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Introducción

Las colmenillas o morillas 
(Morchella spp.) son hongos 
comestibles cotizados a nivel 
mundial (Alexopoulos et al., 
1996; Molina et al., 1993), 
aunque su cultivo tuvo ini-
cio hace más de dos décadas 
con los trabajos de Ower et 
al. (1998), no se ha logrado 
establecer una producción 
satisfactoria. Al contrario, 
las patentes derivadas de esas 
investigaciones (Ower et al., 
1986, 1988) han recibido nu-
merosos cuestionamientos 
sobre la eficiencia de sus re-
sultados (Molina et al., 1993; 
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Barnes y Wilson, 1998; Stott 
y Mohammed, 2004). Sin 
embargo, los trabajos real-
izados a la fecha coinciden 
en que es necesaria la obten-
ción de esclerocios como una 
condición básica para la con-
secución del ascocarpo o cu-
erpo fructífero (Ower, 1982; 
Ower et al., 1986, 1988; Volk 
y Leonard, 1990; Stott y Mo-
hammed, 2004).

Los esclerocios se dife-
renciarán para fructificar, al 
encontrar las condiciones am-
bientales óptimas (Güler y 
Arkan, 2000) o cuando sean 
inducidos por estrés causado 
por condiciones extremas ta-

les como inviernos largos, 
inundaciones o incendios. 
Estos últimos son asociados 
fuertemente con la produc-
ción de morillas en condi-
ciones naturales (Volk y Leo-
nard, 1989; Stamets, 1993), 
por lo cual se han provocado 
intencionalmente para la fruc-
tificación de este hongo, oca-
sionando la pérdida y la frag-
mentación del hábitat donde 
son recolectados (Dalgleish y 
Jacobson, 2005).

Existen dos pasos para la 
domesticación de morillas 
propuestos por Stott y Mo-
hammed (2004). El primero 
se centra en los requisitos 
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ambientales y nutricionales 
para producir esclerocios de 
forma confiable y abundante, 
mientras que el segundo es 
la investigación de los acti-
vadores y las condiciones re-
queridas para la iniciación y 
maduración de ascocarpos. El 
primero de los pasos mencio-
nados conforma el objeto de 
estudio del presente trabajo, 
pues la producción masiva 
de esclerocios maduros, per-
mitirá implementar ensayos 
futuros bajo dos enfoques 
principales que serían la pro-
ducción artificial de morilla 
y la introducción a su hábi-
tat natural. Esta última es 

OBTENCIÓN DE ESCLEROCIOS DE MORILLA (Morchella esculenta) 

EN DIFERENTES MEDIOS DE CULTIVO

Gerardo Alvarado-Castillo, Gerardo Mata, Martha Elena Nava Tablada, Daniel Martínez-
Carrera y Diego Esteban Platas Rosado

RESUMEN

Morchella esculenta es un hongo comestible de alto valor co-
mercial y la obtención de esclerocios es considerada como la 
clave para su cultivo. En este trabajo se evaluó el desarrollo de 
la cepa IE-750 en ocho medios de cultivo sólido y seis en forma 
líquida, utilizando como parámetros el crecimiento micelial, la 
producción de biomasa, la habilidad para producir esclerocios y 
su biomasa. El mejor crecimiento micelial se obtuvo en el trata-
miento con composta (T7: 53,87cm2), y en cuanto a la biomasa, 
el medio de cultivo con levadura fue mejor (T3: 80,3mg). Los 

tratamientos con gallinaza y composta, presentaron 40 y 80% 
de esclerocios, respectivamente, tanto en medio sólido como 
líquido. La mayor cantidad de biomasa de estas estructuras se 
presentó en el tratamiento con composta en medio sólido (T7: 
27,04mg). Los esclerocios se obtuvieron en lapsos de 9-12 días 
(medio sólido) y de 7-9 días (medio líquido), lo cual es un tiem-
po relativamente corto y abre una posibilidad de cumplir con 
una de las condiciones necesarias para su domesticación. 
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Gerardo Alvarado-Castillo, Gerardo Mata, Martha Elena Nava Tablada, Daniel Martínez-Carrera and Diego Esteban Platas Rosado

SUMMARY

Morchella esculenta is an edible mushroom of high commer-
cial value and obtaining sclerotia is considered important for 
its cultivation. In this work, the growth of the IE-750 strain was 
studied in eight solid and six liquid culture media. Parameters 
assessed were mycelial growth, production of biomass, and abil-
ity to produce sclerotia and their biomass. The best mycelial 
growth was obtained in the treatment containing compost extract 

(T7: 53.87cm2), while the highest production of biomass was re-
corded in the treatment containing yeast (T3: 80.3mg). Treat-
ments with poultry manure and compost showed 40 and 80% of 
sclerotia in solid and liquid media, respectively, and the highest 
sclerotia biomass was recorded in the compost treatment (solid 
medium). Sclerotia were obtained in periods of 9-12 days (solid 
medium) and 7-9 days (liquid medium).



529JUL 2008, VOL. 33 Nº 7

parte de una estrategia para 
su conservación, ya que este 
hongo se encuentra catalo-
gado en México como una 
especie amenazada (INE, 
1994) y su recolección está 
regulada por las normas ofi-
ciales NOM-059-ECOL-1994 
y NOM-010-RECNAT-1996. 
Con base en lo anterior se 
realizó la evaluación del cre-
cimiento micelial, producción 
de biomasa y de esclerocios 
de M. esculenta IE-750 en 
ocho medios de cultivo sóli-
dos y seis líquidos.

Materiales y Métodos

Obtención de la cepa

La cepa utilizada [Mor-
chella esculenta (L.) Pers.] 
proviene de EEUU, habiendo 
sido importada por la casa 
comercial Fungi Perfecti y se 
encuentra depositada en el ce-
pario de hongos del Instituto 
de Ecología, A.C., Xalapa, Ve-
racruz, México, como IE-750. 
La cepa se conserva en medio 
de cultivo EMA (extracto de 
malta y agar) en condiciones 
de refrigeración.

Medios de cultivo

La composición de los tra-
tamientos se indica en la 
Tabla I. En el caso del tra-
tamiento T5 los nutrientes 
fueron, en porcentajes del 
fer t i l izante soluble marca 
Solucat: n it rógeno nít r ico 
6,5; nitrógeno amoniacal 2,0; 
nit rógeno ureico 1,5; fós-
foro total 10; potasio total 
40; hierro 0,020; mangane-

so 0,010; zinc 0,002; boro 
0,010; y cobre 0,002%. En 
T7, el extracto se obtuvo de 
composta para champiñón de 
la planta productora RIOXAL 
(Las Vigas, Veracruz, Méxi-
co), colocando 1,2kg en 4l 
de agua destilada e hirvien-
do la mezcla a fuego lento 
durante 15min con agitación 
constante. Posteriormente, se 
filtró con ayuda de una gasa 
para obtener el extracto. En 
T8, se hirvieron 20g de sue-
lo (franco arenoso) en un 1l 
de agua destilada hasta que 
se evaporó la mitad, filtrando 
el resto para ser usado en la 
preparación del medio. De 
todos los medios de cultivo 
sólidos se depositaron 30ml 
en cajas de Petri de 10cm de 
diámetro.

Los medios de cultivo líqui-
do fueron los mismos que los 
antes descritos, con la dife-
rencia que se excluyó el agar 
como agente solidificante y se 
eliminaron los tratamientos 
T4 y T1, porque fueron los de 
más bajo crecimiento en me-
dio sólido. Se tuvo un total de 
seis tratamientos y un testigo 

(T) que fueron colocados en 
frascos de vidrio, en cantidad 
de 7ml cada uno.

Todos los medios se esteri-
lizaron durante 15min a 120oC 
y a 15lb de presión. 

Evaluación del crecimiento 
micelial y biomasa

Para determinar el creci-
miento micelial, se utilizaron 
los medios de cultivo sólidos, 
donde se inoculó la cepa (ob-
tenida previamente de una 
resiembra en medio EMA) 
colocando un implante circu-
lar en el centro de la caja de 
Petri. Las cajas inoculadas 
se incubaron a 27oC en os-
curidad, durante un periodo 
de 12 días, trazando el área 
de crecimiento durante las 
revisiones que se realizaron 
cada tercer día. Terminadas 
las mediciones, las áreas se 
dibujaron en hojas transpa-
rentes para ser escaneadas y 
descargadas al programa Arc 
View GIS 3.12 y determi-
nar su superficie en cm2 para 
cada tratamiento y durante 
cada periodo.
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RESUMO

Morchella esculenta é um cogumelo comestível de alto valor 
comercial e a obtenção de esclerócios é considerada como a 
chave para seu cultivo. Neste trabalho foi avaliado o desenvol-
vimento da cepa IE-750 em oito meios de cultivo sólido e seis 
em forma líquida, utilizando como parâmetros o crescimento 
micelial, a produção de biomassa, a habilidade para produzir 
esclerócios e sua biomassa. O melhor crescimento micelial foi 
obtido no tratamento por compostagem (T7: 53,87cm2), e em re-
lação à biomassa, o meio de cultivo com levedura foi melhor 

(T3: 80,3mg). Os tratamentos de cama-de-frango e composta-
gem apresentaram 40 e 80% de esclerócios, respectivamen-
te, tanto no meio sólido como líquido. A maior quantidade de 
biomassa de estas estruturas se apresentou no tratamento com 
compostagem no meio sólido (T7: 27,04 mg). Os esclerócios fo-
ram obtidos em períodos de 9-12 dias (meio sólido) e de 7-9 
dias (meio líquido), o qual é tempo relativamente curto e abre 
uma possibilidade de cumprir com uma das condições necessá-
rias para sua domesticação.

Para la determinación de 
biomasa se ut i l iza ron los 
medios de cultivo líquidos. 
Se colocaron 7ml de cada 
t ratamiento en f rascos de 
80ml, se tomó un implan-
te de la cepa estudiada y 
se depositó en el centro del 
frasco, cuidando que no que-
dara cubierto totalmente por 
el medio. Los tratamientos 
se incubaron durante un pe-
riodo de 9 días bajo las con-
diciones mencionadas. La 
masa micelial obtenida se 
colocó en cuadros de papel 
filtro Waltham® Nº 1 previa-
mente pesados en una balan-
za analítica, y se llevaron a 
peso seco en una estufa de 
secado a 100oC durante 24h. 
La biomasa se obtuvo de la 
diferencia de peso.

Diseño experimental y 
análisis estadístico

Los tratamientos se distri-
buyeron en un diseño experi-
mental completamente al azar 
con cinco repeticiones para 
la evaluación del crecimiento 
micelial y biomasa. Los datos 
obtenidos se procesaron con 
el programa STATISTICA®. 
Se realizó un análisis de va-
rianza y posteriormente una 
prueba de comparación de 
medias de Tukey (a= 0,05) 
para determinar los mejores 
tratamientos.

La capacidad de producción 
de esclerocios se estimó cua-
litativamente, determinando 
su porcentaje de aparición en 
relación al número de repeti-
ciones de cada tratamiento, así 
como la biomasa producida.

Tabla I
Contenido de los tratamientos en medio de 

cultivo sólido

Tratamiento Contenido aforado a 1l agua destilada

T 20g de malta, 20g de agar
T1 T+ 2g de peptona (Bioxon®)
T2 T+ 2g de gallinaza (estiércol de gallina)
T3 T+ 2g de levadura (Bioxon®)
T4 T+ 2g de indulina (Bioxon®)
T5 T+ 2g de micronutrientes
T6 T+ 2g de alimento de pollo
T7 T+ 800ml de extracto de composta
T8 T+ 800ml de extracto de suelo
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Resultados y Discusión

El micelio desarrolló dife-
rentes colores, dependiendo 
del medio de cultivo, desde 
el amarillo-café hasta el ma-
rrón oscuro y texturas que 
van de hialinas (T3, T6 y 
T8) normales o intermedias 
(T, T4, T7) hasta algodono-
sas (T1, T2, T5).

El crecimiento micel ia l 
mostró diferencias significa-
tivas (Tabla II), siendo T7, 
T3, T5, T2 y T6 los mejores 
tratamientos.

En cuanto a la producción 
de biomasa (Tabla III), exis-
tieron diferencias significati-
vas entre tratamientos, siendo 
el mejor tratamiento el T3, 
seguido por los tratamientos 
T7, T2 y T5. Se realizó una 
prueba de correlación entre 
crecimiento y biomasa, la 
cual fue positiva (64%).

Respecto a la capacidad 
para producir esclerocios, 
hubo resultados positivos en 
los t ratamientos T2 (40% 
de las muestras) y T7 (80% 

de las muestras), presentán-
dose en un periodo de 9-12 
d ías en medio de cult ivo 
sólido (Figura 1). En medio 
l íquido, la producción de 
esclerocios tuvo luga r en 
menor tiempo (7-9 días; Fi-
gura 2). En ambos casos no 
se requirió de condiciones 
adversas, ni de competencia 
para que se desar rol la ran 
estas estructuras. Los demás 
tratamientos no presentaron 
esclerocios durante el tiem-
po de la eva luación (120 
días de conservación en in-
cubación).

Las combinaciones de 
EMA con los diferentes su-
plementos (composta, galli-
naza, micronutrientes, ali-
mento de pollo y suelo) pre-
sentaron respuestas al creci-
miento que fueron similares 
o mayores que aquellas en 
los medios de cultivo usados 
tradicionalmente en el labo-
ratorio (indulina, peptona, 
levadura y EMA). Aunque 
estadísticamente la produc-
ción de biomasa fue mayor 

en levadura, no dista mu-
cho de la generada por otros 
elementos (micronutrientes, 
gallinaza y composta), por 
lo que el uso de este tipo de 
medios de cultivo alternati-
vos es recomendable.

En términos generales, el 
medio de cultivo que tiene 
mayor potencial para la pro-
ducción de esclerocios es el 
t ratamiento con composta 
(T7), lo cual difiere de es-
tudios anter iores. Far is et 
al. (1996) utilizó composta 
combinándola únicamente 
con agar y de manera seca, 
obteniendo escasa 
producción de es-
clerocios, a pesa r 
de que usó el méto-
do de medio pobre-
rico propuesto por 
Amir et al. (1993). 
Así mismo, Ramos 
(1999) no obtuvo 
esclerocios al utili-
zar composta como 
medio nutritivo po-
bre en ninguna de 
las cepas utilizadas 
en su experimento. 
Ante estos resulta-
dos, se puede pen-
sar que el método 
para obtener el ex-
tracto de composta 
en el presente t ra-
bajo, logra conser-
var los nutrientes y 
sustancias necesa-
rias que promueven 
la diferenciación del 
micelio en esclero-
cios.

Distintos estudios 
(Volk y Leona rd, 
1989; Buscot, 1993; 
Stot t  et  a l .,  2002) 
seña la ron que el 
micelio de M. escu-
lenta crece relativa-
mente rápido en me-
dios de cultivo; sin 
embargo, requiere 
de una barrera físi-
ca, una zona no nutricional 
(medio pobre-rico) o agentes 
competidores, para detener 
su crecimiento y diferen-
ciarse en estructuras com-
pactas que irán madurando 
hasta obtener esclerocios. 
En el presente experimento 
no se requirió de estas con-
diciones para obtener estas 

estructuras, lo cual parece 
indicar que el extracto de 
composta y la gallinaza tie-
nen precursores que estimu-
lan la diferenciación de los 
esclerocios.

Uno de los resultados de 
interés es el corto tiempo en 
el que se obtuvieron los es-
clerocios en los tratamientos 
con composta y gal l inaza 
(tanto en medio sólido como 
líquido), pues los reportes 
del periodo de formación de 
estas estructuras en medios 
de cultivo o sustratos han 
registrado lapsos mayores. 

Singh et al .  (1999) logró 
el máximo de esclerocios 
en sustrato de arena y un 
medio rico en nutrientes en 
70-75 días. Ramos (1999) 
obtuvo microesclerocios 
(masa compactada de hifas 
tubulares y globosas unidas 
entre sí sin ningún tipo de 
diferenciación) en un lapso 

Tabla II
Crecimiento micelial de Morchella esculenta 

en medio de cultivo sólido

Tratamiento pH Área promedio 
final (cm2)

Biomasa promedio 
de esclerocios (mg)

T4 5,9 8,59 a
T 7,0 16,56 a
T1 5,8 23,96 ab
T8 6,8 43,36 bc
T7 6,3 53,87 bcd 82,825
T6 6,3 49,59 cd
T5 6,2 52,92 cd
T3 6,8 53,30 cd
T2 6,5 52,28 d 13,166

Letras indican grupos diferentes según la prueba de Tukey.

Tabla III
Producción de biomasa de Morchella esculenta 

en medio de cultivo líquido

Tratamiento pH Biomasa 
promedio (mg)

Biomasa promedio 
de esclerocios (mg)

T 6,8 8,1 a
T8 7,0 10,6 a
T6 6,6 11,1 a
T5 6,4 63,4 b
T2 6,4 65,6 b 9,08
T7 6,4 66,2 b 27,04
T3 6,8 80,3 c

Letras indican grupos diferentes según la prueba de Tukey.

Figura 1. Formación de esclerocios de Morchella 
esculenta en tratamiento con extracto de compos-
ta en medio de cultivo sólido (T7).

Figura 2. Producción de esclerocios de Mor-
chella esculenta en tratamiento con extracto de 
composta en medio líquido (T7).
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de 20-25 días en medio de 
cultivo EMA. Durán (1999), 
imitando las condiciones 
descritas en el método del 
frasco de Ower et al. (1986), 
observó estas estructuras en 
120 días. Por su parte, Volk 
y Leonard (1989) obtuvieron 
esclerocios en un lapso de 
3-4 semanas con la modifi-
cación del método anterior. 
Así mismo, existen reportes 
donde se han utilizado me-
dios de cultivo que no han 
producido esclerocios; ta l 
es el caso de los trabajos de 
Kosaric y Miyata (1981) que 
obtuvieron masas micelia-
res en suero de leche, o de 
Güler y Arkan (2000) que 
uti l izaron medios de agar 
adicionados con NaNO3.

La importancia de los es-
clerocios ha sido ha sido de-
mostrada por Ower (1982), 
Ower et al. (1986), y Volk 
y Leonard (1989), quienes 
encontraron que los escle-
rocios pueden ser cultivados 
bajo condiciones controladas 
para formar ascocarpos. La 
formación y el desar rol lo 
de los esclerocios fueron 
descritos más a fondo por 
Volk y Leonard (1990) en 
la descripción del ciclo de 
vida de M. esculenta, y por 
Amir et al .  (1993) . Estos 
ú lt imos autores obser va-
ron que la producción de 
esclerocios puede ser del 
tipo terminal o lateral, ob-
tenida a través de una zona 
no nutricional o un medio 
pobre-r ico.  De la  m isma 
manera, Buscot (1993) ob-
servó la formación de dos 
tipos de esclerocios (EES y 
LIS) producidos cuando el 
crecimiento micelial fue in-
terrumpido físicamente por 
el borde de la caja petri, o 
como una posible respuesta 
asociada a la edad del me-
dio de cultivo. Lo anterior 
sugiere que las paredes de 
vidrio de los frascos y ca-
jas petr i o el agotamiento 
de nutrientes pueden crear 
las  cond iciones adversas 
necesarias para la diferen-
ciación (Stott et al., 2002). 
Sin embargo, dicha expli-
cación no es apl icable a l 
presente trabajo, dado que 
el periodo de obtención de 

esclerocios fue corto, 9-12 
días en medio sólido y 7-9 
días en medio líquido, y no 
se requirieron de condicio-
nes adversas para lograr la 
diferenciación. Así mismo, 
en los demás tratamientos 
utilizados no se observaron 
esclerocios en los 120 días 
durante los cuales se man-
tuvo el experimento, aunque 
el micel io había invadido 
todo el medio de cultivo y, 
consecuentemente, se res-
tringió el crecimiento apical 
de las hifas y la disponibili-
dad de nutrientes.

La obtención de esclero-
cios maduros en lapsos de 
tiempo breves, tanto en me-
dio de cultivo sólido como 
l íquido, especia lmente en 
el t ratamiento con extrac-
to de composta, abre una 
posibil idad de producción 
masiva, dado que se cumple 
la pr imera condición para 
su domesticación. Esto ser-
virá de base para estudios 
posteriores que tengan como 
objetivo la producción ar-
t if icial de M. esculenta  o 
su introducción en hábitats 
donde crece naturalmente. 
No obstante, aún se desco-
noce el mecanismo que dio 
or igen a la diferenciación 
y formación de esclerocios, 
por lo que es necesaria la 
realización de estudios sobre 
los mecanismos que inducen 
dicho proceso.

Conclusiones

Los resultados obtenidos 
indican que los medios de 
cultivo no tradicionales pue-
den ser una opción para la 
obtención de micel ios de 
M. esculenta. Así mismo, el 
medio con extracto de com-
posta (T7), tanto en medio 
sólido como en líquido re-
presenta el mayor potencial, 
pues tuvo el mayor porcen-
taje de producción y bioma-
sa total de esclerocios. El 
aspecto más sobresaliente 
es el corto tiempo en que se 
obtuvieron estas estructuras 
respecto a otros estudios, 
con lo cual se abre la posi-
bilidad de dar cumplimiento 
a la primera condición para 
su domesticación.
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