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|. RESUMEN

En Guatemala existe un gran nimero de especies de hongos, de las cuales se conocen unas
70 comestibles, una de ellas es Polyporus umbellatus, Este hongo, aparte de sus propiedades
gastrondmicas, tiene propiedades medicinales como antidiurético e hipotensor, pero principalmente

es utilizado para el tratamiento de leucemia y cancer de pulmon (6,10,11).

Por las cualidades que presenta esta especie se considerd oportuno estudiar las caracteristicas
miceliares de cultivo in vitro de la cepa guatemalteca de Polyporus umbellatus 25.2000, para
determinar el medio y la temperatura donde presente mejor desarrollo, evaluar la produccion de
indculo, utilizando diferentes sustratos y temperaturas y ensayar la produccion de esclerocios

mediante la utilizacion de aserrin de encino (Quercus spp.).

Las colonias de la cepa P. umbellatus 25.2000 presentaron color blanco, textura algodonosa y
escaso micelio aéreo en los medios PDA y EMA, mientras que en medio PDA-IM formé abundante
micelio aéreo; microscopicamente presentaron hifas hialinas y fibulas en regular cantidad. En el
medio SAB, presentaron color blanco y textura compacta, sin micelio aéreo; microscopicamente se
observaron fibulas abundantes. Las hifas de mayor didmetro se formaron en los medios PDA, SAB y
EMA, y las hifas mas angostas se registraron en el medio PDA-IM. Todas las caracteristicas se

presentaron tanto a 18°C como a 26°C.

La cepa P. umbellatus 25.2000 present6 el mayor diametro medio (52.02 mm.) con una tasa
radial de crecimiento de 5.20 mm/dia, en medio PDA-IM a 26° C. El menor diametro medio
(23.22mm) con tasa radial de crecimiento 2.32 mm/dia se observé en SAB a 18° C, que representa
una diferencia significativa entre ambos medios de cultivo y temperatura (p = 0.017), segun el

analisis estadistico utilizando la prueba de ANDEVA.

Respecto a la produccion de inéculo de esta cepa en los vehiculos utilizados, no se obtuvo
crecimiento de micelio en maicillo, cebada y trigo en las dos temperaturas (18° C y 26° C)
ensayadas. Tampoco se obtuvo produccion de esclerocios en aserrin de encino a 18° C, por lo que
se indica que este sustrato no es el adecuado para ese fin a esta temperatura o temperaturas
cercanas. Se recomienda realizar estudios alternos para la produccion de indculo ya que se hace

muy caro su cultivo sin reproduccion de biomasa.



II. INTRODUCCION

La civilizacion maya se desarrolld en muchos aspectos: sociales, cientificos y técnicos que
sobrepasaron en gran manera a civilizaciones contemporaneas de otras partes del planeta. En
cuanto al arte culinario, las civilizaciones americanas forzosamente tuvieron que ser diferentes a las
del resto del mundo por la riqueza natural propia del continente; sin embargo, tanto los mayas como

el resto de civilizaciones antiguas, conocieron las propiedades comestibles de los hongos.

En Guatemala existe un gran nimero de especies de hongos, de las cuales se conocen unas 70
comestibles. Sin embargo, actualmente el cultivo de hongos comestibles esta limitado a muy pocas

especies.

Uno de los hongos comestibles que crecen naturalmente en Guatemala es Polyporus umbellatus,
el cual es muy popular en otras partes del mundo pero poco en nuestro pais. Este hongo, aparte de
sus propiedades gastronémicas, tiene propiedades medicinales como antidiurético e hipotensor,

pero principalmente es utilizado para el tratamiento de leucemia y cancer de pulmon.

Debido a la importancia y propiedades que posee esta especie, se considero oportuno ensayar
el cultivo in vitro de la Unica cepa aislada en Guatemala y evaluar su produccion en forma de indculo

y esclerocios, a efecto de desarrollar un procedimiento apropiado para su cultivo.

Por este motivo se considerd conveniente describir las caracteristicas miceliares de cultivo in
vitro de la cepa nativa Polyporus umbellatus 25.2000, determinandose el medio y la temperatura
donde presentd mejor desarrollo, su produccion como indculo en diferentes sustratos y
temperaturas, asi como el ensayo de produccion de esclerocios mediante utilizacion de aserrin de

encino (Quercus spp.) como medio de propagacion o cultivo.



ll. ANTECEDENTES

A. Generalidades

Los hongos son seres vivos que se encuentran clasificados dentro del reino Fungi. Se
diferencian del resto de los microorganismos vivos, en su estructura microscopica en base de hifas,
en sus procesos de reproduccion diferentes a los de los animales y vegetales y en la composicion
quimica de sus células. Desde el punto de vista del tamafio de las fructificaciones que producen los
hongos, se pueden clasificar en macromicetos y micromicetos (1).

El reino de los hongos incluye cuatro phyla, Chrytidiomycota, Zygomycota, Ascomycota y
Basidiomycota, clasificacion que refleja las relaciones evolutivas hipotéticas de los organismos que

conforman este reino (2).

La influencia de los hongos sobre el medio es enorme, en parte debido a que es el segundo
grupo mas grande en especies de la tierra después de los insectos (4).

Ademas, los hongos tienen un papel ecoldgico muy importante en todos los sistemas como
descomponedores de la materia organica, contribuyen a la formacion de suelo. Muchos hongos
dependen o influyen en las plantas vasculares, en los animales, en el hombre e incluso en otros

hongos (4).

Segln su nutricion, los hongos se clasifican en saprofitos, ésto es, desarrollandose sobre
materia organica en descomposicion; pueden vivir en simbiosis con otras plantas o pueden vivir

como parasitos, estos son los que se desarrollan y llevan a cabo su existencia sobre tejidos vivos

@3).

Independientemente de la gran importancia ecoldgica de los hongos, esta su utilidad en la vida
cotidiana del hombre. Son muchas la especies comestibles que utiliza el hombre desde tiempos
inmemorables y moderamente numerosas las que cultiva o que usa para la obtencion de proteinas,
acidos organicos, agentes antitumorales, antibidticos, alcaloides, hormonas y diversos
medicamentos (4).
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B. Hongos comestibles y su cultivo

Desde la antigiiedad, los hongos eran considerados elementos poseedores de propiedades
magicas; ciertas variedades eran muy apreciadas, tanto por su sabor agradable como por sus
presuntos efectos afrodisiacos (3,6).

Los hongos son ricos en sales minerales, fibras, carbohidratos, azlcares, proteinas (en forma de
aminoécidos), vitaminas (de los complejos B, C, D y E) y minerales (potasio, fosforo, calcio, hierro y

manganeso). Sus propiedades medicinales hacen que su consumo sea ademas saludable (6,12).

Contienen todos los aminoacidos esenciales para el hombre incluyendo lisina y metionina que se
encuentra en muy pequefias cantidades en las plantas, ademas de ser fuente de varias vitaminas,

fibra y minerales (6).

La actividad meramente artesanal de cultivar hongos en forma experimental o casera ha ido
dando lugar paulatinamente a pequefias industrias primero, y luego a verdaderas empresas, en

donde el cultivo de hongos comestibles se ha tornado una actividad semi-industrial rentable (5).

Existen mas de 2.000 especies comestibles, de las cuales son muy pocas las que se cultivan.
Entre las especies que son mas cultivadas se encuentran Agaricus bisporus, Lentinula edodes (mas
conocida como shiitake), Pleurotus ostreatus (hongo ostra), y Agaricus blazei, entre otras (8,9).

Las especies que se cultivan a nivel mundial hasta el momento son Auricularia auricula,
Flammulina velutipes, Lentinula edodes, Agaricus bisporus, Agaricus blazei, Ganoderma spp.
Volvariella volvacea, Tremella fuciformis, Pleurotus ostreatus, Agrocybe cylindracea, Pleurotus
ferulae, Pleurotus florida, Pholiota nameko, Hericium erinaceus, Agaricus bitorquis, Pleurotus
flabellatus, Pleurotus cystidiosus, Hypsizigus marmoreus, Pleurotus sajor-caju, Pleurotus
citrinopileatus (11).

El cultivo de los hongos en Guatemala empez6 hasta finales de los afios cincuentas con Agaricus
bisporus, el cual se establecid comercialmente durante los afios setentas. En el afio 2002 se
produjeron cerca de 68,504kg de A. bisporus y A. bitorquis; 34,020kg de L. edodes, y 29,580kg de
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Pleurotus. Otros hongos como Flammulina velutipes, Ganoderma lucidum, Agrocybe aegerita,

Volvariella volvacea y Pholiota nameko se producen experimentalmente desde 1995 (9,10).

C. Polyporus umbellatus

1. Descripcion

Polyporus umbellatus Fr., se conoce también como Grifola umbellata (Pers.: Fr.). Los cuerpos
fructiferos de esta especie en el estado silvestre emergen desde un esclerocio bajo tierra, con
textura similar a madera y con infinidad de rizomorfos, luego forma fructificaciones semiesféricas,
con numerosos sobrerillos que emergen de una base en comdn, con un color grisaceo al inicio y
pardo al final. El estipite es central o algo excéntrico (Anexo 1). Posee hifas generativas de 2-12 um

de diametro, hialinas, de finas paredes, con fibulas (3,6,11,14).

El himenio esta formado por tubos muy cortos, netamente decurrentes, con poros de 1 a 3
milimetros de didmetro, blancos, manchados de crema al final. MicroscOpicamente, presenta
basidios de 9-30 um, claviformes, tetrasporicos, sin fibulas. Las esporas miden de 8-11 x 4 um,

cilindricas, lisas, hialinas, gutuladas (6,14).

2. Clasificacion

Se clasifica de la manera siguiente (3, 6,12):
Reino: Fungi
Phylum: Basidiomycota
Clase: Basidiomycetes
Orden: Poriales
Familia: Polyporaceae
Género: Polyporus

Especie: umbellatus (Pers.: Fr.).



12

3. Habitat Natural y distribucion:

Se encuentra en las regiones templadas de China, Corea, Europa y Norte y Centro América,
aungue es poco frecuente en regiones boscosas del area norte-central y noreste de Norte América
(3,9).

Crece en el suelo, fructificando en raices muertas o madera enterrada, debajo de ciertos arboles
como Quercus, Fagus y Populus; en arboles de maple, sauce y se ha reportado raramente en

bosques de coniferas (8,9).

En Guatemala se ha encontrado creciendo bajo arboles de encino (Quercus spp), en Tecpan
Chimaltenango (8,9,13).

4, Etnomicologia

En Guatemala se conoce como rujolom moch (cabeza de chivo) y raq’ mes (lengua de gato) en
idioma Kagqchikel. En China se conoce como zhu Ling (Hog tuber en inglés que significa tubérculo de
cerdo) y en Japén como Chorei-maitake y Tsuchi-maitake (Wild borrad’s dung en inglés que

significa estiércol de jabali salvaje) (3,8).

5. Propiedades

Es un excelente hongo comestible, tanto el carp6foro como el esclerocio, cuya Ultima porcion es
blanda, dulce a insipida. Su contenido nutricional es de 8% de proteinas, 47% de fibray 5 % de
carbohidratos. El esclerocio posee mas polisacaridos y menos proteina que el cuerpo fructifero
(3,12).

P. umbellatus contiene propiedades hipotensoras, diuréticas y es utilizado para alteraciones
urinarias como nefritis aguda; también se obtienen excelentes resultados para el tratamiento de
vomitos, insolaciones y diarrea, ictericia, cirrosis y ascitis. También es utilizado en el tratamiento de

leucemia y cancer de pulmén (Anexo 3)(12,13).
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6. Comercializacion

En China se exporta el esclerocio para cultivo, ya sea entero, en pedazos o seco; los cuerpos
fructiferos se venden frescos para su consumo (figura No 2). En Guatemala se vende el Km 94 de la
carretera CA-1y en el mercado de Tecpan, Chimaltenango, comercializandolo de forma unitaria con

un valor aproximado de Q6.00 el cuerpo fructifero (3).

7. Cultivo

Los medios de cultivo sugerido para el cultivo de P. umbellatus son agar papa dextrosa (PDA),
agar extracto de malta (EMA) y agar Sabouraud (SAB), a una temperatura de 15 a 24°C, con una
humedad relativa de 90 a 100%, con requerimiento de CO2 mayor a 500 ppm, con una duracion de
crecimiento de 21 a 30 dias (3,14,15).

El indculo se produce en granos de maicillo, cebada o trigo, y para la formacion del esclerocios
debe ser trasladado a aserrin a una temperatura de 10 a 18°C con una humedad relativa de 90 a
100%, con un requerimiento de CO. mayor a 5000ppm, en condiciones de oscuridad, con una
duracion de 60 a 90 dias. Para la formacion de los cuerpos fructiferos, no se ha tenido mucho éxito
en su cultivo ya que P. umbellatus se comporta como sapréfito secundario, é€sto quiere decir que
depende de las habilidades degradativas de otros hongos. Esto ha sido utilizado para lograr una
mayor fructificacion en sustratos reciclados, es decir, un sustrato que ha sido utilizado para el
crecimiento de otros hongos, como Shiitake o Maitake. En China el método mas utilizado es el
“modelo natural modificado”, donde el esclerocio es inoculado en troncos que se deben enterrar

cerca de las raices de los arboles como sauce, maple o encino (3,14,15).
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IV. JUSTIFICACION

Guatemala es un pais con una alta diversidad de especies de hongos, muchas de las cuales
aln no son conocidas o0 han sido muy poco estudiadas en cuanto genética, cultivo y
aprovechamiento. Como ha sido reportado, en algunas regiones de nuestro pais existe cultura

relacionada con la ingesta y utilizacion de los hongos.

Polyporus umbellatus es un hongo comestible silvestre muy poco conocido en Guatemala,
siendo utilizado como alimento solamente en Tecpan, Chimaltenango. En otros paises como China,
Japon, Corea y algunos de Europa, aparte de manejarlo con fines comestibles, es utilizado por sus
propiedades medicinales como hipotensor y diurético, pero principalmente para el tratamiento de

cancer de pulmon y leucemia.

En Guatemala gracias a los trabajos ejecutados sobre la diversidad fungica, se ha podido
establecer que existe una rica micobiota que puede ser utilizada como una alternativa alimenticia y

como un medio de ingresos econdémicos para el desarrollo de las comunidades.

Actualmente en la Facultad de Ciencias Quimicas y Farmacia se ha aislado una cepa de
Polyporus umbellatus, la cual no ha sido estudiada para cultivo hasta el momento. Por tal motivo se
consider6 oportuno evaluar el crecimiento de la cepa sobre varios medios sélidos, describiendo sus
caracteristicas miceliares y su cultivo en forma de indculo, asi como el estudio de la produccion de
esclerocios in vitro a nivel de laboratorio, a efecto de desarrollar un procedimiento apropiado para su

cultivo dadas las oportunidades medicinales y alimenticias que posee.
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V. OBJETIVOS

A. GENERAL

Determinar las caracteristicas de cultivo de una cepa de P. umbellatus con el fin de que puedan

ser utilizadas posteriormente para la produccion de cuerpos fructiferos

B. ESPECIFICOS

1. Evaluar el la velocidad media de crecimiento miceliar de una cepa de P. umbellatus en tres
medios de cultivo (PDA, SAB, AEM), a dos diferentes temperaturas (18°C y 26°C), para

determinar el medio y la temperatura donde las cepas presenten un mejor crecimiento.

2. Evaluar la produccion de indculo de una cepa de P. umbellatus utilizando como sustrato granos
de maicillo, cebada y trigo, a dos diferentes temperaturas (18°C y 26°C), para establecer el

sustrato y temperatura donde las cepas presenten un mejor crecimiento.

3. Ensayar la produccion de esclerocios de la cepa 25.2000 P. umbellatus in vitro utilizando aserrin
de encino y observando el tiempo de colonizacion miceliar y la produccion de los mismos a
18°C.
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VI. HIPOTESIS

La cepa de Polyporus umbellatus presenta mayor crecimiento miceliar en el medio PDA a
26°C.

El maicillo es el mejor sustrato para producir el indculo de P. umbellatus a ambas

temperaturas.

Es posible producir esclerocios de P. umbellatus utilizando aserrin de encino como sustrato a

una temperatura de 18°C.
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VIl. MATERIALES Y METODOS

A. UNIVERSO

Una cepa guatemaltecas de Polyporus umbellatus (25.2000) proporcionada por el Cepario de
Hongos Saprobios y Micorrizicos del Departamento de Microbiologia, Escuela de Quimica Bioldgica
de la Facultad de Ciencias Quimicas y Farmacia.

B. MATERIALES

1. Medios de cultivo

Agar Sabouraud (SAB)

Agar Papa Dextrosa (PDA)

Agar Papa Dextrosa con infusion de madera de encino (PDA-IM)
Agar Extracto de Malta (EMA)

2. Reactivos
Agua desmineralizada estéril
Etanol al 70%
3. Sustratos
Granos de maicillo
Granos de trigo
Granos de cebada
Aserrin de encino

4. Cepa

Cepa P. umbellatus 25.2000



5. Equipo

Balanza semianalitica

Balanza analitica

Campana de flujo laminar

Mechero

Autoclave

Incubadoras

Papel filtro

Asas de nicromo

Oradores de 7mm de didmetro
Esteredscopo o Lupa tipo cuenta hilos de 10 a 15 aumentos
Regla

Bisturi No. 20 0 22 con mango No. 4.
Incubadora a 18°C.

Incubadora a 26°C.

Cristaleria

Probetas graduadas de 150, 250 y 1000
Erlenmeyer de 500 y 1000ml

Cajas plasticas de Petri de 20cc
Pipetas graduadas de 0.1 a 10ml

Tubos de ensayo

Pipetas Pasteur

Frascos de vidrio con tapadera de rosca y respiradero.

18



19

C. METODOLOGIA

FASE 1. Evaluacion del crecimiento miceliar

1. Se revitalizé la cepa de P. umbellatus en medios de cultivo sélidos (PDA)

2. Se prepararon los medios de cultivo: agar extracto de malta (EMA), agar Sabouraud (SAB), agar
Papa Dextrosa (PDA) y agar Papa dextrosa con infusion de encino (PDA- IM). La infusion de
encino se prepara hirviendo 45 g de viruta de madera de encino (Quercus spp) en 1500 ml de
agua destilada.

3. Se esterilizaron los medios de cultivo por 15 minutos a 121°C, 15 psi.

4. Se inocularon los medios de cultivo con 5mm de hiomasa producida, 5 cajas por medio de
cultivo (PDA, EMA, SAB, PDA-IM) y por cepa.

5. Seincubaron los medios de cultivo inoculados a 18°C y 26°C por 30 dias.

6. Se registrd la velocidad media de crecimiento, midiendo el diametro de la colonia en dos planos
perpendiculares cada 72 horas y durante el tiempo de incubacion.

7. Se realizo la descripcion de las caracteristicas macroscdpicas de las colonias de P. umbellatus
obtenidas en los tres medios de cultivo a las diferentes temperaturas, documentando la forma
del crecimiento miceliar, apariencia, color, asi como consistenciay forma de la colonia.

8. Seidentifico la temperatura 6ptima bajo en que se alcanzé la mayor velocidad de crecimiento.
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FASE 2. Produccién de Inéculo

Se prepararon los granos, maicillo, cebada y trigo, para la produccion de indculo, en bolsas de
polipapel con 200g., remojado previamente durante 16 horas. Esterilizacion a 121°C y 15 psi. de
presion por 30 minutos.

Se inoculd el micelio de P. umbellatus, (5 cuadros de aproximadamente 1 cm2 del cultivo) en
sustrato de maicillo, cebada y trigo, cinco de cada sustrato, para la produccion de inéculo.

Se incubaron los 30 sustratos inoculados, 18°C y 26°C hasta que el micelio cubri6 todo el

sustrato.

FASE 3. Produccioén de esclerocios

El N

Se prepard el sustrato (aserrin de encino), humedeciendo por 12 horas.

Se llenaron frascos de vidrio con tapon de rosca con 500 gramos de sustrato.

Se esterilizé el sustrato a 121°C y 15 psi., de presion por 45 minutos.

Se inocul6 el sustrato con 5% del indculo producido (5 bolsas por sustrato y por cepa). Se
Inoculd con 10 fragmentos de micelio (1 cm?) de la colonia.

Se incub6 a 18°C, en condiciones de oscuridad, hasta obtener la produccion de esclerocios.

Una vez colonizado el sustrato, se indujo la produccion de esclerocios, a través de la incubacion
de los sustratos a 18°C. Se anotd el tiempo (dias), necesarios para la formacion de los

esclerocios.
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D. DISENO EXPERIMENTAL

1. Variables independientes (factores)

Medio: PDA, PDA-Infusién de encino, EMA Y SAB (cuatro niveles).
Temperatura: 26°C y 18°C (dos niveles).

Vehiculo: 3 (granos de cebada, trigo, y maicillo)

Sustrato: 1 (aserrin de encino).

(1, 3,4 son separados y se combinan con la temperatura).

Diferentes tratamientos: combinaciones de las variables independientes en sus diferentes niveles.

2. Variable dependiente
Crecimiento del hongo en mm/dia
Disefio factorial 4 X 2

Medios: 4 niveles y temperatura: 2 niveles

3.FASE 1

Medicién: Velocidad media de crecimiento (mm.)

Se aplicd un Andlisis de Varianza para un Disefio Factorial 4x2.
Con 5 Repeticiones de cada tratamiento.

Medios de cultivo 4 niveles (PDA, EMA, SAB, PDA-IM),
Temperaturas 2 niveles 18°Cy 26°C

4. FASE 2

Se aplicé un Andlisis de Varianza para un Disefio Factorial 3x2
Con sus Variables: Vehiculo / Temperatura

Con 5 Repeticiones de cada tratamiento

Vehiculo 3 niveles (maicillo, cebada y trigo)

Temperatura 2 niveles 18°C y 26°C
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5.FASE 3

Estadistica Descriptiva.

Se evalud la produccion de esclerocio en aserrin de encino en un determinado tiempo de incubacion,
de 60 a 90 dias a una temperatura de 18°C en condiciones de oscuridad, llevando un control

semanal para observar el crecimiento.
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VIIl. RESULTADOS

1. Crecimiento miceliar

Las colonias de la cepa de P. umbellatus presentaron color blanco, textura algodonosa y escaso
micelio aéreo, en los medios PDA y EMA. En el medio PDA-IM se evidenciaron caracteristicas
similares, pero con abundante 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 (Figuras 1y 2).

Microscopicamente se presentaron hifas hialinas y fibulas en regular cantidad en la mayoria de
medios de cultivo evaluados, con excepcion del medio SAB a 26°C, donde se encontraron fibulas
abundantes. Las hifas de mayor diametro se formaron en los medios PDA, SAB y EMA, tanto a 18°C
como a 26°C, por el contrario, las hifas mas angostas se registraron en el medio PDA-IM, en ambas

temperaturas (Tablal).

Tabla 1. Caracteristicas macroscopicas y microscopicas de la cepa P. umbellatus 25.2000 en
diferentes medios de cultivo a 18°C y 26IC, a los 10 dia de incubacion.

Caracteristicas Macroscopicas Caracteristicas Microscopicas
Color  Textura Hifas Fibulas Diametro  Ramificaciones
PDA-
181C IM Blanco Algodonosa*  Hialinas  Regularcantidad 1-4 ym  Presentes

PDA Blanco Algodonosa*  Hialinas  Regularcantidad 2-4 ym  Presentes

SAB Blanco Compacta Hialinas  Regularcantidad 2-4 um  Presentes
EMA Blanco Algodonosa*  Hialinas  Regular cantidad  2-5um Presentes
PDA-

260C M Blanco Algodonosa*  Hialinas  Regular cantidad 1-3um Presentes

PDA Blanco Algodonosa*  Hialinas  Regularcantidad 2-4 ym  Presentes
SAB Blanco Compacta Hialinas ~ Abundantes 2-4um  Presentes
EMA Blanco Algodonosa*  Hialinas  Regular cantidad 2-4 ym  Presentes

* Colonia algodonosa con poco micelio aéreo.
**Colonia algodonosa con abundante micelio aéreo.
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Figura 1. Caracteristicas coloniales de la cepa de P. umbellatus 25.2000 a 18°C, a los 10 dias de
incubacion. A. Crecimiento en agar PDA-IM, donde se observa escaso micelio aéreo de color
blanco. B. Crecimiento en agar SAB; véase el color blanco y textura compacta de la colonia, asi
COMO Su escaso crecimiento.

Figura 2. Caracteristicas coloniales de la cepa de P. umbellatus 25.2000 a 26°C, a los 10 dias de
incubacion. A. Agar PDA-IM; nétese el color blanco, abundante micelio aéreo. B. Agar SAB; se puede
observar el color blanco de la colonia y la textua compacta, asi como su moderado crecimiento.

Figura 3. Caracteristicas microscopicas de la cepa de P. umbellatus 25.2000. A. Célula gancho (fibula en
formacion), en el medio PDA a 26°C (x1000). B. Fibula en el medio SAB, a 26°C (x1000).
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Respecto al crecimiento miceliar a 18°C (10 dias de incubacion), el medio de cultivo que
presentd el mayor crecimiento fue PDA-IM con colonias con didmetro medio de 37.70 mmy con una
tasa de crecimiento radial de 3.77 mm/dia; seguido del medio EMA, donde se observo un diametro
medio de 37.32 y una tasa radial de crecimiento de 3.73 mm/dia. EI menor crecimiento fue registrado
en el medio SAB, donde obtuvo un diametro medio de 23.22 mm y una tasa de crecimiento radial de
2.32 mm/dia (Tabla 2, Gréafica 1). No hubo diferencia estadisticamente significativa entre los
diametros 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 relacion a los

demas medios (p>0.05).

Tabla 2. Crecimiento miceliar de la cepa de P. umbellatus 25.2000 durante 10 dias de incubacion a
18°C

Diametro Medio Diametro Final Tasa radial de crecimiento
Medio (mm)t2 (mm)? (mm/dia)
PDA-IM 37.70 £20.87 a 638%1.40 3.77
EMA 37.32£20.26 a 633%x1.15 373
PDA 35.45+20.30 a 609233 3.54
SAB 23.22£11.17 b 37.0+4.00 2.32

1 Calculado a partir de la media de 5 repeticiones.

2 Diferentes letras en la misma columna indican diferencia estadisticamente significativa con la prueba de rango mltiple
de Tukey (a=0.05).

3 Calculado a partir de la media de 5 repeticiones.
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El crecimiento miceliar a 26°C y 10 dias de incubacion, mostrd que el mayor crecimiento se
presentd en el medio PDA-IM, con un diametro 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 diametro medio
de 48.85 mm y una tasa radial de crecimiento miceliar de 4.88 mm/dia. El medio donde se observo
menor crecimiento fue SAB, con un diametro medio de 38.80 mm y una tasa radial de crecimiento
miceliar de 3.88 mm/dia. Se encontrd diferencia estadisticamente significativa en el crecimiento

miceliar obtenido en todos los medios de cultivo (p<0.05) (Tabla 3, Gréfica 1).

Tabla 3. Crecimiento miceliar de la cepa de P. umbellatus 25.2000 durante 10 dias de incubacién a
26°C

Diametro Medio Didmetro Final Tasa radial de crecimiento
Medio (mm)12 (mm)3 (mm/dia)
PDA-IM 5202+ 543 804 £152 a 5.20
EMA 48.85 +23.49 754 +0.65 b 4.88
PDA 43.85+21.63 68.1+4.19 c 4.38
SAB 38.80 +23.49 62.5+1.69 d 3.88

1 Calculado a partir de la media de 5 repeticiones.

2 Diferentes letras en la misma columna indican diferencia estadisticamente significativa con la prueba de rango mltiple
de Tukey (a =0.05).

3Calculado a partir de la media de 5 repeticiones.

Al comparar el crecimiento miceliar observado en los medios de cultivo con referencia a la
temperatura (18° Cy 26° C) se determiné que existio diferencia 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 26°C (p = 0.040) y con el medio EMA a 26°C (p=0.003).

No se observo diferencia significativa entre el crecimiento miceliar obtenido en el medio SAB a

18°C comparado con el observado en el medio SAB a 26°C (anexo 4).
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Gréafica 1. Diametro medio del crecimiento miceliar + la desviacion estandar, de la cepa de P.
umbellatus 25.2000 durante 10 dias de incubacion a 18° Cy a 26° C
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18 26
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2. Produccioén de Inéculo

La produccion de inéculo se evalud durante 50 dias en los vehiculos maicillo, cebada y trigo,
incubados a 18° Cy 26° C. Transcurrido este lapso, no se observd 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 temperaturas evaluadas en esta investigacion.
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3. Produccién de Esclerocios
La produccion de esclerocios se evalud durante 4 meses, incubandose el sustrato (aserrin de

encino) a 18°C. Finalizado este lapso, no se observé la formacion de esclerocios a pesar del

prolongado tiempo de incubacion y la colonizacion completa del sustrato.

Figura 4. Crecimiento de la cepa de P. umbellatus 25.2000 en aserrin de encino a 18°C, por 4 meses, donde
no se observé la presencia la formacion de esclerocios. A. Vista detallada, donde se nota la colonizacién del
micelio en el sustrato. B. Vista general de los sustratos.
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IX. DISCUSION

Polyporus umbellatus es una especie de reconocida comestiblidad en el mundo, a la cual
también se le han atribuido propiedades hipotensoras, diuréticas y para el tratamiento de diarrea,
ictericia, cirrosis, ascitis, leucemia y cancer de pulmdn, al preparar infusiones con los esclerocios
que produce (12,13). En Guatemala, la comestibilidad de este hongo ha sido documentada en
Tecpan, Chimaltenango (9,10) y, debido a que se trata de una especie saprobia, en esta
investigacion se evalud el cultivo de una cepa nativa de P. umbellatus en medios sélidos y la

produccion de esclerocios in vitro.

Se observd que la cepa P. umbellatus 25.2000 en todos los medios de cultivo y temperaturas
estudiados, presenté colonias con caracteristicas similares a las descritas para la especie, es decir,
colonias de color blanco a amarillento, textura algodonosa, densidad de abundante a escasa y micelio
aéreo abundante a escaso (3). Por lo tanto, el aislamiento evaluado en este estudio presentd

caracteristicas coloniales similares a los evidenciados en aislamientos de Estados Unidos y Asia (3).

Respecto a las caracteristicas microscdpicas, solamente en el medio SAB en ambas
temperaturas se observaron abundante cantidad de fibulas, lo que es indicativo de la condicion
dicariética del micelio, el cual es capaz de formar cuerpos fructiferos bajo condiciones adecuadas
(3,4). Ademas, dado que esta caracteristica se observo s6lo en este medio de cultivo, se puede

suponer que alguno de los nutrientes presentes en el medio SAB promueve la formacién de fibulas.

Asi mismo, se comprob6 que la cepa form6 hifas de menor diametro en el medio PDA-IM. Esta
caracteristica probablemente fue inducida por la infusion 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 en su habitat natural (2,3).

Ademas, dado que en el medio PDA sin infusién de madera de encino no se observé esta
cualidad, se deduce que el hongo necesita la presencia de los compuestos de la madera de encino
para producir hifas de menor diametro. Por otra parte, ya 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 (16).
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Con respecto al crecimiento miceliar, la suplementacion del medio PDA con infusion de encino
estimuld el crecimiento del hongo, tanto a 18°C como a 26°C, lo cual puede deberse a que P.
umbellatus crece naturalmente en madera de encino. Probablemente al haber adicionado la infusion
de madera de encino al medio PDA, se introdujeron factores que estimularon el crecimiento miceliar
(4), sin embargo, esta observacion debera ser corroborada en estudios posteriores, ya que el
crecimiento miceliar no mostro diferencia significativa con los medios PDA y EMA. Con este
resultado, se rechaza la primera hipotesis planteada, debido a que el mayor crecimiento no se
observo en el medio de cultivo PDA a 26°C.

En general, los mayores valores de crecimiento miceliar (diametro medio y tasa radial de
crecimiento) se obtuvieron a 26° C y los menores crecimientos se observaron a 18°C. Esto se debe
a que la temperatura afecta el metabolismo de la célula e influye tanto en la capacidad enzimatica

del microorganismo, como en la fluidez de los lipidos de la membrana celular (7).

En cuanto al medio SAB en ambas temperaturas, la cepa de P. umbellatus produjo el menor
crecimiento miceliar, por lo que no se recomienda la utilizacion de este medio para su cultivo, a
pesar de que en él se hayan formado la mayor cantidad de fibulas, que es una caracteristica
aceptable con fines de productividad (16).

Con respecto a la produccion de inéculo en las semillas de maicillo, cebada y trigo, no se obtuvo
crecimiento alguno después de 50 dias de incubacién a ambas temperaturas. Se piensa que la
principal razén que puede explicar este hecho es que, si bien P. umbellatus es un hongo de
pudricién blanca (degrada primero lignina, luego la celulosa y de ultimo la hemicelulosa), no se ha
reportado que degrade también almidon (20) el cual es el principal componente presente en las
granos utilizados (17). Por tal razén, es razonable que el micelio no se haya desarrollado en ninguno
de los granos evaluados. Consecuentemente, se rechaza la segunda hipdtesis que indicaba que el

maicillo era el mejor sustrato para producir indculo.

En la fase de produccion de esclerocios se observo un crecimiento miceliar muy lento en el
aserrin de encino, llegando a colonizar completamente el sustrato en un periodo de 3 meses. La
colonizacién 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 Ultimo la hemicelulosa (20),
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de manera que este hongo es capaz de degradar este tipo la madera de encino en condiciones de
laboratorio.

Sin embargo, una vez colonizado el sustrato, se incub6 por un mes méas, no obteniéndose la
produccion de esclerocios a 18° C, rechazandose asi la tercera hipdtesis. Segun la literatura los
esclerocios se forman entre 10° C y 18° C, en un periodo de tiempo entre 60 y 90 dias y en
condiciones de oscuridad (3), 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, CO,, nutrientes, luz, entre otros) (3), para lograr su
produccion in vitro.

Por otra parte, se ha reportado que P. umbellatus produce importantes enzimas antioxidantes y
citoprotectoras, lo cual sugiere un considerable potencial terapéutico como protectores contra el
dafio de radicales libres que inducen dafio neurodegenetivos (19) por lo que es de suma importancia

continuar con los estudios de esta cepa en otros medios de cultivo.
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X. CONCLUSIONES

En el medio PDA-IM a 26°C la cepa P. umbellatus 25.2000 mostrd el mayor didmetro medio y
tasa radial de crecimiento.

Macroscopicamente las colonias de la cepa de P. umbellatus 25.2000, presentaron color blanco
y textura algodonosa a compacta, sin micelio aéreo, en tanto que microscopicamente se
observaron fibulas abundantes.

No se obtuvo crecimiento de la cepa en maicillo, cebada y trigo para la produccién de indculo a
ninguna de las dos temperaturas (18° Cy 26° C) evaluadas.

No fue posible la produccién de esclerocios en aserrin de encino a 18° C, por lo que se indica

que este sustrato no es el adecuado para ese fin.
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XI. RECOMENDACIONES

Es recomendable utilizar el medio PDA-IM a una temperatura de 26°C para el cultivo de P.
umbellatus.

Se recomienda no utilizar el medio SAB para el cultivo de P. umbellatus.

Se recomienda realizar estudios alternos para la produccion de indculo de P. umbellatus
probando otros vehiculos ya que se hace muy caro su cultivo sin reproduccion de biomasa.
Evaluar la produccion de esclerocios utilizando otros sustratos.

Estudiar la produccion de cuerpos fructiferos a nivel de laboratorio evaluando diferentes
sustratos.

Estudiar otras cepas y nuevos aislamientos de P. umbellatus.
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XIIl. ANEXOS

Anexol.

Polyporus umbellatus, Skanderborg Dyrehave. Photo: Jens Marbjerg (10, 11)

Anexo 2.

Esclerocio de Polyporus umbellatus (11)




Anexo 3.

Usos y propiedades de los esclerocios de P. umbellatus (10, 11, 13)
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Polyporus umbellatus
Esclerocio de Polyporus umbellatus (Pers.) Fries (familia Polyporaceae).
Producido en las provincias de Shanxi, Henan y Hebei; es secado bajo el sol luego de su
recoleccidn en primavera y otofio, cortado en rodajas y utilizado sin preparar.
Propiedades:

Es dulce e insaboro, neutro, utilizado para tratamientos de higado y rifidn y los conductos urinarios.

Efectos:

Induce diuresis.

Utilizado para:
Tratamiento de disuria, edema, diarrea, leucorragia, etc. Es utilizado en combinacion con cuatro
hierbas diuréticas incluyendo el polvo de Poria (Siling San) y la coccién de Polyporus umbellatus
(Zhu ling Tang).

Dosis de administracion: 5-10g, coccion en agua para una dosis oral.




Anexo 4.

ANDEVA del crecimiento miceliar de P. umbellatus en tres medios de cultivo a dos

temperaturas de incubacion.

Comparacion Multiple

Variable Dependiente: Didmetro de las colonias
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Tukey HSD
95% Intervalo de confianza
VVariable Mean Difference (I-
Dependiente (1) Medio (9) Medio J) Std. Error Sig. Lower Bound | Upper Bound
Crecimiento PDA-IM 18°C PDA 18°C 2,17500 6,52641 1,000 -17,8847 22,2347
SAB 18°C 14,30000 6,52641 0,363 -5,7597 34,3597
EMA 18°C ,32500 6,52641 1,000 -19,7347 20,3847
PDA-IM 26° C -14,40000 6,52641 0,354 -34,4597 5,6597
PDA 26°C -6,25000 6,52641 0,980 -26,3097 13,8097
SAB 26°C -1,05000 6,52641 1,000 -21,1097 19,0097
EMA 26°C -11,20000 6,52641 0,677 -31,2597 8,8597
PDA 18°C  PDA-IM 18°C -2,17500 6,52641 1,000 -22,2347 17,8847
SAB 18°C 12,12500 6,52641 0,582 -7,9347 32,1847
EMA 18°C -1,85000 6,52641 1,000 -21,9097 18,2097
PDA-IM 26° C -16,57500 6,52641 0,187 -36,6347 3,4847
PDA 26°C -8,42500 6,52641 0,901 -28,4847 11,6347
SAB 26°C -3,22500 6,52641 1,000 -23,2847 16,8347
EMA 26°C -13,37500 6,52641 0,453 -33,4347 6,6847
SAB 18°C  PDA-IM 18°C -14,30000 6,52641 0,363 -34,3597 5,7597
PDA 18°C -12,12500 6,52641 0,582 -32,1847 7,9347
EMA 18°C -13,97500 6,52641 0,394 -34,0347 6,0847
PDA-IM 26°C -28,70000" 6,52641 0,001 -48,7597 -8,6403
PDA 26°C -20,55000" 6,52641 0,040 -40,6097 -4903
SAB 26°C -15,35000 6,52641 0,273 -35,4097 4,7097
EMA 26°C -25,50000" 6,52641 0,003 -45,5597 -5,4403
EMA 18°C  PDA-IM 18°C -,32500 6,52641 1,000 -20,3847 19,7347
PDA 18°C 1,85000 6,52641 1,000 -18,2097 21,9097
SAB 18°C 13,97500 6,52641 0,394 -6,0847 34,0347
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PDA-IM 26°C -14,72500 6,52641 0,325 -34,7847 5,3347
PDA 26°C -6,57500 6,52641 0,973 -26,6347 13,4847
SAB 26° C -1,37500 6,52641 1,000 -21,4347 18,6847
EMA 26°C -11,52500 6,52641 0,644 -31,5847 8,5347
PDA-IM 26° C PDA-IM 18°C 14,40000 6,52641 0,354 -5,6597 34,4597
PDA 18°C 16,57500 6,52641 0,187 -3,4847 36,6347
SAB 18°C 28,70000* 6,52641 0,001 8,6403 48,7597
EMA 18°C 14,72500 6,52641 0,325 -5,3347 34,7847
PDA 26°C 8,15000 6,52641 0,916 -11,9097 28,2097
SAB 26° C 13,35000 6,52641 0,455 -6,7097 33,4097
EMA 26°C 3,20000 6,52641 1,000 -16,8597 23,2597
PDA 26°C  PDA-IM 18°C 6,25000 6,52641 0,980 -13,8097 26,3097
PDA 18°C 8,42500 6,52641 0,901 -11,6347 28,4847
SAB 18°C 20,55000" 6,52641 0,040 /4903 40,6097
EMA 18°C 6,57500 6,52641 0,973 -13,4847 26,6347
PDA-IM 26°C -8,15000 6,52641 0,916 -28,2097 11,9097
SAB 26° C 5,20000 6,52641 0,993 -14,8597 25,2597
EMA 26°C -4,95000 6,52641 0,995 -25,0097 15,1097
SAB 26°C  PDA-IM 18°C 1,05000 6,52641 1,000 -19,0097 21,1097
PDA 18°C 3,22500 6,52641 1,000 -16,8347 23,2847
SAB 18°C 15,35000 6,52641 0,273 -4,7097 35,4097
EMA 18°C 1,37500 6,52641 1,000 -18,6847 21,4347
PDA-IM 26°C -13,35000 6,52641 0,455 -33,4097 6,7097
PDA 26°C -5,20000 6,52641 0,993 -25,2597 14,8597
EMA 26°C -10,15000 6,52641 0,776 -30,2097 9,9097
EMA 26°C  PDA-IM 18°C 11,20000 6,52641 0,677 -8,8597 31,2597
PDA 18°C 13,37500 6,52641 0,453 6,6847 33,4347
SAB 18°C 25,50000" 6,52641 0,003 5,4403 45,5597
EMA 18°C 11,52500 6,52641 0,644 -8,5347 31,5847
PDA-IM 26°C -3,20000 6,52641 1,000 -23,2597 16,8597
PDA 26°C 4,95000 6,52641 0,995 -15,1097 25,0097
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SAB 26° C 10,15000| 6,52641| 0,776| 9,9097 30,2097|

*. Diferencia significativa de la media a 0.05.
Basado en observacion de las Medias
* La diferencia media presenta una diferencia significativa a un nivel de 0.05




it

s Esquivel

ctisberth
Asesor

4

Licda. Maria del Catrnen Bran Gonzalez

Revisora

Dr. Roberto Flores#za-—

Revisor

Licda. VivianeLucrecia Matta Ri

=" Direclora

Decano

0

5






