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RESUMEN

Auricularia spp. es un hongo que presenta
amplio potencial en la industria alimentaria
debido a sus propiedades nutricionales y
medicinales. Aunque, las inadecuadas técnicas
de identificacion y propagacion in vitro han
limitado su aprovechamiento. Por ello, el
objetivo de este trabajo es obtener cepas
puras de Auricularia spp. con potencial
industrial. Se aislaron e identificaron vy
caracterizaron quimicamente cepas nativas
del hongo, y se selecciond el medio de cultivo
que permitiera la mayor velocidad de
crecimiento. Las cepas aisladas mostraron
identidad genética del 99% con A
fuscosuccinea y una velocidad de crecimiento
optima de 7,2 mm/dia en medio Agar Extracto
de Malta (MEA), que presentd diferencias
estadisticamente significativas con PDA.

PALABRAS CLAVE: aislamiento, caracterizacion
seguridad alimentaria, tasa de crecimiento.

ABSTRACT

Auricularia spp. is a fungus that has wide
potential in the food industry due to its
nutritional and medicinal properties. Although,
the inadequate techniques of identification and
in vitro propagation have limited its use.
Therefore, the objective of this work is to
obtain pure strains of Auricularia spp. with
industrial potential. Native strains of the fungus
were isolated and identified and chemically
characterized, and the culture medium that
allowed the highest growth rate was selected.
The isolated strains showed 99% genetic
identity with A. fuscosuccinea and an optimal
growth rate of 7.2 mm / day in the Malt Agar
Extract Medium (MEA), which presented
statistically significant differences with PDA.

KEYWORDS: isolation, characterization, food
security, growth rate.

INTRODUCCION

El Objetivo de Desarrollo Sostenible (ODS) n° 2
de la Organizacion de las Naciones Unidas

(ONU, 2015) pretende disminuir el hambre a
cero, por lo que una serie de politicas
alimentarias y sociales, e invenciones
cientificas han sido implementadas por todos
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los paises miembros (Vifias, 2011, 2012). Sin

embargo, el objetivo de “hambre cero” esta

muy ligado al n® 3, “salud y bienestar”, ya que

no se trata soélo de saciar de comida a los

individuos, sino también de suministrarles los

nutrientes necesarios para gozar de un buen

estado de salud.

El suministro de proteina es uno de los retos
mundiales para suplir los requerimientos
dietéticos de la poblacién (Godfray et al.,
2010), no obstante, su produccién cada vez es
mas insostenible ambiental y
econdémicamente; por tanto la modificacion de
habitos de consumo hacia fuentes de proteina
alternativa es una opcién viable (Capone, El
Bilali, Debs, Cardone, y Driouech, 2014,
Hoogland, de Boer, y Boersema, 2005). En este
contexto, la produccién de proteina
microbiana es una buena alternativa (Pineda,
Ramos y Soto, 2014), ya que presenta altos
rendimientos; no obstante, el consumo de
proteina de algas, bacterias y levaduras ha sido
limitado por sus efectos nocivos en la salud del
consumidor (Garcia-Garibay, Gdmez-Ruiz,
Cruz-Guerrero, y Barzana, 2014, Zepka, Jacob-
Lopes, Goldbeck, Souza-Soares, y Queiroz,
2010). La proteina fungica, pese a presentar
menor rendimiento, no provoca efectos
adversos en el consumidor, contiene todos los
aminodacidos esenciales y presenta alta
digestibilidad (Nigam y Singh, 2014; Roman
Corrochano, 2013).

Auricularia spp. es una de las diez setas
producidas a escala industrial, que crece de
forma natural en los tallos y las raices de
algunos drboles, asi como en materiales
lignoceluldsicos en descomposicién (Cano-
Estrada y Romero-Bautista, 2016; Ortiz et al.,
2016), por lo que su produccion constituiria
una forma de reciclaje de residuos
agroindustriales viable, teniendo en cuenta
que Ecuador es un pais con vocacion agricola
(Monteros Guerrero, Sumba Lusero, vy
Salvador Sarauz, 2013).
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Por ello, el objetivo de este trabajo es obtener
cepas puras de Auricularia spp. con potencial

industrial.
MATERIALES Y METODOS

Medios de cultivo

Se empled los medios de cultivo Agar
antibidtico, Agar papa dextrosa (PDA) y Agar
Extracto de Malta (MEA) de la marca FUNGI
PERFECTI®, los cuales se prepararon siguiendo
la técnica descrita por Stamets (2000).

Material biolégico

Los carpdforos de Auricularia sp. fueron
recolectados en la provincia de Carchi, cantén
Mira, parroquia Jacinto Jijon y Camafio,
comunidad La Joya, en un bosque tropical
hdmedo con las siguientes coordenadas UTM
WGS84 (GPS MAGELLAN 550): 17N 806475
Este 10088020 Norte. Los hongos habian
crecido sobre troncos caidos y restos de
madera aserrada de pendo en
descomposicion, por lo que para su
recoleccion se transportaron adheridos al
sustrato, como indica la fig. 1.

_ N
Fig. 1. Carpdforos de Auricularia sp. adheridos
al sustrato natural.

T SRR AV

Aislamiento

Se realizd por escision de los carpodforos,
extraccion de tejidos internos de 2mm de
longitud vy posterior incubacion en agar
antibidtico durante 6 dias a 22 °C. Se
consideraron como aislamientos positivos,
todos aquellos con  crecimientos vy
caracteristicas miceliares uniformes, sin
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contaminaciones ni estados conidiales. Las
cepas se purificaron mediante el método de
repiques sucesivos (Ortiz etal., 2016) y se
rotularon con la nomenclatura ceba AP1-1810,
ceba AP2-1810 y ceba AP3-1810. Luego, se
liofilizaron por congelacién a 200 atm
descendiendo desde 10 °C hasta -50 °C, vy
secado a 300 atm de presién, ascendiendo
hasta 30 °C. Las cepas se almacenaron a 4 °C
en el Banco de Recursos Genéticos (BRG) del
Centro Ecuatoriano de Biotecnologia vy
Ambiente (CEBA).

Identificacion

Se emplearon claves taxondémicas
reportadas por Montoya-Alvarez y
colaboradores (2011), luego se enviaron los
carpoforos al laboratorio especializado IDGEN.
La identificacién molecular tuvo el siguiente
protocolo: extraccion de ADN mediante el
método de Sambrook, Fritsch y Maniatis
(1989) modificado con la adicién de ARNasa (X.
Z. Fan, Zhou, Xiao, Xu, y Bian, 2014);
amplificacidon de barcode con ITS4 e ITS5 como
cebadores (primers); secuenciacion estandar
por el Método de Sanger, Nicklen y Coulson
(1977); ensamblaje de productos de PCR
empleando el programa bioinformatico
GENEIOUS; y contraste de resultados con las
secuencias registradas en la base de datos
GenBank.

las

Calculo de velocidad de crecimiento

Cajas de Petri que contenian los medios de
cultivo en estudio (PDA y MEA) fueron
inoculadas con las cepas liofilizadas del CEBA e
incubadas a 22 °C durante 7 dias. Las medidas
fueron tomadas con cinta métrica, como
muestra la fig 2.

La ecuacion (1) permitié calcular la velocidad
de crecimiento (V) como el cociente entre el
didmetro de la colonia (x) y el tiempo de
incubacion (t) (Pineda, Soto, Santiago, Pénce, y
Reyes, 2015).

mm

V(EE) = x@mm)/e(d) (1)
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Fig. 2. Técnica de medicidn de crecimiento.

Disefio experimental

Se realizd un Disefio Completamente al Azar
(DCA), con cinco réplicas por tratamiento para
un total de 10 corridas. Como factor de estudio
se selecciond el medio de cultivo (MEAy PDA),
como variable de respuesta la velocidad de
crecimiento de la cepa nativa y como factor de
ruido el nivel de luz. Los pardmetros de
operacién fueron: la temperatura a 22°C, el
tiempo de incubacién de 7 dias y el tipo de
cepa, que se mantuvieron constantes durante
el desarrollo del experimento.

Tratamiento estadistico

El  tratamiento estadistico se realizd
empleando el software estadistico
STATGRAPHIS®, Centurion XV, version 15.2.05.
Se realizé un Andlisis De Varianza (ANOVA, por
sus siglas en inglés) para evaluar el efecto de
los medios de cultivo en la velocidad de
crecimiento radial de A. fuscosuccinea; la
prueba se efectud con un nivel de confianza
del 95%, un bloque de estudio y 9 grados de
libertad para el error, tomando como Hipdtesis
nula (Ho) que la velocidad media de
crecimiento de los distintos medios de cultivo
son iguales y como Hipdtesis alternativa (Ha)
que al menos una es diferente.

Previamente, se verificaron los supuestos de la
estadistica paramétrica mas importantes:
normalidad y homocedasticidad. La
distribucion normal de los residuales se
verificé con la prueba de Shapiro-Wilk, con un
nivel de confianza del 95%, tomando como Ho
que la muestra proviene de una poblacion con
distribuciéon normal y como H, lo contrario.
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Para apoyar la afirmacidn anterior se realizé la
prueba de Jarque-Bera, con un nivel de
confianza del 95%, empleando como Hp que la
muestra tiene la asimetria y la curtosis de una
distribucion normal y como H, lo contrario. La
homocedasticidad de los datos se verificd con
la prueba de Levene, con un nivel de confianza
del 95%, empleando como Ho que la muestra
proviene de una poblacién con igualdad de
varianzas entre los grupos y como Hi lo
contrario.

RESULTADOS Y DISCUSIONES

Aislamiento

El aislamiento de Auricularia sp. se hace a
partir del tejido del hongo y no de esporas
debido a que los cultivos de tejidos son
esencialmente clones del hongo, en contraste
con los cultivos de esporas, que presentan
variabilidad genética (Ardén Lopez, 2007).

El medio de cultivo empleado, agar PDA,
coincide con el empleado por varios
investigadores para el aislamiento de especies
del género, tales como A. aquricula (Fan et al.,
2014; Tao, Liu, y Xu, 2011).

Las colonias fungicas presentaron micelio
blanco de aspecto sedoso a plumoso vy
mediana densidad, como muestra la fig. 3.

Fig. 3. Cepa de Auricularia sp. purificada.

Identificacién morfoldgica

Los  cuerpos  fructiferos  recolectados
presentaron crecimiento en solitario, unién
lateral al sustrato, forma de oreja, estipite
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corto o ausente, color rosa amarronado,
apariencia glabra, consistencia cerosa vy
gelatinosa cuando frescos mientras que
coridcea cuando secos, himenio suave con
pliegues leves, tamafio de 2 a 10 cm de largo
por 5 a 12 cm de ancho, y una zona pilosa
inferior a 100 um con capa medular inferior a
150 um, coincidiendo con Lowy (1951) vy

Bolafios y Soto (2011).

Taxondmicamente se puede decir que las
cepas corresponden a A. Fuscosuccinea,
aunque, es necesario un estudio filogenético
para mayor exactitud (Montoya-Alvarez et al.,
2011).

Identificacion molecular

Los enfoques moleculares se consideran
herramientas poderosas para investigar la
relacién inter e intragenética de especies de
basidiomicetos, apoyando los resultados
obtenidos a partir de métodos convencionales
tales como los morfolégicos, fisiolégicos vy
bioguimicos (Tao et al., 2011).

En este trabajo se emplearon los cuerpos
fructiferos del Auricularia sp. (Auril) como
muestra para la extraccion de ADN, a
diferencia de otros trabajos donde se emplea
el micelio seco luego de Fermentacién en
Estado Liquido (FEL) (Fan et al., 2014; Li et al.,
2007; Tao et al., 2011).

La extraccién de ADN se realizd en este trabajo
por el método de Sambrook y colaboradores
(1989), a diferencia de Tao y Colaboradores
(2011), que emplearon el método de Doyle y
Doyle (1987) modificado, y de Yan vy
colaboradores (2004), que emplearon el
método de Bromuro de
hexadeciltrimetilamonio (CTAB, por sus siglas
en inglés). Para la extraccion se requirié de un
tratamiento  enzimatico  adicional, que
permitiera la obtencién de ADN de alta calidad,
debido a que el cuerpo fructifero de Auril
posee una elevada concentracion de proteinas
y polisacaridos.
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El ADN de Auril se extrajo por duplicado con el
fin de obtener una concentracién y calidad de
ADN que permitiera la correcta amplificacién
del Fragmento de Espaciadores Transcritos
Internos (ITS, por sus siglas en inglés) mediante
PCR. Adicionalmente, las muestras se trataron
con ARNasa y se diluyeron hasta una
concentracion en un rango de 15 a 30 ng/uL,
para descartar procesos inhibitorios de la PCR
debido a una elevada concentracion de ADN,
previo a su utilizacion en el ensamblaje de la
PCR. Este rango de concentracion de ADN es
semejante al rango reportado por Tao vy
Colaboradores (2011) para la identificacién de
cepas nativas de A. auricula, 20 a 40 ng/uL.

El andlisis de secuencias de Espaciadores
Transcritos Internos (ITS, por sus siglas en
inglés) juega un papel importante en los
estudios de filogenia en o por debajo del nivel
de género y en la identificacién de hongos
(Dunham, O’dell, y Molina, 2003).

Los resultados del ensamblaje de ADN se
visualizan en la fig. 4, donde “C-“ es el control
negativo y el marcador de peso molecular
tiene una longitud de 1000 pb.

Fig. 4. Amplicén deImento ITS de Auril.

EI ADN lineal de Auril presenta longitud de 636
pb, calidad del 71,5 % vy al contrastarse con la
accesion JX065150.1 de la base de datos de
nucledtidos de GenBank muestra identidad del
99 % con A. fuscosuccinea (GenBank, 2013),
conforme con la publicacion de Looney,
Birkebak y Matheny (2013). Este porcentaje de
identidad genética es favorable, ya que otros
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estudios evidencian que las cepas nativas
presentan una alta diversidad genética. Cepas
nativas de A. auricula-judae presentaron una
identidad genética promedio de tan sélo el
41% (Du, Cui, y Dai, 2011), mientras que las
cepas de A. aquricular presentaron el 50-63% (Li
etal., 2007, Yan etal.,, 2004) y las de A.
polytricha el 58-65 % (Du, Cui, Zhang, y Dai,
2013; Yan et al., 2004).

Velocidad de crecimiento

La velocidad de crecimiento promedio de A.
fuscosuccinea fue mayor en MEA que en PDA,
cuyos valores correspondieron a 7,20 mm/d y
6,28 mm/d, respectivamente.

Carrefio-Ruiz y  colaboradores  (2014)
cultivaron A. Fuscosuccinea en diferentes
medios de agar para su caracterizacion
morfolégica luego del aislamiento vy
obtuvieron velocidades de crecimiento
superiores en PDA que en MEA; aunque las
cepas no habian sido sometidas a liofilizacion,
a diferencia de este trabajo, lo que
probablemente causé las discrepancias.
Aunqgue, algunos autores sostienen que la
influencia de la liofilizacion en la supervivencia
de los hongos no es estadisticamente
significativa, siempre y cuando se sigan los
protocolos adecuados (Singh, Upadhyay,
Yadav, y Tiwari, 2004; Singh, Yadav, y Rai,
2007).

En el trabajo de Carrefio-Ruiz y colaboradores
(2014), las velocidades de crecimiento en PDA
son similares a las de este trabajo, alrededor
de 6 mm/ dia, caso contrario a las velocidades
de crecimiento en MEA que corresponden a
aproximadamente 4 mm/ dia, casi tres
unidades inferiores a las de este trabajo.

Tratamiento estadistico

La velocidad promedio en MEA fue de 7,20
mm/d con un minimo de 7,0 mm/d, un
maximo de 7,3 mm/d, desviacidon estandar de
0,141421, coeficiente de variacién de
0,0196419, sesgo de -0,8838835 y curtosis de
-1,750000. La velocidad promedio en PDA fue
de 6,28 mm/d, con un minimo de 6,2 mm/d,
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un maximo de 6,4 mm/d, desviacion estandar
de 0,109545, coeficiente de variacion de
0,0174434, sesgo de 0,6085806 y curtosis de -
3,333333. Segun esto, el mejor medio de
cultivo para A. fuscosuccinea.

Se observa que los datos por grupos presentan
una dispersion muy semejante, de 1,9%vy 1,7%
para MEA y PDA, respectivamente, aunque el
rango en el nivel MEA es 0,1 unidades mayor.
Los valores de curtosis muestran que los datos
en MEA presentan apuntamiento bastante
platicurtico, mientras que en PDA presentan
apuntamiento casi mesocdurtico, tendiendo a
leptocurtico. Los valores de sesgo muestran
que los datos en MEA presentan una leve
asimetria negativa mientras los datos en PDA
presentan una leve asimetria positiva, que al
operarse da 0,03770452, un valor no muy
alejado del correspondiente a la distribucién
normal, que es cero.

La prueba de Shapiro-Wilk arrojé un valor P de
0,07397221 que demuestra que los datos
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muestrales provienen de una poblacion con
distribucién normal. La prueba de Jarque-Bera
dio un valor P de 0,5039801 que evidencia que
los datos tienen la asimetria y la curtosis de
una distribucién normal. La prueba de Levene
suministré un valor Pr de 0,8088874 que
comprueba que las varianzas poblacionales
son iguales.

El ANOVA arrojé un valor P de 0,000 y una
razon F de 132,25, que evidencian que existe
diferencia estadisticamente significativa entre
la media de la velocidad de crecimiento lineal
de un medio de cultivo y otro.

CONCLUSIONES

Se aislaron cepas nativas de Auricularia spp.,
las cuales mostraron identidad genética del
99% con B. bassiana y una calidad del 75%. El
medio de cultivo mas apropiado para su
crecimiento in vitro es el medio MEA, ya que
mostro diferencias estadisticamente
significativas con el medio PDA.
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