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I. RESUMEN

Agrocybe cylindracea es un hongo que se consume en el municipio de Tecpan Guatemala,
Chimaltenango, San Juan Ostuncalco, Quetzaltenango y las aldeas Escuachil y Vista Hermosa de

San Antonio Sacatepéquez, San Marcos.

En la presente investigacion se utilizaron cinco cepas guatemaltecas de A. cylindracea,
determinandose la morfologia colonial y el crecimiento micelial en diferentes medios de cultivo y
pH, para obtener la mejor condicion en su cultivo a nivel de laboratorio como paso previo a la

obtencidn de biomasa fungica, produccién de indculo y cuerpos fructiferos.

Se determind que todas las colonias de las cepas evaluadas mostraron las caracteristicas
morfologicas reportadas en la literatura para A. cylindracea (con excepcion de la cantidad de
micelio aéreo el cual fue abundante) en todos los medios y pH estudiados.

Al evaluar el crecimiento micelial empleando como medios de cultivo agar papa dextrosa
(PDA), agar extracto de malta (EMA), y agar harina de maiz y levadura (CMY A), ajustados a pH
5, 5.5y 6 e incubados a una temperatura de 26 °C, se determind que el medio de cultivo EMA a
pH 6 favorecio el crecimiento de la mayoria de las cepas estudiadas. Al evaluar las interacciones
entre la cepa, el medio de cultivo y el pH se observé que las combinaciones con mayor
crecimiento micelial se obtuvieron con las cepas 638.08 y 58.01 en los medios PDA 'y EMA a pH
6. Adicionalmente, la cepa 638.08 en el medio EMA puede tener buen rendimiento a pH 5y 5.5.
Como consecuencia de los resultados obtenidos, se recomienda el cultivo de ambas cepas bajo las
condiciones indicadas, para la produccién de biomasa micelial como paso previo a la produccion

de in6culo y cuerpos fructiferos.



II. INTRODUCCION

Los estudios sobre hongos comestibles en Guatemala son escasos, sin embargo, hasta el
afio 2010 se han reportado 83 especies, en su mayoria documentadas por los resultados obtenidos
a partir de trabajos de investigacién, venta de hongos en mercados de las cabeceras
departamentales y en algunos municipios como San Juan Sacatepéquez, Guatemala; Sumpango,
Sacatepequez; Todos Santos Cuchumatan y San Mateo Ixtatan, Huehuetenango y Tecpan
Guatemala, Chimaltenango, entre otros. Dentro de este grupo de hongos se encuentra Agrocybe
cylindracea, especie que es utilizada como alimento por personas de las etnias Mam y Kaqchikel
en los departamentos de Quetzaltenango, San Marcos y Chimaltenango. En estos lugar se le
conoce como hongo del sauco, Tx’yol B’agman, Tx’yol te chib’j (en el idioma Mam) y Rukoxil
Tunay Che’ (idioma Kaqchikel).

A. cylindracea es una especie de reconocida comestibilidad en el mundo, ya que su
consumo también esta documentado en China, Italia y México. Ademas, se ha encontrado que
posee actividad antiinflamatoria, antitumoral, hipoglicémica, inmunoestimulante y contrarresta la
diabetes e hipertension. Dada la naturaleza saprobia de este hongo, es factible de ser cultivada
sobre desechos agricolas y forestales que se generan en el pais, para la produccion de cuerpos
fructiferos los cuales pueden utilizarse como una alternativa alimenticia y potencialmente
medicinal. Mediante su cultivo se estaria dando uso a la diversidad fangica del pais, y se crearian
alternativas alimenticias, econdémicas y medicinales, que pueden contribuir al desarrollo de

comunidades campesinas.

Por tal razon, se estudiaron cinco cepas nativas (58.01, 59.01, 60.01, 112.02 y 638.08)
para evaluar su crecimiento en diferentes medios de cultivo (EMA, PDA y CMYA) y pH (5, 5.5
y 6), como un primer paso para lograr la produccion de cuerpos fructiferos a nivel de sustrato. Se
efectud andlisis de varianza e intervalos multiples de Duncan, para evidenciar las diferencias

significativas en funcion del crecimiento micelial en los medios de cultivo y pH.



I1l. ANTECEDENTES

A. Generalidades

Los hongos son algunos de los organismos mas importantes del mundo, no solo por su
importancia en los ecosistemas si no también por la influencia que poseen sobre los humanos.
Son esenciales en muchas actividades cruciales como la descomposicion, el ciclo de los
nutrientes y transporte de nutrientes. Algunas especies son patdgenas importantes de plantas y
animales, mientras que otras forman simbiosis mutualista obligada con ciertas especies de
plantas, algas, cianobacterias y animales. Tienen una importancia econémica muy grande, por sus
efectos negativos y positivos en las actividades humanas, siendo Utiles en procesos industriales,
farmacéuticos, biotecnoldgicos y produccién de algunas especies para el consumo humano. Al
mismo tiempo, generan millones de dolares en dafios, a través de la degradacion de productos
alimenticios, de materiales usados por los humanos y por enfermedades provocadas a plantas y
animales. Por otra parte, existe una gran diversidad de hongos que cumplen con funciones vitales
en los ecosistemas naturales, por lo que deben incluirse en las estrategias de conservacion de la
biodiversidad (1).

B. Hongos comestibles

Los hongos comestibles se conocen desde tiempos inmemoriales. Se estima que cerca de
7,000 especies poseen varios grados de comestibilidad y mas de 3,000 especies de 31 géneros se
consideran como las principales comestibles (2).

Se tiene conocimiento que el primer esfuerzo por cultivar hongos comestibles, se remonta
1,400 afios atras en la antigua China. La primera especie cultivada exitosamente fue Auricularia
auricula, seguida de Flammulina velutipes, la cual se cultivd 200 a 300 afios después y la tercera

fue Lentinula edodes (2).

1. Morfologia

Los hongos comestibles se pueden encontrar principalmente en el grupo Basidiomycota.
Los cuerpos fructiferos de este grupo pueden ser carnosos, gelatinosos o pulverulentos y tener
forma de sombrilla, oreja, trompeta coral, etc. También poseen basidios, que son estructuras
microscopicas especializadas sobre las cuales se producen las esporas (basidiosporas). Los
cuerpos fructiferos cominmente poseen un pileo (sombrero), himendforo (estructura que sostiene
la capa fértil, ya sea lamelas, tubos, etc.), contexto y estipite. Los cuerpos fructiferos sésiles que

no tienen estipite no son comunes y estos se adhieren lateralmente al sustrato. También existen
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otras especies que no poseen pileo ni estipite, los cuales son caracteristicas unicas de ellos o
tipicas de la familia, género o especie a los que pertenecen (3).

2. Ciclo de vida

Las basidiosporas de los hongos comestibles germinan al estar en contacto con el sustrato
que contenga los requerimientos nutricionales necesarios para su adecuado desarrollo, asi como
temperatura, pH y humedad apropiadas. Estas basidiosporas dan origen al micelio primario,
denominado homocarién, por poseer un solo tipo de nicleo haploide. Las especies que poseen un
Unico ndcleo por cada célula que conforma la hifa, se le denomina monocarion. Los
basidiomicetes que poseen un micelio homocarién generalmente no fructifican, pero son capaces
de crecer vegetativamente. Algunos hongos comestibles, pueden formar esporas asexuales del
tipo oidio, el cual durante la germinacion dan lugar a un micelio homocarion. En otros casos los
oidios funcionan como gametos masculinos y se unen a hifas de micelio compatible para formar
el micelio heterotalico, tipico de la reproduccion sexual (4).

Para que se lleve a cabo el desarrollo del cuerpo fructifero, se requiere que dos micelios
homocaridticos compatibles se fusionen. Luego por disolucion de la pared en el lugar de
contacto, se forman compartimentos hifales con citoplasma continuo y con dos tipos de nucleos
provenientes cada una de las células que se fusionaron. A partir de este proceso se generan
divisiones conjugadas de ambos tipos de ndcleos, formandose un micelio heterocarion o dicarion.
Este tipo de micelio se conoce como micelio secundario en la mayoria de casos, ya que presenta
en cada septo una estructura lateral denominada conexion en grapa o fibula (4).

El micelio que presenta fibulas generalmente se identifica como heterocarién, y en tanto
el que no las presenta se conoce como homocarion. Sin embargo, en un gran nimero de hongos
que poseen un micelio heterocarion, no siempre se forman estas estructuras, por lo que no se
puede generalizar. El micelio heterocarion puede desarrollarse adecuadamente y multiplicarse
vegetativamente en esta condicion de forma indefinida. Aldn cuando la formacion de los
basidiomas se regula por la interaccion de diversos factores, son de mayor importancia los
cambios bruscos de humedad y la concentracién de CO,. La cariogamia de los nucleos que
forman el micelio heterocaridtico, se lleva a cabo en las puntas de las hifas que forman la capa
fértil del himenio, dando origen a basidios monocariéticos y diploides. Seguidamente el nucleo
(2n) presenta meiosis, dando origen a cuatro nicleos haploides (1n) que migran hacia los
esterigmas; formando las basidiosporas, generalmente haploides y con un solo tipo de nucleo.

Las basidiosporas maduras se liberan y pueden ser diseminadas por el viento, los insectos, el
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agua y animales entre otros factores, dando origen a hifas somaticas unicelulares e iniciar

nuevamente el ciclo de vida (4).

3. Valor nutricional

En cuanto a la composicion nutricional de los hongos comestibles, se sabe que poseen un
alto contenido de proteinas y carbohidratos, moderada cantidad de fibra y cenizas y son bajos en
grasas. Su valor energético también es bajo, pero proveen de una buena fuente de aminoacidos
esenciales, vitaminas y minerales. Los hongos contienen una porcion sustancial de tiamina,
riboflavina, niacina y de vitamina B,. En 100 gramos de proteina cruda hay 32 a 48 gramos de
nueve aminoacidos esenciales, de estos, la lisina es la mas abundante y las cantidades de

triptéfano y metionina son bajas (2).

C. Cultivo de hongos comestibles

La fructificacion de hongos comestibles es una actividad desarrollada desde hace varios
cientos de afios. En Asia existen registros del cultivo de especies de hongos comestibles como
Lentinula edodes y especies de Auricularia, mientras que en Europa hay evidencia del cultivo de
champifion (Agaricus bisporus). Esta tecnologia llegd a nuestro continente a finales del siglo X1X
y la primera mitad del siglo XX, pero fue hasta la segunda mitad de este siglo, gracias al
mejoramiento de las técnicas existentes, que la industria de hongos comestibles se hizo presente
de manera importante en varios paises de Ameérica (5).

Los hongos se pueden cultivar a través de una variedad de métodos, algunos conformados
por técnicas simples que requieren de poca o casi nada de experiencia por parte del cultivador,
mientras que otros demandan técnicas sofisticadas, ya que incluyen procedimientos como el
cultivo de tejido estéril bajo un ambiente y condiciones controladas (6).

La fructificacion de hongos comestibles por metodologias simples toma poco tiempo,
pero requiere paciencia por parte del cultivador, ya que el rendimiento y eficiencia biologica a
obtenerse es muy variada y no siempre se logra un buen resultado. Por este motivo, la
implementacién y utilizacion de métodos mas técnicos y elaborados, aumentan la probabilidad de
éxito y mejora significativamente los rendimientos de produccion de cuerpos fructiferos (6).

En la década de los 70°s los hongos comestibles cultivados a gran escala y adaptados a
crecer con una base sistematizada fueron Agaricus bisporus (champifion) cultivado en todo el
mundo, Volvariella volvacea (hongo de la paja del arroz) cultivado en Indonesia, Madagascar,

Malasia y Tuber melanosporum (trufa negra) cultivado en Europa, especialmente en Francia (7).
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En 1979, la produccion del champifion comun A. bisporus representaba méas del 70% de la
oferta mundial y para 1994, solamente el 38% de dicha produccion correspondia a este hongo. A
nivel mundial, la produccion de hongos comestibles se ha incrementado méas de 14 veces en 30
afos, desde 350 mil toneladas en 1965 hasta mas de 4 millones de toneladas en 1994. La mayor
parte de este incremento ocurrid durante los Ultimos 15 afios, observandose un considerable
cambio en los géneros cultivados. Entre los paises productores de hongos comestibles, la
Republica Popular China es el mayor productor de hongos comestibles con 2,640,900 toneladas,
lo cual representa aproximadamente el 54% del la produccion total mundial (5).

El cultivo de hongos comestibles comprende diferentes fases, entre las cuales podemos
mencionar: a) seleccién del hongo, b) determinacion de los requerimientos para el cultivo, c)
produccion de inoculo, d) preparacion del sustrato, e) desarrollo del micelio y f) desarrollo de los
cuerpos fructiferos (2,4).

El uso de técnicas mecanizadas para el cultivo de hongos como alimento en grandes
cantidades, es un fenomeno del siglo XX. Actualmente, en el mundo se han estudiado para fines
de cultivo, cerca de 200 especies, de las cuales aproximadamente 60 se cultivan comercialmente
y cerca de 10 se cultivan a escala industrial. Las 10 especies cultivadas mas populares a nivel
mundial son A. bisporus/bitorquis, L. edodes, V. volvacea, F. velutipes, Tremella fuciformis,
Hypsizygus marmoreus, Pholiota nameko, Grifola frondosa y especies de Pleurotus y
Auricularia. En afios recientes, se han cultivado también nuevas especies de hongos comestibles,
entre ellos, Hericium erinaceus, Dictyophora indusiata, Stropharia rugoso-anulata, Lepista

nuda, A. cylindracea, Pleurotus citrinopileatus y Cantharellus cibarius (2).

1. Cultivo de hongos comestibles en Guatemala
a. Cultivo a nivel industrial y artesanal

En el afio 2003, se comunicd que cuatro grandes compafiias cultivaban A. bisporus,
utilizando paja de trigo como sustrato. La produccion de A. bisporus y A. bitorquis en ese afio se
estimo en 68,504 kg por afio, de los cuales, el 70% se consumio en el pais y el resto se export6 a
El Salvador y Honduras (8).

La primera planta productora de L. edodes se establecié en 1984, utilizando troncos de
Quercus como sustrato. EI 70% de la produccion era consumido en Guatemala y el otro 30% se
exportaba a México y Panama. La produccién anual en esos afios alcanzo cerca de 37,000 kg, no
obstante en 1993 la produccion termind (24). Hacia el afio 2003, se informd de la existencia de

una compafiia que producia cerca de 34,020 kg por afio de L. edodes, empleando aserrin de
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Hevea brasiliensis como substrato. La mayoria de estos hongos se exportaron (80%), mientras
que una pequefia proporcion (20%) se comercializ6 en Guatemala. Por otra parte, se indicd que
existian pequefas granjas donde se cultiva L. edodes sobre troncos de roble como substrato,
alrededor de la ciudad de Guatemala. Esta produccion se comercializé en los mercados locales
(8).

La produccion comercial de Pleurotus inici6 en 1986, utilizando paja de trigo y pulpa de
café como substrato. En 1999, se establecié el cultivo de P. eryngii sobre aserrin de arbol de
caucho y mazorca de maiz. La produccion se vendia normalmente en los mercados domésticos
(8).

La produccion anual en el 2000 de Pleurotus fue de aproximadamente de 29,580 kg, la
mayoria es consumida en Guatemala (90%) y el resto (10%) es exportado a El Salvador y
Honduras, encontrandose también a la venta en mercados y supermercados. La produccion total
de hongos comestibles en Guatemala en el 2000 se estimo6 en 132,104 kg por afo, incluyendo A.
bisporus y A. bitorquis (51.9%), L. edodes (25.7%), y especies de Pleurotus (22.4%) (8).

En 1995, se realizaron muchos estudios sobre el cultivo de F. velutipes, Ganoderma
lucidum, A. aegerita, y P. nameko, entre los cuales se puede mencionar el trabajo realizado con
una cepa Tailandesa de G. lucidum, la cual fue cultivada sobre aserrin de arbol de caucho
suplementado con mazorca de maiz, en una granja de hongos en Escuintla (region tropical de
Guatemala) (8).

b. Estudios de investigacion

La investigacion del cultivo de hongos comestibles en Guatemala, comenzo6 en 1955 con
la implementacion del champifidn A. bisporus con cepas de origen norteamericano.
Posteriormente, De Leon et al. (1983) iniciaron el cultivo de Pleurotus a nivel de laboratorio en
el Instituto Centro Americano de Investigacion y Tecnologia Industrial (ICAITI), empleando una
cepa inglesa de P. flabellatus que cultivaron sobre diversos substratos (9,10).

Uno de los primeros estudios realizados en Guatemala sobre el cultivo de hongos
comestibles silvestres adaptados a cultivos utilizando desechos agro-industriales fue el realizado
por De Leon en 1985, con una cepa de Volvariella bakeri. En este trabajo se examind el
comportamiento y desarrollo de la cepa sobre medios de cultivo s6lidos, concluyendo que el
medio 6ptimo para el cultivo del micelio de V. bakeri, es el medio completo para Volvariella.
Para fines practicos se recomendd también utilizar agar malta a una temperatura de 32-35°C, ya

que bajo estas condiciones el micelio llena la caja de petri de 85mm de diametro en 3 dias. Este
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lapso es el 6ptimo para utilizar el micelio como indculo para el cultivo comercial en sustratos de
desechos orgénicos. Asimismo, se sefiald la posibilidad de llegar a cultivar otras cepas silvestres
de hongos comestibles a nivel industrial partiendo de un indculo inicial realizado a nivel de
laboratorio (11).

Ovalle (1982), evalué cuatro sustratos de cobertura en el cultivo de champifiones
(Agaricus bisporus var. avellaneus), los cuales fueron: 1) Suelo con textura franca arenosa,
estructura granular con un contenido de materia organica de 2% de humus descompuesto (forma
Mull), y un 10% de humus semidescompuesto (forma Moder). 2) Suelo con textura franca
arenosa, estructura granular, con un contenido de material organica del 20% de humus
descompuesto (forma Mull), y un 10% de humus semidescompuesto forma (Moder). 3) Suelo
con textura franca arenosa, estructura granular, con un contenido de materia organica del 50% de
humus descompuesto (forma Mull) y un 10% de humus semidescompuesto (forma Moder). 4)
Suelo con textura franco arcillosa, estructura granular, con un contenido de materia organica del
25% de humus descompuesto (forma Mull), un 10% de humus semidescompuesto (forma
Moder). En base a los resultados el sustrato niUmero tres dio los rendimientos mas elevados, que
supera los obtenidos por el sustrato tradicional (sustrato 4). La capacidad de retencion de la
humedad fue mayor al existir mas humus en el sustrato. Con un 50% de humus descompuesto se
logro retener un 58.5% promedio de humedad. El resto de sustratos estuvieron entre un 29 y 42%
promedio de humedad (12).

Franco (1986), investigo la utilizacion de la paja de trigo en la produccion de alimento
humano (hongos comestibles) y alimento para ovinos (paja residual o gastada), utilizando
Pleurotus sajor caju. Se obtuvo un rendimiento de hongos frescos/peso seco de la paja de 28% en
un periodo de produccién de 30 dias. Al evaluar, el comportamiento del peso en un periodo de 70
dias en los 2 grupos de ovinos evaluados se obtuvo una pérdida de peso medio de 0.65 + 1.07 kg
para el grupo alimentado con paja de trigo natural y una ganancia media de 0.26 + 0.9 kg para el
de paja de trigo residual colonizada por Pleurotus (13).

Castillo (1989), estudio el valor nutritivo de tres especies de hongos del género Pleurotus
cultivadas sobre pulpa de café. Los resultados del analisis proximal mostraron que los hongos, en
promedio, tienen bajo contenido de grasa y relativamente altas cantidades de proteinas, fibra
cruda y cenizas. El analisis de aminoacidos realizado report6 que las tres especies tenian en
comun todos los aminoécidos esenciales y los siguientes no esenciales: Histidina, arginina, acido
aspartico, acido glutamico, serina, prolina, glicina, alanina y tirosina. Porcentajes altos de acido

glutdmico y acido aspértico y bajos porcentajes de metionina fueron comunes en los tres hongos.
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Comparando las cantidades de aminoécidos esenciales con el patrén de referencia de la FAO
(1973), se reportd que P. sajor caju y P. ostreatus eran deficientes en metionina, triptéfano,
leucina, isoleucina y fenilalanina mientras que P. florida era deficiente en metionina, leucina y
fenilalanina. Valores altos de lisina y deficientes en metionina, leucina y fenilalanina fueron
comunes a las tres especies. La metionina fue el aminoéacido limitante en las tres especies. Se
establecio que la proteina de los tres hongos era incompleta, ya que no promovia el crecimiento
de las ratas blancas como lo hace la caseina, y que los hongos en promedio tienen un 64% de
deficiencia en metionina. Sin embargd, se observo que tienen altas cantidades de lisina y que por
eso, podrian ser usados como posibles componentes de mezclas de harina de valor nutritivo
mejorado (14).

Péerez (1990), estudio el valor nutritivo de los anacates (Cantharellus cibarius) reportando
que la digestibilidad de las proteinas presente en los mismos es alta, aun cuando no pudo
establecerse con certeza el grado de disponibilidad de ésta, debido a que no existen datos
comparativos para obtener un criterio valido. Ademas, se encontrd0 un efecto positivo del
cocimiento de los anacates sobre la digestibilidad de su proteina. Con relacion al analisis de
aminodacidos se encontraron todos los esenciales, aungue en bajas cantidades, siendo el mas
limitante el triptéfano dada la baja concentracion que reporta y la lisina el aminoacido esencial
que se encontrd en mayor cantidad. EIl &cido glutamico, tal como se esperaba, fue uno de los
aminoacidos mas abundantes dentro de los anacates. Dicha autora compar0 los valores
nutricionales de la proteina del anacate estudiado contra los valores estandar de la FAO (indice
nutricional, indice de aminoacidos esenciales y el valor biolégico) resultando ser realmente bajos.
Por otro lado, la fibra encontrada en los anacates se encuentra en mayores cantidades que en otros
alimentos consumidos por la poblacion guatemalteca (15).

Mairén (1994), evalud el rendimiento de 4 diferentes substratos (aserrin de encino, pino,
ilamo y ciprés), inoculado con tres cepas de Lentinula edodes (cepas CS-41, CS-53 y Japonesa).
Concluy6 que los mejores tratamientos en cuanto a mayor rendimiento y mejor tiempo de
produccién fueron: Substrato basado en madera de encino (Quercus pilicaulis Trelease)
inoculado con la cepa CS-41 y substrato basado en la madera de Ilamo (Alnus Arguta (Schlecht)
Spach), inoculado con la cepa CS-41. Asimismo, reportd que la cepa CS-53 y la cepa Japonesa
fueron las que produjeron basidiomas méas grandes lo cual puede considerarse, provisionalmente,
como propio de la cepa (16).

Arriola (1996), estudié la ventaja de utilizar bolsas de polipapel y celofan, en lugar de

botellas de vidrio (control) para producir el indculo (primario y secundario), de una cepa
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mexicana de Pleurotus ostreatus sembrado sobre porciones de 250gr. de sorgo empacados en los
tres diferentes sistemas. Los resultados obtenidos revelaron que tanto las bolsas de celofan como
los frascos de vidrio, son poco resistentes al calor, por lo que pueden no ser adecuados para
empacar los indculos. En el caso de las bolsas de celofan, éstas se vuelven sumamente fragiles
después de ser esterilizadas y deben ser manejadas con extremo cuidado para evitar que se
rompan. En relacién a los frascos de vidrio, éstos se templan por el cambio brusco de temperatura
que sufren al ser retirados de la autoclave, y por lo tanto se vuelven sumamente fragiles y deben
ser manipulados con extremo cuidado. Se concluyé que las bolsas de polipapel son un sistema
alterno para empacar los inoculos, ya que éstas no presentaron ningin dafio. En cuanto al
desarrollo del micelio sobre el grano empacado en bolsas de polipapel y celofan, es similar al
observado en el sistema control (frascos). Sin embargo, la manipulacion de la semilla es mucho
mas facil de llevar a cabo cuando se emplean bolsas para empacar los indculos (17).

Godoy (1997), estudid el cultivo de una cepa de Pleurotus ostreatus utilizando como
substrato aserrin de caoba y cedro, fibra de coco y olote de maiz. Concluyendo que es posible
cultivar la cepa mexicana de Pleurotus ostreatus en olote de maiz, fibra de coco y aserrin de
caoba y cedro. El porcentaje de eficiencia bioldgica de los tres substratos es diferente,
evidenciando que el olote de maiz y el aserrin de caoba y cedro fueron los mejores substratos
para el cultivo de la cepa mencionada. La fibra de coco fue la que presentd menor porcentaje de
eficiencia bioldgica (18).

Garcia (1999), recolectd vy aislo cepas silvestres de Auricularia, en tres fincas cafetaleras
del municipio de San Rafael Pie de la Cuesta San Marcos. Los especimenes recolectados se
encontraron creciendo sobre troncos de cushin (Inga paterna) (cepas A-1 y A-3) y sobre troncos
de arbustos de café (A-2). Se evaluo el crecimiento micelial de estas cepas en tres medios: Agar
extracto de malta (AEM), agar papa dextrosa (PDA) y agar Sabouraud (SAB), incubando tanto a
temperatura ambiente (24°C) como a 30°C. La mayor velocidad de crecimiento a 24°C se report6
en los medios AEM y PDA con un promedio de 4.3mm dia respectivamente, mientras que en
SAB el micelio crecio a razon de 2.1mm/dia. EI mejor substrato organico para el crecimiento de
las cepas aisladas fue la mezcla de aserrin con salvado de arroz con el que se obtuvo un
crecimiento de 4.8cm*/dia a 24°C y 6.2cm®/dia a 30°C. Para este sustrato se reportd una eficiencia
biologica del 75%. El sustrato que presento la velocidad de crecimiento mas baja fue la pulpa de
café con 3cm®/dia a 24°C y 4cm®/dia a 30°C. Solo una cepa (A-3), no presentd crecimiento en
este sustrato. De las tres cepas estudiadas la que presentdé mayor tolerancia a cambios

nutricionales y de temperatura fue la cepa A-1, asimismo las mejores velocidades de crecimiento
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tanto en medio de cultivo como en los sustratos organicos utilizados, ademas fue la Unica cepa
que fructifico (19).

Orozco (2000), estudio el cultivo de Pleurotus ostreatus utilizando como sustratos
rastrojo, zacate y tusa a una temperatura de 26°C, con una fase de fructificacion que duré de 25 a
28 dias para la primera cosecha y entre 15 y 24 dias para la segunda y tercera cosechas
respectivamente. La eficiencia biol6gica de cada uno de los sustratos fue: para el zacate 42.20%,
para el rastrojo 34.70% y para la tusa 23.90% (20).

Garcia (2000), estudid la utilizacion de rastrojo de maiz (Zea mays L.) y cascarilla de
arroz (Oriza sativa L.) como sustrato para el cultivo del hongo comestible Pleurotus ostreatus,
utilizdndolos individualmente y en mezclas en tres diferentes proporciones (1:1, 2:1 y 1:2),
ademas de pulpa de café como testigo. En relacion a los resultados obtenidos se concluyé que la
mezcla de rastrojos de maiz y cascarilla de arroz en relacién 2:1 proporciona los mejores
resultados de porcentaje de eficiencia bioldgica y porcentaje de produccion. También se deduce
que las otras mezclas son aceptables en su rendimiento (pues superan el 100 por ciento de
eficiencia biologica, minimo requerido) y excluyen a los sustratos individuales debido a su bajo
porcentaje de eficiencia bioldgica (21).

Giron (2000), estudi6 el cultivo de Pleurotus ostreatus sobre subproductos
lignoceluldsicos derivados de la agroindustria de la palma africana (Elaeis guineensis Jacq.). Se
concluyé que los mejores rendimientos en peso y porcentaje de eficiencia bioldgica de la cepa
utilizada de P. ostreatus ECS-0112 de origen mexicano, fueron con la fibra sin mezclar,
obteniendo en promedio un 135.62 por ciento de eficiencia biolégica y un peso promedio de
3,119.46¢ por cada unidad experimental. Las eficiencias mas bajas las obtuvo con el raquis y las
mezclas de cuesco y fibra; y raquis con cuesco. EI mayor niumero de cuerpos fructiferos se
obtuvo en las unidades experimentales donde se utilizé la fibra como sustrato, con una media de
836.299. Los mayores promedios se lograron con la fibra, cosechdndose 108 hongos de la
primera cosecha, 190 hongos de la segunda y 565 hongos de la tercera (22).

Aldana (2000), compar6 la eficiencia de produccion de indculo primario del hongo
comestible Pleurotus ostreatus cepa ECS 0110, en cinco granos (sorgo, trigo, arroz, maiz y
cebada). Cada unidad experimental fue incubada durante 21 dias a 28°C en completa oscuridad.
Los resultados obtenidos establecieron que el grano de cebada presentdé mejores rangos de
crecimiento y en menor tiempo que los demas, lo que incrementd el nimero de ciclos de
produccién del hongo, que a la vez aumentd la rentabilidad del proceso en 34% (23).

Lazo (2001), determiné la eficiencia del rastrojo de tomate (Lycopersicon sculentum
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Miller) y la corona del fruto de pifio (Ananas comosus (L.) Merril) y sus mezclas en el cultivo de
la cepa ESC 0110 de Pleurotus (Pleurotus ostreatus). Asimismo con los resultados obtenidos se
concluyé que el mejor de los tratamientos evaluados en la produccion del hongo es la corona del
fruto de pifia, sin mezclarla con rastrojo de tomate. El Gnico tratamiento de los evaluados que dio
un porcentaje de eficiencia bioldgica superior al 100% fue el que contenia Unicamente la corona
del fruto de pifa (24).

Barrios (2002), comparé el rendimiento de dos cepas de Lentinula edodes (Shiitake) (cepa
H y M3776) utilizando cinco sustratos diferentes (hule, sangre, mario, volador y chichique) bajo
condiciones controladas. Para la reproduccion del micelio se utilizé agar extracto de malta y para
la generacion de semilla granos de sorgo. EI mayor peso promedio de hongos frescos, fue dado
por el sustrato de hule inoculado con la cepa H, seguido por el sustrato de sangre con la misma
cepa, siendo la cantidad en gramos de 304.99 y 257.44 respectivamente. El diametro promedio en
centimetros de los carpoforos fue de 5.35, 5.19 y 4.38 para la cepa M3776 en los sustratos de
hule, sangre y mario, respectivamente, con un nimero promedio de hongos frescos de 112, para
le combinacion de hule, 73 para el aserrin de sangre y 51 con el aserrin de mario, todo con la
cepa H. Asi mismo el porcentaje de eficiencia bioldgica para el aserrin de hule fue de 18.94%,
sangre 18.00% y mario de 16.00%, los tres sustratos inoculados con la cepa H (25).

Rojas (2004), evaluo la paja de trigo (Triticum sativum), broza de encino (Quercus sp) y
rastrojo de maiz (Zea mays), para el cultivo del hongo comestible Pleurotus ostreatus bajo
condiciones artesanales, en el municipio de San Rafael La Independencia, Huehuetenango.
Report6 que la mezcla de paja de trigo y broza de encino en proporcion 1:1, como el sustrato que
dio el mayor rendimiento del hongo en peso fresco. Se determind que las eficiencias bioldgicas
fueron de 91.07% para paja de trigo mas broza de encino (relacién 1:1); 79.16% para broza de
encino mas rastrojo de maiz (relacion 1:1); 63.32% para paja de trigo, 56.55% para paja de trigo
mas rastrojo de maiz (relacion 1:1); 43.82% para rastrojo de maiz y 30.06% para broza de encino
(26).

Gbmez (2004), evalud la adaptabilidad de tres cepas del genero Pleurotus, sobre tres
diferentes substratos de fructificacion y bajo condiciones de invernadero. Utiliz6 como substrato
paja de trigo (Triticum aestivum), olote de maiz (Zea mays) y aserrin de pino (Pinus sp), para
cultivar las cepas de origen mexicano (ECS-0110, ECS-0112, ECS-0166). Se concluy6 que los
substratos de paja de trigo y olote de maiz fueron los que proporcionan los mejores resultados en
cuanto a peso fresco de hongos producidos y el menor tiempo en relacion al aparecimiento de

cuerpos fructiferos, para las cepas utilizadas (27).
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Tuchan (2004), evalu6 la pulpa de café (Coffea arabica) mezclada con cascara de cacao
(Theobroma cacao) y bambu (Bambusa vulgaris var. striata) en cinco proporciones diferentes,
para cuantificar la eficiencia biologica de la cepa ECS-110 (INIREB-8) de Pleurotus ostreatus.
Concluyé que el agregar pulpa de café a los substratos tiene un efecto positivo pues presentan
mayor eficiencia bioldgica (28).

Ardon (2004), realiz6 una evaluacion de pericarpio de Jacaranda (Jacaranda
mimosaefolia) y pasto Estrella Africana (Cynodon plectostachyus), para el cultivo artesanal del
hongo ostra (Pleurotus ostreatus), cepa ECOSUR-0112. El ciclo de produccién de carpéforos
durd 45 dias, a partir de la inoculacion hasta obtener la tercera cosecha. EI mayor rendimiento en
peso fresco se obtuvo en la primera cosecha, registrada entre los 17 y 20 dias y disminuyo en las
subsiguientes. En la segunda cosecha se obtuvo el 85.52% de la produccion total obtenida hasta
la tercera. Asimismo que la eficiencia bioldgica en los substratos constituidos por pasto estrella,
pericarpio de jacaranda y la mezcla formada por ambos, es de 107.40, 67.80 y 83.75%
respectivamente. La tasa de produccion obtenida sobre pasto estrella africana, pericarpio de
jacaranda y en el substrato formado por la mezcla de ambos, fue de 2.72, 1.8 y 2.05 por ciento
respectivamente. Se concluyd que la mezcla de substratos no ofrece efectos favorables para el
cultivo artesanal de Pleurotus ostreatus, dado que no mejora la eficiencia biologica y prolonga
significativamente el periodo productivo del hongo (29).

Bran y cols. (2005), cultivaron varias especies de Pleurotus (P. djamor, P. ostreatus. y P.
levis) a nivel artesanal, en 235 mddulos ubicados en el occidente del pais, logrando producir
alrededor de 3,200 libras durante ese afio (30).

Estos mismos autores (2006), efectuaron el mejoramiento genético de dos cepas nativas
de P. djamor var. djamor y dos de P. ostreatus, por medio del entrecruzamiento de micelio
monocaridtico. Una de las cepas obtenidas (DJS3) se considera promisoria para su cultivo en
comunidades rurales, por su velocidad de crecimiento micelial y alta produccion de cuerpos
fructiferos (31).

Mahler (2006), reportd la descripcion de las caracteristicas del cultivo in vitro y
produccién de inoculo de cuatro cepas nativas de Neolentinus ponderosus y N. lepideus. Se
determind que los crecimientos mas rapidos fueron observados en el medio EMA a 18°C para las
cepas N. lepideus 90.2002 y N. ponderosus 02.2002; y a 26°C para la cepa N. ponderosus
145.2002; asi como en el medio ASD a 26°C para la cepa N. ponderosus 02.2003 (32).

Pérez (2006), evalud el crecimiento micelial y biomasa de ocho cepas de Pleurotus

(Pleurotus levis, P. ostreatus, P. djamor var. djamor, y P. djamor var. roseus), en tres medio de
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cultivo (PDA, AEM y ASD) vy tres temperaturas de incubacion (18, 24 y 26°C). La cepa que
presentd la mejor tasa radial de crecimiento (mm/dia) fue P. ostreatus 06.2003 en el medio PDA
a 18, 24 y 26°C, asi como en el medio AEM a 24 y 26°C; seguida de la cepa P. djamor var.
roseus 03.2002 en los medios PDA y ASD a 24°C. La cepa P. levis 50.2002, fue la que obtuvo la
menor tasa radial de crecimiento. La produccion de biomasa fue mayor en P. djamor var. roseus
131.2002 en todos los medios a 26°C y la cepa con menor biomasa producida fue P. levis
50.2002 (33).

Ceballos (2007), evalu6 el rastrojo de maiz (Zea mays) L. y hojarasca de roble (Quercus
peduncularis) previo al cultivo artesanal del hongo ostra (Pleurotus ostreatus) cepa ECS 110.
Asimismo se utiliz6 agar PDA para aislar micelio a partir de un carp6foro del hongo. Luego el
micelio se inoculd sobre granos de sorgo (Sorghum vulgare), para su posterior inoculacion sobre
los substratos utilizados: Restos de cosecha de maiz (cafia de milpa y tusa) y hojarasca de roble,
obtenidos de las comunidades del “Bosque Pinalon” de San Pedro Pinula, Jalapa. La evaluacion
de la potencialidad de los sustratos empleados para la produccion de carpéforos comestibles se
realizd6 mediante su comparacion con pulpa de café. La eficiencia bioldgica en porcentaje del
hongo P. ostreatus sobre rastrojo de maiz, hojarasca de Quercus, fueron de 113.28 y 113.52%
respectivamente, las cuales estadisticamente son menores a las obtenidas sobre el testigo
(148.21%), por lo que se consideran aceptables para ser explotados en la produccion de
carpéforos de la cepa ECS 110. La tasa de produccion en porcentaje obtenido sobre el rastrojo de
maiz y hojarasca de Quercus fue de 2.28 y 1.90% respectivamente, los cuales no presentaron
diferencia significativa con el registrado sobre el testigo (2.58%). Los periodos productivos sobre
rastrojo de maiz y hojarasca de Quercus son de 52 y 49.20 dias respectivamente, el cual
estadisticamente es menor al obtenido sobre el testigo (54.80 dias) (34).

Cojti (2008), describi6 las caracteristicas miceliales de cultivo in vitro de una cepa nativa
de Pleurocybella porrigens (Pers. Ex Fr.) Singer, asi como el medio y la temperatura mas
adecuada para su desarrollo. EI crecimiento mas vigoroso y rapido fue observado en el medio
PDA-IM a 24°C a los 17 dias de incubacion con un diametro de 50.9 mm y una tasa radial de
crecimiento de 2.9 mm/dia (35).

Mérida (2008), reporto los resultados obtenidos en cuanto a la evaluacion de la eficiencia
biolégica de dos variedades del hongo comestible Pleurotus djamor var. djamor y var. roseus),
en donde se utilizaron como sustratos los subproductos agricolas propios de la region de
Huehuetenango. La mayor eficiencia bioldgica a partir del peso fresco (46.23%), se obtuvo de la

cepa Pleurotus djamor var. djamor, utilizando como sustrato la paja de avena. Se indicd ademas
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que la actividad productiva de cultivar el hongo comestible Pleurotus djamor var. djamor en
condiciones artesanales, utilizando como sustrato paja de avena, tiene una rentabilidad positiva
(36).

D. Efecto del pH en el desarrollo micelial de los basidiomycetes

Existen diversos factores ambientales como la temperatura, el pH, el oxigeno, la humedad
y fuente de carbono que han sido estudiados por su efecto sobre el crecimiento micelial.
Especificamente el pH y la temperatura son los factores mas importantes sobre este crecimiento
(37).

El efecto del pH sobre el crecimiento flngico es bastante complejo, porque inicialmente el
pH afecta el crecimiento y subsecuentemente el crecimiento afectara el pH a través de la
acumulacion de metabolitos en el medio (37).

En un estudio realizado con el hongo comestible Lepista nuda, se evaluo el crecimiento
micelial de cepas silvestres mexicanas, en medios de cultivo con diferentes suplementos
organicos ajustados a pH 6, 7 y 8, con la finalidad de determinar el efecto de estas condiciones
en la K; (tasa de crecimiento). Se encontro que la més alta K; se observé a pH 7, siendo este valor
el optimo para el crecimiento de las cepas de L. nuda estudiadas, seguido del pH 6 y 8 (38).

En otro estudio se cuantifico la reduccion del dafio por Trametes versicolor en arboles de
manzano. Para el efecto, se aplicaron tratamientos para modificar el pH del suelo, materia
organica y otros componentes del suelo. Se determind que los valores de pH mayores que 7,
disminuyen la disponibilidad de fosfatos y otros microelementos necesarios para el adecuado
crecimiento tanto de T. versicolor como de los brotes de manzano y por lo tanto el dafio es mayor
(39).

Asimismo, a nivel de laboratorio se evalud el diametro de las colonias de Trametes
versicolor utilizando el medio agar papa dextrosa (PDA), con valores de pH de 4.0-7.1. Se
demostro que el crecimiento del hongo fue mayor a un pH entre 4.5 y 6.5. Sin embargo, en pH
neutro (7.1), el hongo se desarrolld méas lentamente entre las primeras 24 y 48 horas, pero
después de las 48 horas, se reportd un crecimiento méas activo en todos los rangos de pH
estudiados. Por tal razén, se concluyd que posiblemente las enzimas extracelulares producidas
por T. versicolor alteran el pH del medio, estabilizandolo entre los limites de 4 y 5.5 (40).

Se evalud también el efecto del pH sobre el crecimiento micelial de tres cepas de
Ganoderma lucidum (ECS-502, 505 y 506), utilizando cuatro medios de cultivo, agar extracto de

malta, agar de malta y levadura, agar papa dextrosa-levadura y agar dextrosa extracto de
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flamboyan (Delonix regia) (AEM, AML, APDL, ADF, respectivamente) a cuatro valores de pH
(5, 5.5, 6 y 6.5). Se determind que todas las cepas presentaron un menor crecimiento en el medio
AEM sin detectarse influencia alguna del pH en el rango de 5 a 6.5. Asimismo, la temperatura
Optima de crecimiento para la cepa 505 fue de 30°C, en tanto que para las otras dos fue de 25 y
30°C (41).

E. Agrocybe cylindracea (DC.:Fr) Maire

Agrocybe cylindracea es un hongo comestible cultivado sobre sustratos de bajo costo
principalmente, desechos agricolas y forestales (42).

Presenta una amplia distribucién, siendo reportado en todos los continentes, sin embargo,
es raro en Norteamérica y México (43).

1. Clasificacion taxonémica

Se clasifica en el Phylum Basidiomycota, Clase Basidiomycetes, Subclase
Agaricomycetidae, Orden Agaricales, Familia Bolbitiaceae, Género Agrocybe (44).

Agrocybe cylindracea presenta multiples sinbnimos, entre los cuales el mas conocido es
A. aegerita (Brig.) Singer, ampliamente difundido en todo el mundo, pero la utilizacion de este
podria deberse a un error ortografico o tipografico, considerandose que el epiteto correcto para

este sinonimo es “aegirita” (42).

2. Morfologia

El pileo es convexo o plano, 8-200 mm de ancho, de color marrén, generalmente oscuro
(marrdn oscuro) en el centro y casi blanco (color marron muy palido) en el margen, siendo el
primordio de color marrén oscuro uniforme. La superficie del pileo es lisa, que con el tiempo
presenta ranuras o estriaciones en algunos especimenes pero usualmente es suave y sedoso y no
es higrdéfano, ni viscoso. Las lamelas son blancas, gris claro y eventualmente de coloracion
marron fuerte o marrén oscuro, moderadamente amplias, estrechas, onduladas o rectas, de borde
liso o crenado. El estipite es cilindrico, sélido, de 10-150 x 2-25 mm, de color blanco a marrén
muy palido, con pequefias escamas o filamentos. El velo forma un amplio y persistente anillo. El
contexto de color blanco, con olor agradable, afrutado, sabor excelente. Se le puede encontrar
creciendo en grupo. Esporada con una coloracion marron fuerte (42).

Las esporas miden de (8-) 9-16 (-17) x 5-9 (-10) um, Q = 1.8 (n=700), oblongas, lisas,

algunas con gutulas en el interior, pigmentadas (color miel o castafio marrén) con un pequefio
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poro germinal nunca truncado. Los basidios miden de (17-) 22-46 x 5-8 um, con un extremo
engrosado, pero ligeramente méas delgados por el centro, poseen una pared delgada, hialina,
conteniendo de 1-4 esporas. Pleurocistidios de (18-) 21-65 x (5-) 7-17 pm, con una estructura que
es mas amplia en el centro y disminuye hacia los extremos, pero también puede presentar
extremos engrosados, sus puntas pueden ser redondeadas o terminar en una punta afilada o
alargada, con una pared delgada y estan presentes en abundante cantidad. Queilocistidios con
longitudes de 18-49 x (3-) 5-13 um, similares a los pleurocistidios 0 mas pequefios de forma
cilindrica o lageniforme. Las hifas presentan conexiones en grapa o fibulas. La trama del
himenoforo es regular. El epicutis del pileo esta formado por elementos vesiculares clavados y
amplios en su base, mas angostos a medida que se alejan de la base, de 14-42 x 6-25 pum,
formando una capa himeniforme. Pileocistidios de 17-55 x (5-) 6-13 pum, mucronados y
ventricosos, algunas veces pueden presentar dos constricciones cerca del apice o lageniforme y
raramente son agudos. Caulocistidios de 16-88 (-95) x 4-16 um, similares en forma a los
queilocistidios, o pueden ser capitados 0 mucronados (42).

Muchas variaciones morfolégicas macro Yy microscopicas han sido observadas
previamente entre diferentes colecciones. Dentro de las caracteristicas macroscopicas, el color
del pileo y la superficie son variables. En cuanto a las variaciones microscopicas, el namero de
esporas producidas por basidio, el tamafio de las basidiosporas y el tamafio de los cistidios, son
de las caracteristicas que pueden variar. Ademas, la caracterizacion molecular y morfogenética de
los genes de A. cylindracea han revelado un polimorfismo genético extenso. Por todas estas
razones se ha propuesto que A. cylindracea puede corresponder a mas de una microespecie o

alternativamente, puede ser una especie filomdrfica cosmopolita (42).

3. Distribucién y habitat

Posee una amplia distribucién geogréfica ya que es un hongo lignicola y ha sido
encontrada en todos los continentes (42).

Se ha reportado que en Argentina, A. cylindracea puede ser facilmente encontrada
creciendo en grupos, sobre troncos muertos o vivos, con frecuencia en heridas o en la base de las
ramas. Las especies mas comunes de arboles pertenecen a los géneros Populus, Salix y Hacer.
También en Quercus, Ulmus, Robinia, Brusonettia, Melia, Allophylus, Cupania, Phebe y
Araucaria angustifolia (42).

Aunque es raro en Norteamérica, en México se ha reportado en bosques de Pinus-

Quercus, de las reservas de la Biosfera de La Michilia y de Mapimi, Estado de Durango (42, 45).
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En Guatemala se le ha encontrado creciendo sobre Sambucus sp y Salix sp, en las
comunidades de Tecpan Guatemala, Chimaltenango (2300 msnm) y en las aldeas Escuachil y
Vista Hermosa, San Antonio Sacatepéquez, San Marcos (2500 msnm), asi como en San Juan
Ostuncalco (aldea Buena Vista) Quetzaltenango al pie de los saucos viejos (Sambucus sp) (46,
47, 48, 49, 50).

4. Etnomicologia

Los hongos silvestres comestibles han tenido un lugar importante en la alimentacion de
algunas culturas, por su valor nutricional y sabor agradable al paladar. Guatemala cuenta con la
tradicion de la busqueda y consumo de hongos, practicadas principalmente por las etnias de
origen maya, hasta ahora se conocen y recolectan alrededor de 70 especies de hongos
comestibles, entre los que se encuentran A. cylindracea (51).

Morales (2001) reportd mas de 40 especies de hongos recolectados en la cabecera
municipal de Tecpan Guatemala, Chimaltenango. Entre ellas, A. cylindracea (citado como A.
aegerita), el cual crece sobre troncos de arboles de salco (Sambucus mexicana) y se recolecta en
el mes de junio. En este lugar se le conoce como hongo del satico o Rukoxil Tunay Che’ en el
idioma Kaqgchikel (46).

Asimismo, se ha comunicado que es un hongo comestible muy popular en los municipios
de Cajola, San Miguel Sigiila, San Juan Ostuncalco (aldea Buena Vista) y Concepcidn
Chiquirichapa en el departamento de Quetzaltenango, donde se le conoce con el nombre de
Tx’yol B’agman, Tx’yol te chib’j (en el idioma Mam) u hongo del saico. En estas localidades se
recolecta al pie de los arboles de satco (Sambucus sp) durante mayo y junio Yy su cosecha tarda
veinte dias. Se indica también que se pudre por el agua, y si no le da el sol, su color es blanco,
cambiando a café si es expuesto a la luz del sol. Se comercializa en los mercados de la region,
para la elaboracion de platillos tipicos, tales como recado y paches. El valor de la libra en los
mercados es de Q.6.00 (50).

También se ha informado que esta especie comestible es muy apreciada en las aldeas
Escuachil y Vista Hermosa de San Antonio Sacatepéquez, San Marcos, donde se le conoce como
hongo del soico (51, 52, 53).

En Italia se le conoce con los nombres comunes de Piopparello y Pioppino. En Japén se
nombra como Yanagi Matsutake. En Tailandia se le Ilama Hed Yanagi. En China Popular hongo
del sur o Zhuzhuang Tiantougu. En México se le denomina cominmente hongo de chopo, hongo

negro del alamo y seta del chopo (54, 55).
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5. Caracteristicas miceliales

En general las colonias presentan un crecimiento longitudinal y linear, de aspecto
algodonoso, usualmente con poco micelio aéreo, de color blanquecino al principio de su
desarrollo y posteriormente, muestra manchas de color café y/o marrén oscuro en agar extracto
de malta (AEM). Algunas veces se forman primordios. Posee un olor dulce, fariniceo a veces no
muy agradable (42, 54).

6. Requerimientos para el cultivo

Para un adecuado crecimiento micelial de las distintas cepas de A. cylindracea, se ha
recomendado el uso de diferentes medios de cultivo, entre ellos, agar malta, levadura y peptona
(MYPA), agar papa dextrosa (PDA), agar papa dextrosa y levadura (PDYA), agar extracto de
malta (EMA), agar harina de maiz y levadura (CMYA) y agar comida para perro (DFA) (54).

7. Estudios sobre cultivo de A. cylindracea en Guatemala

En un estudio sobre las caracteristicas de cepas guatemaltecas de A. aegerita (AAl y
AA?2) aisladas a partir de carpéforos que crecian silvestremente en la region de Tecpan y una
cepa europea (AAO), se demostré que el medio de cultivo influye en la cantidad de micelio que
producen todas las cepas, no asi la temperatura de incubacion. Asi, se observé que en los medios
PDA y AEM a 26°C se obtuvo la mayor produccion de micelio para las cepas utilizadas, siendo
el medio ASD a 18°C donde se produjo la menor cantidad de micelio (57).

La mayor produccion de micelio para la cepa AALl se obtuvo al incubar a 26°C,
encontrandose diferencia significativa entre agar ASD, donde se obtuvo la menor cantidad de
micelio en comparacion con los otros medios de cultivo utilizados. Para la cepa AA2 no se
obtuvo diferencia significativa entre las temperaturas de incubacién, aunque a diferencia de la
cepa AAL, fue en agar AEM donde hubo mayor produccion de micelio. Para la cepa AAO la
mayor produccion de biomasa se alcanzd en agar AEM incubado a 22°C. Los contenidos de
humedad en los cuales se obtuvo la mayor degradacion de sustrato para la cepa AA1 fueron del
78.13 a 85.47%, mientras que la cepas AA2 y AAO degradaron mayores porcentajes de paja con
un contenido de humedad del 85.47%. Por otra parte, la cepa AA2 degradd mas sustrato en la
paja suplementada con nitrato de sodio a una concentracién de 0.32g N/100g de paja, mientras
que la cepas AALl y AAO degradaron mayor cantidad de paja en los sustratos suplementados con

fosfato acido de amonio a las concentraciones de 0.64 y 0.48g N/100g de paja (57).
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Vallejo (2002) realizé un analisis quimico de la paja de cebada con y sin suplemento para
el cultivo de A. aegerita. Los resultados obtenidos mostraron que el contenido de carbono en el
sustrato no afecta la degradacion de la paja de cebada por la cepa de A. aegerita AA-O. La mayor
degradacion de la paja de cebada (25.64 y 25.06%), cuando esta es suplementada con
(NH,4),HPO,, se obtiene con un porcentaje de nitrégeno entre 1.21 y 1.37, con una relacion C:N
entre 42 y 36 y una relacion N:P entre 1.83 y 1.63. La paja de cebada suplementada con NaNOs,
a una relacion C:N entre 42 y 36 no produce una mayor degradacion del sustrato por A. aegerita.
Asimismo, se reportd que en el sustrato, el ion NH," es una fuente de nitrogeno disponible para
ser utilizado por el micelio de A. aegerita; sin embargo, no ocurre lo mismo cuando el sustrato
esta suplementado con NO3 . También se indicé que A. aegerita, durante su degradacion de paja
de cebada suplementada con NaNO; eleva el pH de 5.5 a 6.8 (aproximadamente). El NO;
posiblemente fue removido del medio por el micelio de A. aegerita. Con la paja de cebada
suplementada con (NH4),HPO,, el pH permanecio casi invariable entre el sustrato testigo (pH
inicial) y el pH del sustrato degradado por A. aegerita. Asimismo se reportd que la poca variacion
en el pH posiblemente se debe a que esta fuente de nitrogeno actu6 como un amortiguador
(buffer) en el sustrato (58).

Andrade (2007), indicé que la produccion de micelio vegetativo de seis cepas
guatemaltecas de A. aegerita (2.2001, 58.2001, 59.2001, 60.2001, 97.2002, 112.2002), debe de
realizarse en el medio de cultivo PDA a una temperatura de 26°C, ya que en el medio de cultivo
AEM se producen pigmentos que le reducen la vida media al micelio vegetativo. Asimismo, se
recomendd no utilizar la temperatura de 18°C para el crecimiento del micelio vegetativo, la
produccién de biomasa o de indculo, porque se obtiene baja tasa radial de crecimiento micelial.
De igual forma, se recomendd utilizar como sustrato para la produccion de inoculo, uno que
contenga alto porcentaje de fibra. Asimismo en relacion a los resultados obtenidos concluye que

la cepa que presentd mejor crecimiento fue la 112.2002 (52).

8. Otros estudios sobre A. cylindracea

El hongo comestible A. cylindracea es un hongo que es relativamente facil de cultivar, no
tanto como el hongo ostra, dado que es mas propenso a la contaminacion y requiere un tiempo de
incubacion mayor antes de la primera cosecha (1 - 1% meses). En Tailandia, este hongo es un
producto relativamente nuevo en el mercado asiatico y gracias a su comercializaciéon y a los
esfuerzos promocionales, su alta demanda brinda a los cultivadores un ingreso atractivo, ya que

alcanza un precio de USD 3.10 por kg (afio 2004). Una bolsa de cultivo de hongos hecha con
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aserrin, salvado de arroz (7.5-10%), CaCO3; (2%), azucar (1%) y yeso (1%) podia llegar a costar
USD 0.15 por bolsa de kg en Tailandia. En este mismo pais, un ciclo de produccién de 10
colectas durante un afio, produce 150-200g/kg de hongos frescos en total. Los hongos frescos
pueden guardarse a 7°C por un maximo de 7 dias (55).

a. Produccion de in6culo y cuerpos fructiferos

Se ha indicado que el in6culo primario y secundario de A. cylindracea se puede preparar
en granos de cereales (centeno, trigo, mijo, sorgo, entre otros). Para el indculo terciario se
recomienda el uso de aserrin (54).

Para la produccion de basidiomas, se han utilizado diversos sustratos, entre ellos, paja de
trigo, paja de trigo adicionada con CaCOsg, aserrin o viruta de encino y aliso suplementado, asi
como madera de sauce, alamo, chopo y maple, utilizando bolsas de polipropileno para contener
los sustratos que se usen para la fructificacion (8, 42, 54).

El micelio de A. cylindracea es estable solamente hasta 20 subcultivos sucesivos, por lo
que es importante tomar en cuenta este aspecto cuando se produce micelio primario a gran escala
(56).

b. Propiedades antimicrobianas, inmunomoduladoras y antioxidantes

El péptido denominado Agrocybina (peso molecular de 9 kDa), fue obtenido a partir de
cuerpos fructiferos frescos de A. cylindracea. Este péptido presento actividad antifungica contra
varias especies de hongos, sin embargo, la actividad inhibitoria contra bacterias, se pierde cuando
se utiliza una concentracion superior a los 300 uM. Por otra parte, la presencia de Agrocybina
atenud la actividad de la transcriptasa reversa del virus HIV-1 (59).

La lectina AAL (Agrocybe aegerita lectin) proveniente del hongo A. aegerita, es una
proteina antitumoral que suprime el crecimiento de tumores, via apoptosis de las células
cancerigenas. Como resultado, se confirma que la AAL posee actividad anticancerigena y crea
una nueva opcion para el desarrollo de drogas antitumorales basadas en la AAL como modelo
(60).

Para evaluar el potencial que A. aegerita presenta contra el cancer, se investigé el efecto
que produce en cinco lineas celulares de cancer humano in vitro. A. aegerita mostré inhibicion de
la proliferacién de células cancerigenas en el estdbmago, las mamas y diferentes células del
sistema nervioso central. EI compuesto responsable de la actividad es una ceramida, la cual

presenta una actividad inhibitoria de la ciclooxigenasa y de la proliferacion de células tumorales
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(61).

Por lo anteriormente descrito, se sugiere que el consumo de A. aegerita contribuiria a
aliviar las condiciones inflamatorias, reducir el desarrollo de los diferentes tipos de canceres, asi
como inducir una actividad inmunoestimulante en el organismo (62). Sin embargo, es importante
considerar que los compuestos presentes en A. cylindracea, puede ser extraidos en agua pero no
en acetato de etilo o metanol, siendo por otra parte sensibles al tratamiento térmico (63).

Al obtener extractos etandlicos y en agua caliente a partir de los cuerpos fructiferos de
Agaricus blazei, Agrocybe cylindracea y Boletus edulis, se encontraron 3.18-6.18 mg/g de
tocoferoles y 5.67-5.81 mg/g de fenoles totales. Estos compuestos presentaron propiedades
antioxidantes (64).

Huang y cols. (2006), reportaron la capacidad antioxidante de A. cylindracea, a partir del
andlisis de distintos extractos metanolicos preparados con cuerpos fructiferos, micelio y filtrado
de fermentacion. Se encontré que el extracto metanolico obtenido a partir de los cuerpos
fructiferos presentd una mayor habilidad inhibitoria en la oxidacion de lipidos (90.0-97.3%) a una
concentracion de 5-20mg/ml. La capacidad quelante (sobre iones F*?) del extracto metanélico de
cuerpos fructiferos, micelio y filtrado fue de 90.6%, 84.6% y 96.5% respectivamente a una
concentracion de 5mg/ml. Los resultados anteriores indicaron que este hongo posee buenas

propiedades antioxidantes, excepto en la habilidad de eliminar radicales hidroxilo (65).

c. Propiedades bioquimicas

Recientemente, se describié la primera enzima extracelular (AaP o A. aegerita
peroxidasa) y la primera peroxidasa en catalizar la reaccion de oxidacion de la piridina. Esta
enzima puede ser considerada una verdadera peroxygenasa por su capacidad de transferencia de
un atomo de oxigeno a partir del peroxido al substrato. La identificacién de la AaP (una enzima
biocatalitica extracelular muy versatil, que puede oxigenar compuestos aromaticos), se suma a los
dos unicos tipos de enzimas involucradas en la oxidacion de piridina: la metano monooxygenasa

bacteriana y las monooxygenasas P450 (66).

d. Propiedades degradativas

Se reportd que cepas pertenecientes al género Agrocybe poseen un alto potencial de
degradacion de hidrocarburos aromaticos policiclicos de bajo y alto peso molecular, ya que
pueden degradar el compuesto fluoreno, el cual se utiliza en la elaboracién de tintes, plasticos y

pesticidas. Una concentracion inicial de 100 ppm de fluoreno fue degradada en un 99% en un
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tiempo aproximado de 6 dias y como resultado, se identificaron dos metabolitos denominados 9-
fluorenol y 9-fluorenono, los cuales son dos intermediarios menos toxicos generados a partir del
fluoreno (67).

e. Estudios moleculares

Diversos estudios genéticos se han realizado con A. aegerita por la facilidad que se tiene
de producir micelio vegetativo y primordios bajo condiciones adecuadas. Asi, se identificé el gen
Aa-Pril y la proteina que codifica, sefialando que éste aumenta su trascripcion al iniciar la
fructificacion y esta decrece conforme el cuerpo fructifero de A. aegerita madura (68).

Se clond e identificd el gen Pri3 y la proteina que lo codifica en nueve cepas de A.
aegerita procedentes de Europa, Asia y América Latina. Este gen se expresa en dos cariosomas al
inicio de la fructificacion. La proteina Pri3 no presenta homologo significativo con otras
proteinas relacionadas con el crecimiento del hongo, constituyendo una nueva clase de proteina
rica en cisteina. Asimismo, se encontré una divergencia genética en la evolucion de los grupos de
cepas analizadas (69).

Asimismo, se estudio la transicion mitocondrial durante la plasmogamia, crecimiento del
micelio vegetativo y la diferenciacion del basidiocarpo de A. aegerita. Se comprobd que la
migracién nuclear es bilateral y que depende del genotipo expresado, estableciendo que
solamente el 75% de los aislamientos dicarioticos producen una migracion mitocondrial parcial
halotipica (mezcla de monocarioticos) y que el otro 25%, presentd un solo halotipo (dicariotico

homoplasmico) (70).
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IV. JUSTIFICACION

Latinoamérica es una region fundamental para la conservacion de la biodiversidad. Los
paises pertenecientes a esta region son considerados lugares con megadiversidad y resulta
paraddjico que, en ellos, existan pocos programas de busqueda, recuperacion, caracterizacion y
conservacion del germoplasma flingico nativo. A pesar de ello, se ha producido un notable
desarrollo de la industria de hongos en los Gltimos afios (71).

En el pais, los hongos comestibles de naturaleza saprobia poseen un gran potencial para
ser cultivados a nivel artesanal e industrial, no solo por sus propiedades nutricionales, si no
también por sus propiedades medicinales y su capacidad de producir metabolitos secundarios.

Los estudios realizados en la Universidad de San Carlos de Guatemala, han permitido
obtener y aislar cepas nativas de Agrocybe cylindracea, a partir de especimenes provenientes de
las localidades donde se utiliza como alimento y se comercializa. Estas cepas nativas pueden ser
utilizadas con fines de bioprospeccion de la diversidad fungica, ya que pueden ser una alternativa
alimenticia para autoconsumo y econdomica mediante la produccion y comercializacion de
cuerpos fructiferos a nivel rural. Por otra parte, también pueden utilizarse para la produccion de
sustancias con propiedades antimicrobianas, inmunomoduladoras y antioxidantes.

Por lo tanto, se hizo necesario el estudio de estas cepas nativas, para evaluar su crecimiento
en diferentes medios de cultivo y pH, con el fin de encontrar las condiciones adecuadas de
crecimiento de las mismas, previo a la produccion de cuerpos fructiferos.

Los resultados obtenidos establecieron las bases para generar una tecnologia que
posteriormente podria utilizarse para el cultivo de A. cylindracea en regiones rurales del pais,

como una alternativa alimenticia, econdémica y medicinal.
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V. OBJETIVOS

A. General
Establecer el comportamiento de cepas nativas de Agrocybe cylindracea en diferentes

medios de cultivo, bajo diferentes pH.

B. Especificos
1. Determinar el medio de cultivo y pH donde las cepas presentan el mayor crecimiento

micelial, a través de la evaluacion del diametro de las colonias.
2. Describir las caracteristicas macro y microscopicas de cultivo in vitro, obtenidas en

diferentes medios de cultivo y pH, para documentar las caracteristicas morfologicas de

las colonias y de las hifas que exhiben cada una de las cepas.
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VI. HIPOTESIS

El crecimiento micelial de los aislamientos de Agrocybe cylindracea estudiados,
evidencian mayor diametro de crecimiento micelial en por lo menos en un medio de cultivo y

un pH a estudiar.
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VIl. MATERIALES Y METODOS

A. Universo

Las cepas que se utilizaron estan depositadas en el Cepario de Hongos Saprobios y
Micorricicos, del Departamento de Microbiologia, Escuela de Quimica Bioldgica;
Facultad de Ciencias Quimicas y Farmacia. Siendo las siguientes (Tabla 1):

Tabla 1. Procedencia y registros de las cepas

Cadigo de la cepa Procedencia Sustrato”
58.2001 Aldea Vista Hermosa, San Antonio Sacatepéquez, San Marcos Sambucus sp
59.2001 Aldea Vista Hermosa, San Antonio Sacatepéquez, San Marcos Sambucus sp
60.2001 Aldea Escuachil, San Antonio Sacatepéquez, San Marcos Sambucus sp

112.2002 Tecpan G., Chimaltenango Salix sp
638.2008 Tecpan G., Chimaltenango Sambucus sp

1: Sustrato en el que crecian los basidiomas, de los cuales fue aislada la cepa.

B. Procedimiento

1

11

1.2

1.3

1.4
1.5

1.6
1.7

1.8

Determinacion del comportamiento a diferentes medios y pH:

Se revitalizaron las 5 cepas, sembrandolas en agar PDA e incubandolas a 26°C, por 30
dias.

Se determino el didmetro de las colonias de cada una de las cepas, a diferentes pH 'y
medios de cultivo:

El procedimiento se realizo de acuerdo con lo recomendado por Mier, et al., Stamets y
Sanchez (41, 54, 72).

Se prepararon los medios de cultivo: Agar con extracto de malta (EMA), agar papa
dextrosa (PDA) y agar harina de maiz y levadura (CMYA).

Se tomo el pH inicial de los medios preparados, el cual debid estar entre 5.5y 6.8.

Se ajusto el pH de cada medio a utilizar a 5, 5.5y 6, con NaOH al 10% y Acido lactico al
90%.

Se esterilizaron los medios por 15 minutos a 121°C.

Se inocularon 20 cajas de cada uno de los medios, con cada una de las cepas revitalizadas,
con un segmento de 0.5mm del cultivo.

Se identificaron las cajas de petri conteniendo los medios de cultivo, con referencia,
nombre de la cepa, fecha de inoculacion, medio, temperatura de incubacion y namero de

repeticion.
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1.9
1.10

1.11

2.1

2.2

2.3

3.1

3.2

3.3
3.4

Se sellaron las cajas inoculadas con papel parafilm, para evitar su deshidratacion.

Se incubaron 20 cajas de cada medio y pH inoculadas con las cepas a 26°C, durante un
méaximo de 36 dias.

Se anot6 el diametro alcanzado por las colonias cada 3 dias, mediante la medicion del
didmetro de la colonia en dos planos perpendiculares, los cuales se deben sumar y dividir
entre dos, para obtener el didmetro promedio (cm). Esto se realizdé en cada uno de los

medios y temperaturas.

Determinacion de las caracteristicas macro y microscépicas de las colonias:

El procedimiento se realizo de acuerdo con lo recomendado por Nobles (73).

Se caracterizaron macroscopicamente las colonias de las cepas con ayuda de un
esteredscopo.

Se observo el color del anverso y reverso, textura, consistencia, forma, olor, micelio
aéreo, produccion de exudado, formacién de rizomorfos o agregaciones hifales.

Se describié microscopicamente el micelio de las colonias, realizando preparaciones con
azul de lactofenol, para observar las caracteristicas hifales a 400 y 1000 aumentos,
determinando el diametro de las hifas (um) asi como la presencia de fibulas,

clamidosporas, hifas en espiral, apresorios y cualquier otra caracteristica relevante.

Analisis estadistico:

Se elabor6 una base de datos en el programa EXCEL®, ordenando los datos en forma
vertical, incluyendo los siguientes parametros en cada columna: Cepa (c/u de las 5 cepas),
temperatura de incubacion (26°C), medio de cultivo (EMA, PDA, CMYA), pH (5, 5.5, 6),
dia de medicién (dia 3, 5, 7, 10, 12, 14) y didmetro de la colonia de cada una de las
repeticiones (cm), tomando como punto de corte el dia 14.

Se importo la base de datos elaborada previamente, al programa estadistico SPSS 15.0®,
para su analisis.

Se elaboraron gréaficos de interaccion, para observar el patron de crecimiento de las cepas.

Se estimaron la media del didmetro de las colonias (cm) en el programa SPSS 15.0®
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4.

Disefio estadistico

El disefio general de la investigacion se presenta de acuerdo con los objetivos enunciados.

Obijetivo 1: Se aplico un disefio factorial: 5x3x3 (5 cepas, 3 medios, 3 pH).
Numero de réplicas que se utilizaron: 20

Objetivo 2:
Descriptivo.

Anaélisis de la informacion:
Objetivo 1:
Se efectu6 un analisis de varianza e intervalos multiples de Duncan, para
evidenciar las diferencias significativas en funcion del crecimiento micelial en los
medios de cultivo y pH. Ademas se elaboraron graficas de interaccién para

mejorar la comprension de los resultados del analisis factorial.

Objetivo 2:
Se describieron las caracteristicas macro y microscopicas de cada una de las cepas
en los diferentes medios de cultivos y temperaturas. Se elaboraron tablas y se

incluyo fotografias.
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VIll. RESULTADOS

El estudio de las cepas de A. cylindracea mostré los siguientes resultados: La cepa 58.01
obtuvo el mejor crecimiento a pH 5.5 (8.43 £ 0.48 cm) y 6.0 (8.42 £ 0.61 cm), en el medio EMA,
seguido por el pH 5.0 (8.19 £ 0.75 cm) en el mismo medio. Con la cepa 59.01 a pH 5.0 se obtuvo
el mejor crecimiento en el medio EMA (6.92 + 0.14 cm), seguido por el pH 6 y 5.5 en este
mismo medio (6.80 £ 0.12 cm y 6.79 + 0.14 cm respectivamente) (Tabla 1).

La cepa 60.01 obtuvo el mejor crecimiento en el medio EMA a pH 6 (8.50 £ 0.00 cm). En
el pH 5.5 el medio fue CMYA (6.86 + 0.24 cm), seguido por el medio PDA (6.54 + 0.14 cm) a
pH 5.0. Con respecto a la cepa 112.02 el mejor crecimiento se observo en el medio PDA a pH
6.0 (4.76 £ 0.12 cm ). En el pH 5.5 el medio fue PDA (4.71 £ 0.76 cm) y en el pH 5.0 en el
medio CMYA (3.87 = 0.08 cm). En contraste, la cepa 638.08 crecido mejor en el medio EMA a
pH 5.0 (8.37 + 0.14 cm), asi también a pH 55 y 6 (8.35 £ 0.13 cm y 8.23 + 0.12 cm

respectivamente) (Tabla 1).

Tabla 1. Crecimiento de las cepas de A. cylindracea incubada a 26°C durante 14 dias.

Cepa Crecimiento Micelial (cm)
Medio'/ pH 5.0 5.5 6.0

CMYA 6.00 +0.37 5.78 + 0.54 5.83+0.29

58.01 PDA 7.65 +0.34 7.91+0.19 7.89+0.25
EMA 8.19+0.75 8.43+0.48 8.42+0.61

CMYA 5.56 + 0.23 5.59 +0.25 6.09 £0.17

59.01 PDA 6.54 +0.19 6.33+0.19 6.47 £0.21
EMA 6.92+0.14 6.79+0.14 6.80 £0.12

CMYA 4.85+0.26 6.86 + 0.24 6.99 +0.28

60.01 PDA 6.54 +0.14 6.73+0.12 8.09+0.10
EMA 2.24+0.09 5.70 +0.23 8.50 + 0.00

CMYA 3.87+0.08 3.99+0.11 3.98+0.16

112.02 PDA 2.54+0.05 471+0.76 4.76 +0.12
EMA 2.52+0.06 3.39+0.17 3.50 +0.09

CMYA 7.01+0.21 6.97 +0.24 7.37£0.32

638.08 PDA 7.28+0.20 7.60+0.25 7.80 £0.16
EMA 8.37+0.14 8.35+0.13 8.23+0.12

1. PDA: Agar papa dextrosa; EMA: Agar con extracto de malta; CMYA: Agar harina de maiz y levadura.
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Al final del periodo de incubacion, las cinco cepas presentaron un color blanco en todos
los medios de cultivo y pH. La textura de todas las colonias fue algodonosa y, en algunos medios
y pH, el crecimiento micelial fue zonado, con abundante micelio aéreo, a excepcion de la cepa
638.08 que mostrd escaso micelio aéreo en el medio CMYA. Asimismo, la forma de las colonias
fue circular con crecimiento radial en los distintos medios de cultivo y pH. En el reverso las

cepas no mostraron pigmentacion.

Se evidencié exudado en todas las cepas y pH, con excepcion de la cepa 638.08 en el
medio CMYA. El color del exudado varié de traslicido en el medio CMYA, a amarillo o &mbar
en los medios EMA y PDA. Se percibi6 olor afrutado en todas las colonias de las cepas
evaluadas sin importar el medio y pH (Anexo 1 - 5).

Microscopicamente, en los tres medios de cultivo y pH la mayoria de las cepas
presentaron hifas con un diametro de 2.0-4.0 um, con excepcion de las cepas 59.01 y 638.08 en el
medio PDA, las cuales presentaron un didmetro de 2.0-3.0 um. Asimismo, evidenciaron fibulas
en regular cantidad, excepto las cepas 60.01 y 112.02 que presentaron escasa cantidad. Todas las

cepas exhibieron la formacion de clamidosporas (Anexo 6 - 10).

Al comparar estadisticamente el crecimiento micelial obtenido de cada cepa en los tres
medios de cultivo, se producen 15 combinaciones, de las cuales se indica Unicamente el analisis
de la prueba de intervalos multiples de Duncan en los casos relevantes de cepa-medio descritos a
continuacion: El crecimiento de la cepa 58.01 en los medios EMA y PDA fue significativamente
mayor al observado en el medio CMYA (p<0.0001). El desarrollo de la cepa 638.08 en el medio
EMA fue significativamente mayor al obtenido en el medio PDA (p=0.047) y CMYA
(p<0.0001).

Al comparar las cepas, se determind que el crecimiento de la cepa 58.01 en el medio
EMA fue significativamente mayor que la 638.08 en el medio PDA (p=0.022), y esta Gltima en el
medio EMA fue significativamente mayor a la 58.01 en el medio CMYA (p<0.0001). En
resumen las combinaciones cepa 638.08 y 58.01 con el medio EMA son las que tuvieron el
mayor rendimiento, no observandose diferencia significativa entre ellas, pero teniéndola con las

demas cepas (p<0.05) (Grafica 1).
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Diametro (cm)

Gréafica 1. Media del didmetro de crecimiento micelial de las cepas de A. cylindracea
incubadas a 26°C durante 14 dias a diferentes pH.
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Al evaluar las interacciones cepa-pH, se obtuvo que las cepas 58.01 y 638.08 mostraron
didametros de crecimiento micelial similares a los diferentes pH. Sin embargo, en todos los casos
el pH 6 fue el que presentd el mayor crecimiento de las cepas evaluadas, siendo la de mejor
crecimiento, la cepa 60.01. No obstante, dado que esta cepa en general no obtuvo los mayores
valores de crecimiento micelial, se pueden considerar las cepas 638.08 y 58.01 a pH 6, como las
de mejor crecimiento. Al comparar estadisticamente la interaccion entre las cepas, el pH y su
efecto sobre el desarrollo micelial, se determind que las combinaciones con mayor crecimiento
significativamente diferente con las demas fueron: la cepa 58.01 a pH 5.5 y 6, la cepa 59.01 a pH
6, la cepa 60.0 a pH 6 y la cepa 638.08 a pH 5, 5.5 y 6 (p<0.0001). En resumen, se puede indicar
que las cepas 60.01, 638.08 y 58.01 tienen mejor rendimiento a pH 6, sin embargo las Gltimas dos

cepas presentan desarrollo similar a cualquier pH.

La evaluacion de las interacciones entre la cepa, el medio y el pH mostrd6 que no
existieron diferencias significativas entre las combinaciones compuestas por la cepa 58.01 en el
medio PDA a pH 6; la cepa 58.01 en EMA a pH 6 y la cepa 638.08 en PDAapH 6y en EMA a

pH 5, 5.5 y 6 (p>0.05). En resumen se puede establecer que las combinaciones con mayor
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crecimiento se obtuvieron con las cepas 638.08 y 58.01 en los medios PDA y EMA a pH 6.
Adicionalmente, la cepa 638.08 en el medio EMA puede tener buen rendimiento a pH 5y 5.5.

Al comparar el efecto general de los medios de cultivo evaluados sobre el crecimiento
micelial (incluyendo todas las cepas y pH), se comprobé que el medio PDA fue
significativamente mayor al medio CMYA (p<0.0001), pero no al medio EMA (p=0.494). Este
altimo fue significativamente mayor al medio CMYA (p<0.0001). En resumen los medios PDA y
EMA fueron en los que se presentaron los mayores didmetros de crecimiento micelial (6.59 y

6.42 cm respectivamente). EI medio CMYA fue en el que se presentd el menor didmetro (5.78

cm) (Gréfica 2).

Grafica 2. Efecto del medio de cultivo sobre el diAmetro de crecimiento micelial de las cepas
evaluadas de A. cylindracea a diferentes pH, incubadas a 26°C durante 14 dias.
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Al evaluar el efecto general del pH sobre el crecimiento micelial (incluyendo todas las
cepas y medios de cultivo), se determind6 que a pH 6 existe un crecimiento micelial
significativamente mayor que a pH 5 (p<0.0001) y a pH 5.5 (p=0.029). Este ultimo, fue
significativamente mayor al pH 5 (p<0.0001). En resumen, el pH 6 fue en el que se presentd el
mayor didmetro de crecimiento micelial (6.71 cm), seguido del pH 5.5 (6.34 cm) y el pH 5 (5.74

cm) (Grafica 3).
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Grafica 3. Efecto del pH sobre el crecimiento micelial de todas las cepas evaluadas de A.
cylindracea en diferentes medios de cultivo, incubadas a 26°C durante 14 dias.
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Al comparar de forma general el crecimiento micelial de las cepas de A. cylindracea
(incluyendo medios de cultivo y pH), se determin6é que la cepa 638.08 y 58.01 fueron las que
desarrollaron el mayor crecimiento micelial, superando en diametro a las demas cepas evaluadas
(Gréfica 4).

La prueba de intervalos maltiples de Duncan, indico que el didmetro de la cepa 638.08 fue
significativamente mayor a las cepas 112.02, 60.01 y 59.01 (p<0.0001), no asi con la cepa 58.01
(p=0.086). La cepa 58.01 fue significativamente mayor a las cepas 112.02, 60.01 y 59.01
(p<0.0001). La cepa 59.01 fue significativamente mayor a la 112.02 (p<0.0001), pero no con la
60.01 (p=0.987). La cepa 60.01 fue significativamente mayor a la 112.02 (p<0.0001) (Gréafica 4).
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Grafica 4. Diametro de crecimiento micelial de las cepas de A. cylindracea incubadas a 26°C
durante 14 dias, en diferentes medios de cultivo y pH.
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IX. DISCUSION DE RESULTADOS

En el presente estudio el pH tuvo una influencia significativa en el crecimiento de las
cepas evaluadas, cuando se utilizan los medios PDA. EMA 'y CMYA, por lo que los resultados de
los ensayos in vitro probaron que si existe un efecto del pH en el crecimiento del hongo.

Debido a que las cepas 638.08 y 58.01 a pH 6 presentaron la mejor combinacién por su
mejor crecimiento, a diferencia del resto de las cepas y pH evaluados, se recomienda utilizar estas
condiciones para futuros cultivos de las cepas. Por otra parte, no se recomienda utilizar un pH <5
en los medios CMYA, PDA y EMA para el cultivo de cepas, debido a que el pH bajo afecta la
actividad de las enzimas extracelulares (celulasas, pectinasas y otras), lo cual se traduce en un

menor crecimiento (74).

Diversos estudios han evaluado el efecto del pH sobre el crecimiento micelial. EI cultivo
de Pochonia chlamydosporia a diferentes pH (2.5 a 8.5); mostré que los valores de pH 4.5 a 2.5,
evidenciaron una rapida disminucion de la biomasa, en tanto que en el rango de pH 5 a 6 se
observé el crecimiento mas adecuado; siendo el pH 6.0 el que mostrd la mejor produccion de
biomasa. Los valores de pH de 6.5 a 8.5 condujeron a una disminucion gradual en la cantidad de
micelio (75). Estos datos son comparables con la presente investigacion, ya que el pH 6 fue
optimo para el crecimiento del micelio de A. cylindracea en los medios de cultivos CMYA, PDA

y EMA y el diametro de las colonias fue menor al disminuir el pH.

Hay que considerar también que el pH ajustado inicialmente en el medio de cultivo a
evaluar, puede declinar incluso cuando se observe que existe 0 no un adecuado crecimiento
micelial, debido a que el didxido de carbono se hace mas soluble y la cantidad de iones de

carbonato en solucion se incrementan, lo cual resulta en una disminucién del pH del medio (76).

Determinadas sales minerales (como los fosfatos) y otras macromoléculas, que son
esenciales para el crecimiento, son menos solubles a un pH alto, lo que genera disminucion en la
disponibilidad para la absorcion a través de la membrana plasmatica, por este motivo se ve

favorecido el crecimiento micelial a pH 5, 5.5y 6 (76).

Se ha establecido que la concentracion de H™ presentes en el medio tiene poco efecto
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directo sobre el metabolismo de hongos, debido al sistema buffer (amortiguador) presentes en las
hifas, pero puede influir en la ionizacion de las sales en solucion y en la permeabilidad de la
membrana plasmética de las hifas. Ademas, la actividad de las enzimas se ve afectada por la
concentracion de H* presentes en el medio (77).

Aungue las condiciones favorables para el crecimiento vegetativo no estan estrechamente
relacionadas con las condiciones necesarias para la formacion del cuerpo fructifero, se sugiere
que el valor del pH del habitat podria ser un factor determinante para predecir el patrén de
desarrollo de los hongos (76). Por lo tanto, para evaluar el crecimiento micelial en diferentes
medios de cultivo y pH, cobra importancia el tener conocimiento sobre el pH del medio en el cual
se recolecta el hongo de estudio. En este caso, dicha informacion no se pudo obtener debido a que
las cepas de A. cylindracea almacenadas en el cepario de Hongos Saprobios y Micorricicos, no
cuenta con informacion sobre el analisis quimico de la madera donde se encontraron los hongos

que dieron origen a la obtencion de las distintas cepas (Anexo 11).

Ademas, se ha comunicado que durante la produccion de cuerpos fructiferos de A.
cylindracea sobre paja de trigo, el crecimiento de este hongo puede producir alteraciones en el
pH, causando inicialmente un ligero aumento, que posteriormente se estabiliza en un pH igual a 6
(78). Se ha indicado también que A. aegerita, durante la degradacion de paja de cebada
suplementada con NaNOg3 eleva el pH de 5.5 a 6.8 (aproximadamente), por lo cual se esperaria
que a un pH inicial de 6 sobre el sustrato empleado para la fructificacion de Agrocybe, el
crecimiento micelial deberia verse favorecido en comparacion al resto de pH inicial de los

substratos a evaluar para la formacion de cuerpos fructiferos (58).

En el presente trabajo de investigacion, la cepa 112.02 fue la que mostré el menor
crecimiento micelial, en los tres medios de cultivo y pH evaluados. Un factor que pudo haber
influido fue que las cepas se almacenan en refrigeracion a 4°C, la cual es una metodologia no
recomendada para conservacion de cepas (79). En un estudio realizado en el afio 2007, se reportd
que de las cepas 58.2001, 59.2001, 60.2001 y 112.2002, esta tltima fue la que presenté un mejor
crecimiento micelial (87.8 mm diametro) (52), contrario a lo observado en este estudio. Por tal
razon, se recomienda efectuar un control de viabilidad de las cepas nativas almacenadas, para
determinar el tiempo en que una cepa continda con vida y sin alterar sus caracteristicas bioldgicas

y morfoldgicas.
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Se cuenta con antecedentes de investigaciones donde refieren, que las cepas de los
basidiomicetos pueden ser conservadas por diversos procedimientos como: Cultivo periddico en
tubo con agar, bajo aceite mineral, cepas liofilizadas, congelacion en nitrogeno liquido,
conservacion de esporas en suelo, arena o silica gel y en agua destilada. Por otra parte, se ha
reportado que la supervivencia de algunos hongos conservados en agua destilada por méas de dos
afios fue de 91-98%. Similar porcentaje (87%) de supervivencia se ha informado al conservar
liofilizados algunos cultivos fungicos, mientras que existe el reporte de un 90% de supervivencia
cuando se preservaron basidiomicetos en nitrégeno liquido. De ahi que se ha reportado, que el
97.7% de los basidiomicetos, lograron sobrevivir cuando se conservaron a -70°C. El evitar el
pleomorfismo y la contaminacion con &caros esta entre las bondades que se atribuyen a algunas

metodologias de conservacion ya mencionadas (79).

Ademas, se publicé un estudio comparativo entre la metodologia tradicional en tubo de
agar con aceite mineral a 4°C y la crioconservacion con nitrégeno liquido, donde se concluyé que
el porcentaje de supervivencia de las cepas, para la metodologia tradicional es de 63% luego de 2

afios, versus un 97% para la crioconservacion, al cabo del mismo periodo de tiempo (80).

En relacion con lo anterior, se ha reportado que el micelio de A. cylindracea, F. velutipes
y P. ostreatus, criopreservado utilizando nitrégeno liquido (proceso en el cual células o tejidos
son congelados a muy bajas temperaturas, generalmente entre -80°C y -196°C para su
almacenamiento en cepario), era viable luego de su almacenaje por un mes (81). Para cada
especie, la morfologia y la tasa de crecimiento micelial fueron observadas y calculadas,
utilizando el medio EMA (73) a 25°C antes y después de este procedimiento y no se encontrd
algun cambio significativo en la morfologia y el crecimiento micelial, con excepcién de A.
cylindracea, que redujo significativamente su crecimiento micelial (81). Estos resultados
muestran que el micelio de A. cylindracea puede afectarse luego de periodos prolongados de

almacenamiento a bajas temperaturas.

La eleccion de los métodos para conservacién de cepas, deben tener en cuenta varios
factores, segun sea el objetivo de la coleccidn, en este caso la capacidad de conservar las
caracteristicas micro y macroscépicas del hongo, asi mismo las caracteristicas genéticas y

celulares propias de cada género y especie. Por tal motivo el método recomendado para la
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preservacion de cepas es la congelacion a -70°C en crioviales sin solucion crioprotectora, con

miniblocks de agar conteniendo la cepa fungica de interés.

Por otra parte, se ha indicado también que la morfologia de las colonias varia no so6lo
entre medios de cultivo y/o pH evaluados, sino también con las diferentes especies de hongos
(82). Esto fue comprobado en el presente estudio, ya que las distintas cepas de A. cylindracea
variaron en morfologia. En general los resultados obtenidos concuerdan con lo reportado en la
literatura respecto a que, las colonias presentan un crecimiento longitudinal y linear, de aspecto
algodonoso, de color blanquecino al principio de su desarrollo y posteriormente desarrollan
manchas de color café y/o marrdn oscuro en agar extracto de malta. Poseen un olor dulce o
afrutado, farinaceo a veces no muy agradable, la Unica diferencia en las caracteristicas
morfologicas de las colonias respecto a la literatura, es que las cepas evaluadas producen

abundante micelio aéreo y no escaso, como a sido reportado (42, 54).

Estudios que han evaluado cultivos miceliales han sefialado que el crecimiento micelial de
Leucopaxillus giganteus, Lactarius deliciosus y Suillus luteus, no se ve influenciado por el pH y
no afecta las caracteristicas morfoldgicas del micelio (82). Esto ultimo pudo ser observado en
este trabajo, con los resultados obtenidos en la microscopia para las cepas de A. cylindracea

evaluadas.

Un lento y denso crecimiento micelial puede ser atribuido a condiciones favorables y
explotacién de los recursos nutritivos del medio de cultivo por el hongo. Una 6ptima temperatura
de incubacion para el crecimiento micelial, una alta tasa de colonizacion del micelio, no sélo
permite establecer el modelo competitivo menos probable para su uso, sino también puede

contribuir a un mejor cultivo del hongo con mayores porcentajes de eficiencia biologica (83).

En relacion con las caracteristicas microscopicas de las cepas, debe ser evaluada la
presencia de fibulas; por ser este un indicativo de la capacidad que poseen las mismas de llegar a
formar los basidiomas, cuando se estudien con fines de produccion (84). Se ha concluido que la
presencia de fibulas en las distintas cepas ya sea en escasa, regular o abundante cantidad en todos
los medios y pH, indica un estado dicaridtico del micelio y garantiza el mantenimiento del mismo

en las puntas de las hifas, como un paso previo a la fructificacion en todos los basidiomicetes (2).
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El desarrollo de clamidosporas en las cepas evaluadas de A. cylindracea, fue proporcional
al tiempo de incubacién, de manera que periodos de incubacidn prolongados generan una mayor
cantidad, lo cual puede indicar que las condiciones son desfavorables para el desarrollo del
micelio (84), ya que estas estructuras de resistencia se forman cuando las condiciones

ambientales son adversas (2).

La presencia de exudado puede significar la produccion de metabolitos secundarios (54).
Asimismo, el olor que se reporta para las colonias de A. cylindracea es afrutado, el cual fue
percibido en todas las cepas, medios y pH evaluados.

Con respecto a presencia de pigmentos, en esta investigacion pudo observarse que las
cepas de A. cylindracea evaluadas mostraron pigmentacion tanto en el micelio, como en el medio
de cultivo luego de un periodo prolongado de incubacion (>20 dias aproximadamente). La
presencia de coloracion en el reverso del medio en cajas de petri con colonias de otras especies de
hongos como Lentinula edodes y especies de Pleurotus pueden indicar la produccion de
abundantes metabolitos secundarios, no necesarios para el crecimiento micelial y produccion de
basidiomas, o alguna anormalidad en el crecimiento (54), por este motivo puede ser una

caracteristicas no deseable en los cultivos de Agrocybe cylindracea.

Sin embargo, los metabolitos secundarios de los hongos durante mucho tiempo han sido
de gran interés en las areas de alimentos y productos biofarmacéuticos. Estudios recientes sobre
la produccién de exopolisacaridos de los hongos han demostrado muchas actividades biologicas
interesantes. Hay varios agentes antitumorales producidos a partir de diferentes extractos de
hongos como Lentinan de Lentinus edodes, Schizophyllan de Schizophyllum commune, y Krestin
de Coriolus versicolor que estan actualmente disponibles en el mercado internacional (85), pero

no en Guatemala.

Muchos investigadores han hecho mejores esfuerzos por cultivar estos hongos en medios
artificiales como los cultivos sumergidos, que poseen como ventajas potenciales, una mayor
produccién micelial en un espacio compacto y tiempos méas cortos con menores posibilidades de

contaminacién (85).

Se ha sefialado que A. cylindracea sirve como una buena fuente para la produccion de
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exobiopolimeros en el medio MCM (medio completo para hongos), pero se ve afectada la sintesis
en tiempos muy prolongados de incubacion y fermentacion (85). En relacion al pH medido
durante el proceso de incubacion en los medios evaluados, se reportd que las cepas de A.
cylindracea presentaron un incremento en el pH del dia 5 (pH 5.74) al dia 15 de incubacion (pH
final de 6.67). Como puede observarse A. cylindracea presenta una mayor produccion de exo-
biopolimeros a un pH cercano a 6, lo que correlaciona con los resultados alcanzados por las cepas
de la presente investigacion, pues A. cylindracea presentd un éptimo crecimiento micelial a un
pH inicial de 6, infiriendo que a este mismo pH inicial las cepas evaluadas producirian una mayor
cantidad de exo-biopolimeros en relacion al pH 5 y 5.5. Todas las cepas mostraron la presencia
de exudado en los diferentes medios evaluados y pH, a excepcién de la cepa 638.08 en el medio
CMYA, porqgue no se observo la presencia de exudado en los diferentes pH, lo cual no significa
que no haya produccion de exo-biopolimeros en este medio, Unicamente se pudo determinar la
presencia 0 ausencia de exo-biopolimeros de forma cualitativa en base a la produccion de
exudado por el micelio (85). Sin embargo es necesario estudiar la cantidad y composicion
bioguimica del exudado producido por el micelio sobre los diferentes medios de cultivo y pH,
debido a que todas las cepas evaluadas presentaron su mayor crecimiento micelial en EMA o
PDA a pH 6.

En general, los hongos crecen bien en condiciones acidas, pero en algunas especies se ve
favorecido su crecimiento a pH neutro o en condiciones ligeramente alcalinas (86), por lo que el
efecto del pH sobre el crecimiento fungico es bastante complejo, ya que inicialmente el pH afecta
el crecimiento y subsecuentemente el crecimiento afectara el pH a través de la acumulacién de
metabolitos en el medio (37). Por tal motivo es importante establecer y registrar el pH dptimo de

crecimiento micelial de Agrocybe cylindracea.

En este estudio A. cylindracea presentd un mayor diametro de crecimiento micelial,
cuando se utilizé un pH inicial en el medio de cultivo igual a 6, comparado con los diametros
obtenidos a pH 5y 5.5.

Los mayores crecimientos miceliales de las cepas de A. cylindracea, aunando los valores
obtenidos en los diferentes medios de cultivo y pH, indican que la cepa 638.08 y 58.01 fueron las
que desarrollaron el mayor didmetro de crecimiento micelial; seguidos por las cepas 59.01, 60.01

y por ultimo, la cepa 112.02, que fue la que obtuvo el menor crecimiento respecto a las todas las
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anteriores.

Debido, a que el crecimiento micelial no esta siempre relacionado con la productividad
(87), es necesario realizar un estudio de todas las cepas del hongo de interés, para evaluar las que
presentan mayores rendimientos de crecimiento micelial, mejor produccion de inéculo y mayor
produccion de cuerpos fructiferos sobre diferentes medios de cultivo y substratos, con fines

alimenticios y medicinales.

Entre las consideraciones importantes que debe tomarse en cuenta para evaluar
posteriormente la produccién de cuerpos fructiferos de A. cylindracea, es la de mantener una
rapida velocidad de crecimiento micelial en diferentes medios de cultivo, lo que indudablemente
favorece la reduccion de los ciclos de cultivo del hongo (87). La cepa utilizada en el cultivo de
hongos comestibles es crucial para el éxito en la produccion y comercializacion, pues una cepa
con una alta capacidad de invadir el sustrato y con una mayor velocidad de crecimiento micelial

disminuye el tiempo de incubacion.

El cultivo de A. cylindracea ha cobrado importancia debido a las diferentes propiedades
tanto alimenticias como medicinales. Por tal motivo, en la actualidad el Centro Nacional de
Informacién Biotecnoldgica (NCBI) ubicado en Bethesda, Marylnad (Estados Unidos), ha
codificado los genes de las principales especies de hongos (hongos comestibles y medicinales)
incluyendo el género Agrocybe (44), el cual contiene 25 genes codificados (88), que pueden ser
empleados en estudios moleculares y de biotecnologia para la optimizacion del crecimiento

micelial y desarrollo de cuerpos fructiferos de Agrocybe cylindracea.
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X. CONCLUSIONES

A. El medio de cultivo en el cual la mayoria cepas de Agrocybe cylindracea obtuvo el mejor

crecimiento miceliar fue EMA ajustado a pH 6.

. Las interacciones entre cepa, medio y pH con mayor crecimiento se obtuvo con las cepas
638.08 y 58.01 en los medios PDA y EMA a pH 6. Adicionalmente, la cepa 638.08 en el
medio EMA puede tener buen rendimiento a pH 5 y 5.5. Al evaluar las combinaciones se
mostrd que no existieron diferencias significativas, entre las combinaciones compuestas
por la cepa 58.01 en el medio PDA a pH 6; la cepa 58.01 en EMA a pH 6 y la cepa 638.08
en PDAapH6,en EMAapH5, 55y 6 (p>0.05).

. La mayoria de cepas en todos los medio de cultivo y pH presentaron colonias con anverso
de color blanco, textura algodonosa, presencia de exudado (translicido, amarillo o
ambar), y abundante micelio aéreo, con excepcion de la cepa 638.08 en el medio CMYA

a los diferentes pH.

. Las cepas evaluadas presentaron hifas de 2.0 a 4.0 um de diametro (excepto las cepas
59.01 y 638.08 en el medio PDA a los distintos pH), fibulas en regular cantidad (con
excepcion de las cepas 60.01 y 112.02, donde fueron escasas) y formacion de

clamidosporas.
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Xl. RECOMENDACIONES

. Evaluar las cinco cepas de A. cylindracea, en los medios EMA y PDA a pH mayor que 6.

. Evaluar las cinco cepas de A. cylindracea, en cuanto a la produccion de indculo y cuerpos
fructiferos, para documentar su productividad.

. Realizar controles de calidad continuos de las cepas almacenadas en refrigeracion a 4°C,
para determinar el tiempo en que una cepa sigue siendo viable, sin alterar sus
caracteristicas bioldgicas y morfolégicas.

. Se recomienda utilizar un congelador a -70°C y criotubos sin crioprotectores para
preservar en miniblock’s de agar, el micelio de los hongos que forman parte de la
micoteca.

. No utilizar un pH menor o igual a 5 en los medios CMYA, PDA y EMA para el cultivo de
cepas de A. cylindracea.

. Finalmente no se recomienda utilizar la cepa 112.02, por su mal crecimiento micelial en
comparacion con todas las combinaciones de cepa-medio-pH producidas, a los 14 dias de
incubacion a 26°C.

. Investigar aplicaciones medicinales de las cepas de A. cylindracea nativas.

. Estudiar la cantidad y composicion quimica del exudado producido por el micelio de
Agrocybe en los diferentes medios de cultivo y pH.

. Investigar para fines de bioprospeccién la composicion quimica de los metabolitos

secundarios.
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XIl. ANEXO

Anexo 1. Caracteristicas macroscopicas de las colonias de la cepa 58.01 de A. cylindracea a
26°C, al final del periodo de incubacion en los diferentes medios de cultivo y pH. a-c.
Colonia de la cepa 58.01 en CMYA, color del anverso blanco con textura algodonosa-zonada,
abundante micelio aéreo y exudado traslicido. a. pH 5. b. pH 5.5. c¢. pH 6. d-f. Colonias de la
cepa 58.01 en PDA, color del anverso blanco con textura algodonosa-zonada (con excepcion del
pH 5), abundante micelio aéreo y exudado traslicido/amarillento. d. pH 5. e. pH 5.5. f. pH 6. g-i.
Colonias de la cepa 58.01 en EMA, color del anverso blanco con textura algodonosa-zonada,
abundante micelio aéreo y exudado traslicido/ambar. g. pH 5. h. pH 5.5. i. pH 6.
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Anexo 2. Caracteristicas macroscopicas de las colonias de la cepa 59.01 de A. cylindracea a
26°C, al final del periodo de incubacion en los diferentes medios de cultivo y pH. a-c.
Colonia de la cepa 59.01 en CMYA, color del anverso blanco con textura algodonosa-zonada,
con excepcion del pH 6 que presenta Unicamente textura algodonosa, abundante micelio aéreo y
exudado trasldcido.. a. pH 5. b. pH 5.5. ¢. pH 6. d-f. Colonias de la cepa 59.01 en PDA, textura
algodonosa-zonada a pH 5 y algodonosa para el resto, abundante micelio aéreo y exudado
traslicido/amarillento. d. pH 5. e. pH 5.5. f. pH 6. g-i. Colonias de la cepa 59.01 en EMA, textura
algodonosa, abundante micelio aéreo y exudado traslicido/dmbar. g. pH 5. h. pH 5.5. i. pH 6.
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Anexo 3. Caracteristicas macroscopicas de las colonias de la cepa 60.01 de A. cylindracea a
26°C, al final del periodo de incubacion en los diferentes medios de cultivo y pH. a-c.
Colonia de la cepa 60.01 en CMYA, textura algodonosa-zonada a pH 5 y algodonosa para el
resto, abundante micelio aéreo y exudado trasltcido. a. pH 5. b. pH 5.5. c. pH 6. d-f. Colonias de
la cepa 60.01 en PDA, textura algodonosa-zonada, abundante micelio aéreo y exudado
traslicido/amarillento. d. pH 5. e. pH 5.5. f. pH 6. g-i. Colonias de la cepa 60.01 en EMA, textura
algodonosa-zonada a pH 5 y algodonosa para el resto, abundante micelio aéreo y exudado
traslicido/ambar. g. pH 5. h. pH 5.5. i. pH 6.
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Anexo 4. Caracteristicas macroscopicas de las colonias de la cepa 112.02 de A. cylindracea a
26°C, al final del periodo de incubacion en los diferentes medios de cultivo y pH. a-c.
Colonia de la cepa 112.02 en CMYA, textura algodonosa-zonada, abundante micelio aéreo y
exudado traslucido. a. pH 5. b. pH 5.5. ¢. pH 6. d-f. Colonias de la cepa 112.02 en PDA, textura
algodonosa-zonada a pH 5, pH 6 y algodonosa a pH 5.5, abundante micelio aéreo y exudado
traslicido/amarillento. d. pH 5. e. pH 5.5. f. pH 6. g-i. Colonias de la cepa 112.02 en EMA,
textura algodonosa, abundante micelio aéreo y exudado traslicido/ambar. g. pH 5. h. pH 5.5. i.
pH 6.
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Anexo 5. Caracteristicas macroscopicas de las colonias de la cepa 638.08 de A. cylindracea a
26°C, al final del periodo de incubacion en los diferentes medios de cultivo y pH. a-c.
Colonia de la cepa 638.08 en CMYA, textura algodonosa a pH 5, algodonosa-zonada a pH 5.5 y
pH 6, escaso micelio aéreo y exudado ausente. a. pH 5. b. pH 5.5. ¢. pH 6. d-f. Colonias de la
cepa 638.08 en PDA, textura algodonosa-zonada a pH 5, pH 5.5 y algodonosa a pH 6, abundante
micelio aéreo y exudado traslucido/amarillento. d. pH 5. e. pH 5.5. f. pH 6. g-i. Colonias de la
cepa 638.08 en EMA, textura algodonosa-zonada a pH 5 y algodonosa para el resto, abundante
micelio aéreo y exudado traslicido/ambar. g. pH 5. h. pH 5.5. i. pH 6.
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Anexo 6. Caracteristicas microscopicas de las colonias de la cepa 58.01 de A. cylindracea a
26°C, al final del periodo de incubacion en los diferentes medios de cultivo y pH (tincion
azul de lactofenol). a-c. Colonia de la cepa 58.01 en CMYA. a. pH 5, Fibula (x1000). b. pH 5.5,
Clamidospora (x1000) c. pH 6, Fibula (x1000). d-f. Colonias de la cepa 58.01 en PDA. d. pH 5,
Clamidospora (x1000). e. pH 5.5, Fibula (x1000). f. pH 6, Fibula (x1000). g-i. Colonias de la
cepa 58.01 en EMA. g. pH 5, Clamidospora ampuliforme (x1000). h. pH 5.5, Fibula (x1000). i.
pH 6, Fibula (x1000).
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Anexo 7. Caracteristicas microscopicas de las colonias de la cepa 59.01 de A. cylindracea a
26°C, al final del periodo de incubacion en los diferentes medios de cultivo y pH (tincion
azul de lactofenol). a-c. Colonia de la cepa 59.01 en CMYA. a. pH 5, Fibula (x1000). b. pH 5.5,
Fibula (x1000). c. pH 6, Clamidospora (x1000). d-f. Colonias de la cepa 59.01 en PDA. d. pH 5,
Fibula (x1000). e. pH 5.5, Clamidospora (x1000). f. pH 6, Fibula (x1000). g-i. Colonias de la
cepa 59.01 en EMA. g. pH 5, Clamidospora (x1000). h. pH 5.5, Fibula (x1000). i. pH 6, Fibula
(x1000).
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Anexo 8. Caracteristicas microscopicas de las colonias de la cepa 60.01 de A. cylindracea a
26°C, al final del periodo de incubacion en los diferentes medios de cultivo y pH (tincion
azul de lactofenol). a-c. Colonia de la cepa 60.01 en CMYA. a. pH 5, Fibula (x1000). b. pH 5.5,
Fibula (x1000). c. pH 6, Clamidospora (x1000). d-f. Colonias de la cepa 60.01 en PDA. d. pH 5,
Fibula (x1000). e. pH 5.5, Clamidospora ampuliforme (x1000). f. pH 6, Fibula (x1000). g-i.
Colonias de la cepa 60.01 en EMA. g. pH 5, Clamidospora (x1000). h. pH 5.5, Fibula (x1000). i.
pH 6, Fibula (x1000).
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Anexo 9. Caracteristicas microscopicas de las colonias de la cepa 112.02 de A. cylindracea a
26°C, al final del periodo de incubacion en los diferentes medios de cultivo y pH (tincion
azul de lactofenol). a-c. Colonia de la cepa 112.02 en CMYA. a. pH 5, Fibula (x1000). b. pH
5.5, Clamidospora (x1000). c. pH 6, Fibula (x1000). d-f. Colonias de la cepa 112.02 en PDA. d.
pH 5, Fibula (x1000). e. pH 5.5, Fibula (x1000). f. pH 6, Clamidospora (x1000). g-i. Colonias de
la cepa 112.02 en EMA. g. pH 5, Clamidospora (x1000). h. pH 5.5, Fibula (x1000). i. pH 6,
Fibula (x1000).
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Anexo 10. Caracteristicas microscopicas de las colonias de la cepa 638.08 de A. cylindracea
a 26°C, al final del periodo de incubacion en los diferentes medios de cultivo y pH (tincion
azul de lactofenol). a-c. Colonia de la cepa 638.08 en CMYA. a. pH 5, Fibula (x1000). b. pH
5.5, Fibula (x1000). c. pH 6, Clamidospora (x1000). d-f. Colonias de la cepa 638.08 en PDA. d.
pH 5, Clamidospora (x1000). e. pH 5.5, Fibula (x1000). f. pH 6, Fibula (x1000). g-i. Colonias de

la cepa 638.08 en EMA. g. pH 5, Fibula (x1000). h. pH 5.5, Clamidospora (x1000). i. pH 6,
Fibula (x1000).
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Anexo 11. Agrocybe cylindracea (DC.:Fr) Maire, fotografia de primordios saliendo del
sustrato (tronco) de Sambucus sp.

Fotografia del Proyecto de investigacion “Cultivo de cepas guatemaltecas del hongo
comestible Tx’yol B’agman (Agrocybe cylindracea (DC.:Fr) Maire): caracterizacion y
produccion de cuerpos fructiferos”. Universidad de San Carlos de Guatemala. Direccion

General de Investigacién (DIGI) (89).
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Anexo 12. Agrocybe cylindracea (DC.:Fr) Maire, fotografia del cuerpo fructifero.

Fotografia del Proyecto de investigacion “Cultivo de cepas guatemaltecas del hongo
comestible Tx’yol B’agman (Agrocybe cylindracea (DC.:Fr) Maire): caracterizacion y

produccion de cuerpos fructiferos”. Universidad de San Carlos de Guatemala. Direccion

General de Investigacion (DIGI) (89).
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Anexo 13. Agrocybe cylindracea (DC.:Fr) Maire, fotografia de basidiomas maduros recién
recolectados.

Fotografia del Proyecto de investigacion “Cultivo de cepas guatemaltecas del hongo
comestible Tx’yol B’agman (Agrocybe cylindracea (DC.:Fr) Maire): caracterizacion y

produccion de cuerpos fructiferos”. Universidad de San Carlos de Guatemala. Direccion

General de Investigacion (DIGI) (89).
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