizantes
organicos, temperatura, posicion en el perfil a&én del afio, influyen de manera notoria, por
ejemplo en el otofio y en el florecimiento de lar@vera hay un aumento en la poblacion de
hongos debido al incremento de materia orgamisgonible por la alta composicion de la
vegetacion, se consideran como los factores quei@onan la existencia y distribucion de los
hongos por su heterotrofismo.

Otro factor importante es el agua, pero de modorguexista competitividad por el
oxigeno, por tal motivo también es importante l@agion, ya que los hongos son organismos
oxibioticos y se deduce que su crecimiento es mendos horizontes inferiores, los limites de

profundidad difieren segtn el tipo de suelo, aleadp su maximo en los arenosos y organicos
y suminimo en limosos y aridds. %Y%)
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6. Factores que afectan el crecimiento de los mahde suelo.

Desde el punto de vista fisiologico existen algufaxtores que también afectan el

crecimiento de los mohos en el suelo como:

a.-Propagulos de los hongos en el suelo.
« Micostasis.
« Letargo de esporas.
b.-Germinacion de esporas.
c.-Crecimiento de las hifas.
d.-Tipos de crecimiento de los hongos en el suelo.
« Mohos.
« Basidiomicetes y Ascomicetes macroscopicos.
e.-Esporulacion.
 Desarrollo de fructificaciones.
« Dispersion de esporas.
f.-Destruccion de las estructuras de los hongos.
« Lisis.
« Parasitismo.

Predacion®

7. Técnicas para el estudio de los hongos de suel

El estudio de los hongos incluye diversos métodwa [a obtencion de informacion, la

valoracion de su conocimiento actual depende em gaste de la comprension de las técnicas
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por las que se obtuvo la informacion. El suelo mpgaracion de otros habitats es dificil de
estudiar por el gran nimero de microorganismesemtes, de los ciclos bioldgicos de los
hongos y la naturaleza compleja del suélo.

Una de las necesidades para un estudio ecologidasdarganismos del suelo es que
los métodos de estudio deben distinguir entreridsiduos que son activos vegetativamente y
juegan un papel en los procesos del suelo y aguglie existen en una forma de letargo o
inactivos, como esporas u otros propagulos. Muat®dos métodos usados no dan ésta
informacion.® Y9

En general hay dos formas diferentes de estudsahémgos del suelo. La primera es
mediante examen microscopico, ya sea del sueltgdsubstratos, o de los materiales, tales
como un vidrio o nylon, después de haberlos sitiat@l suelo; la segunda es mediante el
aislamiento de los organismos, ya sea directament®ediante técnicas de cultivo. Cada

método tiene sus ventajas y desventajds) %

a.- Métodos de observacion directa.

Inicialmente se hicieron estudios con un microszoge iluminacion normal, y las
observaciones eran limitadas a las superficiesukdb expuestas natural o artificialmente, esto
proporcionaba informacion no dada anteriorment®r p otros métodos, sin  embargo
otros investigadores usaron como métoddrasladar bloques de suelo con superficies

3Y12) Este método consiste en:

expuestas recientemente para examinarlas en eatafio. !

« Secciones de sueloSe preparaban secciones de suelo.

1. Usaban material plastico termolabil para prepaacisnes de suelo.
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Impregnaban el suelo con agar para cortarlo, enmgipaina parte con
solucion acuosa caliente con un 2% de agar, elaiiyaendurecerlo en alcohol
y cortar en laminas finas.

Adaptaron técnicas geologicas para cortar las rosapregnando resina
sintética y una preparacion final de los cortebaj@ndolos, esmerilandolos y
puliéndolos.

Enfriar el suelo a -10°C e infiltrarlo con gelatipae se fija luego en formalina
y tratndolo después con &cido hidrofludrico pasalder los granos de arena

antes de preparar los cortes.

Estos métodos se utilizan para el estudio de lasomiganismos en sus relaciones

naturales con la estructura del su&fo.

Tincion del suelo- Podria advertirse que es una técnica que tiartbspreciar
las particulas de suelo mas pesadas, con las quBosiwrganismos estan

asociados, para ello se basa en:

1. Tefiir suspensiones de suelo, preparando una infudgo suelo (1: 9) en

gelatina diluida (0,015%) y extender 0,1 mL de épteparado en un
portaobjetos, tifiendo con rosa bengala o eritrosina

Suspender suelo en agar al 1.5% disuelto y ewfriatuar una gota de ésta
suspension en un hematocitometro afiadiendo rapitemen portaobjeto,
permitir que se seque Yy luego se tifie con anilmd #&endlica y montar de

manera permanente.

Los metodos de tincion permiten ver y contar lgganismos, pero su relacion con la

estructura del suelo en general se pigfde?
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« Técnicas del portaobjetos o del enterramiente Método de observacion

todavia predominante.

1. Presionar un portaobjetos limpio contra una superfde suelo
recientemente expuesta, de tal manera que lascylagiy las
colonias microbianas se adhieran a €l, se res@tjiie para ver los
microorganismos tal como se encontraban en el saglcese
momento.

2. El' mismo método anterior pero embadurnando losapbyjétos con
nitrocelulosa, aclarandolo hasta una consistenprapsada con
acetato de amilo para ayudar a la retencion delossebre el
portaobjetos.

3. En lugar del portaobjetos de vidrio se pueden eatenallas de
nylon en el suelo, el tejido se extrae y se estaractividad de los

hongos contando el nimero de hifas por malla.

 Cajas de observacionExiste otro metodo de observacion el cual usa:

1. Portaobjetos y cubreobjetos, pueden incorporarseparte lateral
de una caja que contiene suelo, haciendo un exam@nscopico

a gran aumento con luz reflejada.

Este método es conocido como cajas de observdeid@lservacion directa tiene la
desventaja de que la mayoria de los micelios queeseen el suelo o sobre los portaobjetos
carecen de fructificaciones y por lo tanto no seden identificar, a comparacion de los
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métodos microscdpicos que proporcionan informasidore la localizacion y la forma de los

hongos en el suelo.

b.- Métodos de aislamiento.

Se han usado métodos de aislamiento para estudar leongos en el suelo, porque
éstos, en general, permiten la identificacion de doganismos. Muchos de las técnicas de
aislamientos, son metodos indirectos y es difisdverar si los hongos que crecen sobre las
placas proceden de micelios activos o de esporastivas. Algunos de ellos se pueden

enumerar a continuaciof?

« Método de dilucion del suelo en placas Metodo de aislamiento mas

ampliamente usado y clasico que consiste en:

1. Agitar una cantidad conocida de suelo en aguaiksibteniendo
luego una serie progresiva de diluciones y de onaas de éstas
diluciones, situar muestras de 1mL en placas de #ispersando
con agar disuelto pero enfriado. Para evitar etionento de
bacterias y actinomicetes se puede ajustar el meegibl 4.0 con
algun acido como sulfdrico, lactico, bérico o fasfo, tambien se
usa rosa de bengala, 0 éste Gltimo combinado can @&ptona-
dextrosa 0 con algin antibidtico como estreptoraicio

aureomicina.

2. Distribuir 1 mL de solucion de suelo sobre laestipie de agar
solidificada, 2 a 3 dias después de que las plstasieran llenas;

se obtienen mas colonias que incorporando la ditude suelo en
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el momento de llenar las placas, especialmenteresepcia de

estreptomicina y de rosa de bengala.

Mediante el método de dilucion del suelo en plasaspuede obtener el
numero de colonias por gramo de suelo seco, asb cgenpueden aislar
especies para la recopilacion de listas. A pesaogieomentarios en cuanto a
que éste método es de poco valor para estimatiladac de los hongos en
el suelo, ha sido de gran ayuda Yy, si se consideemtamente sus conocidas
limitaciones, es un medio muy Otil para investigagrtos aspectos de la

micologfa del sueld® 114214

« Método de placas de suelEste método fue ideado después de que se
observo que en las placas de dilucion se desechahas hongos con el

residuo; esto también evita la preparacion de @sieb blanco para ello.

1. Se dispersa una pequefia cantidad de suelo soboelgaala lamina de
medio de agar en una placa de aislamiento, posteside se analiza
por microscopia y para obtener un alto nimero den@s por gramo

se diluye el suelo con arena esteéril.

La principal ventaja de las placas de suelo essilifreparacion, ya que
incorporan toda la muestra, al combinarlos con o®edelectivos, u otros
procedimientos de aislamiento selectivo, puedendsemayor utilidad que las

placas de dilucion.

* Los métodos de inoculacion directa y de desecacidiel suelo- Estos
métodos tienen mas significancia historica que timac fueron ideados
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para saber que hongos estan presentes en el sim micelios y para

llevarlo a cabo:

1. Se trasladan terrones de suelo de 1 cm. de dignsetboe placas
esteériles con solucion de agar de Czapek, despeiéacdbar a
22°C durante 24 horas, se extraian los extremdagdhifas, para

distinguir entre micelios de hongos y esporas euelo.*? >

« Las técnicas de inmersion La mas antigua es la técnica del portaobjetos

o0 del enterramiento, usandose:

1. Los tubos de inmersion, los cuales son tubos dgovidn cuatro a
seis capilares envaginados, dispuestos en esjiads con agar
nutritivo; se extrae una columna de suelo en elpcagnse inserta
en su lugar un tubo de inmersion, después de iestorce dias se
extrae y se aislan los hongos de él sacando unemnel de la
longitud del tubo que luego se corta en partes spusitian en

placas.

2. Las placas de inmersion, que consisten en un fetas de vidrio
cubiertos por agar que se incluyen en agua destdadina caja de
“Perspex”, con una tapadera que tiene 10 agujespaceados para
permitir la entrada de los hongos, después de ufodeme de
enterramiento en el suelo, las placas se extraeaxaminan y se

transfieren los hongos crecidos a agar con dextfegmtata.
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Estas técnicas dependen mucho de la capacidads dedisiduos para
competir con éxito con otros miembros de la poblaalel suelo, asi como
crecer en las profundidades del medio lo suficraetge lejos como para ser

aislados en el corazdén del medio.

« Métodos para desmenuzar el suelo Existen varios métodos para
fraccionar o desmenuzar el suelo, normalmente eticpias de varios

tamafios o de uno solo.

1. Al extraer las esporas de hongos, de las particutss finas del
suelo ya sea por cribado, sedimentacion, centiidga o
impactacion, se pueden usar series de cajas delolapara
fraccionar el suelo en particulas de diferentesafeos o porciones
pulverizadas, que se pasan a través de un discalweinio
perforado y se apretaron sobre medio de agar, mustente se
dispersa el suelo uniformemente en 400 unidadagud# tamafo
por disco.

Se ha encontrado que éste método permite obtendeaso mas
reproducibles de algunas especies que los que dabanacas de dilucion de

suelo.®v?

« Aislamiento de raices y restas Las raices y los restos grandes,
constituyen los substratos principales para losgbsren el suelo, para
estudiar su presencia y actividad hay que congiderarecimiento sobre, y
en estos substratos.
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1. Para estudiar particularmente los hongos slabseperficie de
las raices se usan técnicas de lavado con agrd gsgembradas en agar,
aungue es mejor mantenerlas en una camara humbim esterilizando la
superficie de las raices con cloruro de mercuatgrrandolas durante dos
a cuatro semanas en arena humeda esterilizadajégesp examinan las
raices, y buscar estructuras en reposo o rep@sade distintos hongos,

aislandose para posteriores estudibg’ *

« Métodos selectivos Se emplean una serie de métodos selectivos para
aislar hongos del suelo, éstos son utiles cuanslmiganismos presentes

estan en bajo nimero.

1.- Se usan para aislar ciertas especies comggrapk Pythium y
otros mohos de agua de semillas de cafiamo, traztalld en trigo negro
maduro para aisld®hizoctonia solani del suelo, ramitas de rosa como cebo
para aislarChalaropsis thielavioides, discos de zanahoria para aislar
Thielaviopsis basicola, inoculando manzanas con suelo para aislar
Phytophthora cinnamomi, hojas de pifia parB. cinnamomi y de limones

paraP. parasiticay P. citrophthora, pelo para dermatofitos etc.

Algunos investigadores hacen uso de huéspedes nwdm selectivo para el

aislamiento de patogenos que crecen en el suelo.

« Medios selectivos Al igual que para bacterias se han hecho estyshoa

encontrar algin medio selectivo para hongos yaaditar su aislamiento.
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1.- Existen sustancias que inhiben o favorecenredimiento de los
hongos. Hay especies que toleran bien los grup@nps de antibiéticos, otras
a los taninos o empleando PCNBo4ienil fenol. Cada especie se desarrolla

dando sus caracteristicas de acuerdo al medicegifavorece.

Al disponer de un metodo selectivo, podria ser seoe reconsiderar
los procedimientos actuales de aislamiento. Peraegeeriria asegurar Si
alguna forma del hongo (espora estructura en desamicelio) se inhibe por

las sustancias selectivas que se empf&ah? %

D. Contaminacién de suelos.

La contaminacion del medio ambiente significa déamoente la introduccion de un
cambio perjudicial en los elementos particularemtiés ™

Hasta cierto punto, las actividades biologicasod®s los organismos producen alguna
contaminacion del medio ambiente por desechos, glehombre, con su tecnologia moderna
aumenta su contribucion en varios érdenes de magft %Y *¥

En la naturaleza, los organismos que integranedbgucon ayuda del arrastre del agua
y de las corrientes de aire, impiden la acumuladércontaminantes organicos e inorganicos.
Cuando estos ciclos resultan trastornados por wnatra razon, nos encontramos frente a
un problema importante de contaminacid? provocando que en el suelo se pueda
disminuir la materia orgénica, la pérdida de estma; erosion, etc., desarrollandose suelos
4cidos, salinos y sédicos, y ser contaminadosresiduos de pesticidas y metales pesdifs.
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1. Tipos y fuentes de contaminacion de suelos.

La contaminacion de suelos por la presencia detegeaxicos como hidrocarburos,
plaguicidas y metales pesados constituye un prabkembiental de primer orden.
Los contaminantes de suelo se pueden clasifictesmgrupos:
-Bioldgicos.
-Fisicos.

-Quimicos.

Las fuentes de contaminacion de suelos son:
-Residuos urbanos.
-Residuos rurales.

-Residuos industrialéé? %

2. El uso de microorganismos.

El panorama actual no es tan desalentador, yase€ueienta con novedosas técnicas
para la recuperacion de suelos degradados porrnomateion. El uso de los microorganismos,
constituye una estrategia potencialmente viableigémente no solo la investigacion se limita a
la identificacion de aquellos microorganismos, sine se dirigen a incrementar la tasa de
degradacion de compuestos toxicos, mejoramientétigende microorganismos para que se
adapten a ambientes extremos y desarrollo de dttesetécnicas biocorrectivas alternativas

para la recuperacion de suelos degraddtfod? *
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3. Indicadores de contaminacion.

Algunos microorganismos pueden ser utilizados conaticadores en un ambiente
especifico que se ha contaminado, las especies debeonfiables y facilmente identificables,
aplicable a todos los tipos del suelo y localizae® geogréficas, los indicadores
microbiologicos ideales deben de reflejar no sol#mela presencia o ausencia de
contaminacion de un tipo especifico, sino integretambién los niveles de dicha
contaminacion y sus fluctuaciones periodicas, learanrganismos usados como indicadores
de contaminacion del suelo deben de estar ausdetesedio especifico (suelo) a menos que
éste haya sido contaminado y generalmente son masmde la flora nativa del suelo y

responder a los cambidé*- %% )

4. Accion de los mohos en el suelo con respectia @ontaminacion.

La capacidad de los hongos para transformar una gegiedad de compuestos
organicos Y llevarlos hasta G® H,O ofrece un potencial indiscutible para su utiligacen
procesos de tratamiento de contaminaciones. E®n@at radica fundamentalmente en las
caracteristicas de su sistema enzimatico y enggaraso crecimiento, que les permite a través
de su micelio, colonizar diferentes sustratos yedec a los compuestos que constituyen las
contaminaciones mas frecuentes de los suelos,dogos tienen una capacidad muy notable
para acumular metales pesados como: Cadmio, aolreprio, plomo y zinc; tienen capacidad
eficiente como secuestradores de is6topos radiscpara descontaminar zonas afectadas con

accidentes nucleares.
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Los hongos al no poseer clorofila, deben obten&adiono por medio de moléculas
preformadas, como hexosas, pentosas, disacaridong almidon, celulosa, hemicelulosa,
grasas Y lignina, de ahi que disponen de capacdativantes para degradar la lignina, un
polimero polifendlico heterogéneo, asi como muahés compuestos organicéfs® 18 2 22
2. 28y3) aAdemés sus hifas al morir, por accion de baasesbn transformadas en sustancias
mucilaginosas (tiles como cementantes de sueld®dramicos. El nitrégeno lo obtienen del
amoniaco Y nitrato, sirviéndoles también las prasj acidos nucléicos u otros compuestos
organicos completo§ 2V

La micorriza es una simbiosis que se establece ettededor de 5000 especies de
hongos y mas del 90% de la especies de plantaslaess, |a principal estructura que actua es
el micelio externo por su funcion de reciclaje dérientes en el ecosistema. La importancia de
las micorrizas es que ayudan al establecimientarogepcion de aquellas plantas que se
encuentran en suelos poco productivos, como lostaafes por la desertificacion, la
contaminacion por metales pesados o la salinizagi@ermiten frenar su erosion. Las plantas
micorrizadas inmovilizan los metales en la raizidrgndo que pasen a la parte aérea de la
planta.(g' 15, 17, 18, 25, 31, 33, 34, 36, 37, 39 y 44)

El tratamiento biologico de suelos se ve muy fasidie con la aplicacion de hongos
(Tabla 1), ya que los sistemas sélidos sustentzam dii crecimiento de €stos microorganismos,
al producir complejos enzimaticos capaces de oxidampuestos complejos?

Los pardmetros criticos a considerar en un trat@mieiologico son: Tipo y
concentracion de contaminante, numero de micro@uars, cantidad de nutrientes, aireacion,

condiciones macroambientales, presencia de infésdy biodisponibilidad del contaminante.
(14)



Tabla 1. Microorganismos usados endmoadacione

é4, 23, 38,43y 46)
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Hongo

Hidrocarburos

Pesticidas

Hg

Metales pesados

Se

As

Acremonium

Alternaria

Aspergillus

Aureobasidium

Beauveria

Botrytis

Candida

Chrisosporium

Cladosporium

Cochlobolus

Cylindrocarpon

Debaryomyces

Fusarium

Geotrichum

Glicladium

XX X[ X[ X| X| X| X| X| X| X| X| X

Glomerella

Graphium

Humicola

Monilia

Mortierella

x| X| X| X

Mucor

Paecelomyces

Penicillium

Rhizobium

Rhizoctonia

Rhodotorula

Saccharomyces

Spicardia

Tolypocladium

Trichoderma

Verticillium

x| X X[ X| X| X
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E. Biorremediacion de suelos.

La biorremediacion es el uso de microorganismos pagradar agentes toxicos y
desechos peligrosos, que surge como un tratampemgola restauracion de suelos acuiferos y
subsuelos contaminadds 23" 42743

Los procesos de biorremediacion pueden ser llevadeaho por plantas, animales y
microorganismos.

Se puede llevar a cabo por organismos autdctonexogenos, en condiciones

aerdbicas o anaerébicas y realizarsstu o ex situ, Y *)

1. Procesos de hiorremediacion.

-Biomineralizacion.- Completa destruccion de los contaminantes ocg&ny reducirlos a sus

constituyentes minerales basicos.

-Biotransformacion.- Degradacion parcial de los contaminantes orgénformando otras

sustancias quimicas menos complejas.

-Biovolatilizacion.- Las bacterias y hongos pueden volatilizar metaier adicion del grupo

metilo, que hace al metal muy volatil.

-Cometabolismo- Habilidad de las bacterias de romper un contam@con la adicion de un

sustrato primarig® 4 18¥ %2
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2. Tipos de tecnologias de biorremediacion de sasl

-Bioaumentacion.- Adicion de microorganismos al sitio contaminado rzi@ la poblacion

autoctona carece de capacidad degradadora.

-Bioestimulacidon.- Adicion de estimulantes en la actividad microbianddctona como co-

sustratos o aceptores de electrones para la degiadmoxica.

-Bioventeo.-Introduccion de oxigeno a traves del suelo patenakdr la poblacion microbiana

netamente aerobia.

-Composteo.-El material contaminado es colocado sobre la sigierel terreno en forma de
pilas que se cubren para crear condiciones terasofieriodicamente se mezcla para favorecer

la aceleracion

-Biocultivo.- Tratamiento en fase solida que generalmente seaea sitios confinados para

retener los lixiviados que se forman.

-Biosorcion- Uso de microorganismos con afinidad para absorbetales bajo ciertas

condiciones, generalmente se aplica en fase ligfiitfa??? *®
3. Ventajas de las tecnologias de biorremediacion.
Son seguras, econémicas y mas rapigdas algunos tratamientos fisicoquimicos,

serian mas economicos si se usara la poblaciostant) no se generan desechos despues del
tratamiento ya que son degradados los contamingrsteliminan costos de transportacfan
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En México las tecnologias mas wiias por empresas autorizadas para remediar
suelos contaminados por diferentes tipos de contamtes incluyen las bioldgicas
(biorremediacion, con 48%), siendo las mas utikzaél composteo y la biolabranza, con

menor uso el lavado de suelos, la oxidacion quimieaseparacion fisica.
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I JUSTIFICACION

La sociedad cada dia valora mas la coasgm del suelo, aire, agua, etc., por lo que es
de primordial importancia el conocer perfectamefgetotalidad de las interrelaciones
simbidticas de dichos medios, como un paso primabrgara el restablecimiento de los
equilibrios ecoloégicos. El uso indiscriminado defetkntes contaminantes productos de
actividades agricolas, industriales y citadinassostentables ha alterado estos susceptibles
equilibrios, de los cuales los hongos forman partg,estos son afectados a pesar de ser de los
individuos mas adaptables, es ldgico suponer pesigaiente que también lo seran los demas
seres vivos, como los vegetales, animales y humdo®suales sufrirdn un gran deterioro en
su salud.

Los hongos son un grupo diverso de osyaos que se localizan en todos los climas de
la tierra, aunque prefieren medios himedos y deléeny junto con las bacterias son los
causantes de la descomposicion de toda la mategémioa, ya que la mayoria no son muy
exigentes para su crecimiento, por lo que podeeme®ntrarlos en casi cualquier sustrato
suficiente en carbono, nitrégeno, etc.

Al contaminarse el suelo ya sea de maaecalental o voluntaria con diversos agentes
como petroleo, plaguicidas, plasticos, materg@oica, papel, vidrio, substancias quimicas,
radioactivas, basura no biodegradable, fertilesnetc. se modifican perceptiblemente o no
una serie de sus propiedades fisicas, quimi¢asigldgicas, lo que es mas frecuente en las
ciudades, en campos agricolas muy tecnificadogpeas industriales, lugares cercanos a las
descargas de deshechos, etc. Como consecuenegtodese producen malos olores y gases
toxicos, por procesos como la putrefaccion, feraanoh, pudricion, etc. Como es ldgico la
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microflora y microfauna del suelo se ve afectadasennimero y tipo, lo que puede ser
empleado como un indice de contaminacion por dbgerproductos, cuando esto sea
convenientemente estandarizado.

Es de primordial importancia no destnuestro medio ambiente y el crear métodos de
deteccion que determinen los tipos y cantidadescdetaminantes, nos indiquen las
modificaciones y las repercusiones a corto, mediatargo plazo, para crear estrategias que
controlen estos cambios, sin embargo aunque esexigencia que las empresas y los
gobiernos se den a la tarea de realizar anglisspuedan aplicarse, lo hacen de manera muy
ocasional, 0 solo en casos criticos, lo que se defelaboriosidad y a sus elevados costos.

Las técnicas que predominan, entre atoaslas de tipo quimico y bioguimico, como
cromatografia de gases, en columna, capa finacesfilgometria y biologia molecular. No
obstante se requiere de la adaptacion de métodmséores faciles de realizar y econdmicos,
que nos proporcionen una idea del tipo y del glgloontaminacion y de sus repercusiones.

Actualmente se empleaEscherichia coli y a Clostridium sp. como indicadores de
contaminacion fecal, y a otras bacterias o micraoignos de importancia sanitaria para
detectar el deterioro de los alimentos. Asi miseimumero de bacterias u hongos nos brinda
una idea muy aproximada de la manipulacion de sogetipos de muestras. Sin embargo, la
contaminacion industrial y agropecuaria de los aigl del agua por agentes quimicos,
solventes, metales, macromoléculas, etc.; no héidec la adecuada atencion de las
autoridades ecoldgicas en la mayoria de las cigdagi®blaciones rurales.

En esta investigacion se pretende imphéaneuna metodologia para detectar o inferir
sobre la presencia de contaminantes en suelo emfudel crecimiento fingico, ya que a los
hongos no solo podemos cuantificarlos e identiiisarsino que trataremos de emplearlos
como un indice de contaminacion, o para detectarstis sustancias. Lo anterior no se ha
realizado por la falta de investigacion en la edaizacion de la técnica, por la determinacion
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de diversos factores que la afectan, y a que nieais@nalizado convenientemente las variables
implicadas.

Esperamos que el presente trabajo inerEmies estudios ecoldgicos y nos alerte en
problemas preventivos de salud, medioambientakiales en relacion con las méas obvias y

frecuentes fuentes de contaminacion y de sus 8esgo
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Il OBJETIVOS

A.- Determinar la relacion entre el nimero de omaycetos filamentosos y el
deterioro ecoldgico del suelo y si esto puede s&de como un indicador de
contaminacion o de la calidad del suelo.

B.- Evaluar la eficacia de los medios de cultigaraSabouraud y agar rosa de bengala
para detectar diferencias en las poblaciones deomicetos filamentosos en suelos

naturales y contaminados.

| HIPOTESIS

A.-El nimero de hongos microscopicos filamentosra ssignificativamente diferente
en las muestras de suelo contaminadas y no, pmuwdcel método a realizarse podra

usarse como un indice de deterioro ecoldgico.

B.- Los medios de cultivo empleados para microrgdilamentosos mostraran una

diferencia significativa en cuanto a su numerolagrmuestras de suelo contaminado o
no, por lo que el agar Sabouraud o el agar rosaedgala podran emplearse en la
estandarizacion del método de estudio.
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V METODOLOGIA

Muestreo:

» Tomar muestras (100 gr aprox.) de lugares estaiggianto de suelo sin probable
contaminacion, como también de las que se sospiEhm importante deterioro
ecoldgico, sin reciente manipulacion, ni basuratras tipos de deshechos.

» Eleccion de 18 lugares estratégicos en el arealtidosy zonas conurbadas, las
que se marcaron con los nimeros del 1-18. De lmanimanera se eligieron 6
zonas con probable contaminacion industrial, masawbn las letras de la A-F y

de cada una de ellas se tomaron 3 muestras, coiustsa en la figura No. 4.
» Considerar de manea importante las condicione®stezilidad o higiene, ya que
las muestras pueden ser contaminadas por airelossne caracteristicos de la

region, desechos industriales, basura del hordeshechos de animales y otros.

» Reportar las condiciones locales, como tipo de teegen, humedad, color general

del suelo de colecta, etc.

» Fecha de colecta: Febrero del 2007

» Comparar color, textura, consistencia, apariert@,de las muestras de suelo.
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Sitios de Recoleccion:

18 muestras de suelo sin aparente contaminacidtiyeesas regiones del area
de Saltillo y zonas conurbadas de Coahuila, déulpares que a continuacion

se enuncian y como se muestra en el mapa de iafigu 4

John Deer.

Cd. Deportiva.

Colonia Universidad.

Carretera a los Gonzalez y Valdéz Sanchez.
Colonia Bella Vista.

Parque las Maravillas.

Isidro Lopez y Nazario Ortiz G.

Cerro del Pueblo.

e @ e g H e R

Arroyo Fundadores (Fundadores y Morelos).
10- Alameda Central.

11- Carretera a Torre0n.

12- Vitromex.

13- Pemex

14- Poblado Los Gonzalez.

15- Arroyo La Guayulera.

16- La Nogalera.

17-Lomas del Pedregal.

18- Bella Union.
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Se tomaron 18 muestras de suelo A, B, C, D, Een fres series (1, 2y 3),
con probable contaminacion, de cada zona industrialocurando que estas

reflejen las actividades propias del lugar y quede mas cercanas posibles:

.- Kimberly Clark (Industria de proceso de papel).

- Rastro Municipal de Saltillo.

.- De Acero.

A

B

C.- Gist ( Fersinsa)
D

E.- Pemex.

F

- Zincamex.
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MUESTRAS NO
CONTAMINADAS

MUESTRAS

CONTAMINADAS

LOMAS DE LOURDES{

3

4

Figura No. 4: Mapa con la ubicacion de los lugate muestreo.



37

Caracteristicas de las muestrastas caracteristicas de las muestras de sueloakadeen el

apendice No. (1)

Aislamiento, conteo e identificacion;

Los medios en placa se emplean principalmente phreonteo, aislamiento y la
identificacion de los hongos, aunque representayorea riesgos en cuanto a su manipulacion
y son mas faciles de contaminar, pero ninguna cwuldn de los diversos tipos de medios
de cultivo (enriquecidos, diferenciales o selaxgjvnos daré la informacion de todos los
microorganismos presentes en la muestra, ya qubida se deben de considerar los
diferentes factores medioambientales que afectapdalaciones, el tiempo de incubacion, la
manipulacion de la muestra, los criterios de contéas interrelaciones ecoldgicas, de ahi la
importancia de la estandarizacion de los métodosaiteo e identificacion, lo que nos
permitird una mejor valoracion de nuestros prapss

Pesar 0.5 grs. de la muestra en una balanza granaya hacer diluciones seriadas de
10" hasta 18 en solucién salina isoténica, para lo cual seuspetas y material estéril.
Afiadir 1 ml de la dilucion IDen una caja de petri y se hace lo mismo codilasiones
104y 10°,

Posteriormente preparar agar Sabouraud, agar €kape agar rosa de bengala,
esterilizar en el matraz Earlenmayer y cuandalsanza una temperatura de cerca de 50°
centigrados se vacia sobre las cajas de petrcoutenen las muestras anteriores, se agita

suavemente en forma de 8 y dejar solidificar.
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Incubar en posicion invertida a 25° centigradogeyificar el crecimiento a los 9 - 10
dias. Posteriormente se realiza un conteo totédgleolonias filamentosas y levaduriformes y
para la captura de resultados se emplea una tmja & incluida en el apéndice No. (6 ).

Capturar la morfologia macroscopica.

Se realiza un aislamiento en tubos con agar Sabéunglinados (en pico de flauta),
para posteriormente llevar a cabo de manera adadaadaracterizacion de la morfologia

microscopica de la siguiente manera:

» Preparacion de montajes semipermanentes (OMD) @rdazlgodon y lactofenol
(Medio de Aman).

» En caso necesario se llevan a cabo microcultivasiocse detalla en el apéndice
No. (3).

» Se toman las principales caracteristicas morfol&ymicroscopicas.

» La identificacion de los hongos aislados se basatebutos morfoldgicos que se
obtienen mediante observaciones directas, enomiltivos 0 en preparaciones
con cinta adhesiva. Las caracteristicas mas comdigmempleadas son las

siguientes:

« Las caracteristicas del crecimiento “in vivo” que @btiene gracias a una

observacion microscopica directa.
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 La morfologia macroscopica del cultivo en cada dados medios de cultivo

empleados: Apariencia, textura, color, tamafio, gogida, etc. Apéndices No.
(6y9)

 La morfologia microscopica: Tipo de aparato repobaly taloconidias, células

reproductoras, tipo de hifas, modificaciones saaéf etc.
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Vi RESULTADOS

Se obtiene un cuadro de concentracion de resultdeldas 18 muestras de suelo no
contaminado como se puede constatar en apéndae(5N de lo anterior se obtuvo que los
tipos de hongos, con pocas excepciones no muegtam diversidad en las areas de
muestreos, aunque si de manera general al comp@samuestras naturales y las
contaminadas. En la Tabla No. 2 se presentarefstados de los 18 conteos de las muestras
de suelo que se obtuvieron en cada uno de losniegos de cultivo, y se debe de hacer notar
que el crecimiento en Agar Czapek fue mucho meneren los otros dos medios, por lo que
no resultd ser adecuado para esta investigaciose encontrd ademas que no hay una
diferencia significativa en cuanto al nimero derornicetos filamentosos entre el agar

Sabouraud y el agar Rosa de Bengala.

Tabla No. 2 Resultados de los conteos de las muastde suelo no contaminadas en tres medios de

cultivo.

Muestra A. Sabouraud A. Rosa de Bengala A. Czapek
1 80000 3900 4700
2 40000 11200 9400
3 570000 700 100
4 470000 5400 2800
5 50000 30000 0
6 50000 30000 2700
7 2000 900 0
8 30000 200 0
9 230000 30000 200
10 2000 1300 0
11 1200 6500 0
12 270000 30000 30000
13 90000 90000 50000
14 6800 6400 4500
15 38000000 16000000 290000
16 2900 2600 4500
17 12000 23000 0
18 3100 900 0
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Al revisar “a priori” estos resultados en la Tablo. 2 y la Grafica No. 1 se observa
claramente que los conteos directos en los mefdidsgar Sabouraud y Agar Rosa de Bengala

no seran facilmente analizados, por lo que se dodersus Ln.

Conteos en 3 medios de cultivo
40000000 —e— Muestra
¢ 30000000
@ A
+ 20000000 - /\ +s ) -d
S 10000000 ahourau
0 R A. Rosa de
RAAAAAAAA LA LA LA AL
Bengala
1 4 7 10 13 16 A
Muestras Csapek |

Grafica No. 1 Comparativde conteos de las muestras de suelo no

contaminadas en tres medide cultivo.

En estas tablas 2, 4,5y 6 se le afiade al eradb de cada columna el medio de
cultivoy lo siguiente, segun el caso:

al = Muestras no Contaminadas

a2 = Muestras Contaminadas

b1 = Agar Sabouraud

b2 = Agar Rosa de Bengala

albl: alb2 : a2bl: a2b2
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Con lo anterior se pretende facilitar la poemsion de los resultados en el
analisis estadistico.

En la Tabla No. 3y la Gréfica No.2 ya es posiblglizar un andlisis mas objetivo de
los resultados de las 18 muestras de suelo narmamdas en los 3 medios de cultivo y se
confirma lo que se obtuvo con el Agar Czapek, &l oo muestra ser adecuado para los

conteos, aunque probablemente sea el mejor parsl@niento particular de algunos mohos.

Tabla No. 3 Ln de los conteos de las muestras sigelo no contaminadas (al) en tres medios de

cultivo (b1, b2 y Agar Czapek).

albl al b2
Muestra A. Sabouraud Agar Rosa de Bengala. A. Czake
1 11.28978191 8.268731832 8.455317788
2 10.59663473 9.323669057 9.148464968
3 10.95080655 6.551080335 4,605170186
4 10.75790288 8.594154233 7.937374696
5 10.81977828 10.30895266 0
6 10.819778 10.30895266 7.901007052
7 7.60090246 6.802394763 0
8 10.30895266 5.298317367 0
9 12.34583459 10.30895266 5.298317367
10 7.6009025 7.170119543 0
11 7.090076836 8.779557456 0
12 12.50617724 10.30895266 10.30895266
13 11.40756495 11.40756495 10.81977828
14 8.824677891 8.764053269 8.411832676
15 17.45309672 16.58809928 12.5776362
16 7.972466016 7.863266724 8.411832676
17 9.392661929 10.04324949 0
18 8.03915739 6.802394763 0
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La muestra de suelo no contaminddéehe el mas alto nimero de mohos, tanto en
Agar Sabouraud (Figura No. 5), como en Agar Ros@eiegala (Figura No. 6), lo que se

comprueba en todas las tablas y gréficas.

Figura No. 5: 15AS4 Figura No. 6: 15ARB6

Ln De Conteos en tres medios de
cultivo

—— A.
Sabouraud

—m—A. Rosa de
Bengala

A.
Csapek

Ln de conteos

0’_1_1_1_77_!'\7_!'\'!_!_!_!_!_!'\'

1 3 5 7 9 11 13 15 17

Muestras

Grafica No. 2 Comgaivo del Ln de conteos de las 18 muestras

no contaminadas are¢ medios de cultivo.
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Se obtuvo un cuadro de concentrad®nlatos que se obtuvieron en las muestras de
suelo con probable contaminacion, el que se iectkomo apéndice No. (4) y del que surgid

lo siguiente:

En la Tabla No. 4 y la Grafica.l8o se presentan los resultados de las 18 muestras
de suelo contaminado en Agar Sabouraud y Agar Beddengala, cada letra con un numero
diferente representa la proximidad con la fuergecdntaminacion, y lo mismo que las
anteriores es muy dificil realizar un anélisisecto por lo que se transforman estos

resultados a sus Ln correspondientes en la Tbl& y en la Gréfica No. 4 .

Tabla No. 4 Conteos de las 18 muestras de suelo

contaminasl en dos medios de cultivo.

Agar Agar Rosa de
Muestras Sabouraud Bengala.

Al 650000 750000
A2 85000 200
A3 1200000 3000000
Bl 0 700
B2 190000 450000
B3 120000 12000
Cl 23000 220000
C2 1000 1400
C3 1500 400
D1 1000 500
D2 500 4800
D3 200 500
El 2700 2500
E2 840000 3000000
E3 9600 13000
F1 30000 300
F2 340000 30000
F3 2800000 980000
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Los resultados que se obtienen de las muestrasigle a diversas distancias de la
fuente de contaminacion (Al, A2 y A3; lo mismo qlas demas) no presentan diferencias

homogéneas entre si, contra todo lo esperadopmprd esto no se analizo separadamente.

Se debe de resaltar que el andlisis de los rdssltale las muestras de suelo
contaminado no es factible de manera directa, @ouk tambien es este caso y en todos los
subsecuentes fue necesaria la conversion emloydl facilitd enormemente la obtencion de

conclusiones.
Conteos en dos medios de cultivo
4000000
@ 3000000 -
o —— A. Sabouraud
£ 2000000 -
o —=— A. Rosa de Bengala
O 1000000 -
0 _|

= M N 4 M N A MmN
<< om0 OO0 Wwuw

Muestras de suelos
contaminados

Grafica No. 3 Comparativo de conteos de muestraie suelo contaminado en dos medios de cultivo.
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En la Tabla No. 5y la Gréfica 4 no hay una rdifeia marcada entre los conteos que
se obtienen en el Agar Sabouraud Yy el Agar Res&ehgala, por lo que sera necesario
compararlos en el analisis estadistico, sin egthes importante recalcar los resultados de las
muestras B1 (Figura No. 14) en Agar Sabouraudbpjus:

Tabla No. 5 Ln de conteos de muestras de suelo

contaminadas dos medios de cultivo.

a2 bl a2 h2
Muestras Agar Sabouraud | Agar Rosa de Bengala

Al 13.38472764 13.52782849
A2 11.35040654 5.298317367
A3 13.99783211 14.91412285
Bl 0 6.551080335

B2 12.15477935 13.01700286
B3 11.69524702 9.392661929
Cl 10.04324949 12.30138283
C2 6.907755279 7.244227516
C3 7.313220387 5.991464547
D1 6.907755279 6.214608098
D2 6.214608098 8.476371197
D3 5.298317367 6.214608098
El 7.901007052 7.824046011
E2 13.64115717 14.91412285
E3 9.169518377 9.472704636
F1 10.30895266 5.703782475
F2 12.7367009 10.30895266
F3 14.84512998 13.79530785
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Figura No. 14: B1AS6

Ln de conteos en dos medios de

cultivo
(7]
g 20
c 15
S 10 —e— A. Sabouraud
v 5
2 0
< —s— A Rosade
‘?ﬁ\/ Q> O O'» R Bengala

Muestras contaminadas

Grafica No. 4 Comparativo deride conteos de muestras de suelo

contaminadas en dos medios de cultivo.
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En A3 (Fig. No. 7y 8), E2 (Fig. No. 9y 10) y F3g. No. 11y 12) los conteos son

muy altos, en los dos medios de cultivo.

Figura No. 11: F3AS2 Figura No. 12: F3ARB?
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En A2ARB (Fig. No. 13), D3AS (Fig. No. 15) y F1AR®ig. No. 16) los conteos
resultaron moderadamente bajos, por lo que se dederconsiderar  estudios y andlisis

posteriores.

Figura No. 13: A2ARB2

——

Figura No. 15: D3A82' )
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Los resultados en los dos medios de cultivo satabge consistentes y se encuentran
casi todos dentro de un rango mas o menos estrpohdg que su andlisis estadistico sera

determinante para emitir las consecuentes conclesio

Tabla No. 6 Ln de conteos de muestras de
suelantaminado y no contamindo en

agar Sabouraud.

albl a2 bl
No Cont.Agar M.Cont. Agar
Sabouraud Sabouraud
11.28978191 13.38472764
10.59663473 11.35040654
10.95080655 13.99783211
10.75790288 0
10.81977828 12.15477935
10.819778 11.69524702
7.60090246 10.04324949
10.30895266 6.907755279
12.34583459 7.313220387
7.6009025 6.907755279
7.090076836 6.214608098
12.50617724 5.298317367
11.40756495 7.901007052
8.824677891 13.64115717
17.45309672 9.169518377
7.972466016 10.30895266
9.392661929 12.7367009
8.03915739 14.84512998
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La Tabla No. 6 y la Grafica No. 5 confamel resultado alto de la muestra 15, lo mismo
que las A3, E2 y F3; mientras que la B1, A2, D3lyrésultan con conteos muy bajos, o que

es ratificando por las Tablas No. 5y No. 7, ylpsrGraficas No. 4y No. 6.

Ln de conteos en A. Sabouraud de
muestras No Contaminadas y
Contaminadas

s 20

g 15 —— No

8 10 Cont.A.

) Sabouraud

S 5 V

5 0 =T rr T T T T T T T T T M C t A

.Cont.A.

1 4 7 10 13 16 Sabouraud

Muestras

Grafica No. £omparativo de Ln de muestras de suelo

contaminadas y no contaminadas en Agar Sal@ud.

Las muestras no contaminadas mantienen regulémannimero elevado en sus
conteos (Particularmente la 15), los que casi awun bajos en las muestras en estudio.
Mientras que las contaminadas tienen una graagiar, con conteos muy altos y muy bajos,

los que nos indican serias sospechas que justiicalisis mas minuciosos.
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TablaNo. 7 Ln de conteo de muestras de
suedm Agar Rosa de Bengala.

al b2 a2 b2
No. Cont. Agar Rosa de| Cont. Agar Rosa de
Bengala Bengala
8.268731832 13.52782849
9.323669057 5.298317367
6.551080335 14.91412285
8.594154233 6.551080335
10.30895266 13.01700286
10.30895266 9.392661929
6.802394763 12.30138283
5.298317367 7.244227516
10.30895266 5.991464547
7170119543 6.214608098
8.779557456 8.476371197
10.30895266 6.214608098
11.40756495 7.824046011
8.764053269 14.91412285
16.58809928 9.472704636
7.863266724 5.703782475
10.04324949 10.30895266
6.802394763 13.79530785

En la Tabla No. 7 y la Gréfica No. 6 con los Ln ldg conteos en el agar Rosa de
Bengala de las muestras de suelo contaminadaggmaminadas se confirman los resultados
de la Tabla No. 6 y la Grafica No. 5.
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Ln de conteos en A.Rosa de Bengalade
muestras Contaminadas y No
Contaminadas

20
9 —e— No. Cont. A
@ 15 Rosa de
C
8 10| Bengala
o —=— Cont.A. Rosa
'g 5 - de Bengala
-

0 rrrrrrrrr T T T T T T T

1 3 57 911131517

Muestras

Grafica No. 6 Compativo de Ln de conteos de muestras
de suelo contaminadaso contaminadas en agar Rosa de

Bengala.

Se obtuvo una gran cantidad de hongos filamentwso®scopicos, cuya observacion
se facilitd con el método de microcultivo, y algande ellos presentan un gran potencial
antagonico, lo que determina que los tipos de cepasse cuentan 0 se aislan sean muy
restringidas, aunque su identificacion y carazé@ion sea muy valiosa desde los puntos de

vista ecoldgico, farmacéutico, industrial, etc.

Se observa que los siguientes factores limitanipel ¥ el numero de los hongos
filamentosos microscopicos en diversas muestrasue: Estacion del afio, temperatura,
profundidad de la toma de muestra, desarrollcadadtodologia, tipos de medios de cultivo,

tipo de incubacion (Temperatura y tiempo), clinta, e
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Vil CONCLUSIONES

Los conteos de micromycetos filamentosos en suetural y con probable

contaminacion no presentaron una diferencia sigatifra en su nimero, por lo que con
esto se concluye que no puede emplearse como ioe ithel contaminacion de suelo, y
lo mismo ocurrié en los medios de cultivo Agar @ataud y Agar Rosa de Bengala,

mientras que el Agar Czapek fué el menos efeciara psta investigacion.

No existe una relacion entre la distancia de |atiigle contaminacion y la poblacion
de micromycetos filamentosos en las tres muestasidlo contaminado, en cada uno

de 5 de los sitios de colecta, porlo que esswio un analisis individual.

Los conteos marcadamente altos 0 bajos nos indaceancluir que existe algun

problema ecoldgico en suelo del area de estudio.

El crecimiento de levaduras y bacterias fue mayor l& muestras de suelo

contaminado, al compararlas con las muestras dé satural.
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IX APENDICES

Apéndice No. (1)

Caracteristicas de las muestras de suelo:

1.-Muestra arenosa + zacate o pasto + malvayr café claro con muy poca cantidad

de materia organica.

2.-Se tomo bajo los pinos; tiene una gran cantdadanateria organica; color café

obscuro; seca y muy rica en cuanto a nutrientes.

3.- Debajo de pasto seco; color café claro en ona erosionada.

4.-Tierra seca, con pasto y hierba seca alrededtan, café claro, sin humedad.

5.-Tierra amarilla, color café, con algo de matasrganica, seca, a la sombra de

arboles ornamentales.

6.-Tierra con materia organica, humeda, a la od#ehuerto de nogales y matorrales

espinosos.

7.- Bajo pinos, tierra roja-negro-naranja y congoantidad de materia organica.
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8.- En el cerro del pueblo, terreno pedregoso airemadora + zacate+ espinosos, de

color amarillo- café, poca cantidad de materia oiggy Seco.

9.-Tierra color rojo-naranja, bajo una planta Sive, poca cantidad de materia

organica, en el lecho de un arroyo seco.

10.- Tierra con poca humedad, color café oscureg poateria organica, bajo un fresno

de aproximadamente 5 metros de altura.

11.- Bajo un huizache, con mucha materia orgarios, color café muy obscuro, se

observa estiércol de animales en las cercania®) de liebre, etc.

12.- Tierra rojiza- café, al pie de un maguey, hdaeon deslaves, se observa labor
agricola antigua y viento constante. Existen matesry un poco de pasto.

13.- Tierra con gran cantidad de materia orgamiessa de cactaceas, de color oscuro,

Seco, efc.

14.- Terreno pedregoso, color café oscuro, excret@asconejo, al pie de una

gobernadora, etc.

15.- Tierra negra, con una gran cantidad de mabeganica, bajo un pirul, con relativa

humedad.

16.- Tierra de pasto, con poca humedad, excrenugntonejo.
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17.- Tierra negra, con mucha materia organica, bajmatorral, sitio pedregoso.

18.- Ladera de cerro, terreno pedregoso, muestnada al pie de una ufia de gato,

poca humedad, viento leve, sin pasto, pero conrgablera, cactus, maguey, etc.

A. Suelo color amarillo de zona semidesértica, coatiema gran cantidad de
deshechos de una industria de papel cuyo colawdseleste o blancos.

B. Suelo color negro con una gran cantidad de mateganica procedente de la
descomposicion de desechos animales, ademéas epeds fétidos y peligrosos.

C. Tierra color amarilla-parda tomada de los limdesuna industria farmaceutica.

D. Suelo que contiene una gran cantidad de residuoscem, por lo que en sus
alrededores no existe casi vegetacion.

E. Suelo color café claro que se obtuvo en los limiesompaiiia de lubricantes y
combustibles.

F. Tierra amarillo-ocre, con poca materia organica;@ele un zona industrial.



Apéndice No. (2)

al = Muestras no Contaminadas

a2 = Muestras Contaminadas
bl = Agar Sabouraud

b2 = Agar Rosa de Bengala
albl: alb2 ; a2bl; a2b2

Andlisis de Varianza
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FV GL SC CM F P>F
Factor a 1 0.728027 0.728027 0.0767 0.779
Factor b 1 10.881836 10.881836 1.1472 0.288

Interaccion 1 7.078613 7.078613 0.7462 0.605
Error 68 645.034668 9.485804
Total 71 663.723145
C.V.= 31.8%
Tablas de Medias del Factor a
Factor a Media
1 9.785269
2 9.584249
Tablas de Medias del Factor b
Factor b Media
1 10.073543
2 9.295973
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Tabla de Medias de Tratamientos ab

Factor b
Factor a 1 2 Media
1 10.4876 9.0829 0.7853
2 9.6595 9.5090 9.5842
Media 10.0735 9.2960 0.6848
F. Tabla F. Tabla
F 0.05 0.01
a 0.0767 4.01 7.05
b 1.1472 4.01 7.05
1 0.7462 4.01 7.05

NS= No significativo.

Si F (Estadistico de prueba) es mayor que Falle (Estadistico de comparacion) se rechaza

la hipotesis inicial. Por lo tanto no se re@mZas hipétesis iniciales:

Tipo de muestra: El crecimiento de los hongos gealign las muestras contaminadas y en las
no contaminadas.

Tipos de medios: El crecimiento de los hongos aslign el Agar Sabouraud y en el Agar

Rosa de Bengala



Apendice No ( 3)

Cuadro de concentracion de resultados de las 18 nsims de suelo no contaminado.

Muestra AS2 |AS4 | AS6 | ARB2 | ARB4 | ARB6 | ACK2 | ACK4 | ACK6
1 *? 8M 2M 39M | 2M () 47M () ()
1L 1L 381 3L
2 *? aM - |4M 112M | 2M () 94M () ()
3L 3L
3 57M  |4M () ™ 2M () 1M () ()
30L |4L 24L
4 47TM | 5L () 54M 1M () 28M () ()
35L 25L
5 *? 5M 2M >300M |50M |5M () 1M ()
>300L 17L
6 68M |5M 4? >300M | 3M 2M 27TM M ()
5L 15L
7 20M SEA () |9 () () (-) (-) (-)
8 *? 3M 2? 2M ™ 4M () () ()
1L 18L 8L
9 >300M|23M | 4M >300M | 16M | 4M 2M () ()
10 20M | 1M () 13M 2M () () () ()
1L 10L 1? 1?
11 12M | 7™ 2M 65M () () () 4M ()
12 >300M|27M | 6M >300M |45M | 4M >300M | 27M 3M
>300L
13 *? oM 2M *? oM 5M 5M () ()
8L
14 68M | 7M () 64M 3M 1M 45M () ()
3L 3L 5L
15 *? *? 2M *? *? 16M  |>300M | 29M 6M
4L
16 *? M |3M 26M 3M 2M 45MyL |(-) ()
30L 3L
17 120M | 7M 6M 230M | 5M 4M () () ()
150 |3L 4L
18 3IM |22M | 7TM oM 2M 1M () () ()
25L  [15L |25L




Apéndice No. (4)

Cuadro de concentracion de resultados de las 18 mstras de suelo contaminado.

Muestra | AS2 AS4 AS6 ARB2 | ARB4 | ARB6

Al >300M 65M 25M >300M | 75M 14M
>300L >300L  |>300L 67L 10L

A2 45M 85M 12M 20M 5M M
>300L >300L | 160L >300L  |2L 1L

A3 >300M 120M 180M >>300M  |>300M | 190M
>300L >300L | 200L >300L  |>300L  |20L

Bl M? (-) (-) ™ () (-)
>>300L  [>300 >300 L

B2 >300M | 19M 15M >>300M | 45M M
>>300L  [>300L | 230L >>300L |8l 6L

B3 15M 12M ™ 120M 27M 15M
>>300L  [>300L  |>300L 180L 15L 4L

C1 230M 45M 24M >300M | 22M M
L? L? L? 271 10L oL

2 10M? M M 14M M M

180L 48L oL

C3 15M ) M M M )
62L 11L oL

D1 10M () (-) M (-) (-)
190L 8L oL

D2 M? M () 48M M ()
L? 97L 68L 37L

D3 2M M M 5M () B
123L AL oL 70L AL ()

E1 27M am? () 25M M ()
>300L 7717 11L 8L

E2 M? 84M 27M >>300M  |>300M | 75M
L? L? L? >300L  |80L 251

E3 96M 13M 12M 130M 12M M
L? 153L?  [120L? 87L 8L 3L

F1 M? 2M? M? M () )
L? 10L 30L

F2 M? 34M M? >300M | 4M M
L? >300L  |L? 120L 1L

F3 >300M | 280M 32M >300M | 98M 42M
>300L g5L >300L >300L | 75L 35L
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Apéndice No. (5)

Imagenes de la morfologia microscopica.
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Apéndice No (6)

« Formato para toma de resultados de conteos

Muestra No. Fecha de colecta Fecha del andlisis
Conteo:
Agar Sabouraud Agar Rosa de Bengala Agar Csapek
10° 10° 10°
10°* 10° 10°
10° 10° 10°

« Formato para concentrar datos de conteos de muessale suelo no contaminadas.

Muestra  |AS2 | AS4 | AS6 | ARBZ2 | ARB4 | ARB6 | ACK2 | ACK4 | ACK6

O NOO|OTB|W|IN|-




« Formato para concentrar datos de conteos de muessade suelo contaminado.

Muestra

AS2 AS4

AS6

ARB2

ARB4 ARB6

Al

A2

A3

Bl

B2

B3

Cl

C2

C3

D1

D2

D3

El

E2

E3

Fl1

F2

F3

« Formato para la concentracion de la morfologia maascopica
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M-M-D

Muestra
Medio
Dilucién

Colonia-Color

Aspecto

Tamafio

Otras caracteristicas.

« Formato para la concentracion de la morfologia miaoscopica.

M-M-D-C

Hifas Célula (s) rep.

Aparato rep.

Otrag &4 Género.

M=Muestra M=Medio D=Dilucion C=Colonia
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Apéndice No. (7)

Microcultivo:

Es un método que permite analizar convenientemknisorfologia microscopica.
En los casos en los que ni los preparados poredjagion, ni los con cinta adhesiva permiten
una identificacion u observacion precisa 0 cuars#o desean obtener preparaciones
semipermanentes para estudios adicionales, senieda la técnica de microcultivo o de
cultivo en portaobjetos. Aunque es algo tediosaedpn obtenerse preparaciones de alta
calidad, en las cuales las estructuras y dispomeiae las esporas se encuentran conservadas

de manera adecuada.

El examen microscopico nos permite descubrir ksueturas flngicas, lo que nos
sirve par al identificacion o determinacion del anigmo. Muchas veces la observacion
directa no es adecuada o suficiente para laifti@eion del hongo, pues tenemos que han
sido alteradas en el manejo, de ahi la importami@adominar la técnica de microcultivo, que
nos sirve para observar intactas y a intervalgsilages la mayor parte de las estructuras
vegetativas Yy reproductoras de los hongos filaosers, por lo que se considera como un

requisito casi indispensable para su caractetipaci
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El microcultivo se puede emplear adempara lo siguiente:

* Identificacion taxondmica de hongos.

« Estudios de ontogenia de las conidias.

* Obtencion de material para microfotografia.

« Elaboracion de preparaciones semipermanentes.
 Apoyo para identificacion diferencial.

 Control de cepas de colecciones de hongos.

Una de las principales caracteristicas de los loegda pigmentacion, el color de las
estructuras es muy variable y va desde el blarastatel negro, pasando por una amplia gama
de colores. Las estructuras pigmentadas son fagdediferenciar, no asi las hialinas que a
veces requieren de un método de tincion para puizkarvarse.

Los metodos de tincion para hongos son de gradadil pero deben de emplearse con
precaucion, ya que pueden conducir a errores. loéécmas de colorante forman en ocasiones
precipitados 0 agregados que parecen estructighdares auténticas, pero que son

formaciones completamente artificiales induciges el mismo colorante.

Método para el microcultivo

1. En condiciones de esterilidad, acomode convenaiogrete el portaobjetos (de 76
X 22 mm) Y el cubreobjetos (de 22x 22 mm) sohme varilla de vidrio doblada
en forma de “V" (caballete), en la caja de Pe#iiD cm de diametro para el

microcultivo. Se esteriliza el material durantendiutos a 15 libras de presion.
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Figura No. 17 Material que se requiere para el miocultivo.

. Se prepara una caja de petri con el medio seleadmifAgar Sabouraud, Agar
Czapek 0 Agar rosa de bengala), con la espatulzecgemtemente flameada corte
cuadros de la caja de agar de aproximadamenteergio tdel ancho de su
cubreobjetos (aprox. 5 mm) y coléquelos sobrpogtachjetos en la caja para

microcultivo.

Figura No. 18 Colocacion del agar en el portaobjet del microcultivo.
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3. Inocule su espécimen con el asa recta en loscclatos del agar haciendo una

leve puncion.

Figura No. 19 Siembra de la cepa en el microcultivo

4. Cologue el cubreobijetos estéril sobre el cuadragde ya sembrado.

Figura No. 20 Colocacion del cubreobjetos sobre giedio sembrado.
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5. Agregue glicerol al 10 % hasta que se distribuyaveaientemente en el fondo de
la caja, pero sin que llegue a tocar el portaobjet que se encuentra sobre la

varilla de vidrio.

Figura No. 21 Adicion del glicerol estéril en ehicrocultivo.

6. Incube a temperatura ambiente por 9 — 10 diasif{séer el crecimiento a los 14
dias).

7. Sise requiere afiada mas glicerol al 10% pararelitdesecacion.

8. Agregue 3-5ml de formaldehido para inactivaraido.

9. Tome un portaobjetos limpio y coloque una gotaueéa de medio de Aman.

10. Con una pinzas cologue el cubreobjetos del mictiwcusobre el portaobjetos con
el medio de Aman.

11. Observe en 10x y 40x.

12.Si la observacion no es satisfactoria haga otrbzatdo el portaobjetos del
microcultivo, eliminando previamente el exceso gara

13. Sellar las preparaciones con esmalte para ufiasspaeente, procurando

posteriormente no empalmarlas.
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Apéndice No. (8)

Preparacion y formulacion de medios de cultivo y ractivos.

Agua de dilucion al 1 %

1. En un matraz Erlenmeyer se colocaron 10 gNafél y se aford con agua destilada
a 1000 ml.

2. Se llenaron 140 tubos con 4.5 ml de esta aga@agplocaron en autoclave para ser
esterilizados a 121 °C durante 20 minutos.

Medio de Aman o azul de algodon y lactofenol:

Tiene la ventaja de que casi nunca da lugar acrma o turgencia de las células
fungicas, ya que no se evapora, de tal maneraicg&maneja con cuidado las preparaciones

son muy duraderas.

Es una de las soluciones mas empleadas en micgpagéala tincion de diversas
estructuras como micelio, conidias, aparato reyrtmt, etc. Se emplea para hacer
preparaciones semipermanentes a partir de matevil que pueden permanecer en buenas

condiciones por meses Y afios.
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Esta compuesto por lo siguiente:

Azul de algoddn de anilina (o floxina)-------—---- 0.05¢
GliCErOl-----mmrmmmmmmme oo 40 m|
FENOI----m-mmmremmm e 20 ml
Ac. Lactico ~--20 ml
Agua destilada--------============nnnnmmmmmmmmmmreeenee 20 ml

Hidroxido de potasio:

Se utiliza con mucha frecuencia en micologia cowlacgdn aclarante para
examenes directos. La solucion se prepara al 10#tque esto puede modificarse

dependiendo de las caracteristicas de la muestra.

Agar Glucosado de Sabouraud:

El agar Sabouraud dextrosa, modificado de Emmonstiene un 2% de
glucosa y es ligeramente &cido (pH = 6.9), se denaicomo el medio estandar para
recuperar y mantener una amplia variedad de hongoemas de para observar la
morfologia tipica de los hongos, pero no es el medeal de crecimiento o para

estudiar la esporulacion.
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Es el medio mas dtil, y su férmula es la siguiente

Glucosa 40 g
Agar--- 35¢
Peptona---- 10¢g
Agua destilada 1000 ml

El pHsellevaa5.5

Medio de Czapek:

Se utiliza para estimular las caracteristicas elifelales de algunos géneros y
especies, ademas de auxiliar la filamentacion des ot

Agar Rosa de Bengala:

Tiene una composicion similar a la del Agar Sabadyaolo que se le afiaden
0.2 grs. por litro del colorante rosa de bengalasual inhibe el crecimiento de las
bacterias y retarda el crecimiento de los hongos @ que facilita el aislamiento, la

cuantificacion y la caracterizacion de la morfologiacroscopica.
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Descripcion de la morfologia macroscopica de las T8uestras de suelo no contaminado.

M-M-D | Colonia-Color Aspecto Tamafio Otras caracteristicas.
1AS2 « Blancacon |Algodonosa. |Invadié toda la
puntos negros. caja.
+  Centro rosa
1AS4 periferia Algodonosa. |5-10cm Envés amarillo.
blanca.
« Verdesde
diversos tonos,
« Blancas.
« Blanca.
Con poco desarrollo.
«  Blanca. Cremosaso |1-3cm
mucoides.
1AS6 Filamentosa Centro muy blanco y la
algodonosa. periferia difusa.
1ARB2 « Verdesde Compactaso |0.3-1.3cm Algunas blancas por el poco
diversos tonos| polvosas. desarrollo.
« Blancas.
1ARB4 Compactas  |0.3-0.7cm Convexas.
+  Gris - blanca. | filamentosas
+  Rojas. Algodonosa Convexas.
filamentosa.
Levaduri- 0.3cm Cremosas.
formes.
1ARB6 (-)
1ACK2 « Verde oscuro. | Filamentosa 0.5 cm Periferia gris, envés negro y
compacta. con poco desarrollo.
1ACK4 (-)

1ACKS (-)
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M-M-D | Colonia-Color Aspecto Tamafio Otras caracteristicas.
2AS2 Blanco — gris. | Algodonosas Muy invasivas. Mucho
Blancas. crecimiento de otros mohos
Verde. muy heterogéneos.
2AS4 Polvosa. 2-35cm Periferia blanca amarillenta y
blanca. Filamentosa
Blanca. polvosa.
Polvosa - 1-15cm Muy convexa.
Blanca. cqmpacta.
Verde oscro. Filamentosa |1.5-2.5cm Mas o menos plana.
2AS6 Polvosa 15-25cm Convexa. Todas las demas
filamentosa. tienen muy poco desarrollo.
2ARB2 Verde de Polvosas 05-3cm Algunas con surcos radiantes,

diversos tonos,| compactas. inicialmente blancas y
convexas. Muy pocas
algodonosas o filamentosas.

Blancas. Convexas.

2ARB4 Compactasy |05-1cm
polvosas.
2ARB6 (-)
2ACK2 Verde claro. | Algodonosa. Periferia blanca.

Blancas. Con menos desarrollo que las
anteriores. Existe mucha
homogeinidad colonial.

2ACK4 (-)

2ACK6 ()
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M-M-D | Colonia-Color Aspecto Tamafio Otras caracteristicas.
3AS2 * Blanca a beige| Algodonosa 3-7cm Concava y con envés amarillo-
+  Blanca-gris. naranja.
¢ Verdes Filamentosa. |2-4cm Muy abundantes.
diversos. Polvosas. Dif. tamafios | Muy abundantes.
« Verde claro, .
periferia Polvosa - Dif. tamafios
blanca y envés| compacta.
amarillo.
3AS4 + Blanca
Filamentosa. 2-25cm Con surcos radiantes.
3AS6 (-)
3ARB2 « Blanca Filamentosa- |1-1.5cm
compacta.
«  Gris-beige Cerebriforme ~ [0.5-1cm Seca y adherente al medio.
Rugosa. Adherida al medio.
«  Gris-café claro
3ARB4 Filamentosa- |<0.5cm
compacta.
3ARB6 (-)
3ACK2 + Blanca. Filamentosa <lcm
3ACK4 (-)

3ACK6 ()
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M-M-D | Colonia-Color Aspecto Tamafio Otras caracteristicas.
4AS2 + Blancas Algodonosas- |0.5-3cm Convexas e inicialmente
filamentosas. cremosas.
4AS4 (-)
4AS6 (-)
4ARB2 « Blanca. Filamentosa |1.5-2cm Convexa, adherente, muy
algodonosa. abundantes.
+  Negra. Rugosa lcm Opaca, concava, con Surcos.
Probable actinomiceto.
Envés negro, convexa.
¢ Verde Filamentosa- |1.5-2cm
Polvosa. Convexa y adherentes.
4ARB4 « Blanca Filamentosa- | 1.5-2 cm
algodonosa
4ARB6(-)
4ACK2 « Blanca Filamentosa, |1-4cm Difusas y muy poco desarrollo.
polvosa. Con periferia blanca, convexa.
¢ Verde Polvosa. 2cm Con periferia menos blanca y
convexa.
¢  Verde Polvosa 0.5-15cm
obscura compacta
4ACK4 (-)

4ACK6 ()
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M-M-D | Colonia-Color Aspecto Tamafio Otras caracteristicas.
5AS2 +  Verde de Polvosas o Diversos. Invaden toda la caja.
diversos tonos| algodonosas.
«  Verde
5AS4 obscura. Algodonosa. |2-5cm Periferia muy clara.
+ Verde.
Filamentosa — Surcos radiantes, agua y
polvosa. esporas, convexa y poco
«  Blanca. elevada.
. Verde. Filamentosa. Convexa y elevada.
5AS6 Filamentosa- Surcos radiantes, agua y
polvosa. esporas, convexa y poco
«  Blanca elevada.
Filamentosa Convexa y elevada.
5 ARB2 +  Diversos tonos| Filamentoso- Invaden todo el medio, Poca
de verde. polvoso. probabilidad de aislamiento.
«  Diversos tonos Poca probabilidad de
5ARB4 de verde. Filamentosos — aislamiento.
¢  Verde. polvosos. Periferia blanca. Muy elevada.
«  Verde. Convexa, con periferia blanca.
5ARB6 Algodonoso. |3-4cm Muy convexa. Envés negro, sin
«  Verde laurel. | Filamentosa- | 1.5-2cm periferia blanca.
polvosa.
Compacta- |15-18cm
polvosa.
5ACK2 (-)
5ACK4 « Verde. Polvosa - 1-2cm Periferia y envés blancos.
compacta.

5ACKG (-)
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M-M-D | Colonia-Color Aspecto Tamafio Otras caracteristicas.
6AS?2 « Blanca. Algodonosa. |2-4cm Convexas.
«  Negra. Filamentosa. |3cm Periferia amarilla- blanca.
« Caféclaroa |Seca-pastosa.
beige. Compactas. Bordes irregulares.
«  Verde- 1-15cm Convexas.
obscura. Algodonosa.
6AS4 +  Blanca. Polvosa. 4-5cm Se torna amarilla.
. Verde- 2-3cm Surcos radiantes.
obscura. Algodonosa. _
« Verde - gris. 2-3cm Surcos radiantes y puntos mas
. verdes.
6AS6 Colonias con poco desarrollo
entre levaduriformes y
filamentosas.
6ARB2 « Verde Polvosas 0 1-35cm Con o sin periferia blanca.
compactas.
e Gris- Muy 4cm Invade rapidamente la caja.
verdosa. Algodonosa.
Muy invasiva. Se encuentra
6ARB4 «  Blanca. Algodonosa. |4-5cm con otras encimadas.
Poco desarrollada.
6ARB6 «  Blanca Algodonosa. {0.51cm
6ACK2 « Verde oscuro.|0.5-15cm. |Polvosa - Periferia blanca y convexa.
« Blanco - compacta.
6ACK4 verde. 1-2cm. Algodonosa. Invasiva y convexa.

BACKS ()
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M-M-D | Colonia-Color Aspecto Tamafio Otras caracteristicas.
TAS2 *  Negra. Algodonosa. | Extendida en
media caja.
+ Blanca - Algodonosa. | 5c¢m
beige.
«  Verdes en Polvosas — Crecimiento muy heterogeneo.
diferentes algodonosas.
tonos. Periferia blanca.
TAS4 ¢ Verde - Polvosa. 25-3cm
oscura. Convexa.
«  Blanca. Algodonosa. |2 cm
. Beige. Filamentosa- |2.5-3cm
algodonosa
7AS6 (-)
7ARB2 « Verde - Algodonosa. | 2cm
oscuro.
« Verde claro. |Polvosa - 0.5cm Periferia blanca.
compacta.
+ Blanca. Compactas. |[0.3cm Con poco desarrollo.
7TARBA4 (-
7ARBS (-
TACK2 (-

7TACK4
7ACK6
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M-M-D | Colonia-Color Aspecto Tamafio Otras caracteristicas.
8AS2 + Blanco - gris. |Algodonosa  |2.5-4.5¢cm Muy invasivas. Aparecen otras
colonias blancas de mohos
*  Blanco - gris muy heterogeneas.
8AS4 « Blanca Filamentosa |3-4cm
« Blancas. algodonosa.
Filamentosa |0.2-0.3cm Con poco desarrollo.
8AS6 Con poco desarrolloy con
apariencia de levadura- moho.
8ARB2 + Blanca. Filamentosa |1 cm Con surcos radiantes y
compacta. convexa.
« Blanca. Filamentosa [<1cm Poco desarrollada.
8ARB4 « Blanca. <0.4cm Incluidas en el medio.
8ARB6 «  Blanca. Compactas. |0.3-0.6.cm Convexas. Existen otras
colonias incluidas en el medio.
8ACK2 (-)
8ACK4 (-)

8ACKS ()




91

h

M-M-D | Colonia-Color Aspecto Tamafio Otras caracteristicas.
9AS2 « Cris Algodonosa Su crecimiento impide
aislamientos de colonias de
color verde semejantes a las dg
Penicillium sp.
9AS4 +  Verde Polvosa - Invaden casi toda la caja por lo
algodonosa que es dificil el aislamiento.
Periferia blanca, surcos
9AS6 ¢ Verde Compacta—- [3cm radiantes y agua de
polvosa. condensacion. Muy distibuidas
en el medio.
9ARB2 « Verde Polvosas - 25-3cm Con o sin periferia blanca, de
filamentosas diversos tonos y tamafios.
Invade toda la caja.
«  Gris - blanca. | Algodonosa
¢ Verde Con o sin periferia blanca, de
9ARB4 Polvosa - 25-3cm diversos tonos y tamafios.
filamentosa. Con o sin periferia blanca, de
¢ Verde diversos tonos y tamafios.
9ARB6 Polvosa - 25-3cm
filamentosa.
9ACK2 . 2-3cm Poco desarrollo tipo moho,
difuso.
9ACK4 (-)

9ACKS ()
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M-M-D | Colonia-Color Aspecto Tamafio Otras caracteristicas.
10AS2 « Blanca Algodonosa. Invade casi toda la caja.
¢ Verde Polvosa - 2-4.cm Surcos radiantes y plana.
compacta. Existen otras colonias de
diversos colores y tamafios.
« Blanca Cremosa. 15-2cm Brillante y convexa.
10AS4 . Verde Polvosa - 2-4cm Surcos radiantes, planay con
compacta. la periferia blanca.
10AS6 (-)
10ARB2 « Verde Polvosas - 2-3cm Con surcos radiantes, agua +
compactas. esporas,con o sin periferia
blanca.
« Blanca Compacta. lcm Convexa.
10ARB4 ¢ Verde Polvosa. 2cm Periferia y envés blancos.
« Blancaa Filamentosa Convexa.
verde.
10ARB6 (-)
10ACK2 (-)
10ACK4 (-)
()

10ACK6
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M-M-D | Colonia-Color Aspecto Tamafio Otras caracteristicas.
11AS2 *  Negro - verde/| Algodonosa- | 5-8cm Periferia blanca. Posiblemente
« Verde oscura. | filamentosa. A@ergillus.
« Verde claro. |Polvosa. 3-5cm Periferia blanca y convexa.
11AS4 +  Negro - verde| Polvosa. 2-6cm Periferia blanca, convexa y
. Verde oscura. envés amarillo.
«  Verde oscura. | Algodonosa- | 5-8cm Periferia blanca. Posiblemente
. Blanca filamentosa. Aspergillus.
' Polvosa. 3-5cm Periferia blanca y convexa.
11AS6 Polvosa. 3-5cm Periferia blanca y convexa.
Filamentosa |2-4cm Centro mas blanco y la
periferia difusa.
11ARB2 « Verde. Polvosos 1-5-2cm Periferia blanca, envés
amarillo y convexas. Se
presentan otras colonias con
otros tonos de verde.
11ARB4 (-)
11ARBS (-)
11ACK2 (-)
11ACK4 « Verde. Polvosa —
flamentosa. |2-4cm Periferia rosa — beige, envés de

11ACK6 (-)

beige a naranja.
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M-M-D | Colonia-Color Aspecto Tamafio Otras caracteristicas.
12AS2 « Blanca. Algodonosas | 0.5-3cm Elevadas y numerosas.
¢ Verde. Polvosas. 1-3cm Periferia blanca y elevadas.
12AS4 « Blancas. Algodonosas |0.5-3cm Elevadas y numerosas.
«  Blancas - Cremosa - Iregulares y planas.
crema. seca.
12AS6 «  Blanca. Algodonosas |0.5-3cm Elevadas y numerosas.
12ARB2 « Blanca. Compacta— |0.5-1cm
polvosa.
« Blanca. Algodonosa. |3-4cm Muy invasiva.
¢ Verde. Polvosa. 2cm Convexa y envés amarillo.
12ARB4 «  Blanca. Compacta 05-1cm
polvosa.
12ARB6 «  Blanca. Compacta- 05-1cm
polvosa.
12ACK2, + Blancas. Algodonosa. | 0.2-3cm Poco desarrollo, aunque muy
12ACK4 y invasivas.

12ACK6
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M-M-D | Colonia-Color Aspecto Tamafio Otras caracteristicas.
13AS2 + Beige. Algodonosa. Invade toda la caja.
13AS4 + Verde oscura. | Polvosa - 2-5cm Periferia beige, surcos
filamentosa. radiantes, envés oscuro y
planas o ligeramente elevadas.
*  Beige- Envés rosa — naranja. Hay
mamey. Algodonosa. |3-6¢cm heterogeneidad colonial.
«  Blanca. Umbilicada.
. Verde - Polvosa. 15-2cm Periferia beige, surcos
13AS6 oscura. Polvosa - 2-5¢cm radiantes, enves oscuro y
filamentosa. planas o ligeramente elevadas.
Invade toda la caja.
Café - verde Algodonosa. |8-10cm
13ARB2 « > Variacion. |Algodonosas No son posibles los
aislamientos.
13ARB4 « Blanca. Algodonosa. |2-4cm. Muy elevada.
« Blanca. Algodonosa. | 1-2cm. Convexa.
«  Verde oscuro. | Compacta— | 1cm. Periferia blanca, convexa y
. Verde. filamentosa. enves negro.
13ARB6 Polvosa - 2-3cm Centro blanco, plana e
«  Blanca. algodonosa. invasiva.
Filamentosao [1-2cm Centro tenue o difuso y
compacta. convexa.
Hay mucha heterogeneidad.
13ACK2 + Blanca- Polvosa. 5-7cm Tiende a invadir toda la caja.
verde. Muy tenue o con poco
« Blanca - gris. | Filamentosa a desarrollo.
cremosa.
13ACK4 (-)

13ACK6 (-)
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M-M-D | Colonia-Color Aspecto Tamafio Otras caracteristicas.
14AS2 « Blanca. Algodonosa |1-3cm Convexas y algunas tienden al
color beige.
¢ Verde. Periferia blanca.
14AS4 «  Blanca. Algodonosa. |1-3cm Convexas, y algunas tienden a
color beige.
14AS6 (-)
14ARB2 + Blanca. Algodonosa. Invade toda la caja.
« Blanca. Filamentosa |1.5-2cm Convexas y adherentes.
algodonosa.
« Blanca. Filamentosa |1.5-2cm Amarillenta y en menor
algodonosa. cantidad.
14ARB4 «  Blanca. Filamentosa |1.5-2cm Convexas y adherentes.
algodonosa.
. Blanca. Filamentosa [1.5-2cm Amarillenta.
algodonosa.
14ARB6 «  Blanca. Filamentosa |1.5-2cm Convexas y adherentes.
algodonosa.
14ACK2 « Blanca. Filamentosa - |0.5-2cm Convexa y algunas con poco
algodonosa desarrollo.
14ACK4 (-)

14ACK6 (-)
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M-M-D | Colonia-Color Aspecto Tamafio Otras caracteristicas.
15AS2 y +  Gris—café. |Algodonoso. Invade toda la caja por lo que
15AS4 el aislamiento no es posible.
Periferia blanca y de diversos
15AS6 ¢ Verde. Algodonosa. |2-3cm tonos.
Convexas e inicialmente
+ Blanca. Algodonosa  |0.5-3cm Ccremosas.
filamentosa.
15ARB2y + Gris—verde |Algodonosa. Invade estas dos cajas. No se
15ARB4 puede aislar ni contar.
15ARB6 «  Verdes. 15-3cm Periferia blanca y envés de
diversos tonos.
« Blanca. Algodonosa.  {3cm Concava y muy invasiva.
e Amarilla - Polvosa. 2cm Periferia crema.
ocre.
15ACK2 + Verde. Polvosa. 1-25cm Plana y sin periferia blanca.
Invade toda la caja.
* Blanca-gris |Algodonosa.
*  Blanca-gris. Invade toda la caja.
15ACK4 «  Blanca- gris. |Algodonosa.
Invade toda la caja.
15ACK6 Algodonosa.
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M-M-D Colonia-Color Aspecto Tamafio Otras caracteristicas.
16AS2 « Blanca. Algodonosa |2-3.5cm Tienden a tornarse amarillas.
Existen verdes y de otros tipos
Muy grande e irregular.
16AS4 o Amarillaa Cremosa a >6cm
beige. filamentosa. Periferia blanca.
« Gris-negra Algodonosa. |2-3cm Plana.
16AS6 +  Blanca - beige| Polvosa - 2-4cm
«  Blanca - filamentosa. Plana.
amarilla. Filamentosa |1-1.5cm
algodonosa.
16ARB2 « Blanca. Algodonosa. Invade casi toda la caja. Existe
una gran heterogeneidad
colonial.
16ARB4 ¢ Blanca. Algodonosa. |3 cm Muy invasiva.

«  Blanca. Filamentosa. |2.5cm Muy convexa. Existen colonias|
semejantes de diversos
tamafos.

16ARB6 Blanca. Filamentosa. |2.5cm Convexa.
e Amarilla. Algodonosa. |1.5-2cm Periferia blanca.
16ACK2 *  Filamentosa - |Blanca. 2-3cm Difusa o con poco desarrollo.
cremosa.
16ACK4 (-)

16ACKS6 (-)
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M-M-D | Colonia-Color Aspecto Tamafio Otras caracteristicas.
17AS2 + Blanca. Polvosa - 15-3cm Elevadas.
compacta.
o Verdeclaro. |Polvosas. 3-4cm Periferia blanca.
17AS4 « Blanca. Polvosa — 3-4cm
compacta.
. Verde. Polvosa. 3-4cm
+  Verde - gris Filamentosa. |[1-1.5cm
17AS6 . Verde. Pplvosa. 3-4cm
«  Verde - gris Filamentosa. |[1-1.5cm

17ARB2, + Blanca. Polvosa. 1-3cm Convexas.

17ARB4 y « Verde laurel |Polvosa - 05-1cm Convexay sin la periferia

17ARB6 compacta. blanca.

17ACK2 (-)

17ACK4 (-)

17ACKG (-)

M-M-D Colonia-Color Aspecto Tamafio Otras caracteristicas.
18AS2, 18AS4.  Verde claro. |Polvosa a 1-35cm Periferia y envés blancos.

y 18AS6 filamentosa. Centro elevado. Existen
colonias cremosas, pastosas,
rugosas, de diversos colores.

18ARB2 « Verde. Polvosa. 25-35cm Convexa, con la periferia y el
enves blancos.

« Blanca. Filamentosa |1.5-2cm
compacta.

18ARB4 ¢ Verde. Polvosa. 25-35cm Convexa, con la periferia y el

enves blancos.
e Amarilla. Filamentosa. [2.5-3cm Periferia blanca.

18ARB6 e Amarilla. Filamentosa. |2.5-3cm Periferia blanca.

18ACK2 (-)

18ACK4 (-)

18ACKS6 (-)
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Cuadro con la descripcion de la morfologia macrosgica de las 18 muestras de suelo

contaminado

M-M-D Colonia-Color Aspecto Tamafio Otras caracteristicas.

A1AS2 Verde claro Polvosa 2-4 cm Plana
Negra Algodonosa 2-3cm Plana e irregular.
Negra Algodonosa 2-4 cm Centro elevado
Negra-gris Algodonosa- | 1-2cm Periferia blanca, centro

filamentosa elevado.
A1AS6 Negra Algodonosa- | 1-2cm Son predominantes
filamentosa
Blanca Polvosa 15-25¢cm Centro elevado
Verde amarilla Filamentosa | 2-4 cm Irregular
con puntos.
Verde oliva Polvosa 1-25¢cm Crecimiento radial difuso con
diferentes tonos.

Blancas o Cremosasa |2-3.5cm Aspecto levaduriforme.
amarillas o grises | mucoides

A1RB2 Verde Polvosa 0.5-2cm Muy abundantes.
Blanco-gris Algodonosa 2-8 cm Invade la caja.
Verde Polvosa 0.5-2cm

A1RB4 Negra-café Compacta 1-3cm Centro gris elevado, muy

abundantes.

Verdes Polvosas 1-3.5¢cm Diversos tonos.
Blanca Filamentosa | 0.5-1cm Muy convexa
Verde Algodonosa 4-6 cm Muy invasiva

A1RB6 Negra Compacta 1-3cm Centro gris elevado
Verde Algodonosa 4-6 cm

AS: Existe un hongo muy algodonoso que impide un lea conteo, aislamiento y la caracterizacion de la
morfologia macroscopica. Hay un predominio de cotoas verdes polvosas de diversos tonos.
ARB: Hay una gran homogeneidad en cuanto al tipo dmohos y el nimero decrece progresivamente en las

diferentes diluciones, lo que permite predominio delgunas colonias.
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M-M-D Colonia-Color Aspecto Tamafio Otras caracteristicas.

A2AS?2 Blanca-Beige Algodonosa | 2-3cm Predominante

Blanca-Beige Algodonosa | 2-3cm Elevada
Verde oscuro Algodonosa | 2-3cm Convexa
Verde Polvosa 2-3¢m Elevada
Verde-Negra Algodonosa- | 1.5-2 cm Convexa
filamentosa
Blanco-amarillo | Cremosa 0.2cm Inmersas en el medio

A2AS4 Blanca Cremosa- 0.5-3cm abundantes (Probables
mucoide con levaduras)
centro
filamentoso

Amarilla Cremosa 0.5-1cm Inmersas en el medio
abundantes (Probables
levaduras)

A2AS6 Blanca Cremosa- 0.5-3cm Inmersas en el medio
mucoide con abundantes (Probables
centro levaduras)
filamentoso

Amarilla Cremosa 0.5-1cm
Inmersas en el medio
abundantes (Probables
levaduras)

A2ARB2 Naranja Algodonosa  |4-5cm Mezclada por lo que no se aislo

Centro muy elevado y
Verde oscuro Algodonosa | 2-3cm algodonoso
Probable levadura
Rosa mexicano | Cremosa- 0.3-2cm
mucoide Centro muy elevado y la

A2ARB4 Amarilla Polvosa- 3-4cm periferia blanca

filamentosa Plana
Blanca Filamentosa |1.5-2 cm Probable levadura
Rosa mexicano | Cremosa- 1-25¢cm

mucoide Muy convexa

A2ARB6 Amarilla-verde Compacta- 1.5-2cm
filamentosa Probable levadura

Rosa mexicano | Cremosa- 1-2.5¢cm
mucoide

En AS4y AS6 predominan de manera muy caracterista levaduras y hongos dimorficos.
Existen grandes diferencias entre A2RB2 y A2ARB4 § en cuanto al nimero, no asi en el tipo de hongos
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M-M-D Colonia-Color Aspecto Tamafio Otras caracteristicas.
A3AS2 Gris amarilla Algodonosa  |4-6 cm Muy invasiva
A3AS4 Verde con centro | Polvosa 1-2cm Periferia blanca a verde a
amarillo amarillo en el centro
Verde Polvosa 1-2cm Periferia blanca, es muy
abundante
Gris amarilla Algodonosa | 4-6 cm Muy invasiva
Blanca-beige Cremosa 0.5-1cm Abundantes levaduras
Blanca Mucoide 0.5-1cm
A3AS6 Verde Polvosa 1-2cm Periferia blanca
Gris amarilla Algodonosa | 4-6 cm
A3ARB2
A3ARB4
A3ARB6 Verde claro Polvosa- 3-35¢cm Periferia y envés blancos con el
filamentosa centro elevado
Verde oscuro Filamentosa |2-3cm Periferia muy irregular
Amarillo-beige Polvosa- 0.5-1cm
filamentosa
Verde claro Polvosa 2-3¢m Centro elevado y difusa

La colonia de A3AS2 no se puede aislar, ni se puedebtener facilmente las caracteristicas morfologas
macroscopicas por el crecimiento de un moho muy gddonoso.

En los A3ARB2 y A3ARBA4 las colonias son muchasem demasiado pequefias, de color verde claro,
polvosas o filamentosas, pero tampoco es posibleagterizar claramente su morfologia macroscopica.

En A3ARBG6 predominan colonias de color verde, de dersos tonos, casi todas polvosas-filamentosas d&-0
3 cms. Hay una gran heterogeneidad colonial.
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M-M-D Colonia-Color Aspecto Tamafio Otras caracteristicas.
B1AS2 Blanca Cremosa <0.2cm Probable levadura.
B1AS4 Blanca Cremosa <0.2cm Probable levadura.
Amarilla Cremosa <0.3cm Probable levadura.
Naranja Cremosa <0.2cm Probable levadura.
B1AS6 Amarillas Cremosa <0.3cm Probable levadura.
Naranjas Cremosa <0.2 cm Probable levadura.
Blanca Cremosa <0.2cm Probable levadura.
B1ARB2 Blanca Filamentosa |2-3cm Inmersas en el medio con poco
desarrollo.
B1ARB2 Blanca Filamentosa |1-2.5cm Inmersas en el medio con poco
con puntos. desarrollo.
B1ARB6

En agar Sabouraud solo crecen levaduras de 2 aifds coloniales.
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M-M-D Colonia-Color Aspecto Tamafio Otras caracteristicas.
B2AS2 (+)
B2AS4 Blanca-gris Algodonosa | 2-4 cm Muy abundantes
Amarilla Cremosa- 1-25¢cm Dimorfico
filamentosa
Amarilla, blanca o | Cremosas 0.5-3cm Levaduras abundantes
rosa
B2AS6 Amarilla Polvosa 2-3.5¢cm Muy irregular con puntos
Blanca, gris o Cremosa, 15-25¢cm Levadura-filamentoso
amarilla mucoide 0
filamentoso
B2ARB2 Gris Algodonosa  |2-3.5cm Muy abundantes
B2ARB4 Gris Algodonosa  |2-3.5cm
Amarilla-verde Polvosa, 3-45cm Centro elevado y periferia clara
filamentosa Abundantes
Blanca crema Algodonosa  |2-3.5cm
B2ARB6 Gris Algodonosa  |2-3.5cm
Blanca crema Algodonosa  |2-3.5cm
Blanca Filamentosa |2-3.5cm
compacta
Blanca Polvosa 15-2¢cm

En B2AS2 se presentan 2 o 3 colonias de mohos déetes, pero por su muy abundante crecimiento
algodonoso, no es posible el aislamiento, caractation macroscopica, etc.
Ademas predominan mucho las levaduras y hongos dinficos.




106

M-M-D Colonia-Color Aspecto Tamafio Otras caracteristicas.
B3AS2 Verde Polvosa 2-3¢cm Son predominantes y con
algodonosa periferia blanca elevada.
Blanca Cremosa 0.5cm Son mas abundantes que las
filamentosas.
Amarillo naranja | Cremosa 0.5cm Son mas abundantes que las
Blanca filamentosas.
B3AS4 Amarillo naranja | Cremosa 0.5cm
Blanca Cremosa 0.5cm
Blanca-gris Cremosa 0.5-1.5¢cm
Blanca mucoide
Algodonosa | 2-4 cm
B3AS6 Amarillo naranja | Cremosa 0.-1.5cm
Blanca mucoide
Blanca Cremosa 0.5¢cm
Cremosa 0.5cm
Mucoide 2-3¢cm
B3ARB2 Mucho crecimiento de mohos
verdes, algodonosos y blancos.
B3ARB4 Blanca Algodonosa | 2-4 cm Otras colonias con poco
desarrollo.
Periferia blanca.
B3ARB6 Verde oliva Polvosa 2-4cm
Blanca Polvosa 1-2cm

En B3AS hay una gran predominancia de levaduras.
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M-M-D Colonia-Color Aspecto Tamafio Otras caracteristicas.
C1AS2 Blanca Algodonoso | 2-3.5¢cm Elevadas y muy abundantes
Periferia blanca
Verde Polvosa 0.5-1.5¢cm
Ocre verde Filamentosa |1-2 cm
punteada Levaduriforme
Blanca Cremosa 1-25¢cm
mucoide
Cl1AS4 Blanca Algodonosa | 2-3.5cm
Verde Polvosa 0.5-1.5¢cm
Blanca con puntos | Filamentosa | 2-3 cm
amarillos
Negra
Compacta 2-4 cm
Blanca- gris filamentosa
Cremosa 2-3.5cm
Blanca filamentosa
C1AS6 Verde Algodonoso | 2-3.5¢cm
Blanca punteada | Polvosa 0.5-1.5¢cm
Verde oscura Filamentosa |1-2 cm
polvosa
Compacta 2-4 cm
C1ARB2 Crecimiento de mohos muy
algodonosos
C1ARB4 Beige Algodonoso | 4-6 cm Invade la caja
Crema Filamentosa  |2-4 cm Tiene puntos diferenciados
Verde Polvosa 1.5-2¢cm
Verde Polvosa 1.5-2¢cm Periferia blanca y centro elevadg
Cirulos conceéntricos
Blanca Filamentosa  |2-4 cm Periferia blanca
Verde Compacta 1-1.5¢cm
filamentosa Periferia blanca
C1ARB6 Verde Compacta 1-1.5¢cm
filamentosa

En Agar Sabouraud se presenta una gran heterogemid colonial.
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M-M-D Colonia-Color Aspecto Tamafio Otras caracteristicas.
C2 AS2 Blanca Algodonoso | 6-8 cm Muy invasiva
Verde Polvosa 0.5-4cm Predominantemente invasiva
compacta Levadura
Cremosa Cerosa 0.5cm
C2AS4 Verde oscura Algodonoso | 3-5¢cm
superficie blanca- | compacto
negra
Blanca Cremosa seca |0.5cm
Cremosa
Blanca gris Cremosa 0.5cm
Amarillo crema Algodonoso | 0.5cm
C2AS6 Verde oscura compacto 3-5¢cm
Cremosa seca
Blanca Crema 0.5cm
compacta Inhibe a otras colonias.
Gris 2-3cm
C2ARB2 Verde Polvosa 2-4cm Centro elevado, periferia y enveg
algodonosa blanco
Verde claro Compacta 2-3¢cm Elevada
algodonoso
Blanca verde Filamentosa | 2-3cm
Verde Algodonosa  |4-7 cm Circulos radiantes y es muy
invasiva
Gris beige Compactas 1-25¢m Convexas con la periferia
blanca e inmersa en el medio.
Poco desarrollo
C2ARB4 Poco desarrollo

C2ARB6
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M-M-D Colonia-Color Aspecto Tamarfio Otras caracteristicas.
C3AS2 Café Compacto 2-4 cm Periferia blanca
Blanca gris Compacta 2-5¢cm Centro café
filamentosa
Blanca Cremosa 1-2cm Levadura
Blanca Cremosa 1-2cm Levadura elevada o convexa
Levadura
C3AS4 Blanca Cremosa 1-2cm Poco desarrollo.
C3AS6
C3ARB2 Blanca gris Compacta 15-25¢cm Periferia difusa.
algodonosa
C3ARB4 Blanca gris Compacta 15-25¢cm Periferia difusa
algodonosa
C3ARB6 ()

El crecimiento es muy limitado, tanto en cantidad @mo en los diversos tipos de mohos
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M-M-D Colonia-Color Aspecto Tamarfio Otras caracteristicas.
D1AS2 Rosa Compacta 3-4 cm Rugosa
polvosa
cremosa
Blanca amarilla | Compacta 0.5cm Elevada
Gris Compacta 0.5cm Codncava con elevacion y es
inhibitoria.
Blanca, naranjao | Cremosa 0.2-3cm Levadura
amarilla
D1AS4 Blanca, naranjao | Cremosa 0.2-3cm Levadura
amarilla
D1AS6 Blanca, naranjao | Cremosa 0.2-3cm Levadura
amarilla
D1ARB2 Verde blanca Algodonosa  |4-6 cm Periferia blanca, entro elevado.
filamentosa Puntos diferenciados y circulos
Beige Polvosa 2-3cm concéntricos en crecimiento
radial
Blanca Algodonosa | 2-3cm Centro muy elevado y periferia
Cafe gris Algodonosa | 1.5-2cm difusa
compacta

En AS2,4y 6 predomina el crecimiento levaduriforme
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M-M-D Colonia-Color Aspecto Tamafio Otras caracteristicas.
D2AS2 Blanca con puntos | Filamentosa | 4-5cm Aspergillus niger
negros
Blanca gris Algodonosa | 6-9 cm Muy invasiva
Blanca Polvosa 0.5-1.5¢cm No aislada
D2AS4 Blanca Filamentosa |2-3.5¢cm Poco desarrollo.
Blanca Cremosa 2-4 cm Muy abundantes
mucoide
Naranja Crema 1-1.5¢cm
Amarilla Crema <lcm
D2AS6 Blanca Filamentosa |2-3.5¢cm
Blanca Cremosa 2-4 cm
mucoide
Naranja Crema 1-1.5¢cm
Amarilla Crema <lcm
D2ARB2 Verde claro a Polvoso 3-4 cm Crecimiento irregular
0scuro
Blanca Algodonoso | 2-3.5cm
Blanca Algodonoso | 4-8 cm Invade la caja
Verde oscuro Filamentoso  |3-4.5¢cm Punteada
polvoso
Verde Algodonoso | 2-4 cm Crecimiento difuso
polvoso
D2ARB4 Verde Polvoso 4-7 cm Periferia blanca, crecimiento
radial y difuso
Beige Polvoso 4-6 cm Puntos beige y crecimiento
filamentoso radial

Los hongos filamentosos en el AS2 no son aislabfes su crecimiento filamentoso-polvoso, ni es podiésu
caracterizacion morfologica macroscopica.
En ARB2 existe una gran heterogeneidad en cuanto &ho de mohos, pero el aislamiento y la morfologia

macroscopica casi no es posible.
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M-M-D Colonia-Color Aspecto Tamafio Otras caracteristicas.
D3AS2 Amarilla Algodonoso | 3-5¢cm Muy invasiva
Blanca Mucoide 1.5-2¢cm Levadura muy abundante
D3AS4 Blanca Mucoide 15-2¢cm
D3AS6 Negra verde Filamentosa  |4-7 cm Muy invasiva con periferia
blanca.
Blanca Algodonoso |3 cm Convexa
D3ARB2 Rosa roja Cremosa 1-2cm Probable levadura
mucoide
Blanca Compacta 1-1.5¢cm Con poco desarrollo
filamentosa
D3ARB4 Rosa roja Cremosa 1-2cm Probable levadura
mucoide
D3ARB6 ()

Existe mucho predominio de colonias cremosas mucasl, que son probablemente levaduras, hay pocos

mohos y con minimo desarrollo.
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M-M-D Colonia-Color Aspecto Tamafio Otras caracteristicas.
E1AS2 Negra punteada | Filamentoso  |4-6 cm Probable Aspergillus
Blanca Filamentosa |2-3cm Convexa.
algodonosa
Verde oscura Filamentosa |3-5cm Elevada
algodonosa
Rosa Algodonosa | 2-4 cm
Verde Filamentosa |1-1.5cm Periferia y envés blancos
Blanca amarilla | Cremosa 0.5-2cm Levadura
Roja Compacta 1-2cm Perfil difuso y rosa
cremosa
E1AS4 Blanca Algodonoso  |4-8 cm Muy invasiva
Blanca amarilla | Cremosa 0.5-2cm Levadura
E1AS6 Blanca amarilla | Cremosa 0.5-2cm Levadura
E1ARB2 Negra Filamentoso  |3-5cm Dificil de aislar, tiene puntos
negros
Verde oscuro Compacto 15-2¢cm Periferia blanca
Blanca amarilla | Algodonoso | 2-4 cm Convexo
Blanca verde Algodonoso | 2-4 cm Convexo
E1ARB4 Mohos con muy poco desarrollo
E1ARB6 ()

En AS existe una gran heterogeneidad de coloniasjentras que en el ARB la variabilidad de los mohoss

considerable.
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M-M-D Colonia-Color Aspecto Tamarfio Otras caracteristicas.
E2AS2 Blanca parda Algodonoso |12 cm Muy invasiva.
E2AS4 Blanca Algodonoso | 2-4 cm
Centro ante y Polvosas 2.5-4cm Muy abundantes
periferia blanca | algodonosas
Negra punteada | Filamentosas |2-4 cm Aspergillus
E2AS6 Centro ante y Polvosas 2.5-4cm
periferia blanca | algodonosas
E2ARB2 Por su abundante crecimiento
no es posible el aislamiento
Muy abundante y convexa
E2ARB4 Blanca Algodonoso. | 3-5cm Muy abundante
Beige, ante, verde | Polvoso 15-3cm
Verde oscuro Periferia y envés blancos
Filamentoso | 2-4cm
Beige, ante, verde |algodonoso
E2ARB6 Blanca Polvoso 15-3cm
Blanca
Algodonoso | 3-5cm Invade toda la caja
Algodonoso  |4-8 cm

El AS2 no permite el aislamiento por el crecimientanuy algodonoso e invasivo, mientras que en el ARB

claro el predominio de 2 0 3 mohos.
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M-M-D Colonia-Color Aspecto Tamafio Otras caracteristicas.
E3AS2 Verde Polvosa 2-4cm Periferia blanca, envés amarillo,
filamentosa mas abundantes
Blanca Algodonoso | 1.5-3cm Muy convexas
Verde Polvosa
filamentosa 2-4cm Periferia blanca, envés amarillo,
mas abundantes
E3AS4 Verde Polvosa 2-4cm Periferia blanca, envés amarillo,
filamentosa mas abundantes
Blanca Algodonoso | 1.5-3cm Muy convexas
Verde Polvosa
flamentosa  |2-4 cm Periferia blanca, envés amarillo,
mas abundantes
Verde oscura Compacta 1-1.5¢cm Convexa
Amarillo crema Compacta lcm Levadura
cremosa
Blanca, amarilla o | Cremosa 0.5-1cm Levadura
roja
E3AS6 Blanca Polvosa 7-10 cm Muy invasiva
algodonosa
Blanca Compacta 0.5¢cm Rugosa con surcos radiantes
E3ARB2 Verde claro Polvosa 1.5-25cm Periferia y envés blancos y
algodonosa elevada en el centro
Blanca Algodonosa | 1-2cm
Blanca con puntos | Filamentosa  |2-3.5cm
negros
Verde Polvosa lcm
E3ARB4 Verde Polvosa 2-3¢cm Periferia blanca
Blanca Algodonosa | 1-2cm
Negra Compacta 1-2cm Periferia blanca
E3ARB6 Colonias con poco desarrollo.

Tanto en AS como en ARB predominan los mohos.




116

M-M-D Colonia-Color Aspecto Tamarfio Otras caracteristicas.
F1AS2 Naranja Polvosa 12cm Muy invasiva
F1AS4 Blanca Compacta 1-2cm Convexa
Blanca Cremosa 2-2.5¢cm Levadura
mucoide
F1AS6 Blanca gris Cremosa 0.5-2cm levadura
F1ARB2 Blanca Compacta 3.5-5¢m Periferia blanca, muy elevada y
cOncava.
Rosa roja Cremosa 2-3cm Convexa, levadura o moho, perg
con poco desarrollo.
Blanca Algodonosa | 1-2cm Irregular
compacta
F1ARB4 ()
F1ARBG6 ()

El crecimiento es muy limitado tanto en el AS comen el ARB
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M-M-D Colonia-Color Aspecto Tamarfio Otras caracteristicas.
F2AS2 Blanca, gris, negra | Algodonoso |12 cm Muy invasiva por lo que no se
Blanca aislo
F2AS4 Verde oscuraa | Algodonoso | 3-5c¢m Muy elevada e invasiva
café Compacta 2-4 cm
Verde oliva polvosa
Polvosa 2-3¢m Periferia y envés blancos y es
Verde amarilla muy difusa
Cremosa 2-3¢m Produce pigmento que difunde
Blanca compacta al medio
Filamentosa |4-5cm Plana y dimérfica
Blanca, gris, negra | compacta
F2AS6 Algodonoso |12 cm Muy invasiva.
F2ARB2 Verde oscuro Compacta 2-4cm Convexa
filamentosa
Blanca Polvosa 1-25¢cm Crecimiento radial y difuso.
filamentosa Convexa
Verde amarillo Filamentosa |1-2 cm
compacta Difusa
Blanca Algodonosa | 2-3cm Convexa
F2ARB4 Blanca Algodonosa | 2-3cm Convexa
F2ARB6 Blanca Algodonosa | 2-3cm

En F2AS2 el crecimiento algodonoso es muy invasivo,que impide el aislamiento o la caracterizaciorde
la morfologia macroscdpica; mientras que en el ARBredominan 2 o 3 colonias de mohos.
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M-M-D Colonia-Color Aspecto Tamafio Otras caracteristicas.
F3AS2 Verde claro Polvoso 2-3.5¢cm Planas y muy abundantes.
Verde oscuro Polvoso 0.3-0.5¢cm Planas y muy abundantes.
Naranja rosa Cremosa 0.3-0.5cm Levadura, plana y muy
abundante.
Blanca Mucoide 1.5-2cm Levadura muy convexay
abundante
F3AS4 Verde oscuro Polvoso 1.5-2cm Planas y muy abundantes
Verde olivo Polvoso 3-4cm Difusas y con surcos radiantes
Levadura, plana y muy
Naranja rosa Cremosa 0.3-0.5¢cm abundante.
Levadura muy convexay
Blanca Mucoide 15-2cm abundante
Planas y muy abundantes
F3AS6 Verde oscuro Polvoso 15-2cm Difusas y con surcos radiantes
Verde olivo Polvoso 3-4cm Periferia blanca
Blanca beige Compacta 2-3.5¢cm Levadura plana y abundante
filamentosa Levadura
Rosa naranja Cremosa 0.3-0.5cm
Amarilla Cremosa 0.3-0.7cm
F3ARB2 Verde oliva Polvosa 2-3.5¢cm Planas y muy predominantes
Planas y también muy
Verde oscuro Polvosa 0.2-0.7 cm abundantes
Naranjas Cremosas 0.2-0.5cm
Rosa roja Cremosas 0.2-0.5¢cm
F3ARB4 Verde oliva Polvosa 2-3.5¢cm
Naranjas Cremosas 0.2-0.5cm
Rosa roja Cremosas 0.2-0.5cm Planas
Verde oscuro Polvosa 0.2-0.7 cm

En AS 2y 4 predominan 2 o 3 tipos de mohos e ditste tamafio.
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Apéndice No. (11)

1AS? 1AS4 1AS4

1ACK2 1ACK4

1ACK2
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2AS2 2AS2 2AS4

2AS6

2ARB2

2ACK2 2ACK2 2ACK4
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3AS2
3AS4

4ARB2 4ARB2

4ACK2



122

5ARB4

5ARB6 5ARB6

BAS? BAS6 6AS2

6AS2 Y 6AS4 6AS4

6AS6

6ARB4
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7AS2 7AS2 TAS4

TAS4 TAS6

TARB2 7ARB4

8AS2 8AS4
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8ARB2 8ARB2 ' 8ARB4

9AS2 9AS4 9AS4

9ARB4 9ARB4 9ARB6

9ACK2
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10ARB2 10ARB2

10ACK2

11AS2 11AS2 11AS4

11ARBO e

11AS4 11ARB2 11ARB6
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12AS2 Y 12AS4 12AS4

12AS6 12ARB2 12ARB2

12ARB6

12ACK2 12ACK4

13AS2 13AS2 13AS4
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13AS4 13AS6 13AS6

13ARB2 13ARB2 13ARB4

13ARB4 13ARB4 13ARB6

13ACK2
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14ARB2 14ARB4

14ACK2

15AS? 15AS2 Y 15AS6 15AS4

15ARB2 Y 15ARB4 15ARB6

15ACK?2 15ACK4 15ACK6



129

16AS2 16AS2 Y 16AS4 16AS4

16AS6 16ARB2 16ARB2

16ARB6 16ACK2

16ACK2

17AS? 17AS2
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17ARB2 17ARB4

18AS2 - 18AS4

k =
18ARB2 18ARB2
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Apéndice No. (12)

A123AS246 A123RB246
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B123RB246 B123AS246



134

C123AS246 C123RB246



135

D123RB246

|
D123AS246
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|
E123AS246
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F123AS246 F123RB246



