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Resumen

Agrocybe cylindracea es un hongo que se consume en el municipio de Tecpdn Guatemala, Chimaltenango;
San Juan Ostuncalco, Quetzaltenangoy las aldeas Escuachil y Vista Herniosa de San Antonio Sacatepéquez,
San Marcos. En la presente investigacion se utilizaron cinco cepas guatemaltecas de A, cylindracea,
determinandose lamorfologia colonial y el crecimiento micclial en diferentes medios de cultivoy pH, para
obtener la mejor condicién en su cultivo a nivel de laboratorio como paso previo a la obtencién de biomasa
fungica, produccién de inoculo y cuerpos fructiferos. Se determiné que todas las colonias de las cepas
evaluadas mostraron las caracteristicas morfolégicas reportadas en la literatura para A. cylindracea (con
excepcion de la cantidad de micelio aéreo € cual fue abundante) en lodos los mediosy 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 determiné que el medio de cultivo EMA a pH 6 favorecié e crecimiento de la
mayoria de las cepas estudiadas. Al evaluar las interacciones entre las cepas, el medio de cultivoy € pH se
observad que las combinaciones con mayor crecimiento micclial 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 5 y 5.5.Se recomienda el cultivo de ambas cepas bajo |as condiciones indicadas, para la
produccion de biomasa micelial como paso previo a la produccion de inoculo y cuerpos fructiferos.

Palabras clave: Crecimiento micelial, cuerpos fructiferos.

Mycelial body growt evaluation of Agrocybe cylindracea native strains (DC.: Fr) Mairc
in different cuiture media and pH.

Abstract

Agrocybe cylindracea is a dingus that is consumed in the town of Tecpan Guatemala. Chimaltenango; San
Juan Ostuncal co. Quetzaltenango and villages Escuachil and Vista Hermosa Sacatepéquez San Antonio, San
Marcos. In the present study five strains were used of A. cylindracea Guatemalan, determining colonial
morphology and mycelial growth in different culture media and pH. in order to stablish the best condition
for cultivation in the laboratory as a preliminar}' step to obtaining fungal biomass, and seed production of
fruiting bodies. It was determined that all colonies of the strains tested showed the morphological characteristics
reported in the literature for A. cylindracea (except for the amount of aerial mycelium which was abundant)
in al media and pH studied. Tnevaluating mycelial growth as culture media using potato dextrose agar
(PDA), malt extract agar (EMA), and cornmeal agar and yeast (CMYA), adjusted to pH 5, 5.5 and 6 and
incubated at a temperature of 26 ° C, it was determined that the culture medium al pH 6 EMA favored the
growth of most strains. In assessing the interactions between strain, culture medium and the pH was observed
that the mycelial growth combined with greater strains were obtained with 638.08 and 58.01 in the media
PDA and EMA at pll 6. Additionally, strain EMA 638.08 in the Medium EMA can have good growth at pH
5 and 5.5. As a consequence of the results, we recommend die cultivation of both strains under the conditions
indicated for mycelial biomass production as a precursor to rhe production of inoculum and fruiting bodies.
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Introduccion

En Guatemala, se conocen alrcdededor de 83
cspecies de hongos comestibles, la mayoria de ellos
documentados en mercados de las cabeceras
departamentales y en algunos municipios como San
Juan Sacatepéquez, Guatemala; Sumpango,
Sacatepéquez; Todos Santos Cuchumatan y San
Maleo Ixtatdn, Huehuetenango y Teepan Guatemala,
Chimaltenango, entre otros (Morales, Bran, Caceres,
2010). Dentro de este grupo de hongos se encuentra
Agrocvbe cylindracea, especic que es utilizada como
alimento por personas de las cinias Mam y Kaqchikel
¢n los departamentos de Quetzaltenango, San Marcos
y Chimaltenango. En estos lugarcs sc le conoce
como hongo del satco, Tx’yol B’agman, Tx yol te
chib’j (en el idioma Mam) (Hostnig v Vasquez,

998) v Rukoxil Tunay Che’ (idioma Kaqchikel)
{(Morales, 2001).

A. cvlindracea es una especie de reconocida
comestibilidad en el mundo, va que su consumo
también estd documentado en China, Ttalia y México
(Uhart & Albertd, 2007). Ademas, se ha encontrado
que posee actividad antiinflamatoria, antitumoral,
hipoglicémica, inmunocstimulante y contrarresta la
diabetes e hipertension (Poucheret, Fons & Rapior,
2006). Dada la naturaleza saprobia de este hongo,
es factible de ser cultivada sobre desechos agricolas
y forestalcs que se generan en el pais, para la
produccién de cuerpos fructiferos los cuales pucden
utilizarse como una alternativa alimenticia ¥
potencialmente medicinal. Mediante su cultivo se
estaria dando uso a la diversidad fiingica del pais,
y s¢ crearian alternativas alimenticias, economicas
y medicinales, que pueden contribuir al desarrollo
de comunidades campesinas.

Por tal razdn, se estudiaron cinco cepas nativas de
A. eylindracea (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 (35, 5.5 y 6),
como un primer paso para lograr la produccion de
cuerpos fructiferos a nivel de sustrato. Sc efectuo
andlisis de varianza e intervalos maltiples de Duncan,
para cvidenciar las diferencias significativas en
funcion del crecimiento micelial en los medios de
cultivo y pH.

Materiales y Métodos

Revitalizacion de las cepas: Se revitlalizaron cinco
cepas nativas de A. cvlindracea (58.2001, 59.2001,

60.2001, 112.2002 y 638.2008), que se encuentran
depomtadaa en el cepario de hongos saprobios ¥
micorricicos del Departamento de Microbiologia,

o7

Facultad de Ciencias Quimicas y Farmacia, se
sembraron en agar PDA y se incubaron a 26°C, por
30 dias.

Determinacion del didametro de las colonias de cada
una de las cepas, a diferentes pH y medios de cultivo:
El procedimiento se realizé de acuerdo con lo
recomendado por Mier, Toriello vy Ulloa (2002),

Stamets (1993) v Sdncheg De Ledén 'y Huerta (2000).
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 ajusto
el pH de cada medio a utilizar a 5, 5.3 y 6, con
NaOH al 10% y acido lactico al 90%. Sc esterilizaron
por 15 minutos a 121°C y 15 lbs/pulgada” de presion,
Se inocularon cajas de petri de cada uno de los
medios con diferentes pH, con un scgmente de
0.5mm del cultivo de cada una de las cepas. 20 cajas
de cada medio y pH se incubaron a 26°C, durante
un maximo de 36 dias. Se anotd el didametro (cm)
alcanzado por las colonias cada 2 a 3 dias, midiendo
¢l didmectro dc la colonia en dos planos
perpendiculares, para obtener el diametro promedio.

Determinacion de las caracteristicas macro v
microscdpicas de las colonias; El procedimiento se
realizo de acuerdo con Nobles (1965). Las colonias
se caracterizaron macroscopicamente con ayuda de
un esteredscopo. Se observo el color del anverso y
reverso, textura, consistencia, forma, olor, micelio
ac¢rco, produccion de exudado, formacion de
rizomorfos o agrcgaciones hifales. Se describio
microscopicamente ¢l 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
(ium) asi como la presencia de fibulas, clamidosporas,
hifas en espiral, apresorios y cualquier otra
caracteristica relevante.

Analisis de datos: Se elaboro una base de datos en
el programa EXCEL", ordenando los datos en forma
vertical con los siguientes pardmetros en cada
columna: Cepa (c/u de las 5 cepas), medio de cultivo
(EMA, PDA, CMYA), pH (5, 5.5, 6), dia de medicion
(dia 3, 5, 7, 10, 12, 14) y didmetro de la colonia de
cada una de las repeticiones (cm). Se tomd como
punto de comparacion el dia 14. Se importd la base
de datos elaborada previamente, al programa
estadistico SPSS 16.0", para su andlisis. Se estimo
la media del didametro de las colonias (em) y sc
realizd un analisis de varianza con una prucba de
intervalos multiples de Duncan, para evidenciar las
diferencias significativas en funcion del crecimiento
micelial en los medios de cultivo y pH.
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Resultados

Al comparar la interaccion entre los medios de
cultivo v las cepas, el analisis de los datos mosted
que las combinaciones de la cepa 638.08 y 58.01 en
¢l medio EMA fueron las de mayor rendimicnto v
no se observo diferencia significativa cntre cllas,
pero si con las demas cepas (p=0.05). Por otro lado
al comparar estadisticamente la inferaccion entre las
cepas, el pH y su efecto sobre el desarrollo micelial,
se determiné que las combinaciones con mayor
crecimiento significativamente diferente con las
demas fueron: la cepa 58.01 a pH 5.5y 6, la cepa
59.01 a pH 6. la cepa 60.0 a pH 6 v la cepa 638.08
apH 3, 5.5 v 6 (p=0.0001),

Se determind que las cepas 638.08 v 58.01 fueron
las que desarrollaron el mayor crecimiento micelial,
superando cn didmetro a las demas cepas evaluadas
(al comparar todos los medios de cultivoe v pH)
(Grafica 1).

Grafica 1. Crecimicnto mica(-:)lial de las cepas de 4.
cvlindracea incubadas a 26°C durante 14 dias, en
diferentes medios de cultivo y pH.
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El efecto general de los medios de cultivo evaluados
sobre el crecimiento micelial {incluyendo todas las
cepas y pH), mosird que ¢l medio PDA fue
significativamente mayor al medio CMYA
{(p=0.0001), pero no al medio EMA (p=0.494). Este
ultimo fue significativamente mayor al medio CMYA
{(p=0.0001). En resumen los medios PDA v EMA
fueron en los que se presentaron los mayores
didmetros de crecimicnto micelial, en tanto que el
medio CMYA fue cl que presentd los menores
didametros (Grafica 2).
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Grafica 2. Efccto del medio de cultivo sobre el
crecimiento micelial de las cepas de A, eviindracea
a diferentes pH.

Erdmadre cian)

Al [inal del periodo de incubacidn, las cinco cepas
presentaron un color blanco en todos los medios de
cultivo v pH evaluados. La textura de todas las
colonias [ue algodonosa y, en algunos medios v pH,
¢l erecimiento micelial fue zonado, con abundante
micclio aéreo, a excepcion de la cepa 638.08 que
mosird escaso micelio aéreo en el medio CMYA. Ll
reverso de las colonias no mostré pigmentacién. Se
evidencio cxudado en todas las cepas y pH, con
excepcion de la cepa 638.08 en el medio CMYA. El
color del exudado vario de traslacido en el medio
CMYA, a amarillo o ambar en los medios EMA y
PDA. Se percibio olor afrutado en todas las colonias
dc las cepas evaluadas sin importar ¢l medio v pH.

Microscopicamenle, en los tres medios de cultivo vy
pH la mayoria de las cepas presentaron hifas con un
diametro dc 2.0-4.0 *m, con excepcion de las cepas
59.01 y 638.08 en el medio PDA, las cuales
presentaron un diametro de 2.0-3.0 sm, Asimismo,
evidenciaron fibulas cn regular cantidad, excepto en
las cepas 60.01 y 112.02 donde fueron escasas, Todas
las cepas exhibicron la formacién de clamidosporas,

Discusion

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 dc los ensayos in vitre probaron que si
existe un efecto del pll en el crecimiento del hongo,

Debido a que las cepas 638.08 y 58.01 a pH 6
presentaron la mejor combinacidén por su mejor
crecimiento, a diferencia del resto de las cepas y pH
evaluados, se recomienda utilizar cstas condiciones
para futuros cultivos de las cepas. Por otra parte, no
se recomienda utilizar un pH < 5 en los medios
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CMYA, PDA y EMA para el cultivo de CE‘p"lS debido
a que cl plI bajo afecta la actividad de las enzimas
extracclulares (celulasas, pectinasas y otras), lo cual
se traduce en un menor crecimiento (Dudchenko &
Semichacvsky, 1989).

Hay que considerar también que el pH ajustado
inicialmente cn ¢l medio de cultivo a evaluar, puede
declinar incluso cuando se observe que existe 0 no
un adecuado crecimicnto micelial, debido a que el
dioxido de carbono s¢ hace mas soluble y la cantidad
de iones de carbonato en solucion se incrementan,
lo cual resulta en una disminucion del pH del medio
( Yamanaka, 2003).

Se ha cstablecido que la concentracidon de H+
presentes ¢n ¢l medio tiene poco efecto directo sobre
el metabolismo de hongos, debido al sistema buffer
(amortiguador) presentes en las hifas, pero puede
influir en la 1onizacion de las sales en solucidn v en
la permeabilidad de Ia membrana plasmatica de las
hitas. Ademas, la actividad dc las cnzimas se ve
afectada por la concentracion de H+ presentes en el
medio (Dix & Webster, 1993).

Aunque las condiciones favorables para el
crecimiento vegetativo no cstan cstrechamente
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 patron de desarrollo
de los hongos (Yamanaka, 2003). 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 sc pudo obtener debido a que las
cepas de A. cylindracea almacenadas en el cepario
de Hongos Saprobios y Micorricicos, no contaban
con informacion sobre el analisis quimico de la
madera donde se encontraron los hongos que dieron
origen a la obtencién de las distintas cepas
En el presente trabajo de investigacion, la cepa
112.02 fue la que mostrd el menor crecimicnto
micelial, en los tres medios de cultivo y pH evaluados,
Un factor que pudo haber influido fue que las ccpas
se almacenan en refrigeracion a 4°C, la cual cs una
metodologia no recomendada para conservacion de
cepas (Bueno & Gallardo, 1998).

En relacién con lo anterior, se ha reportado que el
micelio dec 4. evlindracea, F. velutipes y P. ostreatus,
criopreservado utilizando nitrogeno liquido, cra
viable luego de su almacenaje por un mes (Mackawa,
Fukuda, Arita & Komatsu, 1990). Para cada especie,
la morfologia y la tasa de crecimiento micelial fueron
observadas ¥ calu.uladas utilizando el medio EMA
(Nobles, 1965) a 25°C antes y después de cste
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procedimiento y no se encontrd algiin cambio
significativo en la morlologia y el crecimicnto
micelial, con excepcion de 4. eylindracea, que redujo
significativamente su crecimicnto micelial ( Mackawa,
et al., 1990). Estos resultados muestran que el
micelio de A, cviindracea puede afectarse luego de
periodos prolongados de almacenamiento a bajas
lemperaturas.

La cleccidn de los métodos para conservacion de
cepas, deben tener en cuenta varios factores, seglin
sea el objetivo de la coleccidn, en este caso la
capacidad de conservar las caracteristicas micro y
macroscopicas del hongo, asi mismo las
caracteristicas genéticas y celulares propias de cada
género v cspecie, Por tal motivo el meétodo
rccomendado para la preservacion de cepas es la
congelacion a -70°C en criotubos sin solucidn
crioprotectora, con miniblocks de agar conteniendo
la cepa fingica de interés.

Un lento y denso crecimiento micelial puede ser
atribuido a condiciones desfavorables v explotlacion
de Tos recursos nutritivos del medio de cultivo por
el hongo. Una éptima temperatura de incubacion
para el crecimiento micelial, una alta tasa de
colonizacién del micelio, no sélo permitc cstablecer
el modelo competitivo menos probable para su uso,
sino también puede contribuir a un mejor cultivo
del hongo con mayores porcentajes de eficiencia
biologica (Zervakis, Philippoussis, Toannidou &
Diamantopoulou, 2001).

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 llcgar a formar los basidiomas (Chang
& Miles, 2004), cuando se estudien con fines de
produccién (Huitz, 2009). Se ha concluido que la
presencia de fibulas en las distintas cepas ya sea en
cscasa, regular o abundante cantidad en todos los
medios y pH, indica un estado dicariético del micelio
v garantiza el mantenimiento del mismo en las puntas
de las hitas, como un paso previo a la fructificacion
en todos los basidiomicetes (Chang & Miles, 2004).

El desarrollo de clamidosporas en las cepas evaluadas
de 4. cylindracea, fue proporcional al tiempo de
incubacidn, de manera que periodos de incubacidn
prolongados generan una mayor cantidad. lo cual
puede indicar que las condiciones son destavorables
para el desarrollo del micelio (Huitz, 2009), ya quc
estas estructuras de resistencia se forman cuando las
condiciones ambientales son adversas (Chang &
Miles, 2004).
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La presencia de exudado puede significar la
produccion de metabolitos secundarios (Stamets.
1993). Asimismo, el olor que se reporta para las
colonias de A. cylindracea  es afrutado, el cual fue
percibido en todas las cepas, mediosy 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  edades

y especies de Pleurotus pueden indicar la produccién
de abundantes metabolitos secundarios, no necesarios
para el crecimiento micclial y produccion de
basidiomas. o alguna anormalidad en el crecimiento
(Stamets, 1993), por este motivo puede ser una
caracteristicas no deseable en los cultivos de A.
cylindracea.

Sin embargo es necesario estudiar la cantidad y
composicién 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
o0 PDA apH 6. En general, 1os hongos crecen bien
en condiciones acidas, pero en algunas especies se
ve favorecido su crecimiento a pH neutro o en
condiciones ligeramente alcalinas (Fries, 1956), por
lo que el efecto del pH sobre el crecimiento fungico
es bastante complejo, ya que inicialifiente el pH
afecta el crecimiento y subsecuentemente el
crecimiento afectara el pH atravésde laacumulacion
de metabolitos en el medio (Cantrell & Dowler,
1971). Por tal motivo es importante  establecer y
registrar el pll 6ptimo de crecimiento micelial de
Agrocybe cylindracea.

Debido aque el crecimiento micelial no esta siempre
relacionado con la productividad (Salmones, Gaitan,
Pérez & Guzman, 1997), 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 inoculo
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
produccion de cucipos fructiferosde A. cylindracea.

eslade mantener unarapida velocidad de crecimiento
micclial en diferentes medios de cultivo, lo que
indudablemente favorece la reduccion de los ciclos
de cultivo del hongo (Salmones, €l al., 1997). La
cepa utilizada en e cultivo de hongos comestibles
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es crucial para el éxito en la produccién y
comercializacion, pues una cepa con una alta
capacidad de invadir el sustrato y con una mayor
velocidad de crecimiento micclial disminuye el
tiempo de incubacion.
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