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RESUMEN

El champifion Agaricus bisporus es un hongo comestible ampliamente cultivado a nivel mundial
y en América Latina, es una industria importante, que genera empleo e ingresos para muchas
personas, se consideran alimentos funcionales porque, ademas de sus propiedades nutricionales,
se han demostrado efectos beneficiosos para la salud. El estudio tuvo como objetivo realizar
aislamiento in vitro del hongo A. bisporus (J.E. Lange) a partir de setas comerciales. Los
métodos que se emplearon para el aislamiento fueron siembra directa, dilucion seriada y licuado;
y se utilizaron los siguientes medios de cultivos: Corn Meal, Papa Dextrosa Agar y Sabouraud
Dextrosa Agar. La mejor técnica de asilamiento fue siembra directa evidenciando crecimiento
en tres platos de CM, dos platos en PDA y un plato en SDA. A. bisporus present6 conidias con
dimensiones promedio de 8.7 pum de longitud y 8.4 um de ancho, con hifas septadas y
entrecruzadas, con basidios en su mayoria bispdricos. Se realiz6 la evaluacion comparativa de
la velocidad de crecimiento radial por hora de A. bisporus en tres medios de cultivo: Extracto
de Malta Agar (EMA), Corn Meal (CM) y Papa Dextrosa Agar (PDA). Los mejores resultados
se presentaron en los medios de cultivos EMA (4.9 mm/hr) y CM (4.18 mm/hr).

Palabras clave: medio de cultivo, velocidad de crecimiento radial, conidia, hifa.



ABSTRACT

The Agaricus bisporus mushroom is an edible mushroom widely cultivated worldwide and in
Latin America, it is an important industry worldwide, which generates employment and income
for many people. They are considered functional foods because, in addition to their nutritional
properties, they have been demonstrated beneficial health effects. The objective of the study
was to perform primary in vitro isolation of the fungus Agaricus bisporus (J.E. Lange) from
commercial zetas. The methods used for isolation were direct seeding, serial dilution and
liquefaction. On the other hand, the following culture media were used: Corn Meal, Malt Extract
Agar, Potato Dextrose Agar and Sabouraud Dextrose Agar. The best culture media were CM
and SDA using serial dilution and direct seeding techniques. A. bisporus presented conidia with
average dimensions of 8.7 um in length and 8.4 um in width, with septate and intersecting
hyphae, with mostly bisporic basidia. On the other hand, the comparative evaluation of the radial
growth rate per hour of A. bisporus was carried out in three culture media: Malt Extract Agar
(EMA), Corn Meal (CM) and Potato Dextrose Agar (PDA). The best results were presented in
the EMA (4.9 mm/hr) and CM (4.18 mm/hr) culture media.

Keywords: culture medium, radial growth speed, conidia, hypha.
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. INTRODUCCION

El champifion A. bisporus (J.E. Lange) es un hongo comestible ampliamente cultivado a nivel
mundial y en Ameérica Latina, no solo ha mantenido su produccién a lo largo de los afios, sino
que se incremento el niumero de variedades, aparecidas recientemente en el mercado, como el
Portobello y el Cremini. Esta situacion ha creado un interés sostenido en el cultivo de esta
especie y ha aumentado la demanda de los productores de conocimientos y tecnologias y
métodos actualizados que les permitan rentabilizar los cultivos y aumentar la competitividad
(Sanchez et al., 2007, p.6).

Chang y Wasser (2017) menciona que “Lentinula edodes es la especie mayormente cultivada
con el 22% de la produccién mundial, especies de Pleurotus con el 19%, especies de Auricularia
con el 17% y A. bisporus con el 15%” (Citado por Martinez, 2019, p.5)

Actualmente, los hongos mas cultivados son el champifion (A. bisporus), la seta (Pleurotus
spp.), el shiitake (Lentinula edodes) y Volvariella volvacea. Agaricus ha sido el hongo méas
cultivado y consumido en Europa, Norteamérica y México, con una produccién anual de 36,500
toneladas en este Gltimo pais. Lentinula edodes es principalmente producido en Japon,
Volvariella volvacea en Asia y Pleurotus en Sudamérica y México, con una produccion anual

de 2,190 toneladas en este Gltimo pais (Cano-Estrada y Romero-Bautista, 2016, p.76).

Los hongos comestibles tienen un alto valor econémico y gastronémico debido a las propiedades
medicinales y nutricionales. Se consideran alimentos funcionales porque, ademas de sus
propiedades nutricionales, se han demostrado efectos beneficiosos para la salud (Cano-Estrada
y Romero-Bautista, 2016, p.79).

El cultivo de A. bisporus es una industria importante a nivel mundial, que genera empleo e
ingresos para muchas personas, es un importante producto de exportacién en muchos paises, lo
gue contribuye a la economia. A. bisporus tiene un sabor suave y una textura versatil, lo que lo
convierte en un ingrediente popular en muchas cocinas de todo el mundo, se puede comer crudo
o cocido y se utiliza en sopas, guisos, ensaladas y otros platos. Tiene beneficios potenciales para
la salud (Cano-Estrada y Romero-Bautista, 2016, p.76).



A. bisporus se ha vuelto cada vez mas accesible para los nicaraglienses, quienes pueden
adquirirlo en mercados locales, supermercados y otros puntos de venta de alimentos en todo el
pais. Su disponibilidad tanto fresco como en conserva brinda opciones para su consumo durante
todo el afo, lo que ha contribuido a su creciente popularidad en la dieta de las personas en

Nicaragua.

Nicaragua no produce el hongo comestible A. bisporus por lo que no existe un protocolo de
aislamiento in vitro del hongo e identificacion de sus caracteristicas macro y microscépicas, ni
protocolos para la reproduccién masiva del hongo con fines comerciales. No existe en el pais
centros donde se pueda conseguir cepas puras para este propdésito, por lo que se requiere crear
investigaciones dirigidas a la produccién de indculos del hongo para que estén disponibles a los

productores que puedan estar interesados en la produccion del hongo para fines comerciales.

El propdsito de esta investigacion es realizar el aislamiento in vitro del hongo A. bisporus
provenientes de hongos que se distribuyen de manera comercial de tal manera que las cepas
puras estén disponibles para los productores que estén interesados en realizar la produccion

masiva.



1. OBJETIVOS

2.1 Objetivo general

Evaluar el aislamiento in vitro de Agaricus bisporus (J.E. Lange) a partir de setas comerciales

2.2 Objetivos especificos

Comparar el crecimiento de A. bisporus en tres medios de cultivo a partir de tres métodos de

aislamiento.

Describir las caracteristicas macroscopicas y microscdpicas de A. bisporus en tres medios de

cultivo.

Estimar la velocidad de crecimiento radial por hora y acumulado de A. bisporus en tres medios

de cultivo.



I11. MARCO DE REFERENCIA
3.1 Generalidades de los hongos
Navarro (2013) menciona:

Los hongos son microorganismos vegetales inferiores, por lo que estan
desprovistos de clorofila, por lo tanto, son incapaces de sintetizar sus propios
alimentos. Son organismos heterétrofos, ya que pueden obtener sus nutrientes de
materias muertas, como los saprofitos 0 se nutren como parasitos de los

huéspedes vivos. (p.11)

3.2 Hongos comestibles

La produccién de hongos comestibles es una actividad que se encuentra en continuo desarrollo.
Los hongos son alimentos apreciados desde la antigliedad por su exclusivo sabor y texturay,
algunos de ellos, por sus atributos medicinales. Mucho més reciente es el reconocimiento de
que los hongos son una fuente de suministro para una dieta rica en proteinas, ya que contienen
todos los aminoécidos esenciales, fibras y minerales que proveen beneficios nutricionales

directos para la salud humana. (Lechner et al., 2017, p.6)

3.3 Propiedades del champifién Agaricus bisporus

Estudios han revelado que Agaricus bisporus posee actividad antioxidante atribuida a la
presencia de aproximadamente 7 g de compuestos fendlicos y alrededor de 3 g de flavonoides
ayudando a prevenir el envejecimiento celular, con la reduccién de los efectos de las especies
reactivas de oxigeno; ademas de poseer propiedades antiinflamatorias y ayudar a prevenir cierto

tipo de cancer. (Cano-Estrada y Romero-Bautista, 2016, p.77).
Cano-Estrada y Romero-Bautista (2016) mencionan:

En cuanto a su composicion quimica se reporta un contenido de humedad del
91.4% y por lo tanto 8.6 % de materia seca, de las cuales alrededor del 19% son
proteinas, 23 % fibra y 12 % minerales cuyo analisis mostré altas cantidades de

potasio, fosforo, cobre y hierro. (p.77)



3.4 Morfologia de los hongos

Los hongos son organismos eucariontes, heterotrofos, que poseen una pared celular rigida y
continua, constituida por alfa y beta glucanas, mananas, glucoproteinas, quitina y celulosa. La
pared le da forma y resistencia al cuerpo del hongo, permeabilidad celular y regula la presion
osmatica; ademas, interacciona con el sustrato de su ambiente externo. Cuando se dafia la pared,
puede llegar a causar la muerte celular. EIl ncleo puede ser haploide o diploide y los individuos
pueden ser uni o multinucleados, se reproducen a través de esporas y su desarrollo da lugar al

“cuerpo” del hongo denominado talo. (Segundo et al., 2019, p.7)

3.5 Clasificacién de los hongos

Montes (2003) menciona:

Las diferencias de opinién entre los micologos sobre la clasificacién son
numerosas y a menudo tan grandes que en la literatura se encuentran
discrepancias. Inicialmente, la clasificacion general de los hongos partia de dos
grandes grupos: 1) Myxomycota, en el que se encontraban los mohos
mucilaginosos sin pared celular, y 2) Eumycota, que comprendia los hongos
verdaderos con pared (18). En los Myxomycota se agrupaban los filos
Acrasiomycota, Hidromyxomycota, Myxomycota, Plasmodiophoromycota.
Mientras en los Eumycota se agruparon los filos Mastigomycota (ahora

Chytridiomycota), Zygomycota, Ascomycota y Basidiomycota. (p.216)

3.6 Genero Agaricus

Sanchez et al. (2007) explica:

El género Agaricus se compone de especies muy populares recolectadas o
cultivadas cuyo interés no es solamente alimenticio. La biodiversidad dentro del
género es poco conocida, tanto a nivel interespecifico como intraespecifico. Los
hongos del género Agaricus son cominmente recolectados en la naturaleza y
frecuentemente consumidos sin que la especie sea rigurosamente determinada.

El resultado es que, entre estos hongos, por ejemplo, en Francia, se encuentran



las principales especies responsables de envenenamiento. Afortunadamente
ninguna especie del género es mortal por simple ingestion. Una decena de
especies es cultivable, entre las cuales, A. bisporus es la mas cultivada en el
mundo. (p.19)

Martinez (2021) menciona “Taxonémicamente el champifion (A. bisporus) pertenece al reino
fungi, filo Basidiomycota, subfilo Agaricomycotina, clase Agarycamycetes, subclase

Agaricomycetidae, orden Agaricales, familia Agaricaceae, genero Agaricus, especie bisporus”
(p.10).

3.7 Descripcién del hongo A. bisporus

El champifion comdn, de nombre cientifico A. bisporus, es un hongo
perteneciente al Reino fungi, se caracteriza por presentar un carpéforo blanco y
redondeado y tener un himenio formado por una elevada cantidad de laminillas,
que irdn oscureciendo con el tiempo hasta observarse de color negro. En etapas
tempranas, el himenio estara protegido por una membrana llamada velo, que se
rompera cuando el champifion consiga su desarrollo completo. Finalmente, como
soporte de esta estructura se encontrara el pie, de aspecto blanco y liso. (Calvo
etal.,, 2011, p.61)

3.8 Antecedentes investigativos

El hongo conocido popularmente como champifién, Agaricus bisporus, es la especie comestible
mas cultivada comercialmente en el mundo. A pesar de su importancia y de que se ha incluido
en listados de diferentes estados de México, su presencia de forma silvestre no se habia
corroborado. Se realizaron recolectas en los estados de Tlaxcala y Veracruz, y se aislaron siete
cepas a partir de ejemplares silvestres. Se obtuvieron basidiomas de dichas cepas cultivadas en
un sustrato a base de composta. Los ejemplares silvestres que se depositaron en el Herbario
XAL, y los obtenidos en cultivo, se estudiaron macro y micromorfolégicamente. La cepa IE 623
se utiliz6 para obtener la secuencia de la regién ITS del ADN ribosomal. Los ejemplares
revisados coinciden morfolégicamente con A. bisporus y presentan en promedio 63.4% de

basidios bispdricos. La secuencia de ADN corroboro la determinacion taxonomica, y de acuerdo



con los andlisis de similitud y filogenéticos se concluy6 que la cepa proviene de un ejemplar
silvestre y no de una cepa comercial cultivada. (Mata et al., 2016, p.10)

3.9 Medios de cultivos utilizados

Para el cultivo, desarrollo y crecimiento de hongos comestibles en laboratorio, es decir el
incremento del micelio en cajas petri o tubos de ensayo, se utilizan diferentes medios de cultivo,
estos proporcionan al hongo los nutrientes requeridos para su crecimiento. Por lo general se
utilizan medios de cultivos solidos con agar que funcionan como sustrato al solidificarse como

una gelatina. (Ramos, 2021, p.14)

Stamets (1993) afirma que “Por lo regular las especies de Pleurotus son los mas utilizados, entre
los medios de cultivo destacan agar extracto de malta con levadura, agar papa glucosado (APG),

agar enriquecido con avena, malta y levadura” (Citado por Ramos, 2021, p.14)

Para el aislamiento del hongo Agaricus blazei se utilizaron los siguientes medios
de cultivos: PDA = papa, dextrosa, agar P = papa, dextrosa, levadura, agar A =
avena, levadura, malta, agar T =trigo, dextrosa, malta, agar MSA = malta, sorgo,

levadura y agar. (Rojas et al., 2018, p.17)

3.10 Condiciones de crecimiento

El cultivo se realiza en ambientes cerrados y existen tres sistemas principales: en sacos plasticos,
en cajas y en camas. Para ello, serd necesario preparar un medio de cultivo nutritivo con unas
caracteristicas que permitan promover el crecimiento del micelio y evitar el crecimiento de
organismos competidores. Es la fase conocida con el nombre de compostaje. (Calvo et al., 2011,
p.62)

Calvo et al. (2011) considera “Los parametros ambientales que deberan controlarse durante la
incubacion seran la humedad relativa ambiental (de 90 a 100%), la ventilacion (no es necesaria)

y la temperatura en el compost (de 23 a 26°C, nunca superior a 28°C)” (p.62).

De dos a tres dias mas tarde de la etapa del compostaje, deberan cambiarse las condiciones

ambientales, obteniendo unos nuevos parametros de humedad relativa ambiental (de 90 a 95%),



ventilacion (la necesaria para lograr los niveles deseados de CO2, unos cuatro cambios por
hora), temperatura del compost (de 16 a 18°C). Unos dias mas tarde se formaran los pines, que
continuaran creciendo hasta formar los botones y por Gltimo los champifiones. (Calvo et al.,
2011, p.63).



IV. MATERIALES Y METODOS
4.1 Ubicacion del estudio

La investigacion se realizo en el laboratorio de biologia molecular de la Universidad Nacional
Agraria (UNA), situado en el municipio de Managua. En las coordenadas geograficas de 12°
53" 47" de latitud Norte y 85° 53' 33" de longitud Oeste.

4.2 Disefio metodoldgico

El disefio metodologico fue de tipo experimental, utilizando un arreglo bifactorial dentro de un
Disefio Completamente al Azar (DCA). Los factores considerados fueron los métodos de
aislamiento y los medios de cultivo utilizados para el crecimiento del hongo A. bisporus. Se
utilizaron cinco platos Petri por medio de cultivo y método de aislamiento, los que

correspondian a cada repeticion.

El modelo aditivo lineal que se utilizo fue:

Yijk=p+oci+fj+ (ccp)ij+eijk

Donde:

Yijk = La k-ésima observacién del i-ésimo dosis

p = Estima a la media poblacional

o i = Efecto del i-ésimo nivel de los métodos de aislamiento

Bj = Efecto debido al j-ésimo de los medios de cultivo

(ec B) i j = Efecto de interaccion entre métodos de aislamiento y medios de cultivo.
el jk = Efecto aleatorio de variacion

4.3 Procedencia de esporoforos de A. bisporus

Los espordforos fueron adquiridos de un supermercado de Managua, provenientes de Costa

Rica, para llevar a cabo el presente estudio. Se seleccionaron esporoforos sin dafios mecanicos,

limpios y con el velo del carp6foro roto (en esporulacién).



4.4 Medios de cultivos
Los medios de cultivo que se utilizaron en el ensayo estan descritos en el cuadro 1. (Anexo 1)

Cuadro 1. Medios de cultivos utilizados en la etapa de aislamiento y reproduccion del hongo
comestibles A. bisporus

Medios de cultivos Etapa utilizada Fuente
Sabouraud Dextrosa agar (SDA) Aislamiento (Narrea-Cango y
Malpartida-Zevallos, 2006,
p.145)
Papa dextrosa Agar (PDA) Aislamiento y (Narrea-Cango y
reproduccion Malpartida-Zevallos, 2006,
p.145
Corn Meal (CM) Aislamiento y (Recursos Alpha, 2013)

reproduccion

Extracto de malta (EM) Reproduccion (Unam, 2019)

4.5 Limpieza y preparacion de las setas.

Las setas fueron sometidos a un proceso de lavado para la eliminacién de particulas de polvo y
residuos de material orgdnico que pudieran haberse adherido durante su manipulacion o
recoleccion. El lavado se realiz6 utilizando agua del grifo a temperatura ambiente y durante

cinco minutos.
4.6 Métodos de aislamiento

Se llevo a cabo el proceso de siembra de los hongos, los métodos de siembra utilizados para los
aislamientos fueron: Siembra directa, dilucién en serie y licuado a continuacion se describen los

tres métodos:
4.6.1 Siembra directa

Se separ6 el himenoforo con el fin de facilitar la realizacion de los cortes del hongo. Se

efectuaron cortes en forma de cruz en los himendforos para obtener cuatro trozos por hongo,
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cada uno con una longitud aproximada de 3 cm? Posteriormente, se realizaron multiples

reducciones hasta alcanzar dimensiones de aproximadamente 2 mm?,

Se llevé a cabo una desinfeccion en la camara de flujo laminar, donde se sumergieron los trozos
del hongo en una solucion de cloro al 2% durante dos minutos. Luego, se realizaron tres lavados

con agua destilada estéril y se dejaron secar sobre papel filtro durante dos horas.

Para la siembra, se dispusieron cinco trozos en cada plato Petri, asegurando que cuatro de ellos
se ubicaran en los bordes del plato y uno en el centro (figura 1). Se emplearon cinco platos Petri

por cada medio de cultivo (Anexo 2).

Figura 1. Disposicion de los trozos de carpoforos de A. bisporus en el método de siembra directa
4.6.2 Dilucion en serie

Se tomaron y pesaron 10 g de carpdforo, los cuales fueron macerados y luego colocados en 90
ml de agua destilada estéril para la obtencion de la solucion madre en volumen de 100 ml, esta
se dej6 reposar durante cinco minutos, tras lo cual se extrajo 1 ml de esta suspensién y se
transfirié asépticamente al primer tubo conteniendo 9 ml de agua destilada estéril, lo que
constituyd la dilucién 1:10. Posteriormente, mediante una suave agitacion, se homogeneizo el
indculo y se tomo6 1 ml de la dilucion 1:10 para su transferencia al segundo tubo, que contenia
9 ml de agua destilada estéril, generando asi la dilucion 1:100. Este proceso de dilucién se repitid

sucesivamente hasta alcanzar la dilucién 1:10*

De las diluciones 1:10 y 1:10*, se tomaron 0.2 ml y se colocaron en placas de Petri con los
medios de cultivo en estudio, se distribuyeron uniformemente el indculo sobre toda la superficie

del medio de cultivo utilizando un asa Drigalsky estéril (Anexo 3).
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4.6.3 Licuado

Se procedio a la obtencion de cortes de aproximadamente 3 cm de longitud del carpéforo del
hongo, los cuales fueron dispuestos en un plato Petri para su posterior pesaje. Se tomé una
muestra de 10 g y la cual fue sometida a un proceso de homogenizacion en una licuadora
previamente esterilizada, con el fin de lograr la mayor uniformidad y finura posible en la
suspension. Posteriormente, se transfirio esta suspension a un matraz Erlenmeyer estéril, del
cual se extrajeron 0.2 ml para su aplicacion en los medios de cultivo PDA, SDA y CM.
Finalmente, el indculo fue distribuido de manera uniforme sobre toda la superficie de los platos

mediante el uso de un asa Drigalsky estéril (Anexo 4).
4.7 Variables evaluadas

La medicion de diversas variables se llevo a cabo en los diferentes medios de cultivo de la

siguiente manera:

4.7.1 Nimero de platos Petri por medio de cultivo con crecimiento de A. bisporus

Se realiz6 una observacién y se contaron los platos Petri que contenian crecimiento de A.
bisporus. Esta observacion se realiz6 a los 14 dias después de la inoculacion a partir de los
diferentes métodos de aislamiento. Para realizar el conteo se tomaron en cuenta las

caracteristicas macromeétricas de A. bisporus descritas por: Arrillaga Anabitarte (2004)

4.7.2 Tipo de crecimiento de A. bisporus en los medios de cultivos de acuerdo al método de
aislamiento

Se describi6 el crecimiento observado de A. bisporus en cada uno de los medios de cultivos
utilizados en el aislamiento y segtn el método utilizado. Segun las caracteristicas observables
se determind cudl de las tres técnicas y medio de cultivo favorecio el crecimiento del hongo.

Esta descripcion se realizo a los 14 dias después de la inoculacion.
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4.7.3 Caracteristicas microscopica y macroscopicas de A. bisporus

Para evaluar las caracteristicas microscopicas y realizar las mediciones de las hifas, conidios y
basidios del hongo A. bisporus, se observd a traves de un microscopio con lente de 40X su
estructura y coloracién y se compararon con las descritas por: Arrillaga Anabitarte (2004). Las

mediciones de las caracteristicas micro y macroscopicas se expresaron en micras

Para calibrar el microscopio se obtuvo el valor micrométrico, apoyandonos de un micrometro

objetivo, y un micrometro ocular.

Se procedid a colocar en la platina del microscopio el micrometro objetivo y el
micrometro ocular en el ocular del microscopio. Es necesario usar primero un
objetivo de bajo poder o aumento para que ambas escalas sean visibles. El
micrémetro ocular se gira hasta que las lineas de la escala sobre el disco aparecen
y quedan paralelas a las lineas o divisiones del micrometro objetivo. Luego
observamos cuéntas divisiones del micrometro objetivo son cubiertas por una o
varias del micrometro ocular. Establecido este dato, se determina el valor
micrométrico mediante la siguiente formula. (Gutiérrez, 2012, p.34)
Division del micrometro objetivo en micras

Valor micrométrico — - — x 1000
Division del micrométrico ocular

Se debe calcular el valor micrométrico para el objetivo que se va a utilizar Una
vez encontrado este valor, se retira micrométrico de la platina, y en su lugar se
coloca la preparacion en la cual queremos verificar las mediciones. Para usar el
micrométrico ocular, se debe enfocar sobre el objeto a ser medido (esporas de
hongos) mover el porta objeto hasta que el espécimen se alinee exactamente con
el extremo de la escala del ocular. Contar cuantas unidades estan ocupadas por

el espécimen y multiplicarlo por el valor ya calculado. (Gutiérrez, 2012, p.34)

Para la observacion de las caracteristicas macroscopicas, se realizd comparaciones en tres
medios de cultivo distintos: PDA, CM y EMA. Se llevd a cabo la observacion a simple vista de

variables como el color y la abundancia de micelio, el tipo de crecimiento, la elevacion y la
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textura de las muestras y se compararon con las caracteristicas descritas por: Arrillaga
Anabitarte (2004)

4.7.4 Velocidad de crecimiento radial

Utilizando un plato Petri previamente colonizado por el micelio del hongo, se tom6 un disco de
6 mm de didmetro utilizando un sacabocado. Posteriormente, se trazaron dos lineas

perpendiculares con un marcador, dividiendo el plato en cuatro cuadrantes iguales (Figura 2).

=

3

Figura 2. Medicion del crecimiento radial para el hongo A. bisporus, adaptado de French y
Hebert (1980)

Cada uno de los discos obtenidos se dispuso en el centro del plato Petri con los medios EMA,
CM y PDA. Las mediciones se realizaron a las 12, 24, 36, 48, 60,72, 84,96, ,108, 120, 132, 144,
156, 168, 180, 192, 204 y 261 horas después de inocular el plato con el A. bisporus. Se utiliz6

una regla milimétrica para registrar el crecimiento radial en cada cuadrante.

Velocidad de crecimiento radial por hora: Las mediciones realizadas en cada cuadrante se

promediaron y se determin0 el crecimiento en mm. Se utilizé la formula:

crecmiento de A.bisporus (mm)

Velocidad de creciemiento radial por hora
P namero de horas de cada medicion (hr)

14



Velocidad de crecimiento radial acumulado: se realiz6 la medicion de cada cuadrante desde el
inicio del crecimiento hasta el final cada vez que se realizaron las mediciones cada 12 horas, y

se realiz6 un promedio de los cuatro cuadrantes.
4.8 Andlisis de los datos

Los datos obtenidos de las variables velocidad de crecimiento radial por hora y acumulado
fueron ingresados en el software Microsoft Excel 2013. Para la variable velocidad de
crecimiento radial por hora se realizd un analisis de varianza, seguido de una separacion de
medias mediante Tukey, empleando el software estadistico Infostat version 2020. Para variable

velocidad de crecimiento acumulado se realizé un gréafico de lineas para representar los datos.

Para el caso de las variables: nimero de platos Petri con crecimiento de A. bisporus, tipo de
crecimiento y caracteristicas macro y microscopicas del A. bisporus se realizd un analisis

descriptivo
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V. RESULTADOS Y DISCUSION

5.1 Crecimiento de A. bisporus en los medios de cultivos de acuerdo con el método de
aislamiento.

A los 14 dias de incubacion, se observo crecimiento en los tres medios de cultivo (CM, PDA'Y
SDA) Unicamente en siembra directa. En el medio CM se observo crecimiento en tres platos, el
micelio exhibidé un crecimiento rastrero y escaso, adhiriéndose a la superficie del medio,
caracterizado por una textura rala, una baja densidad. En el medio SDA creci6 un plato se
observa un crecimiento deficiente, discontinuo y de menor volumen, con una densidad muy baja
y una textura notablemente rala. En el medio PDA crecieron 2 platos se observo un crecimiento

con muy poca densidad, escaso y una textura rala (cuadro 2).

Cuadro 2. Numero de platos con crecimiento de A. bisporus en los medios de cultivo PDA, CM
y SDA a partir de los métodos de aislamiento siembra directa, licuado y dilucion en serie.

Meétodos de aislamiento Medios de cultivo
PDA CM SDA
Siembra directa 2 3 1
Licuado 0 0 0
Dilucién seriada 0 0 0

Segln Galeon (2009), en su investigacion, sefiala que el desarrollo del micelio se inici6 en la
segunda semana en la mayoria de los tratamientos. Sus hallazgos indican que el micelio colonizé
completamente el medio Papa Dextrosa Agar (PDA) y el medio Papa Dextrosa Levadura (PDL)
entre los dias 21 y 28, mientras que en el agar de malta con bifosfato potasico, este proceso
ocurrid a los 35 dias. Estos resultados sugieren que el medio PDA favorece un éptimo desarrollo

micelial del hongo.

Durante el estudio, se observo que el inico método efectivo para el crecimiento del micelio de
A. bisporus fue la siembra directa. Mientras, tanto la dilucion seriada como el método de licuado
resultaron en contaminacion por bacterias y diversos tipos de hongos en todos los medios de

cultivo empleados.
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5.2 Caracteristicas macroscépicas y microscépica del hongo A. bisporus

El medio de cultivo PDA presentd micelio de color blanquecino, con una estructura algodonosa
y con abundancia de micelio, manifestando un patrén de crecimiento concéntrico que resultaba
en la formacion de anillos, con una elevacion plana y extendida. En contraste, el medio de
cultivo EMA exhibié micelio de tonalidad blanquecina y textura farinacea, caracterizada por su
aspecto harinoso y polvoriento, con una menor densidad de micelio en comparacion con el PDA,
y mostrando un patron de crecimiento rastrero. Por otro lado, el medio CM mostré micelio de
color hialino (Transparente o traslicido), con una textura plana y vellosa, permitiendo la
transparencia, evidenciando una menor densidad de micelio en comparacién con los otros dos

medios de cultivo y un patrén de crecimiento deficiente y discontinuo (figura 3).

Figura 3. Caracteristicas macroscopicas del micelio de A. bisporus en diferentes medios de
cultivos

Galeon (2009) afirma:

Que las colonias generadas exhibieron las siguientes caracteristicas
macroscopicas del hongo Agaricus sp: el micelio predominaba en la parte aérea
y se encontraba apenas sumergido, con una forma y tamario irregulares, de color
blanco y con bordes ondeados. La elevacion de las colonias era pulvinada, con

una superficie suave y algodonosa, y mostraron un desarrollo bueno. (p.49)
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Las descripciones morfoldgicas de las cepas en distintos medios evidenciaron que predominaba
un micelio blanco en la parte superior y una tonalidad crema rosacea en la inferior. La forma
era irregular y plana, con un borde lobulado filiforme, una textura aterciopelada y una densidad
media, con presencia moderada de hifas aéreas y una abundancia regular de rizomorfos.
Ocasionalmente, el micelio se agrupaba en conglomerados densos con apariencia compacta y
algodonosa, los cuales generalmente generaban exudados de color café (Aguilar et al., 2023,
p.37).

Entre las caracteristicas microscopicas de A. bisporus se observaron conidias de un tono marron,
con forma elipsoidales y una variabilidad en cuanto a la presencia de uno o dos ndcleos en su
interior, se identificaron paredes celulares gruesas de color negro. Los conidios exhibieron
dimensiones promedio de 8.7 um de longitud y 8.4 um de ancho. Se observaron hifas septadas
con una morfologia predominante cilindrica o filamentosa, las cuales se caracterizaron por su
pigmentacion y su entrecruzamiento pronunciado. En cuanto a los basidios, la mayoria son de

tipo bispdricos, conteniendo dos conidias en su interior (figura 4).
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Figura 4. Caracteristicas microscopicas de A. bisporus vistos a 40X, (A) conidias agrupadas,
(B) hifas septadas y basidios
Segun varios estudios realizados por diversos autores, se observaron las siguientes
caracteristicas microscopicas de conidias y basidios en A. bisporus. Las esporas tienen
dimensiones que oscilan entre 5.5-8 um de largo por 3-7 pum de ancho, mostrando una forma

ampliamente elipsoidal a alargadas, terminadas en un pequefio apiculo, y presentan un tono café

oscuro. Su pared es gruesa, llegando a alcanzar hasta 0.5 um, y no poseen un poro germinal
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visible. Los basidios son de forma clavada, con un rango de medida entre 14-26 um de largo
por 6-8 um de ancho, la mayoria con dos esporas (bispéricos), pero algunos presentan tres
(trispdricos) o cuatro esporas (tetraspdricos), siendo transparentes y con una pared delgada.
(Mata et al., 2016; Hernandez, 2017 y Palestina, 2017)

Galeon (2009) menciona “Durante la evaluacion microscépica se ha identificado un micelio
blanquecino compuesto de hifas filiformes y ramificadas, las hifas son septadas y presentan

orificios para facilitar el paso de sustancias nutritivas entre ellas” (p.49).
5.3 Velocidad de crecimiento radial por hora

Los medios EMA y CM exhiben los mayores promedios de crecimiento radial por hora, con 4.9
y 4.18 mm/hr, respectivamente, mientras que el medio PDA muestra la velocidad més baja de

crecimiento, con un promedio de 1.7 mm/hr (cuadro 3).

Cuadro 3. Comparacion de la velocidad de crecimiento radial por hora (mm/hr) entre diferentes
medios de cultivos

Velocidad de crecimiento radial (mm/h)

Medios de cultivos 12 24 36 48 60 72 84  Promedio
EMA 25a 235a 7.6a 34a 7.35a 32a 7.65a 4.9
CM 15b 215a 6.2b 35a 6.55a 255a 6.8a 4.18
PDA 04c 124b 19c¢c 085b 325b 095b 355D 1.7
R2 082 077 0.98 0.89 0.92 0.85 0.91

p-valor (¢<0.05) <0.0001 0.0001 <0.0001 <0.0001 <0.0001 <0.0001 <0.0001

En el Cuadro 3, se evidencia una mayor tasa de crecimiento micelial durante las horas nocturnas
(36, 60y 84 hrs.) en comparacion con las diurnas. Este fendmeno puede asociarse a la reduccion
de la temperatura debido a la ausencia de exposicion solar, el incremento de la humedad relativa

y la disminucion de la luminosidad.

A pesar de que el medio PDA demuestra una capacidad inferior para estimular el crecimiento
radial rapido de Agaricus bisporus, promueve la formacion de un micelio mas compacto. Al
establecer el aislamiento en condiciones de oscuridad durante los primeros dias, se observa un
incremento del 55.84% en el desarrollo del hongo, lo que resulta en un crecimiento del 11.25%
mayor en comparacion con el desarrollo bajo la presencia de luz (Durantes, 2021, p.27). Estos
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resultados corroboran los hallazgos de la investigacion, donde se registré un crecimiento

micelial mas acelerado durante las horas nocturnas.

Vaca (2009) menciona que en Agaricus bisporus, se observaron los mayores promedios de
crecimiento micelial en los medios de cultivo Triguillo (TSC), Papa (PSC) y Sabouraud-Miel
(S-M), con valores de 3.60, 3.31 y 3.07 cm respectivamente. Por otro lado, los medios Extracto
de malta (EM) y Cazapek: Sales inorgéanicas (Czk) registraron los menores promedios para el
crecimiento radial de micelio (CRM), con medidas de 2.90 y 2.26 cm, respectivamente. Los
datos presentados divergen de los resultados de este estudio, dado que, el medio EMA exhibio
uno de los promedios de crecimiento més elevados, similar al observado con el medio CM. No
obstante, en esta investigacion adicional, se evidencié un crecimiento significativamente

inferior en el medio EMA en comparacién con otros medios de cultivo.
5.4 Velocidad de crecimiento radial acumulado

En el presente estudio se llevo a cabo la evaluacién de la velocidad de crecimiento radial
acumulado de muestras cultivadas en diferentes medios de cultivo. Se observé que los medios
de cultivo CM y EMA mostraron la mayor velocidad de crecimiento acumulado, alcanzando un
promedio de cobertura de 36.4 mm a las 84 horas (3.5 dias) y 41.2 mm a las 84 horas (3.5 dias)
respectivamente. Por otro lado, el medio de cultivo PDA exhibié un crecimiento mas lento,
requiriendo un tiempo de 216 horas (9 dias) para alcanzar un promedio de cobertura de 43.97

mm (figura 5).
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Figura 5. Velocidad de crecimiento radial acumulado (mm/hr) en los diferentes medios de
cultivo.
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En esta investigacion se observo que el hongo exhibié una velocidad de crecimiento superior en
los medios CM y EMA, alcanzando velocidades promedio de crecimiento 36.4 y 41.2 mm,
respectivamente, dentro de un periodo de 84 horas. En contraste, en el medio PDA, se registro
un crecimiento considerablemente mas lento, extendiéndose hasta las 216 horas; con una
velocidad de crecimiento promedio de 43.97 mm. Aguilar et al. (2023), evalu0 la velocidad de
crecimiento de cepas silvestres, una cepa comercial de Agaricus bisporus, en seis medios de
cultivo: EMA exhibid la velocidad de crecimiento promedio mas alta, registrando 2.66 mm/dia,
demostrando ser estadisticamente significativa en su superioridad respecto a los deméas medios
de cultivo, y arrojando los resultados méas favorables para todas las cepas evaluadas. En la
comparacion entre cepas, se encontré que la cepa Ag03 manifestdé una tasa de crecimiento
promedio superior, registrando 2.40 mm/dia. Ademas, se observé una reduccion en la velocidad
de crecimiento en todas las cepas cuando los medios de cultivo se suplementaron con extracto
de levaduray peptona. Esta informacion coincide con este estudio al ser EMA uno de los medios
de cultivo que exhibi6 la velocidad de crecimiento promedio més alta (figura 4) demostrando

superioridad con respecto a los demas medios de cultivos.
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VI. CONCLUSIONES

El crecimiento de A. bisporus fue similar en los tres medios de cultivos utilizados a partir del

método de aislamiento siembra directa con crecimiento discontinuo textura rala y baja densidad.

Papa Dextrosa Agar presentd micelio abundante de color blanquecino y estructura algodonosa,
Extracto de Malta Agar mostré micelio de tonalidad blanquecina y textura farinicea y Corn
Meal exhibié micelio de color hialino con una textura plana y vellosa. Se encontrd conidias
color marron elipsoidales de paredes gruesas color negro, con 8.7 um de longitud y 8.4 um de

ancho con hifas septadas y cilindrica.

Los medios de cultivo artificiales que presentaron mayor velocidad de crecimiento radial por
hora y acumulado fueron Corn Meal y Extracto de Malta Agar, en Papa Dextrosa Agar el

crecimiento fue mas lento con mayor abundancia de micelio y mas compacto.

22



VIl. RECOMENDACIONES

Utilizar el método de siembra directa para el aislamiento primario de A. bisporus y otros hongos

comestibles cuando el indculo proviene de setas comerciales.
Realizar investigaciones para la reproduccion masiva de A. bisporus con sustratos organicos.

Mejorar el método de aislamiento y estudiar métodos de preservacion de cepas
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IV. ANEXOS

Anexo 1. Componentes de los medios de cultivos utilizados en el ensayo

Medios de cultivos Composicion del medio

Sabouraud Dextrosa agar (SDA) peptona 10.0 g
dextrosa 20 g
agar 20 g.
Papa dextrosa Agar (PDA) Papa 250 g
dextrosa 20 g
agar 20 ¢
acido lactico al 50%, 1 gota por cada 20 ml de
PDA
Corn Meal (CM) % Grasas 4.1 +/- 0.2 % Carbono (45.52)
% Fibra bruta 1,89 +/-0,2 % Hidrdgeno (6,3),
% azucar (3.34)
% nitrégeno (1.15),
% Almidon (68.47)
% Azufre 0.10 +/- 0.02,
% Nitrogeno 1.20 +/- 0.02
% Humedad (7.2).
Anélisis de minerales: % Calcio 0.05 +/- 0.01 %,
Potasio 0.46 +/- 0.08, % Magnesio 0.11 +/- 0.01
% Sodio 0.04, % Fosforo 0.29 +/- 0.03, PPM Boro
(1) PPM Cobre 16 +/- 9, PPM Hierro 46 +/- 9
PPM Manganeso 8 +/- 1, PPM Zinc 37 +/- 15
PPM Aluminio (125).
Extracto de malta (EM) agar 159
maltosa 12.75 ¢
dextrina 2.75 g
glicerol 2.35 g
peptona 0.78 g
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Anexo 2. Procedimiento utilizado en la siembra directa de A. bisporus

- e

Lavado Corte Desinfeccion

Siembra Secado

Anexo 3. Proceso de dilucion en serie: etapas y procedimientos para el aislamiento de A.
bisporus

--

.

&5

P8
Lavado Macerado Soluciéon madre

Siembra Diluciones
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Anexo 4. Procedimiento de licuado para el aislamiento de A. bisporus

‘ T

Lavado Licuado Siembra

Anexo 5. Procedimiento para la evaluacion del crecimiento radial de A. bisporus

Cobertura total del Toma de medidas
micelio
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