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I. RESUMEN

A. cylindracea es una especie de reconocida comestibilidad en el mundo, ya
que se consume también en Guatemala, México, Italia y China, atribuyéndosele
también propiedades  anti-inflamatorias, antitumorales, hipogliocémicas,
inmunoestimulantes y se ha reportado que contrarresta la diabetes e hipertensiéon
(Poucheret, et al, 2006). Por tales razones, el consumo de los cuerpos fructiferos de
esta especie no solamente sirve para fines alimenticios, sino que también puede ser
utilizado con propdsitos medicinales.

Dada la naturaleza saprobia y degradadora de madera de esta especie,
puede ser cultivada sobre residuos que se generan en la industria maderera y en las
actividades agricolas que se llevan a cabo en el pais, por lo que al estudiar y lograr
su cultivo, se estaria dando uso a la diversidad fungica nativa, para crear alternativas
alimenticias, medicinales y econdmicas que contribuyan al desarrollo de las
comunidades campesinas, como estrategia sostenible de los recursos naturales y
como parte integral de los sistemas culturales (Bran, et al, 2004).

Por tal motivo, en esta investigacion se estudiaron cinco cepas nativas de A.
cylindracea y se evalud su crecimiento in vitro, produccion de indculo, asi como su
fructificacion sobre dos sustratos.

Como resultado de esta investigacion se determiné que el medio extracto de
malta (EMA) incubado a una temperatura de 18°C, fue el mas adecuado para el
cultivo de las cepas de A. cylindracea evaluadas. Por otra parte, la cepa A.
cylindracea 60.01 presenté el mayor diametro de crecimiento en los medios de
cultivo y temperaturas evaluados. Asimismo, las cepas de A. cylindracea
presentaron colonias de color blanco, textura algodonosa, levemente zonada y
zonada, asi como escasas fibulas y apresorios.

En la produccion de inoculo, los granos de trigo fueron los mas adecuados
para las cepas de A. cylindracea evaluadas y la cepa 60.01 presentdé mayor
velocidad de crecimiento en los sustratos evaluados.

Finalmente, todas las cepas de A. cylindracea colonizaron el sustrato constituido por
paja de trigo (S1), sin embargo solamente la cepa 638.08 produjo primordios de
cuerpos fructiferos. Ademas, ninguna de las cepas colonizd el sustrato conformado
por olote y cafia de maiz (S2). En ninguno de los sustratos fue posible cuantificar la
eficiencia biolégica y tamafio de los pileos.

Por lo tanto, se recomienda prolongar los tiempos de incubacion y
fructificacion de los sustratos, asi como evaluar otros desechos lignocelulésicos,
tales como aserrin de encino, para la produccion de cuerpos fructiferos.



Il. INTRODUCCION

Guatemala posee una gran diversidad de hongos comestibles que se conocen
desde tiempos inmemoriales. Uno de ellos es Agrocybe cylindracea, especie que es
utilizada como alimento por personas de la etnia Mam que habitan los municipios de
San Juan Ostuncalco, Concepcion Chiquirichapa, Cajola y San Miguel Siguila
(Quetzaltenango), asi como en San Antonio Sacatepéquez (San Marcos), lugares en
los que se denomina tx'yol b’agman. También es apreciada por personas de la etnia
Kaqgchikel del municipio de Tecpan, Chimaltenango (Hostnig, et al, 1998; Bran, et al,
2003a,b), donde se le conoce como rukoxil tunay che’.

A. cylindracea es una especie de reconocida comestibilidad en el mundo, ya
gue se consume también en China, Italia y México. Asimismo, se ha encontrado
también que posee actividad anti-inflamatoria, antitumoral, hipogliocémica,
inmunoestimulante y contrarresta la diabetes e hipertension (Poucheret, et al, 2006).
De tal manera que el consumo de los cuerpos fructiferos de esta especie, no
solamente sirve para fines alimenticios, sino que también puede ser utilizado con
propésitos medicinales.

Dada la naturaleza saprobia y degradadora de madera de esta especie,
puede ser cultivada sobre residuos que se generan en la industria maderera y en las
actividades agricolas que se llevan a cabo en el pais, por lo que al estudiar y lograr
su cultivo, se estaria dando uso a la diversidad fungica nativa, para crear alternativas
alimenticias, medicinales y econémicas que contribuyan al desarrollo de las
comunidades campesinas, como estrategia sostenible de los recursos naturales y
como parte integral de los sistemas culturales (Bran, et al, 2004).

Actualmente, gracias al financiamiento otorgado por la Universidad de San
Carlos de Guatemala, se conoce ya el uso tradicional y el gran aprecio que se tiene
hacia A. cylindracea en nuestro pais. Asimismo, se han aislado ya varias cepas
nativas a nivel de laboratorio. Sin embargo, su cultivo no ha sido todavia estudiado,
pese a la demanda existente, para consumo y comercializacion en las diversas
comunidades.

Por tal motivo, este trabajo de investigacion estudidé cinco cepas nativas,
evaluando su crecimiento in vitro, la produccién de inéculo, asi como su cultivo a
nivel de sustrato, para fines de produccion de cuerpos fructiferos en comunidades
campesinas, como una alternativa alimenticia, comercial y medicinal.



[Il. ANTECEDENTES
A. Generalidades de los hongos

Los hongos forman un grupo taxonémico independiente de los vegetales y los
animales, al cual se le denomina Reino Fungi. Los organismos que lo conforman son
heterétrofos, inméviles, poseen talos unicelulares o filamentosos rodeados por
paredes celulares y se reproducen por esporas sexuales y asexuales. De acuerdo
con el tamafio de las fructificaciones que producen, se pueden clasificar en
macrohongos y microhongos, segun sean macroscopicos 0 microscopicos,
respectivamente, e incluso existen microhongos que no producen fructificaciones
(Alexopoulos, et al, 1996, Guzman, 2003).

Actualmente, los micélogos han tenido un progreso sin precedente al elaborar
una clasificacion filogenética de los hongos, basada en analisis de ADN, la cual
evidencié que son organismos polifiléticos con morfologias convergentes, pero que
derivaron independientemente de varios linajes eucaridticos. Asi, se clasifican en
cuatro phyla: Chytridiomycota, Zygomycota, Ascomycota Yy Basidiomycota
(Alexopoulos, et al, 1996; Guarro, et al, 1999; Galagan, et al, 2005; Hawksworth,
2006).

El nimero de hongos en el mundo suponen 1.5 millones de especies, de
manera que, si este estimado es correcto, se han descrito menos del 5 por ciento de
las especies (Hawksworth, 1991; 2001). Esto se debe a que aun se tiene
informacion incompleta de muchas especies, ya que los hongos y los grupos
parecidos a los hongos (mohos acuaticos, Reino Straminipila, mohos limosos y
relacionados, Reino Protista) comprenden una asombrosa variedad de taxa,
estrategias de vida y morfologias (desde las formas similares a amebas y
chytridiomycetes acuaticos unicelulares, hasta los grandes hongos basidiomycetes)
(Mueller, et al, 2004).

Los hongos se cuentan entre los mas importantes en el mundo, no solo por el
papel vital en la funcién de los ecosistemas, sino que ademas son esenciales e
incluso cruciales en actividades como la descomposicion, reciclamiento y transporte
de nutrientes y son indispensables para el desarrollo sostenible del ambiente.
Algunas especies son patégenas importantes de plantas y animales, mientras que
otras forman simbiosis obligadas con algunas especies de plantas, algas,
cianobacterias, animales y plantas (Mueller, et al, 2004).

Muchos hongos también tienen una gran importancia econémica, aquellos
que se han domesticado se utilizan en la elaboracion de cerveza, en cocina,
fermentacion industrial, biotecnologia y algunas otras especies se cultivan o se
recolectan para ser utilizadas como alimento (Guzman, 2003).

B. Hongos comestibles

Los hongos comestibles se conocen desde tiempos inmemoriales. Se estima
gue 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
(Chang & Miles, 2004).



1. Morfologia

Los hongos comestibles se consideran macrohongos y 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,
repisa, trompeta, coral, etc.; y poseen basidios, que son estructuras microscépicas
especializadas sobre las cuales se producen las esporas (basidiosporas) (Mata, et
al, 2003).

El tipico cuerpo fructifero posee un pileo (sombrero), himendéforo (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, como en el caso
de las llamadas “orejas de palo”, que se adhieren lateralmente al sustrato; “costras”
gue no tienen pileo ni estipite, y unos cuantos con caracteristicas Unicas de ellos o
tipicas de la familia, género o especie a los que pertenecen (Mata, et al, 2003).

2. Ciclo de vida

Las basidiosporas de los hongos comestibles germinan cuando entran en
contacto con un sustrato y encuentran una temperatura, pH y humedad adecuados
para su crecimiento. Dan origen a un micelio primario bien desarrollado, conocido
como homocarion por tener un solo tipo de nucleos generalmente haploides. En
algunas especies donde unicamente hay un nucleo por compartimiento hifal se le
llama monocarion. En estos casos, los términos se utilizan como sindnimos. En la
mayoria de los basidiomycetes el micelio homocarién no fructifica, pero es capaz de
crecer vegetativamente. En ciertos tipos de hongos comestibles, puede formar
esporas asexuales del tipo oidio que al germinar dan origen a micelio homocarion.
En otros casos los oidios funcionan como gametos masculinos y se unen a hifas de
micelio compatible para formar el micelio heterotélico, tipico de la reproduccion
sexual (Huerta, 2002).

Para que el cuerpo fructifero se desarrolle, es necesario que dos micelios
homocariéticos compatibles se fusionen y por disolucion de la pared del punto de
contacto, formen compartimentos hifales de citoplasma continuo y con dos tipos de
nacleos provenientes cada uno de los compartimentos que se fusionaron. Es a
partir de estos, que por divisiones conjugadas de ambos tipos de nucleos y su
posterior migracion hacia los compartimientos de compatibilidad sexual contraria al
nacleo que migra, se forma el micelio heterocarion o dicarion. A este tipo de micelio
también se le conoce como micelio secundario. En la mayoria de casos, este
micelio presenta en cada septo una estructura lateral conocida como conexion grapa
o fibula. EI micelio que presenta este tipo de estructura frecuentemente se identifica
como heterocarién y el que no las tiene como homocarién. Esto no es del todo
verdadero, pues en un buen nimero de hongos el heterocarién no las forma (Huerta,
2002).

El micelio heterocarién es capaz de crecer vigorosamente y de multiplicarse
vegetativamente en esta condicion de forma indefinida. Aun cuando la induccion y la
formacion de los basidiocarpos o setas son regulados por la interaccion de un gran



namero de factores, se pueden mencionar que estas son favorecidas por los
cambios bruscos de humedad y concentracion de CO; (Huerta, 2002).

La cariogamia de los ndcleos que forman el micelio heterocaridtico, se
presenta en las puntas de las hifas que forman la capa fértil del basidiocarpo
(himenio), dando origen a basidios monocariéticos y diploides. Posteriormente el
nacleo (2n) presenta meiosis y da origen a cuatro nucleos haploides (1n) que migran
hacia los esterigmas, para formar las basidiosporas generalmente haploides y con
un solo tipo de ndcleo (Huerta, 2002).

Las basidiosporas maduras son liberadas y pueden ser diseminadas por el
viento, insectos, agua, animales y otros factores, para dar origen a hifas somaticas
uninucleadas e iniciar nuevamente el ciclo de vida del hongo (Huerta, 2002).

3. Valor nutricional

Los analisis de la composicion de los hongos cultivados han revelado que los
hongos comestibles son ricos en proteinas y carbohidratos, moderados en fibra y
cenizas, y bajos en grasas. Su valor energético es bajo y son una buena fuente de
aminoacidos esenciales, vitaminas y minerales. El potasio y el fésforo son dos
elementos dominantes en la porcion mineral. Los hongos contienen una porcion
sustancial de tiamina, riboflavina, niacina y de vitamina B,. En 100g de proteina
cruda hay 32 a 48g de nueve aminoacidos esenciales. De estos, la lisina es la mas
abundante, mientras que las cantidades de triptéfano y metionina son bajas (Chang
& Miles, 2004).

C. Cultivo de hongos comestibles

Se estima que el primer intento por cultivar hongos tuvo lugar en China hace
1,400 afios. La primera especie cultivada fue Auricularia auricula, la siguiente fue
Flammulina velutipes, la cual se cultivd 200 a 300 afios después y la tercera fue
Lentinula edodes (Chang & Miles, 2004).

Los hongos pueden ser cultivados a través de una variedad de métodos.
Algunas técnicas son simples y requieren de poca o casi nada de experiencia por
parte del cultivador. Otros, demandan técnicas sofisticadas ya que incluyen
procedimientos como el cultivo de tejido estéril. Los métodos simples toman poco
tiempo, pero también requieren mayor paciencia por parte del cultivador. A medida
que se progresa hacia meétodos mas técnicos la probabilidad de éxito se ve
incrementada (Quimio, et al, 1990).

El cultivo de hongos comestibles requiere el cumplimiento de diferentes fases
las cuales comprenden: a) seleccion del hongo, b) determinacién de los
requerimientos para el cultivo, ¢) produccién de inéculo, d) preparacion del sustrato,
e) desarrollo del micelio y f) desarrollo de los cuerpos fructiferos (Chang & Miles,
2004; Huerta, 2002).

El uso extensivo de las técnicas mecanizadas para cultivo de hongos como
alimento, en grandes cantidades, es un fendmeno del siglo XX. Actualmente en el



mundo, se han estudiado para fines de cultivo, alrededor 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
Agaricus bisporus/bitorquis, Lentinula edodes, Pleurotus spp., Auricularia spp.,
Volvariella volvacea, Flammulina velutipes, Tremella fuciformis, Hypsizygus
marmoreus, Pholiota nameko y Grifola frondosa. En afios recientes, se cultivan
también varias nuevas especies de hongos comestibles, entre ellos, Hericium
erinaceus, Dictyophora indusiata, Stropharia rugoso-anulata, Lepista nuda, A.
cylindracea, Pleurotus citrinopileatus y Cantharellus cibarius (Chang & Miles, 2004).

El cultivo de hongos se ha popularizado en todo el mundo. En 1999, la
produccion mundial de hongos cultivados fue estimada en mas de 7 millones de
toneladas. La producciéon mundial de hongos se ha incrementado durante las ultimas
dos décadas, de 1.2 millones de toneladas en 1981 a 6.2 en 1997, siendo China el
mas grande productor, consumidor y exportador de hongos (Chang & Miles, 2004).

1. Cultivo de hongos comestibles en Guatemala

El cultivo de hongos comestibles en Guatemala comenzo en el afio 1955, con
la implementacion del cultivo de champifién (Agaricus bisporus (Lange) Imbach) con
cepas de origen norteamericano. Posteriormente, se inicid6 con el cultivo de
Pleurotus a nivel de laboratorio en el Instituto Centroamericano de Investigacion y
Tecnologia Industrial (ICAITI), empleando una cepa inglesa de P. flabellatus (Berk. &
Br.) Sacc., que cultivaron sobre diversos sustratos (De Leon, et al, 1983; De Ledn, et
al, 1988).

En el afio 1977, se establecidé la primera planta productora de Agaricus
bisporus y su actividad continta hasta ahora. En la actualidad, cuatro compafiias
cultivan también este hongo y todas utilizan paja de trigo como sustrato. La
produccion de Agaricus en Guatemala es de 68,504 kg por afio, el 70% de esta
produccion se consume en el pais y el resto se exporta (De Ledn, 2003).

La primera planta productora de L. edodes se establecié en 1979, utilizando
troncos de Quercus como sustrato. La produccién comercial de Pleurotus inicid en
1986, utilizando paja de trigo y pulpa de café como sustrato. La produccion anual de
Pleurotus es de aproximadamente de 29,580 Kg y la mayoria se consume en
Guatemala. Este tipo de hongo se vende en los mercados y supermercados, aunque
inicialmente fue consumido por los franceses e italianos residentes en Guatemala
(De Leon, 2003).

La produccion total de hongos comestibles en Guatemala ha sido estimada en
132,104 Kg por afio, incluyendo A. bisporus y A. bitorquis (51.9%), L. edodes
(25.7%), y Pleurotus spp. (22.4%) (De Leon, 2003).

En el pais también se han realizado estudios sobre la produccion en cultivo in
vitro de cuerpos fructiferos de una cepa guatemalteca de Auricularia aff. fuscosuccinea
proveniente de una finca del municipio de San Rafael Pie de la Cuesta, San Marcos.



También, varias especies de Pleurotus (P. djamor, P. ostreatus y P. levis),
fueron cultivadas a nivel artesanal en 205 modulos ubicados en el occidente del pais,
logrando producir alrededor de 1,200 libras durante el afio 2005 (Bran, et al, 2005).

Por otra parte, a partir de dos cepas nativas de P. djamor y dos de P. ostreatus,
se obtuvieron tres cruzas mejoradas en cuanto a su crecimiento miceliar y eficiencia
biol6gica sobre el sustrato de olote de maiz, a través del entrecruzamiento de micelio
monocariético. Dichas cepas mejoradas se consideran promisorias para su cultivo en
comunidades rurales (Bran, et al, 2006).

Recientemente, se logréo el cultivo de cepas nativas de Neolentinus
ponderosus Yy N. lepideus, utilizando como sustrato aserrin y viruta de pino,
enriguecidos con salvado de de arroz al 5%. Los resultados generados mostraron
que es posible su cultivo a nivel artesanal en comunidades campesinas (Bran, et al,
2007).

D. Agrocybe cylindracea (DC.: Fr.) Maire.

Agrocybe cylindracea, es un hongo comestible de amplia distribucion y ha
sido reportado en todos los continentes, sin embargo, es raro en Norteamérica
(Walting, 1992).

Existen muchas variaciones morfoldégicas macro y microscépica observadas
en los diferentes especimenes recolectados. Entre estas caracteristicas se
encuentran la coloracion del pileo y el nimero de esporas sobre el basidio (Singer,
1986; Watling, 1992). Sin embargo, la caracterizacibn molecular de los genes
morfogenéticos de aislamientos de esta especie, reveld un extenso polimorfismo
genético (Sirand-Pugnet, & Labarére, 2002).

1. Clasificacién taxonémica;

Se clasifica en el Phylum Basidiomycota, Clase Basidiomycetes, Subclase
Agaricomycetidae, Orden Agaricales, Familia Bolbitiaceae, género Agrocybe
(Hawksworth, et al, 1995).

Agrocybe cylindracea posee méas de 20 sin6nimos, dentro de los cuales el
mas ampliamente difundido es A. aegerita (Brig.) Singer. Este ultimo nombre es el
méas conocido en todo el mundo, sin embargo, el uso de este podria ser un error
ortografico o tipografico y se considera que el epiteto correcto para este sinbnimo es
“aegirita” (Uhart, Alberto, 2007).

2. Caracteristicas morfolégicas (Anexo 1):

Pileo café, generalmente mas oscuro en el centro y blanquecino hacia el
margen. El color es mas uniforme en los primordios. Superficie del pileo no
higréfana, no viscida, glabra, eventualmente surcada o estriada en algunos
especimenes, aungque usualmente es lisa. Convexo a plano, de 8.0 a 22.0 cm de
diametro. Laminas blancas o gris brillante y eventualmente se vuelven de color café
o café oscuro; moderadamente anchas, delgadas, adnadas, sinuadas o
subdecurrentes, borde liso o crenado. Contexo blanco, olor agradable, afrutado,



sabor excelente. Esporada café. Estipite blanco a café muy palido, escamoso a
fibriloso, cilindrico, sélido, de 10.0 a 150 x 2.0 — 25.0 cm. El velo forma un anillo
ancho y persistente. Gregario (Uhart, Albertd, 2007).

Esporas (8-) 9-16 (-17) x 5-9 (-10) um, Q=1.8 (n=700), oblongas, lisas,
algunas con gutulas en el interior, pigmentadas de color miel, con un poro
germinativo nunca truncado. Basidios (17-) 22-46 x 5-8 um, clavados, de paredes
delgadas, hialinos, 1 a 4 esporas. Pleurocistidios (18-) 21-65 x (5-) 7-17 pm,
clavados a ventricosos, con apice redondeado, mucronado o capitado, de paredes
delgadas, numerosos. Queilocistidios 19-49 x (3-) 5-13 um, similar a los
pleurocistidios 0 mas pequefios, pero entonces cilindricos a lageniformes. Hifas con
fibulas. Trama himenoforal regular. Epicutis del pileo formado por elementos
vesiculares a clavados, 14-42 x 6-25 um, formando una pared himeniforme.
Pileocistidios 17-55 x (5-) 6-13 um, ventricosos a mucronados, algunas veces con
dos constricciones hacia el apice, langeniformes, raramente agudos. Caulocistidios
16-88 (-95) x 4-16 pm, similares en tamafio a los queilocistidios (Uhart, Albertd,
2007).

3. Habitat:

Saprobio, lignicola. Crece sobre troncos de arboles vivos o muertos, en
ramificaciones o heridas cerca de la base. Se ha encontrado sobre Populus, Salix,
Quercus, Ulmus, Hacer, Melia, Robinia, Broussonetia, Allophylus, Cupania, Phebe,
Araucaria augustifolia (Walting, 1992).

En Guatemala se le ha encontrado creciendo sobre Sambucus sp y Salix sp.
(Morales, O., 2001; Bran, et al, 2004; Uhart, Albert6, 2007).

4. Etnomicologia:

Este hongo comestible es popular en los municipios de San Juan Ostuncalco,
Concepcién Chiquirichapa, Cajola y San Miguel Sigtila en el departamento de
Quetzaltenango, donde se conoce como Tx'yol B’agman, Tx'yol te chib’j (idioma
Mam) u hongo del salco. Las personas de estos municipios lo recolectan al pie de
los arboles de sauco viejos (Sambucus sp), durante finales del mes de mayo y el
mes de junio. Se vende en el mercado a Q6.00 la libra y se prepara en recado y en
paches y (Hostnig, et al, 1998).

También se consume en el municipio de Tecpan, Chimaltenango, donde se le
conoce como hongo del sauco o Rukoxil Tunay Che’ (idioma Kaqchikel). Asimismo,
se consume en aldeas del municipio de San Antonio Sacatepéquez, San Marcos,
donde se le llama hongo del soico (Bran, et al, 2003a,b).

En Italia se conoce con los hombres comunes de Piopparello y Pioppino. En
Japon se nombra como Yanagi-Matsutake. En China, popular hongo del sur o
Zhuzhuang-Tiantougu. En México se conoce como hongo de chopo, hongo negro
del alamo y seta del chopo (Stamets, 1993).



5. Caracteristicas miceliares:

Colonia con crecimiento longitudinal y linear, algodonosa, usualmente con
poco micelio aéreo. Color blanco al principio, luego desarrolla manchas de color café
y eventualmente se torna de color café. Usualmente se forman primordios en agar
extracto de malta. Olor dulce, farindceo a veces no muy agradable (Stamets, 1993).

6. Requerimientos para el cultivo de A. cylindracea
a. Crecimiento miceliar:

Para el crecimiento miceliar de las cepa se harecomendado el uso de los
medios de cultivo agar malta, levadura y peptona (MYPA), agar papa dextrosa (PDA),
agar papa dextrosa y levadura (PDYA), agar con extracto de malta (EMA), agar harina
de maiz y levadura (OMYA) y agar comida para perro (DFA) (Stamets, 1993).

b. Produccion de in6culo:

Se ha informado que el inéculo primario y secundario se prepara en granos de
cereales (centeno, trigo, mijo, sorgo, entre otros). Para el indculo terciario, se puede
usar aserrin (Stamets, 1993).

c. Produccion de cuerpos fructiferos:

Se tiene conocimiento de algunos sustratos que se utilizan para la produccion
de basidiocarpos, entre ellos, paja de trigo (De Ledn, 2003) y paja de trigo
adicionada con CaCOj3; (Uhart, Alberté, 2007).

También se ha indicado que fructifica sobre aserrin o viruta de encino y aliso
suplementado. También pueden utilizarse madera de sauce, alamo, chopo y maple.
Se recomienda el uso de bolsas de polipropileno para contener los sustratos que se
usen para la fructificacion (Stamets, 1993).

7. Estudios sobre el cultivo de A. cylindracea en Guatemala:

Se han efectuado estudios sobre la fisiologia del crecimiento miceliar de cepas
guatemaltecas y extranjeras de Agrocybe aegerita (Lau, 2001; Vallejo, 2002; Andrade,
2007).

8. Propiedades medicinales de A. cylindracea (A. aegerita):

A partir de cuerpos fructiferos del hongo comestible A. aegerita, se purificd
una lectina denominada AAL. La AAL consiste en dos subunidades idénticas de 15.8
kDa, cuyo blogue N-terminal fue secuenciado como QGVNIYNI, mediante
piroglutamato aminopeptidasa (Sun, et al. 2003).

Se reporté que la lectina de Agrocybe aegerita (AAL) tiene un efecto
antitumoral inducido via apoptosis y con actividad de DNAasa. En este estudio se
investigaron diferentes lineas celulares derivadas de tumores humanos Hela,
SwW480, SCG-7901, MGC80-3, BGC-823, HL-60 y sarcoma de ratébn S-180,



demostrandose que AAL inhibe su crecimiento; y que in vivo también inhibe la
viabilidad de células tumorales S-180.5 (Zhao, C. et al. 2003; Castillo-Villanueva, et
al, 2005).

Durante las décadas pasadas se ha incrementado el interés en la produccién
de exopolisacéridos (EPS) de los hongos, debido a que presentan varias actividades
fisiologicas. Los EPS producidos por Agrocybe cylindracea han mostrado actividades
fisiolégicas beneficiosas, entre ellas, propiedades antitumorales (Kiho, et al, 1989),
propiedades como hipoglicémico (Kiho, et al, 1994), inhibicion de la peroxidacion
lipidica (Lee, et al, 1998) y actividad inmunoestimulante (Yoshida, et al, 1996,
Poucheret, et al, 2006).

De esta forma, actualmente ya se ha optimizado la produccion de

exopolisacéridos (EPS) de A. cylindracea, utilizando biomasa miceliar preparada por
cultivo sumergido (Kim, 2005).
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IV. JUSTIFICACION

Es de conocimiento general que enormes cantidades de residuos
lignoceluldsicos y otros desechos organicos se generan anualmente en el mundo,
producto de las actividades agricolas, forestales e industrias de alimentos. Mas de
3000 millones de toneladas métricas (TM) de rastrojos estaban disponibles en el
mundo en el afio 1999, y, alrededor de la mitad de estos residuos no se utilizaron
con ningun fin. Si se considera que en el cultivo de hongos comestibles se puede
obtener eficiencias biolégicas del 60 al 75% en una cosecha y si se lograra cultivar
hongos comestibles sobre dichos residuos, se podrian obtener cerca de 803 TM de
hongos comestibles frescos (Chang & Miles, 2004)

En tal sentido, las poblaciones silvestres de hongos representan no solo un
potencial para ser cultivados, sino también para la busqueda de metabolitos
secundarios de beneficio para la humanidad. Latinoamérica es una region
fundamental en la conservacion de la biodiversidad, por lo que se hace necesaria la
caracterizacion del germoplasma fungico nativo (Sobal, M., et al, 2007).

En el pais, gracias a los estudios financiados por la Universidad de San
Carlos de Guatemala, se han aislado cepas nativas de A. cylindracea, a partir de
especimenes provenientes de las localidades donde se comercializa y se utiliza
como alimento. Estas cepas nativas pueden ser utilizadas con fines de
bioprospeccion de la diversidad fangica y como una alternativa alimenticia y
econdémica, mediante la produccion de cuerpos fructiferos en comunidades
campesinas, los cuales pueden utilizarse tanto para el autoconsumo como para la
venta, asi como para la produccion de sustancias medicinales antitumorales e
inmunoestimulantes, las cuales son de utilidad en las terapias contra el cancer.

Por lo tanto, se hizo necesario el estudio de estas cepas nativas, para evaluar
su crecimiento en diferentes medios de cultivo y temperaturas, producir el inéculo
sobre varios sustratos como vehiculos y determinar su fructificacion sobre varios
desechos agricolas, con el fin de generar una tecnologia que posteriormente podria
utilizarse para el cultivo en regiones rurales del pais, como una alternativa
alimenticia, econdmica y medicinal.
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V. OBJETIVOS

A. General

Establecer el comportamiento de cepas nativas de Agrocybe cylindracea en
diferentes medios de cultivo y vehiculos, bajo diferentes temperaturas, asi como
evaluar la productividad sobre diversos sustratos, a nivel de planta piloto.

B. Especificos

1. Determinar el medio de cultivo y la temperatura de incubacion donde las
cepas presenten el mayor crecimiento miceliar, 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 temperaturas, para documentar
las caracteristicas morfolégicas de las colonias y los tipos de hifas que
exhiben cada una de las cepas.

3. Evaluar la producciéon de inoculo sobre diferentes vehiculos y a una
temperatura de incubacion, a través de la determinacién del tiempo de
colonizacion miceliar.

4. Evaluar la productividad de las cepas sobre diferentes sustratos, a través de
la cuantificacion de la eficiencia biolégica y tamafio del pileo.
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VI. HIPOTESIS

1. Las cepas de Agrocybe cylindracea evidencian una mayor velocidad de
crecimiento miceliar en por lo menos en un medio de cultivo y una temperatura a
estudiar.

2. El tiempo de colonizacién de las cepas de Agrocybe cylindracea para la
produccion de indculo, es menor sobre granos de sorgo en por lo menos una
temperatura a evaluar.

3. La eficiencia biologica de las cepas de Agrocybe cylindracea, presentan valores
mayores al 50%, al ser cultivadas sobre paja de trigo.

13



VIl. METODOLOGIA

Fase de laboratorio

A. Revitalizacion de las cepas de Agrocybe cylindracea:

o

Las cepas utilizadas estdn depositadas en el Cepario de hongos Saprobios y
Micorricicos, del Departamento de Microbiologia, Escuela de Quimica Bioldgica;
Facultad de Ciencias Quimicas y Farmacia). Las cepas utilizadas fueron las
siguientes

Cédigo de la Procedencia Sustrato”
cepa
58.2001 Aldea Vista Hermosa, San Antonio Sambucus sp
Sacatepéquez, San Marcos
59.2001 Aldea Vista Hermosa, San Antonio Sambucus sp
Sacatepéquez, San Marcos
60.2001 Aldea Escuachil, San Antonio Sambucus sp
Sacatepéquez, San Marcos
112.2002 Tecpan, Chimaltenango Salix sp
638.08 Tecpan G. Chimaltenango Sambucus sp

1: Sustrato donde se encontraban creciendo los basidiomas de los cuales fue aislada la cepa.

Las cepas se revitalizaron sembrandolas en agar PDA e incubandolas a 26°C,
por 30 dias.

. Determinacion del diametro de las colonias de cada una de las cepas, a

diferentes temperaturas y medios de cultivo:

El procedimiento se realizé de acuerdo con Mier, et al, (2002) y Stamets, (1993).

o

Se prepararon los medios de cultivo agar con extracto de malta (AEM), agar papa
dextrosa (PDA) y agar harina de maiz y levadura (OMYA).

Se esterilizaron por 15 minutos a 121°C y 15 Ibs/p?.

Se tom¢ el valor de pH de los medios preparados, el cual estuvo entre 5.5y 6.8.
Se inocularon 20 cajas de cada uno de los medios, con cada una de las cepas
revitalizadas, con un segmento de 0.5 mm del cultivo.

Las cajas de Petri conteniendo los medios de cultivo, se identificaron con
referencia, nombre de la cepa, fecha de inoculacién, medio, temperatura de
incubacion y nimero de repeticion.

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

Las cajas de cada medio inoculadas con las cepas, se incubaron a las
temperaturas de 18 y 26°C, durante un maximo de 21 dias.

Se anot6 el diametro alcanzado por las colonias cada 3 dias, mediante la
medicién del didmetro de la colonia en dos planos perpendiculares, los cuales se
sumaron y dividieron entre dos, con lo cual se obtuvo el diametro promedio (mm).
Esto se realizé en cada uno de los medios y temperaturas (Anexo 2).

Con los datos obtenidos se elaboré 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 incubacién (18 y 26°C),
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C.

medio de cultivo (AEM, PDA, CMYA), dia de medicion (dia 3, 6, 9, 12 ,15, 18, 21)
diametro de la colonia de cada una de las repeticiones (mm)

La base de datos obtenida se import6 al programa estadistico SPSS 16.0®, para
estimar la media y la desviacion estandar del diametro de las colonias (mm).

Se elaboraron gréaficos de interaccion, donde se observo el crecimiento de las
cepas.

Determinacion de las caracteristicas macro y microscopicas de las colonias

El procedimiento se realizé de acuerdo con Nobles (1965).

(0]

0]

D.

Las colonias se caracterizaron macroscopicamente con ayuda de un
esteredscopo.

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

Se describi6 microscopicamente el micelio de las colonias, realizando
preparaciones con azul de lactofenol, para observar las caracteristicas hifales a
400 aumentos.

Se observo el diametro de las hifas (um), fibulas, clamidosporas, hifas en espiral,
apresorios y cualquier otra caracteristica relevante (Anexo 3).

Produccion de in6culo

El procedimiento se realizé de acuerdo con Coello-Castillo, M., et al (2009).

0]

Se hidrataron los sustratos de granos de trigo, sorgo y cebada, por 18 horas,
hasta alcanzar aproximadamente el 80% de humedad.

Los sustratos se colocaron individualmente en bolsas de polipapel con 20
gramos en peso hiumedo y se suplementaron con 1 % p/p de CaCOs.

Los sustratos se esterilizaron a 121°C y 15 Ib/p?, por 30 minutos.

Los sustratos se colocaron individualmente esterilizados en cajas de petri de
poliestireno (100 x 15 mm).

Los sustratos se incularon con 1 fragmento de agar con micelio de 5 mm de
diametro, de cada una de las cepas (20 repeticiones por sustrato y cepa).

Se identificaron las cajas con la referencia de la cepa, fecha de inoculacién,
sustrato, temperatura de incubacion y numero de repeticion.

Los sustratos se incubaron a una temperatura de 26°C.

Se observo el crecimiento del micelio sobre el sustrato cada 7 dias, hasta que se
logré la colonizacion completa de los sustratos (Anexo 4).

Se estim0 la Tasa de Extension Radial (RER): RER=X2-X1/T2-T1 (mm/dias),
donde X1 es el didmetro inicial de la colonia en mm, X2 el didmetro final, T1 el
tiempo inicial en dias y T2 el tiempo final de incubacion.

Se elaboré una base de datos en el programa EXCEL®, con los datos ubicados
en forma vertical, incluyendo los siguientes parametros en cada columna: Cepa
(c/u de las 5 cepas), temperatura de incubacién (18 y 26°C), sustrato (trigo,
sorgo, cebada) y RER (mm/dias).

La base de datos se import6 al programa estadistico SPSS 16.0® para estimar la
media y desviacion estandar de los valores RER.

Se elaboraron gréficos de interaccion.
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E. Preparacién e inoculacion de los sustratos para la fructificacion.
Se utilizaron dos métodos tradicionales para el cultivo de hongos comestibles:

0 Sustrato 1: 29% de paja de trigo, 1% Harina de soya y 70 % de humedad (Uhart,
Albert6, 2007).

0 Se pes6é 1.0 Kg del sustrato y se colocé en bolsas de polipropileno
(polipapel).

0 Las bolsas con los sustratos se esterilizaron por 1 hora a 121°C y 15
Ibs/pulg?.

0 Sustrato 2: Cafia de maiz picada en fragmentos de 2.0 a 3.0 cm (50%), Olote de
maiz picado en fragmentos de 2.0 a 3.0 cm (50%):

0 Los materiales se sumergieron en una suspension de Ca(OH), al 2%, por
48 horas (Contreras, E., et al., 2004).

o Posteriormente se elimind el exceso de cal, mediante un lavado con agua
potable y se dejo escurrir por 12 horas.

0 Se pes6 1.0 Kg de la mezcla de sustratos y se colocaron en bolsas de
polipropileno.

0 Los sustratos 1 y 2 se inocularon con 20.0 g (5%) del in6culo previamente
preparado (20 repeticiones por cada sustrato y cepa).

o Una vez inoculados, se les coloco un respiradero elaborado con papel estéril y
vasos plasticos para favorecer la aireacion.

0 Los sustratos se incubaron a temperatura ambiente, hasta que el micelio colonizo
totalmente el sustrato.

E. Determinacion del porcentaje de humedad y peso seco de los sustratos:

0 Se tomé aleatoriamente cinco muestras de los sustratos 1 y 2, cada una con un
peso de 10.0 g.

o El porcentaje de humedad y peso seco se determing utilizando una balanza
medidora de humedad.

0 Los datos obtenidos en cada uno de las muestras se anot6 y calcul6 el promedio
del peso seco para cada uno de los sustratos (gramos).

Fase de campo

F. Evaluacion de la produccién de cuerpos fructiferos a nivel de planta piloto

Los médulos de produccion que se utilizaron para esta fase, fueron facilitados
por la Asociacion AFDISAL, en un modulo de produccion cerrado y exclusivo para el
cultivo de hongos comestibles. Se realizaron visitas semanales, para efectuar la
supervision de los cultivos en fase de fructificacion.

0 Los sustratos se trasladaron a los médulos de produccién cerrado y exclusivo
para el cultivo de hongos comestibles.
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El procedimiento se realiz6 de acuerdo con lo recomendado por Chang y
Miles (2004).

0 Los sustratos se colocaron en un area de produccién con iluminacion natural
difusa y ventilacion para favorecer la fructificacion.

0 Los parametros medioambientales que se registraron durante los meses de
produccion fueron temperatura y humedad.

o De obtenerse resultados se procederia de la siguiente forma:

0 Los cuerpos fructiferos se pesan expresando la cantidad en gramos.

o La productividad se expresa en términos de eficiencia biologica (EB),
(%EB=(Peso fresco de los cuerpos fructiferos/peso seco de los sustratos)
x100).

0 Se cuenta el numero y diametro de las fructificaciones obtenidas y se
clasifican segun el diametro del pileo: grupo 1 (G1) < 2.0 cm, grupo 2 (G2)
entre 2.0y 4.0 cm y grupo 3 (G3), >4.0 cm.

0 Se elabora una base de datos en el programa EXCEL® y graficos de
interaccion, para la productividad expresada en porcentaje de eficiencia
biolégica de cada una de las cepas, mediante el andlisis estadistico con el
programa estadistico SPSS 16.0®.

H. Disefo

Objetivo 1: Disefio factorial: 5 x 3 x 2 x 19 (5 cepas, 3 medios, 2 temperaturas, 5 dias
de medicion). Réplicas: 20.

Objetivo 2: Descriptivo.

Obijetivo 3: Disefio factorial: 5 x 3 x 1 (5 cepas, 3 sustratos, 1 temperatura). Réplicas:
20.

Objetivo 4: Diserio factorial: 5 x 2 (5 cepas, 2 sustratos). Réplicas: 20.

I. Anélisis de la informacion

Objetivo 1:

Se efectuaron analisis de varianza y prueba de comparaciones multiples de Duncan
(a = 0.05), para evidenciar las diferencias significativas en funcion del crecimiento de
las cepas en los medios de cultivo y temperaturas. Ademas se elaboraron graficas
de interaccion.

Objetivo 2:

Descripcion de las caracteristicas macro y microscopicas de cada una de las cepas
en los diferentes medios de cultivos y temperaturas. Se elaboraron tablas y se
incluyeron fotografias.

Objetivo 3:

Se efectuaron andlisis de varianza y prueba de comparaciones multiples de Duncan
(a = 0.05), para evidenciar las diferencias significativas en funcion del tiempo de
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colonizacion de las cepas en los sustratos en 26°C de temperatura de incubacion.
Ademas se elaboraron gréficas de interaccion.

Objetivo 4:

De obtenerse resultados se debera efectuar un analisis de varianza y prueba de
comparaciones multiples de Duncan (a = 0.05), para evidenciar las diferencias
significativas en funcién de la eficiencia biolégica obtenida para cada una de las
cepas en los diferentes sustratos.

Los didmetros de los pileos clasificados en los grupos G1 al 3, deberan analizarse
por medio de la prueba de chi cuadrado (x°). Ademas se deben elaborar gréaficas de
interaccion.
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VIIl. RESULTADOS

Respecto al crecimiento miceliar de las cepas de A. cylindracea, se pudo
observar que de las cepas evaluadas a 18°C, el mayor didmetro lo obtuvo la cepa
638.08 en el medio CMYA (43.14 mm). Asimismo, la cepa 58.01 lo obtuvo en el
medio PDA (43.02 mm) y las cepa 59.02, 60.01 y 112.02, en el medio EMA (37.77,
36.74 y 32.44 mm, respectivamente) (Tabla 1, Anexo 5).

De manera general, a esta temperatura de incubacién se determiné que los
mayores diametros de las colonias se obtuvieron en el medio EMA y los menores en
el medio CMYA. Asimismo los mayores diametros se obtuvieron con la cepa 638.08
y los menores con la cepa 112.02 (Graficas 1y 2).

Aunando los resultados obtenidos en el crecimiento miceliar se comprobé que
(sin tomar en cuenta la cepa) existio diferencia entre los medios de cultivo (p<0.05).
Asimismo, sin tomar en cuenta el medio de cultivo, no existid diferencia significativa
entre las cepas 638.08 y 58.01 (p>0.05), pero si existio entre las dos anteriores y las
cepas 59.01, 60.01 y 112.02 (p<0.05). Sin embargo, en esta tres ultimas se observo
diferencia significativa (p<0.05) (Tabla 1).

A 26°C, todas las cepas alcanzaron su mayor diametro en el medio EMA.
Especificamente, el diametro maximo para la cepa 60.01 fue 50.35 mm, para la cepa
58.01 fue de 37.62 mm, para la cepa 638.08 fue de 36.93 mm, para la cepa 59.01
fue de 29.82 mm y para la cepa 112.0 fue de 27.24 mm.

De manera general, los mayores didmetros de las colonias se observaron a
18°C de temperatura de incubacion, comparado con los resultados obtenidos a 26°c
(con excepcion de la cepa 60.01, en los medios PDA y EMA). Asimismo, en el medio
EMA se reportaron los mayores diametros, en tanto que los menores se observaron
en el medio CMYA (con excepcion de la cepa 58.01 y 638.08 en los medios PDA y
CMYA, respectivamente a 18°). Ademas, la cepa con la mayor respuesta fue la
60.01 y la cepa con la menor respuesta fue la 112.02 (Gréaficas 1y 2).

Aunando los resultados observados en el crecimiento miceliar, se evidencio
que existid diferencia significativa entre los medios de cultivo evaluados (sin tomar
en cuenta la cepa) (p<0.05). Asimismo (sin tomar en cuenta el medio de cultivo), se
comprobo6 que las cepas 60.01 y 112.02 fueron estadisticamente diferentes que las
demas (p<0.05), en tanto que entre las cepas 638.08 y 58.01 no existié diferencia
significativa (p>0.05). Esta ultima tampoco presenté diferencia con respecto a la
cepa 59.01 (p>0.05).

Comparando los resultados obtenidos en los ensayos llevados a cabo con las
cepas incubadas a 18 y 26°C en tres medios de cultivo, se pudo obtener las
siguientes deducciones:

La cepa con la mejor respuesta fue la 60.01 en los medios de cultivo y
temperaturas evaluadas (Grafica 3).

El medio de cultivo donde las cepas obtuvieron los mayores diametros de
crecimiento miceliar fue el medio EMA a las dos temperaturas evaluadas (Grafica 4).
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Tabla 1. Crecimiento miceliar de cepas de Agrocybe cylindracea en diferentes
medios de cultivo y temperaturas®.

Diametro de
Temperatura (°C) Cepa Medio las colonias
(mm)
58.01 a PDA 43.02 + 23.69 b
EMA 42.96 +24.12 b
CMYA 35.29 £ 20.89 d, e
59.01c PDA 2411 + 16.77 h,j
EMA 37.77 £20.92 c,d
CMYA 30.57 £ 19.58 f,g
18°C 60.01 b PDA 32.38 £ 19.22 e f
EMA 36.74 £ 21.95 c,d
CMYA 36.04 + 21.50 d, e
112.02d PDA 29.85 +18.28 f, g
EMA 32.44 + 18.64 e,f
CMYA 22.45 + 15.27 i,
638.08 a PDA 37.88 £22.22 c,d
EMA 42.89 + 23.28 b
CMYA 43.14 + 24.25 b
58.01 e,f PDA 18.54 + 03.93 k
EMA 37.62 +£12.96 c,d
CMYA 10.66 + 02.45 i
59.01 f PDA 27.44 £ 08.28 g, h
EMA 29.82 £ 10.55 f, g
CMYA 05.98 £ 0.390 n
26°C 60.01 b PDA 40.25 + 16.15 b, c
EMA 50.35 + 20.96 a
CMYA 10.71 £ 03.02 i
112.02g PDA 19.55 + 6.52 i k
EMA 27.24 +11.17 g, h
CMYA 09.12 £ 03.09 [, m
638.08 e PDA 27.94 £ 07.57 g, h
EMA 36.93+£13.16 c,d
CMYA 07.98 £ 01.51 I, m

1: Diferentes letras en la misma columna indican diferencia estadisticamente significativa,
de acuerdo con la prueba de comparaciones multiples de Duncan (a = 0.05).
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Gréafica 1. Efecto del medio de cultivo sobre el crecimiento miceliar de las
cepas de A. cylindracea a dos temperaturas
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Gréfica 2. Comportamiento general del crecimiento miceliar de las cepas de A.
cylindracea en diferentes medios de cultivo y temperaturas
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Gréfica 3. Efecto general de los medios de cultivo y temperaturas de
incubacion sobre el crecimiento miceliar de las cepas de A. cylindracea.
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Grafica 4. Efecto general del medio de cultivo sobre el crecimiento miceliar de
las cepas de A. cylindracea incubadas a 18 y 26°C.
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Respecto a las caracteristicas macro y microscépicas de las cepas evaluadas
a 18°C de temperatura de incubacién, se observé que todas ellas presentaron color
blanco en el anverso y ninguna coloracion en el reverso. Asimismo, la textura y
disposicion del micelio varié desde algodonoso (como en las cepas 58.01, 59.01 y
60.01 en el medio PDA), algodonoso levemente zonado (como en la cepa 58.01 en
los medios EMA y CMYA) y algodonoso zonado (como en la cepa 638.08 en los tres
medios de cultivo). Ademas, en todos los casos el micelio aéreo fue abundante
(Tabla 2, Figuras 1-5).

Microscépicamente las hifas tuvieron un diametro que vario entre 1.0 a 4.0
um. En todas las cepas se observaron escasas fibulas y apresorios, éstos
principalmente en la cepa 112.02 (Tabla 2).

Tabla 2. Caracteristicas macro y microscopicas de las cepas de A. cylindracea
a 18°C.

Cepa Medio Caracteristicas macroscépicas Caracteristicas microscoépicas
Color® Textura® Micelio aéreo® Didmetro (um) Fibulas® Apresorios”
58.01 PDA BL A AB 1.0-3.0 ES --
EMA BL A-LZ AB 20-4.0 ES --
CMYA BL A-LZ AB 15-20 ES --
59.01 PDA BL A AB 15-3.0 ES ES
EMA BL A-Z AB 1.0-3.0 ES --
CMYA BL A AB 1.0-3.0 ES --
60.01 PDA BL A AB 20-4.0 ES --
EMA BL A-Z AB 1.0-3.0 ES --
CMYA BL A AB 1.0-25 ES --
112.02 PDA BL A-LZ AB 1.0-3.0 ES ES
EMA BL A AB 20-4.0 ES ES
CMYA BL A-LZ AB 1.0-3.0 ES ES
638.08 PDA BL A-Z AB 1.0-3.0 ES ES
EMA BL A-Z AB 20-40 ES --
CMYA BL A-Z AB 1.5-3.0 ES --

1: BL = blanco. 2: A = algodonosa, LZ = levemente zonada, Z = zonada. 3: AB = abundante. 4: ES = escasas

Las caracteristicas macro y microscopicas observadas en las cepas
evaluadas a 26°C de temperatura de incubacion, fueron color blanco en el anverso
de la colonia y ninguna coloracion en el reverso. Asimismo, en todas la textura fue
algodonosa, observandose algunas excepciones donde la disposicion del micelio
vario de algodonoso levemente zonado (como en las cepas 58.01 y 112.02 en los
medios EMA y PDA respectivamente) a algodonoso zonado (como en la cepa
638.08 en el medio EMA) (Tabla 3, Figuras 1-5).

Por otra parte, abundante micelio aéreo se observo solamente en las cepas
60.01 y 112.02 en el medio EMA. En la mayoria de los casos en el medio PDA se
observoé regular cantidad de micelio aéreo y en el medio CMYA, el micelio aéreo fue
escaso en todas las cepas evaluadas (Tabla 3).
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Microscopicamente las hifas tuvieron un diametro que varié entre 1.0 a 3.0
um. En todas las cepas se observaron escasas fibulas y apresorios, éstos se
observaron principalmente en la cepa 112.02 (Tabla 3).

Tabla 3. Caracteristicas macro y microscopicas de las cepas de A. cylindracea
a 26°C

Cepa Medio Caracteristicas macroscépicas Caracteristicas microscoépicas
Color' Textura® Micelio aéreo® Diametro (um) Fibulas® Apresorios
58.01 PDA BL A ES 2.0-3.0 ES ES
EMA BL A-LZ RG 2.0-3.0 ES --
CMYA BL A ES 1.5-3.0 ES --
59.01 PDA BL A RG 1.0-3.0 ES ES
EMA BL A RG 1.0-2.0 ES --
CMYA BL A ES 1.0-3.0 ES --
60.01 PDA BL A RG 2.0-3.0 ES --
EMA BL A AB 1.0-25 ES --
CMYA BL A ES 1.0-3.0 ES --
112.02 PDA BL A-LZ RG 1.0-25 ES ES
EMA BL A AB 20-3.0 ES ES
CMYA BL A ES 1.0-2.0 ES ES
638.08 PDA BL A RG 1.0-2.0 ES ES
EMA BL A-Z RG 20-3.0 ES --
CMYA BL A ES 1.5-3.0 ES --

1: BL = blanco. 2: A = algodonosa, LZ = levemente zonada, Z = zonada. 3: AB = abundante, RG = regular
cantidad, ES = escasas.

Figura 1. 1-6. Caracteristicas macroscopicas de la cepa A. cylindracea 58.01. 1-
3. Medios de cultivo incubados a 18°C. 1. Colonia algodonosa en el medio PDA. 2-3. Colonias
algodonosas levemente zonadas en los medios EMA y CMYA, respectivamente. 4-6. Medios de
cultivo incubados a 26°C. 4. Colonia algodonosa en el medio PDA. 5. Colonia algodonosa levemente
zonada en el medio EMA. 6. Colonia algodonosa en el medio CMYA.
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Figura 2. 7-12. Caracteristicas macroscopicas de la cepa A. cylindracea 59.01.
7-9. Medios de cultivo incubados a 18°C. 7. Colonia algodonosa en el medio PDA. 8. Colonia
algodonosa zonada en el medio EMA. 9. Colonia algodonosa en el medio CMYA. 10-12. Medios de
cultivo incubados a 26°C, mostrando colonias algodonosas en los medios PDA, EMA y CMYA,

respectivamente.

Figura 3. 13-18. Caracteristicas macroscoépicas de la cepa A. cylindracea 60.01.
13-15. Medios de cultivo incubados a 18°C. 13. Colonia algodonosa en el medio PDA. 14. Colonia
algodonosa zonada en el medio EMA. 15. Colonia algodonosa en el medio CMYA. 16-18. Medios de
cultivo incubados a 26°C, evidenciando colonias algodonosas en los medios PDA, EMA y CMYA,

respectivamente.

25



Figura 4. 19-24. Caracteristicas macroscopicas de la cepa A. cylindracea

112.02. 19-21. Medios de cultivo incubados a 18°C. 19. Colonia algodonosa levemente zonada en el
medio PDA. 20. Colonia algodonosa en el medio EMA. 21. Colonia algodonosa levemente zonada en
el medio CMYA. 22-24. Medios de cultivo incubados a 26°C. 22. Colonia algodonosa levemente
zonada en el medio PDA. 23-24. Colonias algodonosas en los medio EMA y CMYA, respectivamente.

Figura 5. 25-30. Caracteristicas macroscopicas de la cepa A. cylindracea

638.08. 25-27. Medios de cultivo incubados a 18°C, mostrando colonias algodonosas zonadas en
los medios PDA, EMA y CMYA. 28-30. Medios de cultivo incubados a 26°C. 28. Colonia algodonosa
en el medio PDA. 29. Colonia algodonosa zonada en el medio EMA. 30. Colonia algodonosas en el

medio CMYA, respectivamente.
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Con respecto a la produccion de indculo se determind que las cepas 58.01,
59.01, 60.01 y 112.02, colonizaron mas rapidamente los granos de trigo a razéon de
2.29, 1.57, 3.86, y 1.66 mm/dia, respectivamente. Por el contrario, para estas cepas
el tiempo de colonizacion fue mas lento en los granos de sorgo (Tabla 4, Figura 6,
Anexo 6).

Una excepcion fue la cepa 638.08, la cual coloniz6 mas rapidamente los
granos de cebada (1.79 mm/dia) y, al igual que las deméas cepas evaluadas, el
menor tiempo de colonizacion se observo también en sorgo (Tabla 4, Figura 6,
Anexo 6).

En todas las cepas el tiempo de colonizacion de los granos de trigo fue
intermedio entre la cebada y sorgo.

Tabla 4. Produccién de in6culo de cepas de A. cylindracea en diferentes
sustratos?.

Cepa Sustrato RER (mm/dia)
58.01 b Cebada b 1.56 £ 0.44 e
Sorgo Cc 1.14+£041 f
Trigo a 2.29+0.14 b
59.01 d Cebada b 0.81+£0.28 g
Sorgo c 0.70+£0.33 g, h
Trigo a 1.57 £0.20 e
60.01 a Cebada b 1.99 £ 0.63 c
Sorgo c 0.71+£0.33 g,h
Trigo a 3.86 £0.13 a
112.02 o Cebada b 1.61+0.17 e
Sorgo c 0.59+£0.20 g, h
Trigo a 1.66 £ 0.24 e
638.08 C Cebada b 1.79+£0.20 d, e
Sorgo c 0.48 £0.19 h
Trigo a 1.60 + 0.59 e

1: Diferentes letras en la misma columna indican diferencia estadisticamente significativa,
de acuerdo con la prueba de comparaciones multiples de Duncan (a = 0.05).

El analisis estadistico (sin tomar en cuenta el sustrato) mostré diferencia
significativa entre el valor de RER de las cepas 58.01, 59.01 y 60.01, con respecto a
todas las cepas evaluadas (p<0.05). Asimismo, entre las cepas 112.02 y 638.08 no
existio diferencia significativa (p>0.05). Ademas, se presentd mayor velocidad de
produccion de indculo en la cepa 60.01 y por el contrario, la cepa mas lenta fue la
59.01 (Grafica 5).

Por otra parte, sin tomar en cuenta la cepa evaluada, se comprobd la
existencia de diferencia significativa entre el sustrato de trigo, cebada y sorgo
(p<0.05), obteniéndose la mayor velocidad de colonizacion en el trigo, en tanto que
en el sorgo la colonizacién fue mas lenta (Grafica 6).
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Gréfica 5. Comportamiento general de cepas de A. cylindracea para la
produccion de inéculo.
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Figura 6. Produccion de in6culo de cepas de A. cylindracea. 31. Vista general de
los sustratos. 32. Granos de trigo, sorgo y cebada inoculados con las cepas
evaluadas. 33. Colonizacion de los granos de trigo por el micelio de la cepa A.
cylindracea 60.01. 34. Colonizacion de los granos de cebada por la cepa A.
cylindracea 638.08.

Con relacion a la produccién de cuerpos fructiferos en los sustratos
constituidos por paja de trigo (S1) y olote mas cafia de maiz (S2), éstos fueron
incubados a una temperatura de 22.53 = 0.52 °C y a una humedad relativa de 40.66
+ 3.83 %.

Referente al cultivo de las cepas de A. cylindracea en el sustrato (S1), se
observd que la cepa que colonizé mas rapidamente fue la 638.08 (34.24 dias) y la
que mas tiempo utilizé fue la cepa 60.01 (49.44 dias) (Tabla 5). Posteriormente y
luego de permanecer 50 dias bajo condiciones de fructificacion a una temperatura
de 19. 59 + 2.68°C y humedad relativa de 73.44 + 9.51 %, no se logré obtener
cuerpos fructiferos de ninguna de las cepas evaluadas. Sin embargo, tomando en
consideracion que este sustrato fue colonizado totalmente por todas las cepas, es
posible que se necesite mas tiempo y quizas otras condiciones de temperatura,
humedad e iluminacién para lograr la obtencién de los cuerpos fructiferos.

Respecto al cultivo de las cepas en el sustrato S2, lamentablemente el micelio
de ninguna de las cepas de A. cylindracea evaluadas, no colonizé el sustrato. Por tal
razén, solamente se incluyen el tiempo de incubacion durante el cual se monitore6 la
fase experimental (Tabla 5).
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Tabla 5. Evaluacion de las cepas de A. cylindracea para la produccion de
cuerpos fructiferos.

Sustrato Peso seco’ Cepa Incubacién®  Colonizacién  Fructificacién  Primordios

(%) (dias) del sustrato (dias)
S1 20.88+£0.87 58.01 38.98+12.74 Si 27 No
(Paja de
trigo)
59.01 41.48 £11.98 Si 27 No
60.01 49.44+02.24 Si 27 No
112.02 36.64+12.72 Si 27 No
638.08 34.24 +09.54 Si 27 Si
S2 18.65 + 3.15
(Olote y
cafia de
maiz)
58.01 50 No -- --
59.01 50 No -- --
60.01 50 No -- --
112.02 50 No -- --
638.08 50 No -- --

1. Se indica la media *+ la desviacion estandar.

Figura 7. 35-40. Fructificacion de la cepa A. cylindracea 638.08 en el sustrato
S1. 35-37. Formacién de los primordios. 38-40. Primordios desarrollados.
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IX. DISCUSION

Agrocybe cylindracea es un excelente hongo comestible muy apreciado por sus
propiedades culinarias, asi como por su agradable olor y que se cultiva en varios
paises como China, Tailandia, Japon, Alemania, Grecia Italia y Espafia. Sin embargo
la poca disponibilidad de cepas comerciales y la baja productividad de las mismas,
ha limitado su cultivo en el mundo (Uhart, et al, 2008). Por tal razén es necesario
estudiar cepas nativas, para seleccién en funcion de alta calidad y productividad, de
manera que puedan ser utilizadas para el cultivo a nivel artesanal e industrial.

Una de los primeros aspectos a considerar en el cultivo de hongos, es el estudio
de la velocidad de crecimiento miceliar, a través del incremento lineal de la colonia
(Sanchez, 2001), ya que una cepa con rapida velocidad de crecimiento miceliar en el
medio de cultivo puede favorecer la reduccion de los ciclos de cultivo, cuando se
estudia para produccion de cuerpos fructiferos (Salmones, et al, 1997).

En este sentido, el crecimiento miceliar de cuatro de las cepas de A.
cylindracea evaluadas presentaron mayor vigorosidad del crecimiento de las
colonias a 18°C, comparado con el crecimiento a 26°C. Este comportamiento
observado se puede atribuir a que esta especie en Guatemala, ocurre naturalmente
en regiones de clima frio (San Antonio Sacatepéquez, San Marcos y Tecpan,
Chimaltenango) y todas las cepas utilizadas en este estudio proceden de estas
regiones (Bran, et al, 2003). Asimismo, estos resultados indican que estas cepas
estan adaptadas a condiciones de temperaturas cercanas a 18°C e incluso menores,
caso contrario a lo que ocurre con otras cepas guatemaltecas estudiadas
anteriormente, entre ellas Schizophyllum commune y Neolentinus ponderosus, las
cuales disminuyeron su crecimiento al descender la temperatura (Bran, et al, 2007,
2008). La temperatura constituye uno de los factores que puede influir en la
velocidad de crecimiento (Sanchez, 2004).

La uUnica cepa que increment0d su velocidad de crecimiento a 26°C en los
medios PDA y EMA fue la 60.01, lo cual indica que es una cepa con gran capacidad
de adaptacion a la temperatura y medios de cultivo, tal y como lo confirma el hecho
gue no haya existido diferencia significativa entre el crecimiento observado a 18 y
26°C. Por otra parte, también es importante sefialar que esta capacidad de
adaptacion a la temperatura y rapido crecimiento bajo estas condiciones, hacen
promisoria esta cepa para su cultivo a nivel artesanal y posiblemente industrial.

En un estudio previo donde se evaluaron dos cepas guatemaltecas de A.
cylindracea (AAl1y AA2) y una cepa europea (AA0), inoculadas en medio Sabouraud
(SAB), PDAy EMA a 18, 22 y 24°C (Lau, 2001), y en un estudio preliminar llevado a
cabo con cuatro de las cepas utilizadas en esta investigacion (58.01, 59.01, 60.01 y
112.02), en los mismos medios de cultivos, pero incubados a 18, 24 y 26°C
(Andrade, 2007), se encontré que todas las cepas incrementaron su crecimiento al
aumentar la temperatura de incubacion. En el caso del estudio preliminar, las cepas
utilizadas fueron guardadas en cepario en medio PDA inclinado y a 4-8°C, lo cual
puede influir en la vigorosidad de las cepas, puesto que pueden perder viabilidad
(Uhart, et al, 2008).
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Esta podria ser otra de las razones por las cuales, las cepas 58.01, 59.01 y
112.02 disminuyeran su crecimiento. Por el contrario, debido a lo observado en la
cepa 60.01, se puede reiterar que dicha cepa es altamente estable y adaptable a
diferentes condiciones.

Por otra parte, el hecho que la mayoria de cepas a 18°C (excepto las cepas
58.01 y 638.08) y todas ellas a 26°C, presentaran su maximo diametro de
crecimiento en el medio EMA, concuerda con lo reportado para las cepas
guatemaltecas (AA1l y AA2) y la europea (AAQ), las cuales presentaron su maximo
crecimiento en el medio EMA, cuando se incubaron a 18, 22 y 24°C (Lau, 2001).
También confirman lo encontrado en el estudio preliminar con las cepas 58.01,
59.01, 60.01y 112.02, donde el maximo crecimiento también se observo en el medio
EMA a 18, 24 y 26°C (Andrade, 2007).

Ademas, puede ser posible que el micelio de A. cylindracea necesita un
medio enriquecido para su desarrollo y, de los medios de cultivo utilizados en esta
investigacion, el mas enriquecido es EMA, ya que estd compuesto basicamente por
extracto de malta y peptona de harina de soya, lo que provee la mayor calidad de
nutrientes utilizables (Manual Oxoid, 1995). Adicionalmente, uno de los medios
recomendados para el cultivo de esta especie es el EMA (Stamets, 1993).

En conclusion, debido a su rapido crecimiento, adaptabilidad y estabilidad, la
cepa 60.01 es promisoria para su cultivo, con fines de produccion biomasas miceliar.
Asimismo, debido que todas las cepas estudiadas presentaron su mayor crecimiento
miceliar en el medio EMA a 18°C, se acepta la hipoétesis planteada.

La cepa usada en el cultivo es crucial por su utilidad en la produccion y
comercializacion de hongos. Una cepa con una alta habilidad para invadir el sustrato
y para fructificar, disminuye los tiempos de incubacion e incrementa la productividad
(Sanchez, 2004).

En cuanto a las caracteristicas macroscoépicas de las colonias, el color blanco
y textura algodonosa observado en todos los medios y temperaturas de incubacion,
concuerda con lo reportado para cultivos de A. cylindracea (Stamets, 1993; Lau,
2001; Walther, 2006; Andrade, 2007). Sin embargo, en los anteriores estudios no se
indica las caracteristicas miceliares de la colonia, las cuales en esta investigacion,
fueron principalmente algodonosas, levemente zonadas y zonadas con abundante
micelio aéreo a 18°C; a 26°C, las colonias fueron principalmente algodonosas con
escaso o regular cantidad de micelio aéreo, lo cual constituye un aporte de este
estudio al conocimiento de la especie.

MicroscoOpicamente, el diametro de las hifas coincide con lo reportado para
estas cepas (Andrade, 2007). La escasa cantidad de fibulas encontradas concuerda
con lo reportado para cultivos miceliares de A. cylindracea, los cuales en el estado
dicariotico producen pocas fibulas e incluso pueden esporular escasamente en
estado anamorfo en la punta de las hifas, produciendo conidios cilindricos rectos a
levemente curvados (Walther, 2006). La presencia de fibulas en todas las cepas,
indican el estado dicariético del micelio y garantizan el mantenimiento de este
estado, como un paso previo a la fructificacion en todos los basidiomicetes (Chang &
Miles, 2004).
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Por otra parte, en esta investigacion no se observd la formacion de
clamidosporas, las cuales son estructuras de resistencia y se forman cuando las
condiciones ambientales son adversas (Chang & Miles, 2004). Por lo tanto se puede
inferir que las cepas de A. cylindracea evaluadas pueden crecer en condiciones
favorables para el desarrollo del micelio.

Otra caracteristica microscopica observada es la formacion de apresorios en
algunas de las cepas. Estos son érganos de adherencia al sustrato, por medio del
cual penetra al hospedero. Esta caracteristica no se ha reportado en la literatura, sin
embargo, dado que A. cylindracea es un hongo saprobio y degrador de madera,
necesita de estas estructuras para penetrar la misma (Uhart, et al, 2007).

En este estudio la produccién de indculo se llevo a cabo en menor tiempo en
granos de trigo (excepto para la cepa 638.08, que lo produjo en cebada). La
produccion de indculo en granos de trigo ha sido utilizada con buenos resultados
para la produccion de cepas de A. cylindracea (Stamets, 1993; Philippoussis, et al,
2001) y también se ha reportado para la produccion de inéculo de otras especies de
hongos comestibles como Pleurotus ostreatus, P. pulmonarius, Neolentinus
ponderosus y N. lepideus, permitiendo la produccion de grandes cantidades del
mismo (Martinez-Carrera, et al, 1985,1988; Palacios, 2000a,b).

Con respecto a la produccion de inoculo en granos de cebada, no se ha
encontrado ninguna referencia que indique la utilizacion de este sustrato para tal fin.
Por tal razén, dentro de los aportes de este estudio se puede mencionar que la
cebada es un buen sustrato para la produccion de inéculo principalmente para la
cepa A. cylindracea 638.08.

Con relacion a la produccion de indculo, es importante sefalar que el mejor
sustrato o vehiculo, es aquel que es colonizado en menor tiempo por una cepa
determinada, ya que una prolongacion en el tiempo de incubacién promueve la
contaminacion y alarga los ciclos de cultivo (Stamets, 1993).

Debido a que el menor tiempo de colonizacion de las cepas en ninguno de los
casos fue obtenido en sorgo, se descarta la hipétesis referente al indculo.

Respecto a la produccién de cuerpos fructiferos, el sustrato S1 fue colonizado
totalmente en el tiempo reportado para otras cepas de A. cylindracea. En un estudio
realizado en Grecia, las cepas de A. cylindracea SIEF0834 y S4021 necesitaron
alrededor 43 dias para colonizar la paja de trigo; por tal razon, se recomienda la
prolongacion del periodo de fructificacién de 25 a 50 dias, ya que dependiendo de la
cepa, puede prolongarse aun mas el tiempo de fructificacion (Philippoussi, et al,
2001).

En este sustrato solamente la cepa 638.08 produjo primordios a los 27 dias
de salir a fructificacion. Estos primordios estan pendientes de cosecha, por lo que
no fue posible cuantificar la eficiencia bioldgica al término de éste proyecto de
investigacion. Las caracteristicas morfoldégicas de los primordios obtenidos son
similares a los que se desarrollan en la naturaleza (Anexo 1) y concuerdan con la
descripcion taxondmica de la especie (Uhart, Albertd, 2007).
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El prolongado tiempo de cosecha puede deberse a deficiencias en las cepas
evaluadas, las cuales proceden del germoplasma fungico almacenado en cepario, y
se ha reportado que uno de los problemas de las cepas de A. cylindracea es declinar
en su rendimiento de produccion de cuerpos fructiferos, después de consecutivos
subcultivos y/o largos periodos de almacenamiento en medios de cultivo (Uhart, et
al, 2008).

No se observo la colonizacion del sustrato S2, debido a que fue tratado por
desinfeccidn con agua alcalina (pH 12.0) lo que probablemente pudo haber afectado
el desarrollo del micelio. Como consecuencia se efectué un trabajo colateral a esta
investigacion, encontrandose que el pH 6.0 es el adecuado para el crecimiento de
las cepas nativas utilizadas en este estudio (Reyes, et al, 2009, datos sin publicar).
Por tal motivo, se puede inferir que el método de desinfeccion en agua alcalina no es
apropiado para el cultivo de las cepas de A. cylindracea evaluadas en esta
investigacion, a pesar de que este método es de facil manejo y util a nivel de
comunidades campesinas, quienes trabajan en condiciones artesanales. Sin
embargo, ha sido probado con éxito en otras especies de hongos comestibles como
Pleurotus ostreatus y P. pulmonarius (Contreras, et al, 2004; Bernabé-Gonzélez, et
al, 2009).

Se ha informado que es posible producir cuerpos fructiferos de esta especie
en sustratos lignocelulésicos, tales como, desechos de cebada, maiz, paja de trigo,
cascarilla de algoddn, aserrin, asi como en cascara de naranja, tallos de uva, cafia,
girasol, cascara de nuez y cascara de mani, sin embargo, los rendimientos de los
cuerpos fructiferos en A. cylindracea, son generalmente mas bajos que los
reportados para muchos otros hongos cultivados, por lo que su cultivo a gran escala
comercial no esta difundido ampliamente (Uhart, et al, 2008).
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X. CONCLUSIONES

El medio agar extracto de malta (EMA) fue el mas adecuado para el cultivo de las
cepas de A. cylindracea evaluadas, a una temperatura de incubacion de 18°C.

. La cepa A. cylindracea 60.01 presenté el mayor diametro de crecimiento en los
medios de cultivo y temperaturas evaluados.

. Las cepas de A. cylindracea estudiadas presentaron colonias de color blanco,
textura algodonosa, levemente zonada y zonada, asi como escasas fibulas y
apresorios.

. Los granos de trigo fueron los mas adecuados para la produccion de inéculo de
las cepas de A. cylindracea evaluadas.

. La cepa A. cylindracea 60.01 presentd mayor velocidad de crecimiento en los
sustratos evaluados para la producciéon de inéculo

. La cepa 638.08 produjo primordios de cuerpos fructiferos de A. cylindracea en el
sustrato S1, pero no fue posible cuantificar la eficiencia biolégica y tamafio de los
pileos.

Ninguna de las cepas colonizé el sustrato S2.
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Xl. RECOMENDACIONES
Recolectar nuevas cepas nativas de A. cylindracea, para su domesticacion y
estudio para produccién de cuerpos fructiferos.

Evaluar otros desechos lignocelulésicos, tales como aserrin de encino, para la
produccion de cuerpos fructiferos.

Prolongar los tiempos de incubacion y fructificacion de los sustratos para la
produccion de cuerpos fructiferos.

Evaluar la produccion de productos del metabolismo de las cepas, para su
utilizacién en medicina, procesos de biodegradacién, entre otros.
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XlIl. ANEXOS

Anexo 1. Basidiomas del hongo comestible Tx'yol B'agman, A. cylindracea
(DC.: Fr.) Maire, en el departamento de San Marcos.

1. Primordios saliendo del sustrato (tronco) de Sambucus sp.

2. Basidiomas maduros recién recolectados.
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Anexo 2. Hoja de toma de datos de crecimiento miceliar
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Anexo 3. Hoja de toma de datos de caracteristicas de las colonias
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Anexo 4. Hoja de toma de datos de la produccion de indculo

Cepa: Sustrato: Fecha de Inicio
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Anexo 5. Crecimiento miceliar de las cepas de A. cylindracea durante 19 dias
en tres medios de cultivo y dos temperaturas de incubacion
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Anexo 6. Tasa de extension radial (RER) de las cepas de A. cylindracea en tres
sustratos.
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