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1. RESUMEN

Se caracterizd el crecimiento miceliar i vitro de una cepa nativa de Laccaria bicolor (196.1997),
recolectada en Huehuetenango, Guatemala, en medio Melin-Norkrans Modificado (MMN) con cuatro
niveles de pH: 4.5, 5.5, 6.5 y 7.0, incubando las placas durante 40 dfas a 26° centigrados. Se determiné
que el mayor didmetro de las colonias se obtuvo en el pH 7.0. La morfologfa de las colonias vari6 segun
los tratamientos: con pH 4.5 v 5.5 la cepa produjo acimulos hifales, mientras que con pH 6.5 y 7.0 las
colonias fueron lisas y fibrilosas, Microscopicamente se observaron hifas de 2.0-4.0 [im, con hinchamientos
irregulares en los septos, a modo de nodulos.

Abstract

A Guatemalan strain of Laccaria bicolor (L. bicolor 197.1997), collected in Huehetenango, was
characterized in vitro to determine its miceliar growth under four different pH conditions: 4.5, 5.5. 6.5
and 7.0 in Modified Melin-Norkrans medium (MMN). The plates were incubeted at 26°C and studied for
40 days. The biggest diameter was obtained in pH 7.0 and variation in the morphology of the colonies
was observed according to the pH level: with pH 4.5 and 5.5 hyphal tufts were formed while fibrillous
and smooth colonies were observed in 6.5 and 7.0 pH cultures. The hyphae showed a 2.0-4.0 um in
diameter with irregular swollen cells, as nodules, at the septa and a notorious violet pigmentation in the
acid pH cultures.
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2. INTRODUCCION

Laccaria Berkeley y Broome es un género
micorricico cosmopolita, algunas de sus especies son
comestibles por lo que tienen un papel importante
10 s6lo en los ecosistemas sino también en la cultura
de distintas regiones (Aguirre-Acosta, 1978). En
Guatemala han sido reportadas nueve especies: L.
amethysting, L. bicolor, L. gomezii, L. laccara, L.
major, L. nobilis, L. ohiensis, L. proxima y L.
trichodermophora, teniendo algunas de ellas gran
valor comercial en regiones del altiplano como
Tecpan y Comalapa (Chimaltenango), Totonicapan
y El Quiché (Morales et al. 2003).

Es paraddjico que en nuestra region americana haya
pocas investigaciones sobre conservacion y
caracterizacion de germoplasma de hongos nativos
y hoy mds que nunca, es fundamental el estudio con
fines productivos (Sobal et al, 2007). En la
Universidad de San Carlos se han aislado ya algunas
cepas nativas de Laccaria y se ha logrado con éxito
la sintesis de micorrizas de L. bicolor con Pinus
hartwegii (Flores er al, 2002). P. ayacahuite (Berdao
2000; Flores et al, 2002) y Abies guatemalensis
(Flores e af, 2008).

Sin embargo es importante caracterizar el
crecimiento miceliar de nuevas cepas guatemaltecas
para generar informacidén acerca de los
requerimientos de cultivo in vitro y ast desarrollar
posteriormente investigaciones sobre procesos de
micorrizacién, que beneficien y garanticen el éxito
de programas de reforestacién con especies de
plantas y hongos nativos, ademds de proporcionar

hongos alimenticios a mediano y largo plazo.
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3. MATERIALES Y METODOS

» Revitalizacion de la cepa: Se revitalizé la cepa
196.1997 Laccaria bicolor (Maire) Orton, la cual
estd depositada en el Cepario de Hongos Saprobios
v Micorricicos del Departamento de Microbiologia,
Escuela de Quimica Biol6gica, Facultad de Ciencias
Quimicas y Farmacia, USAC. La cepa se sembrd
en medio MMN vy luego fue incubada a 26°
centigrados durante 30 dias.

« Caracterizacion del micelio: Se prepard el medio
de cultivo Melin-Norkrans Moditicado (MMN) por
sus siglas en inglés, y se ajusto a varios valores de
pH: 4.5, 5.5,6.5v 7.0, corrigiéndose con HCI 1% o
NaOH al 1%, segin tuera necesario, mediante un
potenciémetro (inoLAB level 2, WTW®). Se
nocularon 20 cajas de cadauno de los tratamientos
conun segmento de 0.5 mm del cultivo de L. bicolor
196.1997. Las cajas se sellaron con papel Parafilm®
para evitar su deshidratacion y se incubaron a 26°C.
Se midid el didmetro de las colonias cada 2 dias en
dos planos perpendiculares, los cuales se sumaron
v dividieron entre dos, para obtener el didmetro
promedio en milfmetros.

* Analisis de datos: Se elaboré una base de datos
en el programa EXCEL® con los siguientes
pardmetros en cada columna: cepa, tratamiento y
didgmetro de la colonia; ademads se calculd la Tasa
de Extensién Radia -RER-. La base de datos
obtenida se analiz6 con el programa estadistico SPSS
16.0% v se elaboraron gréficas de interaccion para
observar el crecimiento de las cepas. Con la
estimacidn del didmetro de las colonias (mm) se
realizé un Andlisis de Varianza y prueba de
comparaciones multiples de Tukey.
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4. RESULTADOS

Se determind que el crecimiento miceliar fue mas
répido enel pH 7.0 y més lento en el pH 4.3, hecho
que se evidencid en el didgmetro de las colonias y en
la tasa de extension radial (RER por sus siglas en
inglés —Radial Extention Rate-). Estadisticamente,
el diametro de las colonias fue significativo entre
los pH 4.5 y 5.5 respecto a los pH 6.5 y 7.0
(p=0.000), as{ como entre estos dos ultimos
(p=0.010). Porel contrario, no se encontré diferencia

significativa entre el didmetro de las colonias en los
pH 4.5y 5.5 (p=0.085) (Tabla 1).

Durante los primeros 17 dias de crecimiento, las
colonias en pH 6.5 y 7.0 fueron casi del mismo
diametro, comenzando a observarse una marcada
diferencia a partir del dfa 17 al 40. En el caso de las
coloniasen pH 4.5 v 5.5, el crecimiento fue diferente
desde el inicio del experimento y mantuvo esa
misma tendencia hasta el dia 40 (Grética 1).

Tabla 1. Didmetro de las colonias y RER de la cepa L. bicolor (196.1997) a los cuatro pH, durante 40

dias de incubacion a 26° centigrados.

RER

Diametro de las colonias (mm/dia)
pH (mm) Minimo | Maximo Varianza
4.5 29.343 + 12.147 a* 1.062 6.0 475 147.554
5.5 32.345 +13.063 a 1.112 6.0 49.5 170.654
6.5 43,773+ 21.048 b 1.675 7.0 72.0 443.020
7.0 47.739 £ 24718 ¢ 1.975 7.0 84.0 610.991

* Diferentes letras en la misma columna indican diferencia estadisticamente significativa de acuerdo con la

prueba de Comparaciones Multiples de Tukey (£=0.05),

120 | I

Media del Diametre {mm)

Grafica 1. Diametro de las colonias de L. bicolor
durante 40 dias en los cuatro diferentes pH a 26°C
de incubacién.
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Se evidenciaron dos tipos morfologicos de las
colonias. En los pH 4.5 y 5.5 se desarrollaron
colonias de textura lisa con bordes irregulares v
acumulos miceliares en los mérgenes (Figura 1,
Tabla 4). En los pH 6.5 v 7.0 se desarrollaron
colonias lisas con bordes regulares, sin actimulos,
con textura mds bien fibrilosa y con algunas
ramificaciones hifales. Este tipo de mortologia se
observo principalmente en las colonias en pH 7.0
(Figura 2, Tabla 4), Cabe mencionar, que en ningun
tratamiento se observd micelio aéreo ni exudado en

las colonias,
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En cuanto a las caracterfsticas microscopicas, fueron
muy notorias las ramificaciones dicotdmicas en
todos los tratamientos, asi como la presencia de
vacuolas, no fibulas ni clamidosporas. El didmetro
de las hifas fue méds o menos similar, siendo el pH
4.5 el dnico en donde se encontraron hifas de hasta
4.0 um (Tabla4). En todos los cultivos se observaron
hinchamientos muy notorios en los septos de las
hitas, con formas y tamafos variados (Figura 3).

Tabla 4. Caracteristicas macroscépicas de L,
bicolor (196.1997) al final del periodo de
incabacion a 26°C.

(ol

i tngerso Reuerse Teur

Ceiro liarzan’

*Presentaron pigmentacion purpura en el margen
de las colonias 1. a los 10 dias, 2. a los 14 dias,
mientras que 3. y 4. desarrollaron una pigmentacion
violeta claro alos 21 y 38 dfas respectivamente. estas
coloraciénes desaparecieron alrededor de los 40 dias
de incubacion.

Tabla 5. Caracteristicas microscopicas de L,
bicolor (196.1997) a los 40 dias de incubacion.

Diametro de

oH hifas {um) Filias Hadulns Clamidasporas Famificativaes
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5. DISCUSION

Las diferencias observadas durante el crecimiento
de las colonias de Laccaria bicolor (196.1997)
sugieren que el crecimiento miceliar, con diferentes
niveles de pH, debe efectuarse durante un tiempo
prolongado para evaluar con mayor exactitud el
comportamiento de la cepa.

Por otra parte, se ha reportado que Laccaria bicolor
es un hongo amonico de tase tardia (sus enzimas
celuloliticas tienen un pH optimo de 5.5 a 6.8), lo
que lo hace tolerante a diferentes valores de pH
durante su crecimiento (Yamanaka, 2003}. Los
resultados observados en este estudio confirman que
la cepa Laccaria bicolor 196.1997, es capaz de
absorber de mejor manera los nutrientes del medio
de cultivo a medida que se incrementan los valores
de pH. Esto se traduce en un mejor y mayor
crecimiento miceliar en el pH mas alto utihzado (pH
6.5 v 7.0). Los resultados visibles de crecimiento
son totalmente coherentes con los resultados de la
tasa de extension radial (RER), donde el pH jugd
un papel fundamental en el crecimiento de las
colonias.

Respecto a las caracteristicas morfoldgicas, los dos
tipos de colonias concuerdan con lo descrito en la
literatura (Mueller, 1992). Sin embargo, debe
anadirse también que el pH influye directamente en
la aparicion temprana o tardfa de la pigmentacion
de las colonias, ya que en los cultivos con mayor
crecimiento miceliar (pH cercano al neutro) la
Stamets (1993)
menciona que la pigmentacién de las colonias

pigmentacién fue mds tardfa.

fingicas es un indicador de la formacion de
metabolitos secundarios, lo que disminuye el
desarrollo del hongo de las mismas. En este estudio,
las colonias pigmentadas aparecieron en pH acido
(4.5-5.5) y fueron a su vez las de menor crecimiento.
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La morfologia microscépica de las hifas también
coinciden con lo reportado para la especie (Mueller,
1982) y el hecho de no encontrar clamidosporas
(estructuras de resistencia) en ninguna muestra dc
los cuatro tratamientos, ¢s un buen indicador del
buen manejo y condiciones del cultivo de la cepa.
Finalmente, ya que se ha reportado a Laccaria
bicolor como una especie capuz de fructificar en
condiciones de invernadero y su aprecio como hongo
comestible (Flores er al. 2008), se recomienda
continuar los estudios con este género y sus cspecies
para la micorrizacion con drboles nativos y asi
contribuir eficientemente a programas de
reforestacion que se llevan a cabo en ¢l pais.
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7. ANEXOS

Wil LR e RER L

Figura 1. a-d. Cultivos de L. bicolor (196.1997)
en medio MMN a 26°C a los 40 dias de
incubacion. a-b. Anverso y reverso en pH 4.5,
¢c-d. Anverso y reverso en el pH 5.5. Los dos
tratamientos presentan coloracion amarillenta en
ambos lados. textura plana y mdrgenes con
acumulos hifales.

Figura 2. a-d. Cultivos de L. bicolor (196.1997)
en medio MMN a 26°C a los 40 dias de
incubacion. A-b. Anverso y reverso en pH 6.5, c-d.
Anverso y reverso en el pH 7.0; los dos tratamientos
presentan coloracion amarillenta en ambos lados,
textura plana y margenes color pardo claro. lisos,
[ibrifosos.
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Figura 3. a-c. Caracteristicas microscopicas de
L. bicolor (196.1997) a 26°C en diferentes pH. a.
septo hifal con hinchamiento irregular en cultivo a

pH 6.5 (tincién con azul de lactofenol) x1000. b.
nddulos en los septos de las hifas a pH 4.5 (tincién
con rojo congo) x1000, ¢. hifa terminal con
ramilicacion dicotdémica (tincién con azul de
lactofenol) x1000.



