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RESUMEN

El presente trabajo se llevo a cabo en el Laboratorio de Ecologia del Departamento de Botanica
ubicado en la UAAAN, Saltillo, Coahuila; con el objetivo de determinar el efecto de diferentes
medios de cultivo, asi como las condiciones de luminosidad, tipo de explante y la menor
incidencia de agentes contaminantes para una adecuada incubacion, desarrollo y crecimiento,
del hongo Agaricus bisporus. El experimento consistid de tres tratamientos (sombrero, laminilla
y pie), se analizé con un arreglo factorial, donde se definieron como factores A) Medios de
cultivo (Papa-Dextrosa-Agar, Agar-Eosina-Azul de Metileno, Agar-Dextrosa-Sabouraud y Agar
bacteriologico), B) zona del explante (sombrero, laminilla y pie) y C) la condicién de
luminosidad (Luz y Oscuridad). En total se establecieron 30 cajas Petri por cada medio de
cultivo (10 de sombrero, 10 de lamillay 10 de pie), para un total de 120 cajas Petri. Estas cajas
Petri se utilizaron para establecer el experimento bajo dos condiciones de luminosidad para la
incubacién (Luz y Oscuridad), el 50% de cada medio de cultivo (15 cajas) se destinaron para
cada condicidn. Se evaluaron las variables: crecimiento micelial de la cepa (porcentaje de
crecimiento de micelio del explante), longitud del crecimiento (velocidad de cobertura total del
micelio en dias dentro de la caja Petri); asi como, la presencia de contaminantes (hongos y
bacterias). Los resultados obtenidos en la prueba de comparacion mdultiple de medias se
encontré que al establecer el aislamiento bajo obscuridad en los primeros dias hay mayor
desarrollo del hongo con un 55.84%, lo que expresa el 11.25% mas de crecimiento con
respecto al desarrollo que se da con la presencia de luz, mientras que la presencia de hongos
contaminantes se presentan en los primeros dias de crecimiento bajo la incidencia de luz con
un 18.75% lo que resulta en un 5.42% menos de crecimiento de hongos contaminantes bajo
condiciones de oscuridad. Sin embargo, para las condiciones de longitud y presencia de
bacterias no hubo diferencia significativa entre las variables por lo que se puede decir que la

incidencia de luz y/o oscuridad no afecta en las etapas de desarrollo.

Palabras claves: champifion, pie, pileo, laminilla, medios de cultivo, condiciones de

luz/oscuridad.
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I. INTRODUCCION

El cultivo de hongos comestibles ha significado una fuente de alimentos, desarrollo
agricola y formacion de agroindustrias en muchos lugares del mundo. En paises
asiaticos, las producciones de estas especies son manejadas por pequefios
agricultores mediante el reciclaje de sus residuos vegetales, para asi aprovechar la

alta demanda de mano de obra que requiere esta actividad (Silva et al., 2010).

La produccion de hongos comestibles de las especies “orejas de ratéon” (Auricularia
spp.) y del “shiitake” (Lentinula edodes), se inici6 de manera empirica, basada en
técnicas sencillas de propagacion, hace aproximadamente 1,000 a 1,400 afios D.C, en
China (Chang & Miles, 2004). De la misma forma, Francia empezd con un proceso
independiente hace mas o menos 350 afios con el cultivo del champifién (Agaricus
spp) (Chang & Miles, 2004; Martinez-Carrera, 2002). Sin embargo, Europa y el Sureste
de Asia son considerados los centros de origen del cultivo de hongos.

A nivel mundial, el consumo de champifion (Agaricus bisporus) ha tenido un
crecimiento muy importante, debido a que es la especie mas cultivada, se estimo que
en el afio 2009 se obtuvo una produccién cercana a los 4 millones de toneladas
(Sonnenberg et al.,2011). México aporta alrededor de 40,000 toneladas de este
producto anualmente, lo que representa un valor de la produccion de 200 millones de
dolares, y por lo cual se ubica como el mayor productor de champifiones en América

Latina y décimo sexto a nivel mundial (Martinez-Carrera et al., 2007).

México es un pais importante en el consumo de diversos tipos de hongos, actualmente
se citan poco mas de 450 especies, superada solo por China, donde la ingesta es de
unas 600 especies. Los hongos comestibles silvestres representan una mina de fuente

nutrimental, ya que son bajos en carbohidratos y grasas, y tienen un alto contenido en



vitaminas y minerales; algunos, ademas, tienen propiedades para combatir la diabetes

y la hipertension (Pérez-Moreno 2017).

El proceso de produccion semilla o inoculante del champifion es una de las etapas
mas importantes en el cultivo del hongo, puesto que para realizar el incremento se
utilizan técnicas y sustratos de laboratorio con estricto cuidado higiénico hasta obtener
el inoculo conocido técnicamente como “semilla”, “micelio”, “blanco”, “spawn”, etc. El
término se refiere al desarrollo masivo y exponencial del micelio del hongo que se va

a cultivar sobre un sustrato compuesto (Sanchez et al., 2007).

Conocer las caracteristicas del medio y el periodo de tiempo en el que crece y se
desarrolla el micelio de las diferentes especies fungicas es de gran importancia, ya que
permite conocer el potencial que tiene cada cepa, lo que su estudio es muy importante,
sobre todo en hongos basidiomicetes que han adquirido gran importancia como
alimento (Lechner, 2002). Por ello, es necesario determinar el explante (pie, laminilla
y sombrero) en medios de cultivos que sean Optimos para el crecimiento, desarrollo y

posteriormente la fructificacién del hongo en los sustratos organicos.



1.1. Justificacion

El uso de los hongos comestibles ha tenido un auge importante en los ultimos afios,
pero se sabe que estas especies han sido consumidas desde hace miles de afios. Los
hongos no solo se han utilizado para consumo sino también han sido empleados para
aliviar algunas enfermedades. En México se consumen mas de 450 especies de
hongos, mientras que en China la ingesta es de unas 600 especies.

En la actualidad la demanda creciente de alimentos sanos y con ciclo de produccion
relativamente cortos representa una gran oportunidad de negocio. Para la produccion
de hongos comestibles existen metodologias desarrolladas en las cuales se incluye el
aislamiento, incremento y desarrollo del hongo. La semilla o micelio es una parte
fundamental para la produccion de dicho cultivo, generalmente se produce en
laboratorios especializados donde se busca que la semilla o micelio (spawn) se
desarrolle en medios de cultivos que provean los nutrientes necesarios para poder

desarrollarse.

El micelio se puede adquirir por medio de casas comerciales; el presente trabajo
contribuye en obtener un micelio puro en medios de cultivos y que este sea adecuado

para la obtencién de primordios y posteriormente puedan ser comercializados.



1.2. Objetivos

1.2.1. Objetivo general

Evaluar el crecimiento del hongo en diferentes medios de cultivos organicos y definir
la condicion de luminosidad en laboratorio mas adecuada para la incubacion y

crecimiento del champifién (Agaricus bisporus).

1.2.2. Objetivos especificos.

e Realizar el aislamiento del hongo Agaricus bisporus mediante el uso de medios
nutritivos en laboratorio.

e Determinar cual es la parte del cuerpo fructifero (sombrero, laminilla o pi€) mas
adecuada para extraer los explantes para la siembra y aislamiento del hongo.

e Definir la condicién de luminosidad apropiada para la incubacién y crecimiento
de Agaricus bisporus.

e Conocer los agentes contaminantes que se presentan durante el periodo de

incubacioén del hongo y determinar cuél medio es el de mayor presencia.

1.3 Hipétesis

El medio de cultivo Papa-Dextrosa-Agar (PDA) estd compuesto por la infusion de papa
deshidratada y dextrosa que fomentan el crecimiento exuberante de los hongos, por lo
gue sus caracteristicas nutrimentales propiciaran el crecimiento rapido y adecuado del

hongo comestible del tipo champifidn (Agaricus bisporus).



ll. REVISION DE LITERATURA

2.1. Los hongos.

Los hongos pertenecen al reino Fungi, un grupo muy diferente al de las plantas y
animales. Este tipo de organismos, contrario de las plantas no son capaces de producir
su propio alimento, sino que dependen de otros compuestos y su descomposicion para

alimentarse; estos pueden ser saprofitos, simbioticos o parasitos (Oei, 2003).

El hongo esta formado por el micelio, mientras que los primordios o cuerpos fructiferos
son las estructuras que se pueden apreciar a simple vista sobre los sustratos. La
funcidén principal es producir esporas para poder dispersarse en el medio ambiente. La
vida de los cuerpos fructiferos es muy corta, mientras que el micelio puede permanecer

sobre el sustrato por muchos afios (Mata, 2005).

A diferencia de los hongos macroscopicos hay hongos que no desarrollan cuerpos
fructiferos como por ejemplo Rhizopus spp, Penicillium spp, Aspergillus spp, Monilia
spp, etc. estos organismos se desarrollan de manera distinta ya sea creando solo
masas algodonosas blanquecinas, verdes o anaranjadas que crecen sobre los

alimentos (Guzman, 2000).

2.2. Clasificacion de los hongos.

Los hongos se dividen en cuatro categorias, empezando por aquellos que adquieren
estructura carnosa y son comestibles (Agaricus bisporus, Pleourotus ostreatus), asi
mismo estan aquellos que son considerados como medicinales, téxicos y aquellos
cuyas propiedades no estan definidas por lo que entran en la categoria de “otros
hongos” (Chang & Miles, 2004).



2.3. Clasificacion taxonomicay reproduccion de Agaricus bisporus.

De acuerdo a la clasificacion de los hongos comestibles, estos presentan
caracteristicas diferenciales con respecto a la taxonomia que se aplica al resto de los
hongos clasificados en el Reino, se incluye la diferencia por el tamafio de sus 6rganos
de reproduccion sexual; es decir, si estos pueden ser observados a simple vista y
pueden ser colectados con la mano; de acuerdo con esto son divididos en

micromicetos y macromicetos (Suarez et al., 2011).

Tabla 1. Clasificacion taxondmica del champifién

Reino Fungi
Division Eumycota
Subdivisiéon Basidiomycotina
Clase Hymenomycetes
Orden Agaricales
Familia Agaricaceae
Genero Agaricus
Especie bisporus

Fuente: Agrios (1995)

En este reino se situan los Phyllum Chytridiomycota, Zygomycota, Glomeromycota,
Ascomycota y Basidiomycota como los principales, asi como el grupo de Fungi
imperfecto u hongos amorfos (Ainsworth et al., 2001).

El Reino Fungi comprende un grandioso grupo de organismos muy variados, con
diferentes morfologias, fisiologias, ciclos de vida, entre otros; estos organismos son
descritos como, unicelulares o pluricelulares, eucariéticos, productores de esporas,

que carecen de clorofila, heterétrofos, que se reproducen tanto sexual como



asexualmente y que usualmente son filamentosos, ramificados con estructuras
somaticas llamadas hifas y tipicamente rodeados de paredes celulares (Alexopolus et
al., 1996).

La forma de reproduccién de los hongos se da por la formacion de hifas, estas son
diminutas protuberancias en forma de hilos que se originan de las esporas. Una vez
qgue las hifas se expanden y aumentan su desarrollo, se forma una masa blanca y
algodonosa llamada micelio, este dard cabida a las estructuras reproductivas (Oei,
2003 b.)

2.3.1. Genero Agaricus

El género macromicetos fue descrito por Humfeld en 1948 y describié a Agaricus
campestris. Sin embargo, la especie mas conocida de este género es Agaricus
bisporus, comunmente nombrado champifion de Paris, este es el macromiceto
comestible mas cultivado a nivel mundial. A. bisporus, es una especie de hongo
basidiomiceto de la familia Agaricaceae (Leiva et al., 2015c) ha sido cultivado desde
hace décadas por mas de setenta paises (Foulongne-Orion et al., 2014; Tautorus,
1985).

2.3.2. Condiciones artificiales para la produccién de champifién

Este tipo de hongos se pueden producir por técnicas tradicionales en sustratos
composteados, las cuales consisten de desechos agroindustriales, el empleo de la
fermentacion en estado sumergido se ha realizado en su mayoria para procesos de
biorremediacion (Akar et al., 2010; Ahlawat et al., 2009; Ertugay et al., 2010). El
champifién es un hongo cultivado en instalaciones especialmente adaptadas, aunque

también se puede encontrar de manera silvestre en todos los lugares del mundo y por



lo general en areas de elevada humedad, generalmente después de épocas de lluvia
a finales de la primavera hasta el otofio (Akinyele et al., 2012). El cultivo de hongos de
forma general y del champifidén en particular es un proceso complejo en comparacion
con otros cultivos, ya que es muy eficiente si se realiza correctamente, logrando a tener

cultivos anuales de 8-9 ciclos (Sonnenberg et al., 2011).

2.2. Historia del uso de los hongos comestibles

Los hongos han sido empleados por el hombre desde hace milenios tanto para la
alimentacion, como para el tratamiento de diferentes enfermedades, siendo los paises
del lejano oriente, como Japon, China y Corea, los consumidores méas habituales
(Smith et al., 2002).

El cultivo comercial de hongos comestibles representa una agroindustria de gran
importancia socioeconémica, debido a que no solo es un alimento de aceptable valor
nutrimental y medicinal para consumo humano, sino que también es una industria
generadora de empleos. El principal productor de hongos cultivados en el mundo es
China, se estima que 25 millones de personas estan involucradas en esta actividad (Li,
2012).

Los hongos han sido parte importante de la dieta mexicana desde tiempos
prehispanicos. Han sido utilizados como comida apreciada, y a menudo se les
consideraba como un elemento importante para sus rituales religiosos (Guzman,
2000).



2.3. Produccién mundial de hongos comestibles.

El nimero de especies de hongos en el mundo se estima en 140 000, de los cuales
son conocidos el 10% y de ellos aproximadamente el 50% se consideran comestibles,
alrededor de 700 especies son reconocidas por tener importancia farmacoldgica (Lull
et al., 2005).

México esta ubicado en la décima tercera posicion, y tiene el primer lugar en
produccion en América latina con el 80.8% (FAOSTAT, 2009; Martinez-Carrera et al.,
2010). Dentro de los cinco géneros con mayor produccion en el mundo se encuentran
Agaricus bisporus (Lange) Imbach con un 30% del total de cultivo, la seta Pleurotus
spp., con una produccién de 27%, mientras que el hongo orejas de ratén Lentinula
edodes contribuye con 17%. Oreja de judas Auricularia spp., y la seta aguja de oro
Flammulina spp., aportan el 6 y 5%, respectivamente y un porcentaje minimo de otros

hongos (Royse, 2014).

Nuestro pais aporta alrededor de 40,000 toneladas de este producto anualmente, lo
gue representa un valor de la produccion de 200 millones de dolares, y por lo cual se
ubica como mayor productor en América Latina y décimo sexto a nivel mundial
(Martinez-Carrera et al., 2007).

2.4. Principales hongos comestibles cultivados.

Dentro de los hongos comestibles conocidos se encuentran Agaricus bisporus, L.
edodes, Pleurotus spp., y Flammulina velutipes. Practicamente todas estas especies
han sido encajadas en la cultura occidental desde paises como China y Japén, debido
a la gran inmigracion de habitantes de esas zonas al hemisferio occidental, y su

aceptacion se dio gracias a sus agradables sabores y excelente textura, lo que permitid



la introduccion de las mismas en la dieta de casi todos los paises del mundo (Suarez
et al., 2012).

La distribucion de la produccién por paises en Iberoamérica (Cuadro 1) de los
principales hongos comestibles es muy heterogénea. En este sentido, Espafia es el
pais que mas produce champifiones y setas, aunque en cuanto a produccion de
shiitake, es rebasado por Brasil. En México la produccion de champifién el afio 2009,
se estimo una produccion de 43 595 t, (FAO, 2010; Martinez & Lopez, 2010).

Con base a su volumen de produccién, el segundo hongo comestible cultivado de
importancia en Iberoamérica son las setas (nombre popular con el que se designa a
las especies del género Pleurotus en México y algunos paises de América Latina, a
diferencia de Espafia en donde se llama “seta” a cualquier hongo comestible). Su
produccion alcanza 7.5% de la produccion regional de champifidon; sin embargo, hay
paises que comparativamente producen mas, como Guatemala (37.5% de su
produccién de champifiones), Bolivia (20%) y Meéxico (11.5%). El pais con la
produccion mas alta de Pleurotus spp, en la region es Espafia, que en el afio 2002

produjo 10 mil toneladas (Martinez-Carrera et al., 2007).
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Cuadro 1. Produccion comercial estimada de A. bisporus, Pleurotus spp. y Lentinula
edodes (2002), en paises de Iberoamérica (toneladas).

Pais Afo de inicio del cultivo ~ Champifion Setas Shiitake
Argentina 1941 1,500 88 8
Bolivia 1989 10 2 2
Brasil 1951 6,885 350 800
Chile 1959 4,872 36 0
Colombia 1950 6,312 9.5 3.6
Ecuador 1967 625 0
Peru 1960 750 0
Venezuela 1969 1,320 12 0
Costa Rica 1969 90 3 3
Guatemala 1960 80 30 15
México 1933 37,230 4,380 30

(45,260)* (2,190) (18.2)
Espaiia? 1960 1,000 10,000 350
Portugal®
Total 197,299 14,916.5 1,211.6

Fuente: Lahmann y Rinker (2004), 'D. Martinez-Carrera et al. (2007), 2Lahmann 2007, 3FAO
(2010).

2.4.1. Produccién de champifibn en América del norte.

La produccion de champifion en estados unidos no tiene una demanda importante ya
gue solo participan 18 estados, caso contrario de las setas. La produccién de
champifion no es estable en este pais, ha tenido altas y bajas, en el afio 2005 se
produjeron 125 ton., para el aflo 2014 bajo a 103 ton., sin embargo, en el 2015 su
produccion aumento a 108 toneladas (USDA, 2015; USITC 2010).
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El interés por los hongos exoticos en Canada ha crecido en los ultimos afios, esto ha
permitido una produccion diversificada hacia otros hongos no cultivados tal es el caso
de los hongos como el enoki (Flammulina velutipes), shimeji (Lyophyllum shimeji),
nameko (Pholiota microspora), entre otros (Strauss, 2014; CBJ, 2016).

2.4.2. Importancia de los hongos en México.

México, conserva una importante tradicion etnomicologica ya que, desde tiempos
prehispanicos, los hongos fueron utilizados por los indigenas en su alimentacion, en la
medicina, en festividades y en ceremonias religiosas. Los esparioles del siglo XVI,
fueron los primeros en proporcionar informes sobre el uso de los hongos por los
pueblos indigenas de México, principalmente en la region meridional. El padre Fray
Bernardo de Sahagun en su “Historia general de las Cosas de la Nueva Espafia”
informo sobre la existencia del “Hongo Divino” o “Teonanacatl”, empleado en
ceremonias religiosas por sus propiedades alucinégenas, pero también hace mencion
de la utilidad en la medicina de estos hongos, indicando que son medicina para la

calentura con frio y para la gota (Estrada et al., 2001).

En México la diversidad de hongos es muy alta, se estima que en el pais hay mas de
200 000 especies, pero solo el 4% son reconocidas (Guzman, 1998). Con respecto a
los hongos comestibles, se tiene en cuenta que 300 especies silvestres del reino Fungi
son aprovechadas por las personas para su consumo (Garibay-Orijel et al., 2006).
México consume alrededor de 371 especies de forma tradicional (Garibay-Orijel et al.,
2014).

En la actualidad, la mayoria de las cepas utilizadas en los cultivos comerciales de
hongos provienen de regiones de América del Norte, Europa y el sur de Asia. Las
cepas son mantenidas bajo métodos convencionales o depositadas en colecciones

para su preservacion, y son empleadas en investigaciones orientadas al cultivo de

12



especies comestibles, incremento de la colecciéon de cepas, mejoramiento de los
sistemas de cultivo, produccion de enzimas y adaptacion fisiologica de los hongos
(Mata et al.,2010).

El hongo del genero Agaricus en México ha sido empleado desde tiempos
prehispanicos, ya sea para fines comestibles o medicinales. Son conocidos
popularmente como, “hongo de San juan”, “Sanjuanero de llano”, “llanero”, “champifion
de campo”, “hongo blanco”, “pipila” y “mazayel” por mencionar algunos (Estrada-
Martinez et al., 2009, Herrera y Guzman, 1961; Galvan et al., 1998; Guzman, 1981,
1984, 1994, 1995, 1997; Pérez-Moreno et al., 2008; Velandia et al., 2008). En el mundo
esta especie de hongo es la méas cultivada y comercializada (Salmones et al., 2011;
Sonnenberg et al., 2011). Este género comprende alrededor de 200 especies (Kirk et

al., 2008).

2.4.3. Hongos silvestres en México.

Las zonas boscosas representan una fuente importante para la recoleccion de hongos
nativos para las comunidades rurales que se encuentran aledafas y que generalmente
son localidades de subsistencia; esta actividad es una fuente de ingresos y
alimentacion durante la temporada de lluvias (Alvarado-Castillo & Benitez, 2009; Boa,
2005).

El conocimiento de la micologia tradicional es la base de todo aprovechamiento de los
hongos silvestres, debido a que permite determinar y conocer las especies que pueden
ser potencialmente susceptibles de cultivo, con fines de consumo y comercializacion,
especialmente aquellas que son valoradas regionalmente. Los pobladores juegan un
papel importante debido al consumo y conocimiento tradicional, debido a esto es
posible seleccionar especies adaptadas a las condiciones ambientales de la region,

brindar elementos para definir sustratos y mejorar la tecnologia de la industria del
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cultivo de hongos, lo cual permite mayor y mejor aprovechamiento del germoplasma
propio, reduciendo asi su dependencia genética y tecnolégica (Garibay-Orijel, et al.,
2010).

La década de los setenta, marco un paso significativo en investigaciones cientificas en
organismos del Reino Fungi, debido a sus propiedades medicinales y al legado cultural

gue se tienen de ellos, en especial en el Lejano Oriente (Suarez et al., 2011).

2.5. Medios de cultivo para la obtencion de semillay conservacion.

Para el cultivo, desarrollo y crecimiento de hongos comestibles en laboratorio, es decir
el incremento del micelio en cajas petri o tubos de ensaye, 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. Cada especie de hongo tiene sus propios
requerimientos nutricionales por lo que se utilizan diferentes tipos de medios de cultivo
(Guzman et al., 1993). Los medios de cultivo son generalmente vendidos por casas

comerciales en diferentes presentaciones.

Se han realizado inmensidad de trabajos donde citan medios de cultivos empleados
para el crecimiento de especies de hongos, 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
(Stamets, 1993). Asi mismo para el mantenimiento de las cepas se utiliza agar extracto
de malta (EMA), agar cereza, agar malta al 2 y 4%. Medios realizados con extracto de
cereza, avena y PEGS (peptona, glucosa, sacarosa y sales minerales) (Lechner,
2002).

14



La conservacion de las cepas de hongos comestibles por periodos prolongados de
tiempo es el objetivo principal de los coleccionistas de hongos o ceparios. Las
resiembras continuas en medios de cultivo es un método tradicional efectivo para la
conservacion a corto plazo. Sin embargo, este método aumenta el riesgo de
contaminacion ya sea accidental o de cambios en las caracteristicas morfoldgicas y

fisioldgicas de los organismos (Chvostova et al., 1995).

La preservacion de cepas en nitrogeno liquido es la alternativa mas recomendable
para los hongos que no esporulan en el micelio, ya que disminuye los riesgos de
contaminacion o envejecimiento lo que permite un manejo adecuado en colecciones
con gran namero de cepas. Sin embargo, se debe tener conocimiento sobre el proceso
para realizar la congelacion de los micelios y asi obtener una recuperacion adecuada
de los mismos. Todo esto depende de la viabilidad de las muestras congeladas, es
decir, se debe tener en cuenta la especie de hongo, la edad y condiciones de
crecimiento de los micelios, presencia y tipo de crio-protector, velocidad de penetracion
del crio-protector, la velocidad y método de congelacion, temperatura y el tiempo de
descongelacién (Chvostova et al., 1995; Mata et al. 1994; Mata y Pérez-Merlo, 2003).

Para que el método de la congelacion sea efectivo y las células no se vean afectadas,
debido a que la temperatura del nitrégeno liquido es de -196°C, se utilizan soluciones
protectoras (crio-protector), estos evitan que se formen grandes cristales en el interior
de las células congeladas. El uso de las soluciones crio-protectoras generalmente se
considera como indispensable en el proceso de conservacion de las cepas (Mata et
al., 2000).
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2.6. Los sustratos en el cultivo de hongos comestibles

El Agaricus bisporus se desarrolla especialmente sobre aquellos materiales que se
encuentran descompuestos lo que permite un crecimiento mas rapido (Kerrigan et al.,
2013). Para la produccion de los hongos comestibles se utilizan un gran nimero de
sustratos, tal es el caso para el hongo seta (Pleurotus ostreatus), los materiales mas
utilizados para este tipo de hongo son los que cuentan con mayor disponibilidad de
carbono como lo es la paja de trigo, avena, sorgo, y algodon, también se emplean
virutas de madera y cortezas, tallos de plantas de maiz, desperdicios de café, residuos

de la industria papelera, fibra de coco, entre otros (Stamets, 1993).

2.6.1. Caracteristicas de los sustratos para el desarrollo de

Agaricus bisporus

El material en donde el micelio se desarrollard se le conoce como sustrato, en este
medio especial de cultivo hay diferentes microorganismos que también requieren de
alimentarse, en este caso el champifidon tendrd que competir selectivamente por los
nutrientes, ya que en el medio hay bacterias, actinomicetos y otros tipos de hongos

que no dejaran que el hongo en cuestion se desarrolle (Garcia-Mendoza, 2002).

Los macromicetos tienen una gran capacidad de crecer en diferentes sustratos, asi
como en condiciones medioambientales (altas temperaturas), la FEL (fermentacion en
estado liquido), es una técnica utilizada como herramienta para obtener el mayor
provecho en un cultivo, es decir se mide, temperatura, el pH, la agitacion y los medios

de cultivo.(Suarez et al., 2012).

El carbono es la fuente directa que provee de energia al hongo para su metabolismo

asimismo este le ayuda a formar las diferentes partes fructiferas, y es de vital
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importancia porque este elemento es el que los hongos requieren en mayores
cantidades (Sanchez, 2002).

Los hongos pertenecientes a la familia agaricales son saprofitos ya que obtienen los
nutrientes necesarios del material en donde se desarrollan (Gaitan-Hernandez et al.,
2002). La lignocelulosa es el principal componente de la biomasa, comprende
alrededor de la mitad de la materia vegetal producida por la fotosintesis (también
llamada fotomasa) y simboliza la fuente renovable més abundante como recurso
organico en el suelo (Pérez et al., 2002). El principal componente de los materiales
lignoceluldsicos es la celulosa, seguida por la hemicelulosa y la lignina. Precisamente
la lignina es un complejo quimico aromatico fendlico situado entre las moléculas de
celulosa de la pared vegetal, lo que hace muy dificil su degradacion. Los hongos
conocidos como pudricidn blanca estan considerados como agentes primarios de
descomposicion de compuestos lignoceluldésicos ya que emplean los desechos
agricolas en su forma original sin que antes hayan sido sujetos previamente a algun
proceso de degradacion bioquimico o microbiolégico (Ten et al., 2001, Howard et al.,
2003, Sanchez, 2010). La celulosa y la hemicelulosa son macromoléculas constituidas
a partir de diferentes azucares; mientras que la lignina es un polimero aromético

sintetizado a partir de fenilpropanoides precursores (Prassad et al., 2007).

Los sustratos que son degradados por los hongos contienen gran variedad de enzimas
extracelulares y substancias nutritivas, esto es de gran ayuda para el medio ambiente
ya que al mezclarse en zonas contaminadas permiten la degradacion de compuestos

toxicos y favorecen el desarrollo de otros microorganismos (Chang y Miles, 2004).

17



2.6.2. Compostaje de los sustratos

Para que la produccién del champifion sea buena y rentable es necesario tener en
cuenta como se realiza el proceso del compostaje. EI compostaje es el resultado que
se obtiene de compuestos que forman o formaron parte de seres vivos en un conjunto
de productos de origen animal y vegetal. Se denomina “compostaje” al ciclo aerdbico
(con alta presencia de oxigeno) de descomposicién de la materia organica (Griensven,
1988).

Los materiales que conforman una composta pueden variar dependiendo de las zonas
de produccién. Para la preparacién de composta pueden utilizarse diferentes tipos de
materiales agricolas, que pueden variar en bajos costos y facil adquisicién (Fernandez,
2005).

Para la produccion comercial del champifion en cuestién del compostaje de los
materiales es muy utilizada la metodologia tradicional que consiste en mezclar
estiéercol de caballo o de aves de corral con paja, heno mazorcas, etc. La
descomposicion de la composta se presenta en dos fases, la primera consiste en una
digestion aerdbica y microbiana de la materia orgéanica. Este proceso se efectia al aire
libre, bajo techo o en bunkers aireados y puede tardar de 5-15 dias dependiendo de
los cambios climaticos (Beyer, 2005). La segunda fase se realiza en interiores que
puede durar de 5-7 dias en donde pueden alcanzar temperaturas de 45-60° C, en esta
fase el compost se pasteuriza y el amoniaco se reduce a niveles que no son toxicos

para el hongo (Laborde et al., 1993).

La realizacion de la composta suele ser un proceso un poco tardado, para ello los
productores buscan la manera de hacer el proceso mas rapido, sin generar
inconvenientes por ejemplo el mal olor generado por la composta. Existen métodos

alternativos de cultivo en sustratos no composteados, con estos procedimientos se
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obtienen eficiencias biolégicas aceptables de un 90 a 200%, que en las fases
tradicionales. Por otro lado, los inconvenientes al utilizar estos métodos son el uso de
materiales de alto costo, como los granos, el uso de altas temperaturas para
pasteurizar y esterilizar el sustrato (Sanchez & Royse, 2001; Sanchez et al., 2002;
Garcia et al., 2005; Bechara et al., 2005, 2006).
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[ll. MATERIALES Y METODOS

La investigacion se llevd a cabo en la Universidad Autdbnoma Agraria Antonio Narro
ubicada en las coordenadas 25°21'13"N 101°01'56"0 y a una altitud de 1763 msnm, en
Saltillo, Coahuila México, y se realizé en el Laboratorio de Ecologia del Departamento

de Botanica.

3.1. Preparacion de los medios de cultivo

Para esta investigacion se determiné utilizar cuatro diferentes medios de cultivo, estos
fueron: PDA (papa-dextrosa-agar), Agar-Eosina-Azul de Metileno, Agar-Dextrosa-
Sabouraud y agar bacteriol6gico. Para la preparacion de los medios de cultivo se siguio
la metodologia descrita por Villegas et al. (2007) y Stamets (1993). Los medios de
cultivo fueron reconstituidos de acuerdo con las indicaciones del fabricante. Para esto
se siguid el procedimiento siguiente: una vez pesado cada medio, se colocaron en
vasos de Erlenmeyer y se afor6 a 1 L con agua destilada, cada uno de los recipientes
se situaron en una parrilla con agitadores esto con el fin de no formar grumos, después
se introdujeron en la autoclave durante 15 minutos a una presion de 15 PSly 120° C,
terminado este proceso se dejaron reposar hasta que se pudieran manipular, se le
agrego antibidtico (gentamicina de uso veterinario), antes de que el medio gelificara
por ultimo se vacio en las cajas Petri, se dejo solidificar para ser utilizado, en el

aislamiento de las cepas.
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3.2.  Aislamiento de los hongos en medio de cultivo

Para el aislamiento de los hongos, estos se desinfectaron previamente en inmersion
en una solucion de hipoclorito de sodio al 6% durante un periodo de 3 minutos,
posteriormente se enjuagaron perfectamente hasta eliminar excedente de la solucién
desinfectante. Después de un periodo de secado, con la ayuda de un bisturi y aguja
de diseccidn se cortaron explantes (pequefios trozos en cuadro de 1lcm X lcm
aproximadamente) de diferentes partes del champifion (Pileo o sombrero, laminilla y
estipe o pie), estos fueron utilizados para la siembra en los diferentes medios de

cultivos previamente preparados.

3.3. Siembray establecimiento del experimento

La siembra se hizo en presencia de mecheros encendidos con el propésito de evitar
cualquier agente contaminante, se utilizaron los explantes cortados previamente y se
depositaron en el interior de la caja Petri con el medio de cultivo. En total se
establecieron 30 cajas Petri por cada medio de cultivo (10 de sombrero, 10 de lamilla
y 10 de pie), para un total de 120 cajas Petri. Estas cajas Petri se utilizaron para
establecer el experimento bajo dos condiciones de luminosidad para la incubacion (luz
y oscuridad), por lo que, el 50% de cada medio de cultivo (15 cajas) se destinaron para
cada condicion. El disefio factorial, la unidad experimental consistié de una caja Petri
con cuatro explantes (Figura 1) y cinco repeticiones para un total 20 explantes por
tratamiento. Las cajas Petri previo a la incubacién se sellaron con plastico adherible
(parafilm®), con el propdésito de evitar que se abrieran y/o contaminaran durante el

monitoreo.
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Figura 1. Explantes de laminilla de champifién en caja Petri.

3.4. Condiciones de incubacién del experimento

Se colocaron cinco cajas Petri de cada explante y medio de cultivo bajo oscuridad
dentro de una bolsa de plastico color negro, y otro grupo igual de cajas Petri se
colocaron en condiciones de luz blancay se establecieron bajo las mismas condiciones

de temperatura (25-27° C) en la cAmara de incubacion.

El experimento para esta etapa consisti6 de tres tratamientos, considerando los
explantes del hongo (sombrero, laminilla y pie), sin embargo, se consideraron otros,
efectos en el desarrollo del hongo, por lo que se analizaron con un arreglo factorial,
donde se definieron como factores: A) La condicién de luminosidad (luz y oscuridad),
B) zona del explante (sombrero, laminilla y pie) y C) medios de cultivo (PDA, Mb,
Sabouraud y Agar B). En todos los casos las variables, se evaluaron alos 9, 11y 13,
dentro de las variables a considerar, fueron: el crecimiento micelial en porcentaje (CD),

la velocidad de cobertura total del micelio en dias, dentro de la caja Petri (LD); asi
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como la presencia de microorganismos contaminantes sobre el medio de cultivo, por
bacterias (BACD) y hongos (HOND).En todos los casos se evalud el crecimiento
micelial en porcentaje de crecimiento de micelio del explante y la velocidad de
cobertura total del micelio en dias, dentro de la caja Petri (Figura 1).

3.5. Andlisis estadistico
Los datos se analizaron bajo un disefio experimental completamente al azar con un
arreglo factorial de 4 x 3 x 2, por medio de un analisis de varianza y una comparacion

de medias por el método de Rangos de Duncan con una confiabilidad del 99%
(a=0.01), mediante el programa estadistico de SAS (SAS Institute, 2002).
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IV. RESULTADOS Y DISCUSION

En la evaluacion del crecimiento micelial del hongo comestible del tipo champifion (A.
bisporus) aislado de explantes de sombrero, laminilla y pie de cuerpos fructiferos y
sembrado en los diferentes medios de cultivo y sometidos a condiciones de luz y
obscuridad, los resultados de crecimiento micelial, velocidad de cobertura con micelio
de la caja Petri, y presencia de contaminantes en el medio de cultivo, después del
andlisis de varianza todas las variables presentaron diferencias altamente
significativas con una confiabilidad del 90% (a<0.10) entre tratamientos por lo que con
estos datos se aprueba la hipotesis indicando que al menos un tratamiento aplicado

tuvo el efecto positivo sobre las variables evaluadas (Cuadro 2).

En el andlisis factorial sobre el comportamiento del aislamiento de Agaricus, se
consideraron tres factores: la condicién en la que crecieron las cepas referida a
oscuridad y/o luz (Factor A); el tejido del cual provenia el explante que se sembré en
el medio, por lo que se empleé sombrero, pie y laminilla (Factor B) y los medios de
cultivo en los que se realizo el aislamiento, fueron: PDA, Mb, Sabouraud y Agar B
(Factor C); en este sentido se encontr6 que el modelo aplicado al andlisis estadistico,
arrojo diferencias significativas con una confiabilidad del 90% (0<0.10), para las
variables relacionadas al crecimiento de la cepay a las que se registraron relacionadas

a la presencia de microorganismos contaminantes (Cuadro 2).

Al descomponer el modelo se pudo apreciar que el Factor A, relacionado a la condicion
en la que crecieron las cepas y la presencia de bacterias contaminantes en el medio
de cultivo mostré diferencias altamente significativas en las variables CD9 y BACD?9,
lo indica que la influencia de la luz en los primeros dias presenta un efecto en el
desarrollo del hongo Agaricus, en comparacion con las etapas posteriores (Cuadro 2).
Leal (1981) y Singer (1964) mencionan que el micelio se desarrolla mejor en
condiciones de oscuridad, siendo su comportamiento similar a su condicién natural,
donde el hongo coloniza primero en un ambiente poco iluminado. Igual a esto Vargas

& Kazue (2008) reportan que el crecimiento micelial de Lentinus strigosus tiene un
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mejor desarrollo en condiciones de oscuridad en un medio de Agar Sabouraud

Dextrosa en condiciones de agitacion.

Sin embargo, esta condicion de iluminacién (Factor A) para la presencia de hongos
contaminantes presento diferencias altamente significativas en la variable HOND13, lo
cual demuestra que la incidencia de luz tiene efecto en las etapas de desarrollo y la
susceptibilidad a contaminantes, opuesto a esto la longitud de la cepa no mostré
diferencia significativa en ninguna de las variables evaluadas por lo que la luminosidad

no tiene efecto en el desarrollo del hongo.

Mientras que los factores B y C al relacionarlos con el crecimiento de las cepas (CD9,
CD11yCD13)y la presencia de bacterias contaminantes (BACD9, BACD11, BACD13)
mostro diferencias altamente significativas para todas las variables evaluadas por lo
gue el medio de cultivo y el explante si influye en todas las etapas de desarrollo del
hongo pero para el crecimiento de hongos contaminantes solo mostro diferencias
significativas en la variable HOND9 y HOND11; y para el factor C solo afecto en la
variable HOND9; por lo que posteriormente a este tiempo el desarrollo del hongo
Agaricus no se vera afectado por presencia de contaminantes de tipo fangico en el
medio de cultivo. Para estos factores (B y C) la longitud de la cepa no mostro ninguna
diferencia significativa en las variables evaluadas por lo que el medio de cultivo y

explante no afecta la longitud del hongo (Cuadro 2).

En el caso de la interaccibn que se genera al realizar el analisis con un arreglo
factorial, se encontraron diferencia significativas con una confiabilidad del 90 y 95%
(a=0.10 y a<0.05) para todas las variables en estudio excepto HOND11 y HOND13,

donde no se reflejaron diferencias estadisticas (Cuadro 2)
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Crecimiento de la cepa

Longitud de la cepa (mm)

Presencia de bacterias
contaminantes en el

Presencia de hongos
contaminantes en el

Fuente de variacion Gl (dias) medio de cultivo (dias) medio de cultivo (dias)
9 11 13 9 11 13 9 11 13 9 11 13
Modelo 23 0567 0921 0.88* 26444 42416 6658 1173 1282% 1.093* 0.061* 0.109% 0.236MNS
A)Cond'c'or:lfgfcur'dadylo 1 0958+ 0359 0325 3991 34572 72.587% 0028 01928 0.0008 i85 g101ns  0.020m
B) Medio de cultivo 3 0457* 0615% 0.622* 34175 57.504 86.16NS 2146 1628 1.256* 0.004* 0.079%* 0.303NS
C) Explante 2 2.867* 4.643* 3142 2609 14512 19465 4.900% 4.815% 4.888* 0.022** 0.106NS 0.140MNS
'”(tiiaBi‘é‘)’” 17 0.293% 0.570%* 0.692* 29.25NS 43.49NS  68.32%  0.631** 0.869%* 0.682%* 0.068 0.115M 0.247N
Error 96 0162 0177 0174 2077 3237 4564 0078 0119 0133 0029 0031  0.070

Total 119
C.V. (%) 63982 55522 57.534 113.146 99.043 98531 84.269 76.68 84.269 132.63 10628 115.28
R? 0456 0554 0547 0233 0238 0259 0662 0719 0662 0330 0452  0.445
Media 5022 5772 5585 403 574 6.86 2982 1253 3377 1607 3315  20.65

Cuadro 2. Cuadros medios del andlisis de varianza de los métodos de crecimiento y dias a desarrollo del hongo

Agaricus bisporus.

gl: grados de libertad; CD: crecimiento de A. bisporum en dias; LD: longitud del crecimiento de A. bisporum en dias; BACD: dias a la presencia

de bacterias, en el aislamiento; HOND: dias a la presencia de hongos, en el aislamiento; A*B*C: representa la interaccion de los tres factores;

C.V.: Porcentaje del coeficiente de variacion R2: Coeficiente de determinacion; NS: no significativa; ** y *: diferencias significativas con una

confiabilidad del 90 y 95%, respectivamente.
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En la comparaciéon multiple de medias (Cuadro 3) se encontré que al establecer el
aislamiento bajo obscuridad en los primeros dias hay mayor desarrollo del hongo con
un 55.84%, lo que resulta en un 11.25% mas de crecimiento con respecto al desarrollo
gue se da con la presencia de luz, mientras que la presencia de hongos contaminantes
se presentan en los primeros dias de crecimiento bajo la incidencia de luz, con un
18.75% lo que se expresa un 5.42% menor incidencia de hongos contaminantes bajo
condiciones de oscuridad (Cuadro 3). Sin embargo, para las condiciones de longitud y
presencia de bacterias no hubo diferencia significativa entre las variables por lo que
podemos decir que la incidencia de luz y/o oscuridad no afecta en las etapas de

desarrollo, para esas variables.

En el caso del uso de diferentes medios de cultivo utilizados para el aislamiento de
Agaricus, se encontré que, al utilizar el medio de PDA, Agar B y Sabouraud el
comportamiento de las variables es el mismo, ya que fueron en los que se expreso el
mayor crecimiento de la cepa; mientras que al utilizar un medio Mb se genera un menor
crecimiento (Cuadro 3), por lo que no se sugiere ser empleado para el aislamiento de
cepas de A. bisporus.

En lo que respecta a longitud de la cepa el medio Agar B fue el que presento los valores
mas altos, con respecto a todas las variables; mientras que el PDA no presento
respuesta favorable en A. bisporus; sin embargo, en el medio de cultivo Mb el
comportamiento de las variables no presento diferencias en la longitud de la cepa con
respecto a los valores obtenidos en con el empleo de los otros medios de cultivo (PDA,
Agar B y Sabouraud). Ahora bien, el medio de cultivo que presento mayor incidencia
de bacterias contaminantes fue el Mb opuesto a esto el medio de Agar B presento
menor incidencia de bacterias, mientras que los medios de PDA y Sabouraud
produjeron la misma cantidad de bacterias para todas las variables evaluadas, lo que
indica que los componentes de cada uno son determinantes para el desarrollo de
patogenos bacterianos que afecten el aislamiento puro A. bisporus. Con respecto a la
incidencia de hongos contaminantes en el medio de cultivos, éstos se vieron afectados

después de los 11 dias de establecida la siembra de la cepa, el medio de PDA presenta
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el menor porcentaje de incidencia de hongos contaminantes (HOND11), sin embargo,
conforme pasan los dias este dato se invierte y puede que debido al manejo o a la
concentracion de nutrientes que tienen este medio de cultivo, se obtuvo mayor nimero
de hongos contaminantes en el aislamiento. Al final de la evaluacion (HOND13) el resto
de los medios de cultivo, tuvieron menor presencia de contaminantes fungicos, con
respecto al PDA (Cuadro 3).

En lo que respecta al ultimo factor el mejor explante para el crecimiento de la cepa
para todas las variables fue el sombrero mientras que el menos recomendable para
realizar aislamientos es el tejido del pie, lo que se expresa principalmente en las
variables CD9 y CD11. Un tejido que puede ser empleado es el de laminilla, debido a
gue presento valores intermedios en todas las variables en estudio; sin embargo, el
explante no afecto la condicién de longitud de la cepa en ninguna de las variables,
opuesto a esto, el tipo de explante si afecto de manera significativa la produccién de
bacterias, ya que en explantes obtenidos del pie del hongo, presenté mayor incidencia
de bacterias, mientras que el tejido con menor cantidad de este contaminante se
obtuvo en explantes de sombrero y encontrando un valor intermedio en laminilla para
todas las variables evaluadas. En lo que respecta a la condicion de hongos
contaminantes, se obtuvo para la variable CD9, todos los explantes son
potencialmente propicios para la produccion de otro tipo de hongos, aunque los
explantes de pie presentan mayor contaminacién por hongos, al realizar aislamientos

de A. bisporus principalmente para las variables CD11 y CD13 (Cuadro 3).

Suarez et al. (2011), mencionan que el PDA tuvo excelentes resultados para el
crecimiento de las cepas de L. edodes y Pleourotus pulmonaris, debido a que el micelio
mostro un buen desarrollé; ademas, mencionan que el medio de cultivo Sabouraud no
fue el mas apto, en todos los casos el crecimiento micelial se detuvo sin embargo este
medio se deshidrato. Opuesto a esto Nasim et al. (2002), reporta que el PDA en la
condicion del crecimiento micelial en hongos ostras fue el que el report6 el crecimiento

mas lento, mientras que el agar extracto de malta (EMA), fue el mejor para obtener un
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crecimiento mayor en este tipo de hongos. Igual a esto Hernandez et al. (1995) en un
trabajo realizado con medios de cultivo (EMA, PDA y Sabouraud), en especies del
hongo Pleourotus reporto que de los tres medios utilizados el EMA obtuvo un mejor

valor en comparacion al PDA y Sabouraud.
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Cuadro 3. Prueba de comparacion del rango multiple de medias por el método de Duncan para el factor ambiente.

BACD BACD1 BACD1 HOND HOND1 HOND1

Ambiente CD9 CD11 CD13 LD9 LD11 LD13 9 1 3 9 1 3
Luz 4458 54.17 52.08
b a a 3.868 5.20a 6.07a 30.842 16.25a 35.83a 18.75a 32.50a 21.67a
Oscuridad 55.83 61.25 59.59
a a a 4,192 6.28a 7.63a 28.752 8.75a 31.67a 13.33b 33.75b 19.58a
Medio
PDA 55.00 64.17 63.33
a a a 3.19b 4.32b 5.33b 17.52c 14.17c¢ 25.00c 21.67a 20.00a 30.83a
Agar B 56.67 6250 57.52
a a a 5.342 7.43a 9.04a 36.67b 12.50b 39.17b 16.67a 38.33ab 20.00b
Mb 38.33 44.17 4250 4.44a 6.26a 7.33a
b b b b b b 51.672 11.67a 53.33a 15.83a 50.00ab 19.17b
Sabourau 50.83 60.00 60.00 4.96a
d a a a 3.12b b 5.71b 13.33c 11.67c 17.50c 10.00a 24.17b 12.50b
Explante
Pie 31.25 35.63 38.76
c c b 3.752 5.06a 6.23a 50.012 15.00a 51.88a 21.25a 54.38a 26.25a
Laminilla 50.63 57.50 52.50
b b b 4,062 6.00a 6.69a 39.38b 10.63b 45.00b 11.88a 41.88b 15.63b
Sombrero 68.75 80.00 76.25
a a a 4262 6.17a 7.62a 0.00c 11.88c 4.38c 15.00a 3.13b 20.00ab

Medias con la misma letra con estadisticamente iguales; PDA= Papa-Dextrosa-Agar; Agar B=Agar-Bacteriologico; Mb= Agar-Eosina-Y Azul-De

Metileno; Sabouraud= Agar-Dextrosa-Sabouraud; CD9=crecimiento dia hueve; CD11=Crecimiento dia once; CD13= Crecimiento dia trece; LD9=

Longitud dia nueve (mm); LD11= Longitud dia once (mm); LD13= Longitud dia trece (mm); BACD9= Bacteria crecimiento dia nueve; BACD1=

Bacteria crecimiento dia once; BACD13= Bacteria crecimiento dia trece; HOND9= Hongo crecimiento dia nueve; HOND11= Hongo crecimiento

dia once; HOND13= Hongo crecimiento dia trece.
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La comparacion multiple de medias (Cuadro 4) entre las interacciones indicé que al
finalizar la prueba al dia 13, las variables de crecimiento, longitud de la cepa y la
presencia de patdgenos (bacteria y hongos), se comportaron de forma diferencial; sin
embargo, la interaccion que mostro mayor crecimiento se mostro en la interaccién luz,
medio Agar B y explante de laminilla, lo que indica que estas condiciones puede ser
las Optimas para desarrollar inoculo factible y en mas rapido tiempo de Agaricus lo
mismo ocurre en condiciones de oscuridad utilizando el mismo medio de cultivo y tipo
de explante. En este sentido Cedano (1989), en un estudio realizado sobre el
comportamiento en laboratorio sobre cinco cepas de P. ostreatus y cuatro medios de
cultivo (EMA, PDA, Sabouraud y agar con extracto de trigo, paja y malta, bajo
condiciones de oscuridad total y a temperaturas de 28-30°C, concluyo que el medio de
cultivo mas adecuado fue el agar con extracto de trigo, paja y malta. Por su parte,
Acosta et al. (1994) reportan el comportamiento de una cepa silvestre de México P.
ostreatus en agar con extracto de malta bajo incubacion a 29-30°C en oscuridad,
donde indica que la velocidad de crecimiento fue de 8.5 mm/dia y con requerimiento

de 11 dias para cubrir la caja Petri.

Es importante mencionar que dependiendo del tipo de objetivo de produccion también
se podria utilizar un medio de cultivo PDA con un explante de sombrero ya que igual
al anterior tanto en condiciones de luz y/u oscuridad no se presentaran patdgenos
contaminantes y aunque no supera el crecimiento que se presentd en el Agar B permite
obtener un buen crecimiento y desarrollo del hongo comestible. Sin embargo, al
cambiar el medio de cultivo y el tipo de explante en condiciones de luz afecta de
manera significativa el crecimiento y desarrollo del hongo. Al respecto, Suarez (2010)
reporta que el carpéforo (sombrero) es una amplia fuente de contaminacion de
bacterias y hongos debido a la exposicién que este presenta con el ambiente, por lo

cual recomienda se realice una desinfeccién del explante para evitar dicho problema.
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Cuadro 4. Comparacion multiple de medias

No. Interaccion CD13 LD13 BACD13 HOND13
1 L*M1*El 50cdef 9.73abcd 35fghij 65a
2 L*M2*E2 35efg 1.96de 75cdef 15cde
3 L*M3*E3 85abc 6.58abcde 0j 25cde
4 L*M4*E1 45def 4.45cde 5hij 5e
5 L*MI1*E2 85abc 4.43cde 0j Oe
6 L*M2*E3 100a 14.922 0j Oe
7 L*M3*El Og 0.00e 100a 10de
8 L*M4*E2 35efg 2.86cde 60defg 15cde
9 L*MI1*E3 60bcde 1.89de 25j 55ab

10 L*M2*El 45efg  9.55abcd  40efghij 30cde
11 L*M3*E2 25efg 6.70abcde 85bcd 15cde
12 L*M4*E3 60bcde  9.73abcd 5ghij 25cde
13 O*M1*El 15ef 4.28cde 90bc 25cde
14 O*M2*E2 45efg 13.23ab 60cde 30bcd
15 O*M3*E3 45efg 10.10abcd 5] 10de
16 O*M4*El 80ab  5.36bcde Ohij Oe
17 O*M1*E2 85abc 7.6labcde 0j Oe
18 O*M2*E3 95a 7.68abcde 0j Oe
19 O*M3*El 50cdef 9.63abcd 85ab 30cde
20 O*M4*E2 60bcde 5.84bcde 35defgh 25cde
21 O*M1*E3 85abc 4.04cde 0j 40bcd
22 O*M2*El 25efg 6.86abcde 60cdefg 45bc
23 O*M3*E2 50ef 10.89abc 45defghi 25cde
24  O*M4*E3 80abcd  6.01bcde 0ij 5e

Medias con la misma letra con estadisticamente iguales; CD13: media del crecimiento
de la cepa a los 13 dias; LD13: Longitud de la cepa a los 13 dias: BACD13: presencia
de bacterias en el aislamiento a los 13 dias; HOND13: incidencia de hongos a los 13
dias; L: luz; O: oscuridad; M1-M4: los diferentes medios de cultivo empleados (M1=
PDA, M2= Agar B, M3= Mb, M4= Sabouraud); E1-E3: se refiere al explante de tejido,

obtenido del cual se hizo el aislamiento (E1= pie, E2= laminilla, E3= sombrero).
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V. CONCLUSION

Las interacciones entre el medio de cultivo Agar B en conjunto con explante de laminilla
o un medio PDA en combinacion con explante de sombrero ya sea en condiciones de
luz u oscuridad demostraron ser las combinaciones mas eficientes para la produccion
de crecimiento de micelio de champifion, mientras que las interacciones que mostraron
el peor desarrollo de champifiones fueron los medios PDA en condiciones de oscuridad

y Mb en condicion de luz en combinacién con el explante de pie en ambos casos.

Para todas las condiciones evaluadas (luz/oscuridad, medio de cultivo y tipo de
explante) en crecimiento, longitud de la cepa y menor incidencia de patdégenos
contaminantes se presentd a los 11 dias de incubacion.

Para obtener micelio de las diferentes especies de hongos comestibles que existen en
el mundo, hay diversos medios de cultivo, cada uno proporcionara en diferentes
concentraciones elementos esenciales que el hongo necesita para desarrollarse, por
lo que, es importante continuar realizando pruebas con diferentes medios a fin de

identificar el mejor para el aislamiento del hongo Agaricus bisporus.
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