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Resumen

Se describen las caracteristicas miceliares de cultivo in vitro de una cepa nativa de Polyporus umbellatus, asi
como el medio y la temperatura mds adecuadas para su desarrollo. El trabajo se¢ inicid reactivando la cepa de P.
umbellatus 25. 2000 en agar PDA e incubdndola a 26°C durante 22 dfas. Seguidamente se determiné la tasa radial
de crecimiento en los medios de cultivo SAB, PDA, EMA y PDA-IM a las temperaturas de 18 y 26°C. El crecimiento
mds vigoroso y rdpido fue observado en el medio PDA-IM a 24°C a los 10 dias de incubacion con un didmetro
medio de 37.70 mm y una tasa radial de crecimiento de 3.77 mm/dia. Para la produccion de inéculo se emplearon
granos de maicillo, trigo, cebada, los cuales se incubaron a 18 y 26°C. Se evalud el crecimiento durante 50 dias,
periodo en el cual no se observé crecimiento del micelio en ninguno de los sustratos evaluados (maicillo, cebada
y trigo) a ambas temperaturas. La produccion de esclerocios se evalué durante 4 meses, incubdndose cl sustrato
(aserrin de encino) a 18°C. Finalizado este lapso no se observé la formacion de esclerocios a pesar de la colonizacién
completa del sustrato. Por tal motivo. se concluyo que las condiciones evaluadas en esta investigacion no fueron
las adecuadas para la produccion de esclerocios.
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Abstract

The mycelia characteristics of a native strain of Polyporus umbellatus were described in different culture media
and temperatures. The strain (P. umbellatus 25.2000) was reactivated in PDA agar and incubated at 26 ° C for 22
days. The radial growth ratec was determined in culture media SAB, PDA and PDA-IM EMA at temperatures of
18 and 26 ° C. The most vigorous and rapid growth was observed in the PDA medium-IM at 24 ° C at 10 days of
incubation with an average diameter of 37.70 mm and a radial growth rate of 3.77 mm / day. For the inoculums
production it were used grain sorghum, wheat, barley, which were incubated at 18 and 26 ° C. Growth was evaluated
for 50 days. a period in which no mycclial growth was observed in any of the evaluated substrates at both
temperatures. Sclerotia production was evaluated during four months, incubating the substrate (oak sawdust) at
18 © C. After this period there was no formation of sclerotia despite of the complete colonization of the substrate.
Therefore, it was concluded that the conditions evaluated in this study were not appropriate for the production of
sclerotia.
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Introduccion

En Guatemala existe un gran ndmero de especies
de hongos, de las cuales se conocen unas 70 comestibles,
Sin embargo, actualmente el cultivo de hongos
comestibles cstd limitado a muy pocas cspecies (1).

Uno de los hongos comestibles gque crecen
naturalmente en Guatemala es Polvporus umbellatus,
el cual es muy popular en otras partes del mundo no
asi cn nuestro pais. Lste hongo, aparte de sus
propicdades gastrondémicas, tiene propiedades
medicinales como antidiurético e hipotensor, pero
principalmente es utilizado para el tratamiento de
leucemia y cdncer de pulmadn (2.3).

Debido a la importancia y propiedades medicinales
que posee esta especie, se considerd oportuno ensayar
el cultivo in vitro de una cepa de P. umbellatus aislada
en Guatemala v evaluar la produccién de inéculo v
esclerocios, a efecto de desarrollar un procedimiento
para su cultivo.

Por este motivo, sc describicron las caracteristicas
miccliares de cultivo in vitro, para determinar el medio
y la temperatura donde presenta mejor desarrollo.
Ademds se evalud la produccion de indculo utilizando
diferentes sustratos y temperaturas v se ensayd la
produccion de esclerocios mediante la utilizacion de
aserrin de encino (Quercus spp).

Materiales y Métodos

La cepa de P. umbellatus 25.2000. preservada a 5°C
cn el cepario de hongos saprobios v micorrizicos del
departamento de Microbiologfa, se sembrod cn agar
PDA v sc incubé a 26°C por 22 dias.

Se prepararon los medios de cultivo PDA, PDA-
IM, EMA y SAB vy se esterilizaron a 121°C y 15 psi
por 15 minutos. El medio PDA-infusién de madera
(PDA-IM) se clabord con 39 gramos de agar papa
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dextrosa y 1.000 ml de infusién de Quercus spp. La
infusion se prepard hirviendo 45 gramos de [ragmentos
de madera de encino en 1,500 ml agua destilada (4.5).

A partir de un cultivo joven se sembraron 10 cajas
de cada uno de los medios sélidos, con una porcidn de
micelio de 5 mm de didmertro, que se inoculd en el
centro de las cajas de Petri. Los cultivos se incubaron
a 18°C y a 26°C se registrd la velocidad media de
crecimiento radial, midiendo cl didmetro de la colonia
en dos planos perpendiculares cada 72 horas v durante
el tiempo de mncubacion expresandolo en mny/dia. Se
identifico la temperatura y el medio que presentd cl
mayor crecimiento de la cepa.

Alas colonias obtenidas cn los diferentes medios
de cultivo y temperaturas se les observaron las
caracteristicas macroscopicas utilizando un
estercoscopio. Para la descripeidn microscdpica se
realizaron preparaciones con azul de lactofenol, que
permilieron observar las caracteristicas hifales (6).

Para la produccidn de indeulo se prepararon granos
de maicillo, cebada y trigo remojandolos por 16 horas.
Se eliminé el exceso de humedad durante dos horas
dejundo escurrir los granos. Posteriormente se colocaron
en bolsas de polipapel. pesando 30 gramos de cada
uno de ellos y se esterilizaron a 121°C y 15 psi por
30 minutos. Se realizaron cinco repeticiones por cada
sustrato. Se cortaron cuadros de 1.0 ecm2 del micelio
contenido en las cajas de Petri v se inocularon los
aranos con 3 fragmentos del cultivo. Las bolsas se
incubaron a temperaturas de 18 y 26°C. El crecimiento
del micelio se observd sobre el sustrato cada 5 dias,
por un lapso de 50 dias (7.8).

Para la produccidn de esclerocios se humedecid aserrin
de encino por 12 horas. Luego se llenaron trascos de
vidrio con tapdn de rosca con 500 gramos de sustrato
y se esterilizaron a 1219C y 15 psi por 45 minutos, Se
inoculd el sustrato con 10 fragmentos de micelio de 1
cm* de la colonia. Se incubd a 18°C en condiciones
de oscuridad, hasta lograr la produccidn de esclerocios
(7.8).
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Microscépicamente presentaron hifas hialinas y [ibulas
en regular cantidad en la mayoria de medios de cultivo
cvaluados, con excepcién del medio SAB a 26°C,
donde se encontraron [ibulas abundantes.

Respecto al crecimiento miceliar a 18°C y 10 dias
de incubacion, el medio de cultivo que presento el
mayor crecimiento fue PDA-TM con colonias de 37.70
mm de didmetro y con tasa de crecimiento radial de
3.77 mm/dia; seguido del medio EMA, donde se
observé un didmetro de 37.32 y una tasa radial de
crecimiento de 3.73 mm/dia. El menor crecimiento fue
registrado en el medio SAB, donde obtuvo un didmetro
de 23.22 mm y una tasa de crecimiento radial de 2.32
mm/dia (Tabla 1, Gréfica 1).

No hubo dilerencia cstadisticamente significativa
entre los didmetros de crecimiento miceliar, obtenidos
en los medios PDA-IM, EMA y PDA (p>0.05). El
crecimiento miceliar observado en el medio SAB fue
estadisticamente diferente. con relacidn a los demds
medios (p>0.05).

El crecimiento miceliar a 26°C y 10 dfas de
incubacidén, mostrd que el mayor crecimiento se
presentd en ¢l medio PDA-IM. con un didmetro medio
de 52.02 mm y con una tasa radial de crecimiento
miceliar de 5.20 mm/dia. seguido del medio EMA,
donde se observé un didmetro medio de 48.85 mm y
una tasa radial de crecimiento miceliar de 4.88 mm/dia.
El medio donde se observé menor crecimiento fue
SAB. con un didmetro medio de 38.80 mm y una tasa
radial de crecimicnto miceliar de 3.88 mm/dia. Se
encontro dilerencia cstadisticamente significativa en
el crecimiento miceliar obtenido en todos los medios
de cultivo (p<0.05) (Tabla 1, Gratica 1).

Tabla 1. Crecimiento miceliar de la cepa de P
umbellatus 25,2000 durante 10 dias de incubacién en
dilerentes medios de cultivo a dos temperaturas.

A los resultados obtenidos se les efectud un andlisis
de varianza de una via,

Resultados

Las colonias de la cepa de P, wmbellatus presentaron
color blanco, textura algodonosa y escaso micelio aéreo
en los medios PDA v EMA. En el medio PDA-IM se
cvidenciaron caracteristicas similares pero formé
abundantc micelio aéreo. En el medio SAB se
presentaron colonias de color blanco y textura compacta
(sin micelio aéreo). Estos detalles se observaron tanto
a 18°C como a 26°C.

Temp. Digmetro Diimetro TCR
o Medio {mm)1 final (mm)2 (mm/dia) 3 $4
3770+

18 FDA-IM 638+ 1.40 377 Fi
EMA 633z 1.15 373 a
FDA 6.9 £ 2.33 3.54 a
SAB 37.0=4.00 2.32 b

26 PDDA-IM 804 £ .52 RE a
EMA 734 £0.65 4.88 h
PLA 68.1 =419 438 C
SAB 62.5 = 1.69 388 d

lado a purtic de la media de 3 repeticiones.

15t de erecimiento radial caleulado a partir del didmetro medio dividido
& incubucidn,

4: Letras diferentes en Iz misma columna, indican diferencia significativa con la
procha de comparacion i ple de Tukey (i =0.03).

Fuente: Datos experimentales,

Gréfica 1. Didmetro del crecimiento miceliar + la
desviacion estandar, de la cepa de £ umbellatus 25.2000
en diferentes medios vy temperaturas.
Temperamra ("C)
B X 24

R
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Al comparar el crecimiento miceliar obscervado en los
medios de cultivo con referencia a la temperatura (18°
C y 26° C) sc determind que existi¢ dilerencia
significativa entre el crecimiento miceliar obtenido en
el medio SAB a 18° C con el medio PDA-IM a 26°C
(p=0.01), con el medio PDA a 267C (p = 0.040) y con
el medio EMA a 26°C (p=0.003).

No se observd diferencia significativa entre el
crecimiento miceliar obtenido cn el medio SAB a 18°C
comparado con el observado en el medio SAB a 26°C.

La produccion de indculo se evalud durante 50
dias en los vehiculos maicillo, cebada vy trigo, incubados
a 187 Cy 267 C. Transcurrido este lapso, no se observo
el crecimiento miceliar en ninguno de ellos, por lo que
no fue posible producir el indculo de la cepa P
umbellatus 25.2000 en ninguno de los vehiculos y
lemperaturas evaluadas en esta investigacion,

En cuanto a la produccién de cselerocios, ésta se
evaluo durante 4 meses incubdndosc el sustrato (aserrin
de encino) a 18°C. Finalizado este lapso, no se observo
la formacion de esclerocios a pesar del prolongado
ticmpo de incubacion y la colonizacion completa del
sustrato.

Discusidn

Se observo que la cepa P umbellatus 25.2000 en todos
Tos medios de cultivo y temperaturas estudiados,
presenté colonias con caracteristicas similares a las
descritas para la especie. estudiadas en aislamientos
de Estados Unidos y Asia (4).

Respecto a las caracteristicas microscopicas. solamente
en el medio SAB en ambas temperaturas sc observo
abundante cantidad de fibulas. lo que ¢s indicativo de
la condicidn dicariética del micelio, el cual es capaz
de [ormar cuerpos fructileros bajo condiciones
adccuadas (4,9). Ademds, dado que esta caracterisiica
sc observo solo en este medio de cultivo, se puede
suponer que alguno de los nutrientes presentes en el
medio SAB promueve la formacion de fibulas.

Asimismo, se comprobé que la cepa formo hifas de
menor didmetro cn el medio PDA-IM. Esta
caracteristica probablemente fue inducida por la infusién
de madera de encino contenida en el medio, ya que se
ha reportado que las hifas de menor didmetro son mas
eficientes para colonizar la madera, simulando la
respuesta observada cn su hdbitat natural (9.10).
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Ademds, dado que en el medio PDA sin infusion de
madera de encino no se observo esta cualidad, se
deduce que el hongo necesita la presencia de los
compuestos de la madera de encino para producir hitas
de menor didmetro. Por otra parte, va que en este medio
se producen regular cantidad de fibulas, se puede
recomendar su uso para futuros cultivos de la cepa,
con fines de productividad (11).

Con respecto al crecimiento miceliar, la
suplementacion del medio PDA con infusion de encino
estimuld el crecimiento del hongo tanto a 18°C como
4 26°C, 1o cual puede deberse a que P, wmnbellatus crece
naturalmente en madera de encino y probablemente al
haber adicionado la infusién de madera de encino al
medio PDA, se introdujeron factores que estumularon
el crecimiento miceliar (10). sin embargo, csta
observacién deberd ser corroborada en estudios
posteriores. ya que el crecimiento miceliar no mostro
diferencia significativa con los medios PDA v EMA.
Por tal razon, se rechaza la primera hipdtesis planteada,
debido a que el mayor crecimiento no se observé en
el medio de cultivo PDA a 26°C.

En general, log mayores valores de crecimiento miccliar
(didmetro medio y tasa radial de crecimiento) se
obtuvieron a 26° C v los menores a 18°C. Esto se debid
a que la temperatura afecta el metabolismo de la célula
e influye tanto en la capacidad enzimdtica del
microorganismo, como en la [luidez de los lipidos de
la membrana celular (6).

En particular, en el medio SAB a ambas temperaturas
la cepa de P umbellatus obtavo el menor crecimiento
miceliar, por lo cual no sc recomicnda la utilizacion
de este medio para el cultivo de dicho hongo, a pesar
de que en €l se formdé la mayor cantidad de fibulas. lo
que seria una caracteristica aceptable con fines de
productividad (15). Por otra parte, se ha reportado
que P umbellaius produce importantes enzimas
antioxidantes y citoprotectoras. lo cual sugiere un
considerable potencial terapéutico como protector
contra ¢l dafio neurodegenetivo que producen radicales
libres (18) por lo que es de suma importancia continuar
con los estudios de esta cepa en otros medios de cultivo.

Con respecto a la produccion de indeulo en las
semillas de maicillo, cebada y trigo, no se obtuvo
crecimiento alguno después de 50 dias de incubacion
a ambas temperaturas. Se piensa que la principal razon
que puede explicar estec hecho es que, si bien P
umbellatus es un hongo de pudricién blanca (degrada
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primero lignina, luego la celulosa y de ultimo la
hemicelulosa), no se ha reportado que degrade también
almidon (19) el cual es el principal componente presente
en las granos ulilizados (16). Por tal razon, es razonable
que ¢l micelio no se haya desarrollado en ninguno de
los granos evaluados, Consecuentemente, sc rechaza
la segunda hipétesis que indicaba que el maicillo era
el mejor sustrato para producir inoculo.

En la fase de produccion de esclerocios se observo
un crecimiento miccliar muy lento en el aserrin de
encino, llegando a colonizar completamente el sustrato
en un periodo de 3 meses. La colonizacion de la madera
de encino por parte de P. umbellatus es natural, ya que
es un hongo de pudricién blanca que degrada primero
la lignina, luego la celulosa y por tltimo la hemicelulosa
(19), de manera que cste hongo ¢s capaz de degradar
este Llipo de madera en condiciones de laboratorio.

Sin embarge, una vez colonizado el sustrato, se incubd
por un mes mds, no obteniéndose la produccién de
esclerocios a 18° C. rechazdndose asi la tercera hipotesis.

Segtin la literatura los esclerocios s¢ forman entre 107
C y 18° C. en un periodo de tiempo entre 60 y 90 dias
v en condiciones de oscuridad (4,17), condiciones que
.se le proporcionaron al sustrato y sin embargo no se
produjeron los esclerocios.

Por tal motivo, se sugiere que en investigaciones
posteriores se tome en cuenta que la produccion de
esclerocios es un proceso sumamente complejo y
depende de multiples factores (como pH, temperatura,
humedad, CO2, nutrientes, luz, entre otros) (4), para
lograr su produccién mn vitro.
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