Ciencia, Tecnologia y Salud
Vol.2 Num.2 2015
ISSN: 2410-6356 (electronico) / 2409-3459 (impreso)

Articulo Cientifico / Scientific Article

Caracterizacion in vitro y produccion de inoculo de cepas
guatemaltecas de Lepista nuda (Bull.: Fr.) Cooke

Maria del Carmen Bran*, Roberto Caceres, Natalia Gurriaran, Osberth Morales, Roberto Flores

Departamento de Microbiologia, Escuela de Quimica Biologica,
Facultad de Ciencias Quimicas y Farmacia, Universidad de San Carlos de Guatemala, Guatemala.

*Autor al que se dirige la correspondencia: mdcbran@yahoo.com

Recibido: 02 de julio 2015 / Revision: 01 de septiembre 2015 / Aceptado: 04 de noviembre 2015 / Disponible en linea: 16 de noviembre 2015

Resumen

epista nuda es un hongo comestible muy apreciado por su delicado sabor, especialmente en varios paises de

Europa. En Guatemala, lo consumen personas de las etnias kaqchikel y mam, por lo que constituye un alimento
ancestral que puede aprovecharse como una alternativa alimenticia y econémica. Por tal razén, en este estudio
se investigaron cinco cepas nativas de L. nuda y se evalu6 su crecimiento in vitro en tres medios de cultivo (agar
extracto de malta -AEM-, agar papa dextrosa -APD- y agar Sabouraud -SAB-) a dos temperaturas (18 y 26°C),
asi como la produccién de indculo en granos de trigo, cebada y sorgo. Se determind que el medio mas adecuado
para el crecimiento micelial de las cepas fue AEM incubado a 26°C. Todas las cepas presentaron colonias de
color blanco a lila, textura algodonosa, bordes irregulares, con hifas de 1 a 4 um y fibulas en regular cantidad a
abundantes en todos los medios evaluados. En la produccién de indculo, las cepas presentaron mayor velocidad
de colonizacion en los granos de trigo. Se recomienda utilizar AEM para la produccion de biomasa y granos de
trigo para la produccion de indculo de las cepas evaluadas.

Palabras claves: Hongos comestibles, cultivo de hongos comestibles

Abstract

Lepista nuda is an edible mushroom highly appreciated for its delicate flavor particularly in several European
countries. In Guatemala is used by people of kaqchikel and mam ethnic groups and constituting an ancient
food that can be used for economic and nutritional alternatives for the country. For this reason, five native strains
of L. nuda were studied in vitro in three culture media (malt extract agar -AEM-, potato dextrose agar -APD- and
Sabouraud agar -SAB-) at two different temperatures (18 and 26°C). The spawn production where evaluated in
wheat, barley and sorghum grains. The most appropriate medium for the mycelial growth of the strains was AEM
incubated at 26°C. All strains showed colonies white to lilac, cottony texture, irregular edges, with hyphae of 1
to 4 um, and moderate to abundant quantity of clamp connections in all media tested. In the spawn production,
the strains showed faster colonization in wheat grains. It is recommend the medium AEM for the production of
biomass and wheat grain for spawn production for the strains tested.
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Introduccion

Lepista nuda (Bull.: Fr.) Cooke es un hongo
comestible que presenta importantes cualidades or-
ganolépticas que incluyen un delicado sabor, lo cual
lo hace una especie muy apreciada en Europa (Pinto,
Barros, Sousa, & Ferreira, 2013). En Guatemala es una
especie comestible utilizada por personas de la etnia
kagchikel que habitan los municipios de Comalapa, San
Martin Jilotepeque y Tecpan, Chimaltenango, donde
se le conoce como Pang ’ogq’ (Bran, Morales, Caceres,
& Flores, 2003; Bran et al., 2003; Morales, Bran, &
Caceres, 2010). También se le conoce en el municipio
de Todos Santos Cuchumatéan, Huehuetenango, donde
los habitantes de la etnia mam se refieren a ella como
Xew (Flores et al., 2002).

El origen del cultivo de este hongo proviene de
Francia y Holanda y aunque se ha realizado una gran
labor para cultivarla, se han presentado algunas com-
plicaciones debido a su largo y lento ciclo de vida (Cas-
tro, Moreno, Garcia, & Ortiz, 2014). Se han realizado
diversos estudios para conocer las caracteristicas de su
cultivo. En México se evaluo el crecimiento micelial
de cuatro cepas de L. nuda en diferentes medios de
cultivo y suplementos organicos (Gaitan-Hernandez
& Baéz, 2008).

En Guatemala se han aislado varias cepas de L.
nuda, sin embargo es necesario conocer los parametros
de crecimiento in vitro de las cepas recolectadas en
diversas localidades donde tradicionalmente se utiliza
como alimento. Por tal motivo, en esta investigacion se
estudiaron cinco cepas nativas de L. nuda para evaluar
su crecimiento in vitro en diferentes medios de cultivo
a dos temperaturas, asi como la produccion de indculo
sobre tres granos de cereales, con el fin de iniciar el
estudio del cultivo de este hongo utilizando residuos
generados por las actividades madereras y agricolas
del pais (Bran et al., 2004).

Materiales y métodos

Cepas de L. nuda

Las cepas utilizadas fueron aisladas de especime-
nes silvestres recolectados entre los afios 2001 a 2010
y se encuentran depositadas en el Cepario de Hongos
Saprobios y Micorricicos del Departamento de Micro-
biologia, Escuela de Quimica Biologica, Facultad de
Ciencias Quimicas y Farmacia. Los codigos y proce-
dencia de las cepas son: 17.01, 54.02 y 21.10 (Tecpan,
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Chimaltenango), 50.09 (Comalapa, Chimaltenango) y
4.10 (San Jorge Muxbal, Santa Catarina Pinula, Gua-
temala)

Revitalizacion y produccion de biomasa de las
cepas

Las cepas se sembraron en el medio APD y se
incubaron a 26°C por 30 dias. Posteriormente se re-
sembraron en agar AEM y se incubaron a 26°C por
dos semanas.

Crecimiento micelial de las colonias en diferentes
medios de cultivo y temperaturas de incubacion

El procedimiento se realiz6 de acuerdo con lo re-
comendado por Mier, Toriello y Ulloa (2002) y Stamets
(1993). Se prepararon los medios de cultivo AEM, APD
y SAB en cajas de Petri de poliestireno desechables
estériles de 9 cm de diametro. Después cada medio se
inoculd con un circulo de aproximadamente 0.5 cm de
diametro que contenia medio AEM con el micelio de la
cepa respectiva. Se inocularon 40 cajas de cada medio y
cepa, para un total de 600 unidades experimentales (300
para cada temperatura de incubacion). Posteriormente
se incubaron a 18 y 26°C, durante 17 dias. Se midio el
diametro (cm) de las colonias, cada 3 dias.

Al finalizar el tiempo de incubacion, las colonias
se caracterizaron macro y microscopicamente de acuer-
do con lo recomendado por Nobles (1965). Se observd
el color del anverso y reverso de las colonias, la textu-
ra, la forma y la produccion de exudado. También se
describié microscopicamente el micelio y se realizaron
preparaciones con azul de lactofenol, para observar las
caracteristicas hifales y fibulas, asi como para medir el
diametro de las hifas (um).

Inéculo

El in6culo se prepar6 utilizando granos de trigo,
sorgo y cebada segun lo recomendado por Quimio, Chang
y Royse (1990). Los granos se hidrataron por 18 h hasta
alcanzar aproximadamente el 80% de humedad. Luego
se colocaron 20 g de cada uno de los granos en bolsas
de polipapel y se afiadi¢ carbonato de calcio (CaCO,)
(1 % p/p) como regulador de pH. Se realizaron 20 re-
peticiones por cada grano y cepa y se obtuvieron un
total de 300 unidades experimentales. Las bolsas con
los granos se esterilizaron durante 0.5 ha 121°Cy 1.0
kg/cm? de presion. Posteriormente a este tratamiento se
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dejaron enfriar. Después en condiciones de esterilidad,
los granos contenidos en las bolsas de polipapel se co-
locaron en cajas de Petri estériles y se inocularon en el
centro de cada caja con un fragmento de 0.5 cm? que
contenia medio AEM y micelio de la cepa respectiva.
Posteriormente se incubaron a 26°C.

El didmetro de las colonias se midi6 cada 3 dias,
de acuerdo con lo recomendado por Coello-Castillo,
Sanchez y Royse (2009), hasta que el micelio crecio
en toda el area de la caja. Posteriormente se estimo la
Tasa de Extension Radial (RER) expresada en mm/dia,
con la siguiente formula: RER = X2-X1/T2-T1, donde
X1 es el diametro inicial (mm) de la colonia, X2 el
diametro final (mm), T1 el tiempo inicial (0) y T2 el
tiempo final de incubacion (dias).

Diseiio del estudio y analisis de la informacion

Para el estudio del crecimiento micelial de las
colonias se utilizo un disefio factorial 5 x 3 x 2 (cinco
cepas, tres medios de cultivo y dos temperaturas de
incubacion). En la produccion de indculo se utilizé un
disefio factorial 5 x 3 (cinco cepas y tres granos de
cereales). Al final de cada periodo de incubacion se cal-
cularon la media aritmética del didmetro de las colonias
y RER y su respectiva desviacion estandar.

Posteriormente se realizaron analisis de varian-
za de una via (ANOVA) y prueba de comparaciones
multiples de Tukey (o= 0.05) para evidenciar las dife-
rencias significativas de la interaccion de los factores:
cepas, medios de cultivo y temperaturas de incuba-
cion. De igual forma, se evaluo la interaccion del valor
RER obtenido por las cepas en funcion de los granos
evaluados para la produccion del indculo. Ademas se
elaboraron graficas del tipo barras de error.

Resultados

Los resultados indicaron que la cepa 4.10 obtu-
vo los mayores crecimientos en el medio AEM en las
dos temperaturas evaluadas, los cuales a su vez fueron
significativamente diferentes (p < 0.05) a las demas
cepas, medios y temperaturas ensayadas. Por otra parte,
la cepa 54.02 obtuvo los menores diametros a ambas
temperaturas (Tabla 1).

Al observar el efecto de la temperatura y medios
de cultivo sobre cada una de las cepas evaluadas, se
determind que el diametro de crecimiento micelial
obtenido por la cepa 4.10 a 26°C fue estadisticamen-
te significativo comparado con las demas (p < 0.05).
Asimismo, la cepa 54.02 a 26°C obtuvo el crecimiento
micelial mas bajo (Figura 1).
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Figura 1. Efecto de las cepas y temperaturas de incubacion sobre el didmetro del crecimiento micelial de todos los
medios evaluados. Las barras de error indican la media + la desviacion estandar. Letras distintas indican diferencia

significativa (p < 0.05).
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Tabla 1

Crecimiento miceliar de cepas de L. nuda en diferentes medios de cultivo y temperaturas

Temperatura (°C) Cepa Medio Diametro de las colonias (cm)
18 4.10 AEM 6.81+0.43 b!

APD 5.50+0.44 f.g
SAB 4.83+045 ij.k1

17.01 AEM 491+0.29 i
APD 6.38 £0.23 c,d
SAB 3.72+0.18 0

21.10 AEM 6.11+£0.42 de
APD 5.39+0.58 g.h
SAB 422 +0.18 n

50.09 AEM 5.77+0.38 e,f
APD 446 +0.30 L,m,n
SAB 4.50+£0.20 k,I,m,n

54.02 AEM 5.11+0.33 h,i
APD 5.90+0.24 e
SAB 3.34+0.08 p

26 4.10 AEM 7.78 £0.37 a

APD 520+ 0.23 ghii
SAB 4.85+0.23 i,k

17.01 AEM 5.33+0.34 g.h
APD 542+0.11 f.gh
SAB 3.61+£0.20 0.p

21.10 AEM 6.61 £0.43 b,c
APD 5.40+0.44 f,g,h
SAB 443 +£0.15 m,n

50.09 AEM 5.97+0.42 e
APD 446 +0.18 I,m,n
SAB 4.70+£0.33 jk,Lm

54.02 AEM 4.94 +£0.30 i
APD 541+0.28 f.gh
SAB 3.54+0.10 0.p

Nota. 'Letras distintas en la misma columna indican diferencia estadisticamente significativa, de acuerdo con la prueba

de comparaciones multiples de Tukey (a = 0.05).
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Figura 2. Efecto de los medios de cultivo y temperaturas de incubacion sobre el didmetro del crecimiento micelial de
todas las cepas evaluadas. Las barras de error indican la media + la desviacion estandar. Letras distintas indican dife-

rencia significativa (p < 0.05).

Al comparar el efecto de la temperatura y cepas
en los medios de cultivo evaluados, se determin6 que
el crecimiento micelial fue mayor en el medio AEM
a 26°C, el cual evidenci6 diferencia significativa con
respecto a los demas (p <0.05). Ademas, el crecimiento
en el medio SAB a ambas temperaturas fue menor y
estadisticamente diferente (p < 0.05) a los otros medios
de cultivo evaluados (Figura 2).

La morfologia macroscopica de las cepas mostrod
colonias, algodonosas, con micelio aéreo de escaso a
abundante y bordes irregulares, color blanco a lilidceo
sin coloracion en el reverso y microscdpicamente pre-
sentaron hifas hialinas, no ramificadas, con diametro
entre 1.0-4.0 um, asi como fibulas abundantes, en los
medios y temperaturas evaluados.
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En la produccion de indculo, se determiné que las
cepas 4.10, 17.01, 50.09 y 54.02 colonizaron con mayor
velocidad los granos de trigo, con excepcion de la cepa
21.10 que lo hizo en cebada, sin embargo, no mostraron
diferencia estadisticamente significativa (p > 0.05). Se
resalta que el menor tiempo de colonizacion en trigo lo
mostré la cepa 4.10 (Tabla 2).

Al comparar el efecto de los granos evaluados so-
bre las cepas, se encontrd que la cepa 54.02 mostro la
mayor RER; sin embargo, no present6 diferencia esta-
disticamente significativa con la cepa 17.01 (p > 0.05).
La menor RER se observo en la cepa 21.10, la cual no
fue estadisticamente significativa (p > 0.05) con respecto
ala cepa 4.10 (Figura 3).
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Tabla 2
Produccion de inoculo de cepas de L. nuda en diferentes sustratos
Cepa Sustrato RER (mm/dia)
4.10 Cebada 3.32+1.03 e
Sorgo 4.89 £0.64 b,c
Trigo 5.54+0.16 a
17.01 Cebada 5.25+0.61 a,b
Sorgo 423+043 d
Trigo 5.58 £0.15 a
21.10 Cebada 5.27+0.33 ab
Sorgo 2.63 £0.41 f
Trigo 5.04+0.55 a,b
50.09 Cebada 3.85+0.44 d,e
Sorgo 4.40 £0.49 c,d
Trigo 5.55+0.11 a
54.02 Cebada 4.03+0.53 d
Sorgo 5.41+0.89 a,b
Trigo 5.58£0.15 a

Nota. Letras distintas en la misma columna indican diferencia estadisticamente significativa, de acuerdo con la prueba
de comparaciones multiples de Tukey (a = 0.05).
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Figura 3. Efecto de las cepas sobre el RER obtenido en diferentes sustratos. Las barras de error indican la media + la desvia-
cion estandar. Letras distintas indican diferencia significativa (p < 0.05).
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Al contrastar el efecto de las cepas sobre los gra-
nos evaluados, se comprobd que la mayor RER fue
observada en granos de trigo y mostr6 diferencia sig-

nificativa con respecto a cebada y sorgo (p < 0.05), sin
embargo, no existio diferencia (p > 0.05) entre éstos
dos ultimos (Figura 4).
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Figura 4. Efecto general observado en los sustratos, con respecto al RER obtenido por las cepas evaluadas. Las barras de error
indican la media + la desviacion estandar. Letras distintas indican diferencia significativa (p < 0.05).

Discusion

En este estudio se comprobd que las cepas de L.
nuda presentaron en general mayor velocidad de cre-
cimiento a 26°C en AEM, de manera que este medio y
temperatura favorecieron el desarrollo del micelio. Este
comportamiento puede deberse a que éstas necesitan
un medio enriquecido para su desarrollo. El medio de
cultivo que reune esta caracteristica es el AEM, ya que
entre sus ingredientes se encuentran el extracto de malta
y peptona de harina de soya que proveen de nutrientes
de calidad (Bridson, 2002).

En otros trabajos se ha recomendado el uso del medio
AEM sin suplementos o adicionado con 2% de lavadura
(Stott, Broderick, & Nair, 1996), con polvo de encino, ca-
seina hidrolizada o con peptonas (Gaitan-Hernandez &
Baez, 2008). En particular, puede ser que las cepas silves-
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tres de Lepista necesiten sustratos degradados previamente,
lo que apoyaria la necesidad de las cepas de crecer en un
medio enriquecido y con facil disponibilidad de nutrientes
como los contenidos en el medio AEM (Boddy, Frankland,
& van West, 2007).

El hecho que la cepa 4.10 presentara el mayor
crecimiento micelial a ambas temperaturas en el medio
de AEM, indica su estabilidad y adaptabilidad a dife-
rentes condiciones de crecimiento. Ademas, dado que la
mayoria de las cepas obtuvieron el mayor diametro de
crecimiento micelial en ese medio de cultivo a ambas
temperaturas, se recomienda su uso.

Se considera que las cepas 17.01 y 54.02 podrian
poseer enzimas capaces de degradar el almidon de for-
ma mas eficiente que las demas cepas evaluadas, debido
a que crecieron mejor en el medio APD a ambas tem-
peraturas. Sin embargo es necesario realizar estudios
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adicionales sobre la produccion de amilasas en cada
una de las cepas.

En este estudio, la temperatura de incubacion
26°C permitié la mejor seleccion de la cepas de mas
rapido crecimiento, no asia 18°C, debido a que la tem-
peratura es un factor que influye en la velocidad del
crecimiento micelial ya que las bajas temperaturas dis-
minuyen el metabolismo celular (Sanchez, 2004). Estos
resultados son semejantes a los obtenidos en otros tra-
bajos realizados con hongos nativos en el pais, debido
a que cepas de Schizophyllum commune y Neolentinus
ponderosus crecieron mejor a 26°C. En contraste, cepas
de Agrocybe cylindracea crecieron mejor a una tem-
peratura de 18°C (Bran, Morales, Flores, & Caceres,
2008; Bran, Morales, Flores, Caceres, & Blanco, 2007;
Bran, Morales, Flores, Caceres, & Gurriaran, 2009).

En un estudio del crecimiento micelial de cepas
silvestres de L. nuda procedentes de México y Fran-
cia, cultivadas en medios con diferentes suplementos
organicos, se encontrd que las cepas crecieron a una
temperatura de 20 y 25°C con resultados muy varia-
bles (Gaitan-Hernandez & Baez, 2008). Stott (1998)
inform6 de una temperatura de 25°C como la 6ptima
para el crecimiento de L. nuda en diferentes medios de
cultivo, resultados muy cercanos a los encontrados en
esta investigacion.

En conclusion debido a su rapido crecimiento,
adaptabilidad y estabilidad, la cepa 4.10 es promisoria
para la produccion de micelio en AEM y la produccion
de indculo en granos de trigo a 26°C. La seleccion de
cepas que se deben usar en el cultivo de hongos es
importante debido a que una cepa con alta habilidad de
colonizacion, puede disminuir los tiempos de produc-
cion de micelio en caja de Petri y en granos de cereales
e incluso incrementar la productividad (Sanchez, 2004).

En cuanto a las caracteristicas macro y micros-
copicas de las colonias, el color blanco a lila y textura
algodonosa asi como hifas hialinas con fibulas abun-
dantes, fueron similares a lo reportado para L. nuda
en otros estudios (Arias, 1977; Sanchez, Honrubia, &
Torres, 2000). La presencia de fibulas en todas las ce-
pas es una garantia del estado dicaridtico del micelio
y aseguran el mantenimiento de éste estado, como un
paso previo a la fructificacion en los basidiomicetes
(Chang & Miles, 2004).

La produccion de indculo en granos de trigo, tam-
bién ha sido utilizada con buenos resultados para A.
cylindracea (Philippoussis, Zevarkis, & Diamantopou-
lou, 2001; Stamets, 1993), Pleurotus ostreatus, P. pul-
monarius, N. ponderosus y N. lepideus (Martinez-Ca-

102 |

rrera, Morales, & Sobal, 1988; Martinez-Carrera, Soto,
& Guzman, 1985; Palacios, 2000). En Guatemala se
ha reportado para la produccion de inodculo de cepas
nativas de A. cylindracea (Bran et al., 2009) y de S.
commune (Bran et al., 2008)

Es importante sefalar que el mejor sustrato o ve-
hiculo es aquel que es colonizado en menor tiempo (con
mayor RER) por una cepa determinada, ya que una
prolongacion en el tiempo de incubacion promueve la
contaminacion y alarga los ciclos del cultivo (Stamets,
1993).

A pesar que en esta investigacion solamente se
estudiaron las caracteristicas de cultivo in vitro 'y pro-
duccion de indculo, pasos previos e importantes para la
produccion de cuerpos fructiferos se provee de informa-
cion para el cultivo en Guatemala de L. nuda, un hongo
nativo muy apreciado por su agradable sabor y textura y
que a nivel mundial es considerado un “hongo exotico”
de potencial comercial e industrial (Stott et al., 1996).
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