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RESUMEN

Se estudiaron tres cepas nativas de Neolentinus ponderosus evaluando su crecimiento miceliar en seis medios de cultivo y
dos temperaturas de incubacion, Asimismo, se describieron las caracterfsticas macro y microscopicas de las colonias obtenidas
bajo estas condiciones. Todas las cepas obtuvieron su mdximo crecimiento miceliar cuando se cultivaron en el medio EMA
a 26°C, El color de las colonias fue blanco o amarillento en el anverso, mientras que en el reverso varié de blanco a amarillento
y café. La textura de las colonias en todos los casos fue algodonosa. Microsc6picamente se observaron hifas de entre 1.0 y

7.0 um de didmetro y fibulas,

INTRODUCCION

Neolentinus ponderosus es una especie de hongo
comestible que se distribuye desde el oeste de los Estados
Unidos, México hasta el occidente de Guatemala (1,2.3).
En nuestro pais se desarrolla sobre madera de coniferas y
es objeto de consumo y venta en varias comunidades del
departamento de Huehuetenango, en donde se le conoce
con los nombres de kulich (idioma Chuj) y hongo de verano
(2).

Actualmente, gracias al financiamiento otorgado por
la Universidad de San Carlos de Guatemala, se han sentado
las bases para el inicio de los estudios sobre Neolentinus y
ya se ha trabajado su conocimiento tradicional, taxonomia
y aislamiento de germoplasma (cepas) (2). Sin embargo, a
pesar de la factibilidad de su cultivo, esta especie ha sido
poco estudiada para fines de produccién en comunidades
campesinas, como una alternativa alimenticia, comercial y
potencialmente medicinal.

MATERIALES Y METODOS

Revitalizacion de las cepas: Se revitalizaron tres
cepas (N. ponderosus 02.2002, 145.2002 y 02.2003),
sembrindolas en agar PDA e incubdndolas a 26°C, por 15
dias. Determinacién de la velocidad de crecimiento
miceliar en diferentes temperaturas y medios de cultivo
(4,5): Se prepararon los medios de cultivo agar papa
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dextrosa (PDA) y agar con extracto de malta (EMA), asi
como los medios PDA y EMA con infusion de madera de
pino triste (Pinus pseudostrobus) (PDA-Py EMA-P), y PDA
v EMA con infusién de madera de pino rojo (Pinus
tecunumanii) (PDA-T y EMA-T). Las infusiones se
prepararon hirviendo 45 g de viruta de madera de pino en
1500 ml de agua destilada. Posteriormente los medios de
cultivo se esterilizaron por 15 minutos a 121°C. Las cepas
se inocularon en los medios de cultivo con un segmento de
0.5 mm del cultivo previamente revitalizado y se incubaron
a 18 y 26°C. Se realizaron 20 repeticiones por medio, cepa
y temperatura de incubacién. El didmetro de las colonias
se midid en dos planos perpendiculares cada 2 dias, durante
10 dias. Posteriormente se calculd la media del didmetro
de las colonias.

Determinacion de las caracteristicas macro y
microscépicas de las colonias (6): Se observaron las
caracteristicas macro y microscépicas. Se prepararon
tinciones con azul de lactofenol del micelio de las colonias
obtenidas.

Disefio experimental y tratamiento estadistico: A
los datos del crecimiento miceliar se les aplicé un analisis
de varianza unifactorial y la prueba de comparaciones
miltiples de Tukey (o=0.05), utilizando el programa
estadistico SPSS 15.0'.
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RESULTADOS

A 18°C, la cepa de N. ponderosus 02.02 presentd su
mayor crecimiento en el medio EMA, alcanzando un
diametro de 20.9 mm. A esta misma temperatura, el menor
crecimiento se observd en el medio PDA-T, donde se
obtuvo un didmetro de 14.3 mm, El andlisis estadistico no
mostrd diferencia significativa entre el crecimiento miceliar
zn los medios PDA, PDA-P y PDA-T, asi como entre los
medios EMA, EMA-P y EMA-T (p>0.05). Por el contrario,
existid diferencia significativa entre los medios PDA y EMA
(p=0.000), PDA y EMA-P (p=0.024), asf como entre PDA
v EMA-T (p=0.000). Este mismo caso se observo entre los
medios PDA-P vy EMA (p=0.000), PDA-P y EMA-P
(p=0.032), PDA-P y EMA-T (p=0.001). También existié
diferencia significativa entre el medio PDA-T y EMA
p=0.000), PDA-T y EMA-P (p=0.007), asi como entre
PDA-T y EMA-T (p=0.000) (Grifica 1).

A esta temperatura de incubacién, en los medios que
contenian como base el agar PDA, las colonias evidenciaron
rextura algodonosa y color blanco en el anverso, mientras
gue el color del reverso fue blanco o no presentd ninguna
coloracién. En los medios con agar EMA como base, la
textura fue algodonosa y la coloracién tanto en el reverso
como en el anverso fue amarillento (Figuras 1-2).
Microscopicamente en todos los medios se observd la
presencia de fibulas e hitas de 2.0-5.0 pm

A 26°C, el mayor crecimiento miceliar de la cepa de
N. ponderosus 02.02 se obtuvo en el medio EMA,
presentando un didmetro de 42.2 mm. El menor crecimiento
se observd en el medio PDA-T, en el que se alcanzd un
didgmetro de 24.9 mm.

El analisis estadistico en este caso, no mostrd
diferencia significativa entre el crecimiento en los medios
PDA, PDA-P, EMA-P y EMA-T, asi como entre los medios
EMA, EMA-P y EMA-T (p>0.05). Se encontr¢ diferencia
significativa entre el crecimiento en PDA-T con todos los
otros medios evaluados: PDA (p=0.032); PDA-P (p=0.038);
EMA (p=0.000); EMA-P (p=0.000) y EMA-T (p=0.000).
Por otra parte, ¢l crecimiento en el medio EMA también
mostrd diferencia significativa con los medios PDA
(p=0.006) y PDA-P (p=0.005) (Grafica 1).

Las colonias presentaron textura algodonosa y color
blanco en el anverso en los medios PDA, PDA-Py PDA-T,

con reverso de color blanco o sin coloracidn. Las colonias
en los medios EMA, EMA-P y EMA-T presentaron
anversos v reversos de color amarillento (Figura 3).
Microscépicamente, se observaron fibulas e hifas de 1.0 a
5.0 pm de didmetro (Figuras 7-8).

Grafica 1. Crecimiento miceliar de la cepa de
Neolentinus ponderosus 02.02.

Temperatura ()
18 I L

}
TR

f gk

e
==

Crecimienta miceliar {rom) (35% 1C]
i

3 % o3

T T T T T p T T T T T
FOS4  POAF SDE.T EME  SWMAF ERM2-T B4 S0AE BBAT SMA EMAE ETAA T
Medios

Conrespecto a la cepa V. ponderosus 02.03 incubada
a 18°C, el mayor didmetro de las colonias (26.0 mm) se
ohservé en el medio EMA. Asimismo, se establecid que el
menor didmetro fue de 15.3 mm, en el medio PDA-T.

Al realizar el andlisis estadistico, no existié diferencia
significativa entre el crecimiento miceliar obtenido en los
medios PDA, PDA-P y PDA-T. Por otra parte, tampoco se
observé diferencia significativa entre el crecimiento en los
medios PDA, PDA-P y EMA-T, asi como también entre
los medios EMA, EMA-P y EMA-T (p>0.05). Solamente
fue posible observar diferencia significativa entre los
medios PDA y EMA (p=0.000) y PDA vy EMA-P (p=0.022).
Asimismo entre los medios PDA-P con los medios EMA
(p=0.000) y EMA-P (p=0.008), as{ como entre el medio
PDA-T, con los medios EMA (p=0.000}), EMA-P (p=0.000)
y EMA-T (p=0.007) (Gréfica 2).

Las colonias presentaron textura algodonosa, con
anverso de color blanco en los medios PDA, PDA-P, PDA-
T, EMA v EMA-T, El reverso fue de color balnco, con
excepcion del medio EMA, en el cual el reverso fue de
color amarillento (Figuras 4-5). En el medio EMA-P, tanto
el anverso como el reverso fueron de color amarillento.
Microscopicamente, se observé la formacién de fibulas e
hifas de 4.0 a 6.0 um de didmetro.
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A 26°C, el mayor didmetro registrado fue de 50.4 mm
en el medio EMA. Por ¢l contrario, el menor didmetro se
obtuvo en el medio PDA-T (32.2 mm). Estadisticamente,
no se encontré diferencia significativa entre el crecimiento
miceliar registrado en los medios PDA, PDA-P y PDA-T,
entre los medios PDA, PDA-P y EMA-T, entre los medios
EMA-P y EMA-T y entre los medios EMA y EMA-P
(p>0.03). Las diferencias significativas se encontraron entre
los medios PDA ¥ EMA (p=0.000) y EMA-P (p=0.019),
asi como entre el medio PDA-P con los medios EMA
(p=0.000) y EMA-P (p=0.001). El medio PDA-T fue
estadisticamente diferente a los medios EMA (p=0.000),
EMA-P (p=0.000) y EMA-T (p=0.022), as{ como también
lo fueron los medios EMA con EMA-T (p=0.042) (Grifica
2),

En todos los medios de cultivo presentaron colonias
con textura algodonosa de color blanco, con excepeidn del
medio EMA. El colol del reverso varié desde amarillento
enlos medios PDA, PDA-T, EMA, EMA-Py EMA-T, hasta
blanco en el medio PDA-P. El medio EMA, tanto en el
reverso como en el anverso presentd color amarillento.
Microscépicamente, se observaron fibulas e hifas de 4.0-
6.0 um de didmetro (Figura 9).

Grafica 2, Crecimiento miceliar de la cepa de
Neolentinus ponderosus 02.03.
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En la cepa de N. ponderosus 145.02 a 18°C, el mayor
didmetro de crecimiento miceliar fue encontrado en el
medio EMA-P (19.7 mm), mientras que el menor didmetro
(10.5 mm), se registré en el medio PDA-T.

El crecimiento miceliar observado entre los medios
PDA y PDA-T, no fue estadisticamente diferente, asf como
no lo fue el crecimiento encontrado entre los medios PDA
y PDA-P. Tampoco se evidencid diferencia significativa
entre los medios PDA-P, EMA y EMA-T, asi como no se
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encontré entre los medios EMA, EMA-P y EMA-T
(p=>0.05). Existié diferencia significativa entre el medio
PDA con los medios EMA (p=0.000), EMA-P (p=0.000) ¥
EMA-T (p=0.000). El medio PDA-P fue estadisticamente
diferente a los medios PDA-T (p=0.025) y EMA-P
(p=0.014), mientras que el medio PDA-T fue diferente a
los medios PDA-P (p=0.025), EMA (p=0.000), EMA-P
(p=0.000) y EMA-T (p=0.000) (Grifica 3).

Esta cepa, en todos los medios de cultivo presentd
textura algodonosa. Sin embargo, presentd una gran
variacién en cuanto a la coloracién de las colonias. En el
medio PDA y PDA-T, las colonias fueron de color blanco
en el anverso, pero presentaron colores amarillento y blanco,
en el reverso respectivamente. Las colonias de los medios
de cultivo PDA-P, EMA, EMA-P y EMA-T, presentaron
anverso de color amarillento. Sin embargo, el color del
reverso varid desde amarillento en los medios PDA-P, EMA
v EMA-T, hasta café en el reverso del medio EMA-P (Figura
6). Microscépicamente, se observaron fibulas e hifas de
4.0-7.0 pm de didmetro.

En cuanto al crecimiento miceliar evaluado a 26°C,
se comprobé que el mayor valor de didmetro (39.5 mm) se
obtuvo en el EMA, mientras que el menor valor (18.6 mm)
y se observd en el medio PDA-T (Gréfica 3).

No se observd diferencia estadisticamente
significativa entre el medio PDA, comparado con los
medios PDA-Py EMA-T. Estos dos dltimos medios fueron
estadisticamente diferentes entre si (p=0.000), asi como con
los medios PDA-T, EMA y EMA-T (p=0.000). Los medios
PDA-T. EMA, EMA-P y EMA-T, fueron estadisticamente
diferentes con todos los medios de cultivo evaluados
(p=0.000).

En todos los medios, la textura de las colonias fue
algodonosa y el color de las colonias fue amarillento. El
color del reverso varié desde amarillento en los medios
PDA, PDA-P. PDA-T y EMA, hasta color café en los
medios EMA-P y EMA-T. Microscépicamente se
observaron fibulas e hifas de 4.0-5.0 um de didmetro.
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Grafica 3. Crecimiento miceliar de la cepa de
Neolentinus ponderosus 145.02 durante 10 dias de
incubacién a dos temperaturas.
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DISCUSION

El comportamiento general de las cepas de
‘eolentinus evaluadas, demostré que el crecimiento
miceliar fue mayor en todos los medios de cultivo que
contenfan agar EMA como base, comparado con los que
contenian agar PDA. Este comportamiento colectivo de las
cepas puede atribuirse a la mayor cantidad de nutrientes
presentes en el medio de cultivo EMA. Este medio consiste
en extracto concentrado de malta, hexosas (glucosa y
fructosa), disacdridos (maltosa ¥ sucrosa), trisacdridos
maltotriosa) y dextrinas, asi como sustancias nitrogenadas,
tales como proteinas, péptidos, aminodcidos, purinas,
pirimidinas y vitaminas (7), los cuales contribuyen a
mejorar el crecimiento miceliar. Comparativamente, el
medio PDA, consiste en basicamente en almidén de papa y
glucosa, lo que hace de é] un medio notoriamente menos
enriquecido que el EMA (8).

Otro aspecto a destacar es que el crecimiento miceliar
fue menor cuando las cepas y medios de cultivo se incubaron
a 18°C que cuando se incubaron a 26°C. Esta particularidad
puede obedecer a que todas las cepas evaluadas en este
estudio han sido adaptadas a condiciones de laboratorio
(26°C) durante varios afios, por lo que no es de extrafiar que
expresaran mejor crecimiento a esta temperatura.

Debido a que el mayor crecimiento de la cepa N.
ponderosus 02,02 en el agar EMA a 26°C, se recomienda
su cultivo bajo estas condiciones. Sin embargo, va que no
existid diferencia significativa entre este medio de cultivo
v los medios EMA-P y EMA-T, éstos también podrian ser
utilizados, puesto que el crecimiento fue similar.

Por otra parte, se indica que la suplementacién de
los medios de cultivo con infusién de dos distintas clases
de madera que constituyen el hdbitat natural de Ia especie
(Pinus pseudostrobus y P. tecunumanii), no mostré
evidencia de estimulacion del crecimiento miceliar; por el
contrario, el crecimiento decrecié debido probablemente a
una mayor cantidad de sustancias de dificil degradacién
(como celulosa y lignina), adicionados al medio.

La cepa en mencion, en los medios PDA, PDA-P y
PDA-T, tanto a 18 como a 26°C, en el anverso de las
colonias el micelio fue de color blanco, mientras que el
color del reverso fue fundamentalmente sin coloracién o
blanco, En contraste, en los medios EMA, EMA-P y EMA-
T a ambas temperaturas, el anverso y reverso de las colonias
fue de color amarillento, 1o cual podria no ser una
caracterfstica deseable, ya que el aparecimiento de esta
coloracién en colonias de otras especies de hongos, como
las de Lentinula edodes y Pleurotus spp, puede indicar la
produccién de abundantes metabolitos secundarios (no
necesarios para el crecimiento y reproduccién) o alguna
anormalidad en el crecimiento (7,8).

Para esta misma cepa, la presencia de fibulas
garantiza la condicidn dicaridtica del micelio, la cual es de
vital importancia en la formacién de los cuerpos fructiferos
(9). Por otra parte, los medios que contenian infusiones de
maderas de pino, promovieron la formacién de hifas de
didgmetros mayores a 4.0 m, debido a que muchas especics
de hongos degradadores de madera, forman las
denominadas hifas fibrosas, para poder penetrar dentro de
la estructura lefiosa de los drboles (6). La ausencia de
clamidosporas es favorable para los cultivos si se considera
la pigmentacién amarillenta observada en algunos medios
de cultivo, debido a que estas estructuras de resistencia se
forman ante condiciones ambientales adversas (9),

En el caso de la cepa N. ponderosus 02.03, también
obtuvo el mayor crecimiento en los medios EMA a las dos
temperaturas de incubacién. Sin embargo, si se desea
cultivar la cepa a 18°C, se recomiendan los medios EMA y
EMA-P, ya que no existid diferencia significativa entre
ellos. Sila cepa se trabaja a 26°C, debe ser inoculada en el
medio EMA 0 en EMA-P, puesto que en ellos se obtuvieron
los mayores crecimientos, ademds de existir diferencia
signiticativa con respecto a los otros medios de cultivo
evaluados. La importancia de estudiar el medio de cultivo
y temperatura donde las cepas logren su mayor crecimiento
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miceliar reside en que se reduce el ciclo de cultivo del
hongo, cuando se estudia con fines de productividad (10).

Respecto a las caracterfsticas macroscépicas de las
colonias, en este caso se observo que fueron de color blanco
en casi todos los medios de cultivo y temperaturas de
incubacién, con excepcidn de los medios EMA-P a 18°C y
EMA a 26°C. Los reversos de las colonias fueron de color
amarillento principalmente a 26°C que a 18°C, sin embargo,
puesto que en el anverso casi no se presenté dicha
coloracién, podria interpretarse como una caracteristica
provechosa por la poca produccién de metabolitos
secundarios como se indicara anteriormente,

La cepa N. ponderosus 145.02 obtuvo su mayor
crecimiento en el medio EMA-P a 18°C, mientras que a
26°C, el mejor crecimiento se observé en el medio EMA,
por lo que se sugiere que se utilicen estas condiciones en
futaros cultivos de esta cepa. Respecto a las caracteristicas
de las colonias de esta cepa, en su mayoria presentaron
color amarillento en el anverso y reverso, e incluso en los
medios EMA-P a 18°C y EMA-P y EMA-T a 26°C el reverso
fue de color café. Solamente el medio PDA-T a 18°C no
presenté coloracién amarillenta en el anverso y reverso de
las colonias. Como se indicé con antelacidn, este tipo de
pigmentacién no es deseable en el crecimiento miceliar de
las colonias, puesto que puede ser indicativo de
anormalidades (8).

En general, las tres cepas de N. ponderosus (02.02,
02.03 y 145.02), obtuvieron sus maximos crecimientos en
el medio EMA a 26°C y los menores valores de crecimiento
se observaron en el medio PDA-T a 18°C. De las tres cepas,
N. ponderosis 02.03 fue la mds vigorosa en su desarrollo
(50.4 mm), seguida de la 02.02 (42.1 mm) y 145.02
(39.5mm). Estos resultados fueron inferiores a lo reportado
para esta especie (colonias de entre 78 y 89 mm de didmetro
a los 14 dias de incubacion), en el medio EMA (11).

Es importante resaltar que la presencia de coloracidn
amarillenta o café indistintamente en el anverso o reverso
de las colonias influy6 en el crecimiento miceliar de las
cepas, puesto que esta caracteristica estuvo mas acentuada
en la cepa 145.02 y como se indicé anteriormente fue la
que presentd el menor crecimiento.

Finalmente, se recomienda que el crecimiento
miceliar se efecttie en el medio EMA a 26°C, para las tres
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cepas de Neolentinus ponderosus estudiadas y ademds es
importante que las cepas que presentaron colonias de color
amarillento o café, se evalien para la produccién de
metabolitos secundarios o se estudien con fines de
biorremediacidn.
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Figuras 1-6, Caracteristicas coloniales de las cepas de V. ponderosus. 1-3. Cepa N. ponderosus 02.02. 1-2. Color
amarillento desarrollado en el anverso v reverso de las colonias creciendo sobre agar EMA a 18°C. 3. Anverso de la
colonia creciendo en agar EMA a 26°C, nétese el color amarillento. 4-5. Cepa N. ponderosus 02.03. 4. Colonia de
color blanco desarrollada en agar PDA-P a 26°C (anverso). 5. Colonia de color blanco (anverso) en agar PDA a 18°C.
6. Colonia de color amarillento de la cepa N. ponderosus 145.02 en agar EMA-P a 18°C.

Figuras 7-9. Caracteristicas microscdpicas de las cepas de V. ponderosus. 7-8. Hifas de 1.0 a 5.0 um con fibulas en
la cepa N. ponderosus 02.02 (x400). 9, Hifas de 4.0 a 6.0 um de didmetro con fibulas en la cepa N. ponderosus 02.03

(x400).
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