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RESUMEN.

Entre las especies de Volvariella (Fungi, Basidiomycota, Agaricales} con
mayor importancia econdmica destaca V. volvacea al ser un hongo comestible
apreciado principalmente en el continente asiatico. En México, ain no es una
especie cultivada y producida a escafa industrial, aunque crece silvestre sobre
diversos desechos agroindustriales parcialmente degradados. En el presente
estudio se recotectaron y determinaron ejemplares desarroilados en bagazo de
maguey tequilero parciaimente fermentado de ia region de Tequila, Jalisco.
Come primer paso se aislaron cepas a partir del plecténguima de estipite y pileo
de hongos silvestres. Se obtuvieron cinco cepas, de las cuales se eligieron
solamente dos de elias para el estudio. La cepas Vv1 y Vv2 demostraron tener
similitudes en cuanto al crecimientc micelial en medio sélido v en los fres
tratamientos empleados para el cultivo de micelio en medio liguido,
demostraron ser iguaimente efectivos, con ello, se demuestra que es posible
llevar a cabo un aislamiento y propagacion masiva de bicmasa a panir de
ejemplares silvestres desarrollandose en bagazo de maguey en fermentacion vy
con esto lograr establecer cepas puras'que permitan en un futuro, la expiotacion

industrial de la especie.

vii



1. INTRODUCCION

Los hongos y bacterias confribuyen a la degradacion de residuos
orgénicos con lo que ayudan a un desarrolic sustentable permanente
favaoraciendo la renovacién de ecosistemas con la reduccion de bio-
contaminantes, por ejemplo, desechos agroindustriales transformandoclos en
alimento para animales y humanos; o en abonos para las plantas (Baena,
2005).

Se calcula gue existen unas 200 especies de hongos comestibles de
las cuales destacan las especies saprobias tales como Pleurotus, Lentinula,
Auricularia y Volvariella. Al género Volvariella se adscriben diversas
especies de hongos comestibles que se caracterizan por poseer la esporada
y l&minas de color rosa y el estipite ¢ pie con volva en su base (Vazquez y
Guzman-Davalos, 1991). Entre las especies de Volvariella con mayor
importancia econdémica destaca V. volvacea (Bull) Singer., conocido
comerciaimente como “paddy Straw mushroom®, “chinese mushroom” u
*hongo de la paja’, ya que ocupa el cuarto lugar en produccion mundial.
Tales cultivos aportan cerca del 6% de la produccion mundial de hongos
comestibles.

En México crece silvestre sobre diversos desechos agroindustriales
parcialmente degradados, como bagazos de cafia de azdcar, de henequén,
de maguey tequilero, pulpa de café, asemines y sobre troncos en
descomposicion de diferentes especies (Agripino y Salmenes, 2006). V.
volvacea pertenece al grupo Basidiomicotina, por lo que se caracteriza por
estar conformados por largas ramificaciones de hifas que se retnen en
cordones rizoidales que poseen la capacidad de desdoblar la materia
organica como lignina y celufosa de los residuos donde crecen {Carrillo,
2003).

Caracteristicamente desarrollan micelic en suelo o madera por mucho
tiempo y en diversas condiciones ambientales como temperatura vy
humedad. Poseen la capacidad de absorber materia organica comao ligninay
celulosa de los residuos donde crecen (Carrillo, 2003). En tales condiciones
se suefen formar cuerpos de reproduccion visibles llamados setas,



carpoforos, cuerpos fructiferos o basidiomas. El nombre cientifico de este
hango a variado con el tiempo y a sido Agaricus volvaceus descrito por Bull.,
Herb. Fr., pl. 262. en el afio de 1978, Volvariopsis volvacea (Bull. :Fr.) Murr.,
N. Amer, Flora 10: 144. En 1917, nombre Volvariella volvacea (Bull.: Fr.)
Sing., Lilloa 22: 401. en 1951, que aparece en la clasificaciéon taxonémica
actual (Shaffer, 1857) (Cuadro 1).

Cuadro 1.- Ubicacién taxonémica de V. volvacea.

Reino Fungf
Eumycota
Division
Basidiomycetes
Clase
Holobasidiomycetes
Subclase
. Hymenobasidiomycetes
Serie
Agaricales
Qrden
" Pluteaceae
Familia
Vofvariella
Genero
. vofvacea
Especie

El género ha sido poco estudiado en el Estado de Jalisco desde el
punto de vista taxonémico y mucho menos el aislamiento de cepas para
realizar cultivos de este hongo como fuente de alimentos no convencionales
{Vazquez y Guzman-Dévaios, 1991); Anteriormente se realizaron estudios
comparativos de la cepa aislada mexicana V. bakeri {(Murrill.) Shafferr v Ia
cepa asiatica V. volvacea (bull.) Singer., Los resultados demostraron que las
caracteristicas morfologicas macroscopicas y microscdpicas confirmaren que



ambas especies son sinénimos y concluyen que el nombre correcto de V.
bakeri es V. volvacea (Martinez-Carrera, ef al., 1986; Vela y Martinez-
Carrera, 1989).

Es un hongo comestible, recolectado para consumo por campesinos
que los reconocen en época de lluvias, con sus nombres comunes: pecho de
gavilan, hongo del bagazo, hongo del rastrojo, hongo de la pulpa de café y
hongo rosado (Agripino y Salmones, 2G06).

V. volvacea contribuye a la economia vy la salud de los seres
humanos en el sureste de Asia y Madagascar desde hace décadas
{Martinez-Carrera et al,, 1986). Investigaciones muestran que a partir de un
extracto alcaloide frid obtenido del cuerpo fructifero de V. volvaceas, se
logra fa extraccién de un glucano con una potente actividad inhibitoria del
crecimiente de tumores inducidos en ratones (Kishida et al, 2001).
También existen indicios de que los extractos de este hongo pueden
funcionar como potentes antioxidantes debido a la cantidad de fenoles que
se encuentran en la fase liquida del extracto (Cheung et al., 2003).

En México, son escasos los estudios efectuados del cultive in vitro de
V. volvacea por lo que surge la necesidad de desarrollar técnicas eficientes
para el aislamiento y purificacién de cepas logradas a partir de especimenes
silvestres recolectados en el Estado de Jalisco. Con este estudio se
proporcionara la informacion necesaria para conservar el germoplasma de
esta especie de hongo de importancia alimenticia y gue en el futuro pueda

funcionar para la produccion a nivel industrial.



2. GENERALIDADES

2.1 Morfologia y Ciclo Biolégico de V. volvacea,

Este hongo cuando es inmadurc, se asoma como un huevecilio
blanguecino cubierto por una membrana o volva, que al crecer se rompe y
sale ef pileo o sombrero y el resto de la funda queda en la base del pie o
estipite. El sombrero mide de 5 a 14 cm de diametro primerc es
campanulado, liso y algo mamelonado en el centro de color gris-ocre o
parduzco con finas fibrillas oscuras radiales; el himenio presenta laminas
libres, blancas que se tornan de color rosa al madurar. Las esporas son de
forma ovoide 7-9 x 4-6 ym. En ambiente adverso presentan otro tipo de
esporas ltamadas clamidosporas de color parduzco de 40-60 pym. Su estipite
es fibroso de mas de 2 cm. de diametro habitualmente encorvado
blanquecine y con la base ensanchada y rodeada por el resto de la volva
(Garcia, 2003).

El ciclo biolégico empieza cuando las basidiosporas germinan, nacen
hifas tabicadas con numerosos nicleos haploides en cada compartimento;
tales hifas constituyen el gametdfito, y son capaces de producir
clamidosporas cenhociticas, que forman nuevos individuos de la misma
generacion; pero, por ofra parte pueden fusionarse por plasmogamia, con
ofras hifas de distinta polaridad, para iniciar un micelio también tabicado, con
numerosos nlcleos en cada compartimento (pero, en este caso, con una
mezcla de ndcleos “pius” y “minus”). Este micelio que representa a la
generacion esporofitica puede, por un fado multiplicarse vegetativamente
mediante clamidosporas, de estructura también cenocitica, con nicleos de
ambas polaridades. Pero, ademas, puede reproducirse por via sexual,
diferenciando  basidiocarpos, cuyas células basididgenas contiene
curiosamente solo dos nlcleos de distinta polaridad. Estos ndcleos
experimentan cariogamia e inmediatamente meiosis, resultando un basidio
normal, con sus cuatro basidiosporas haploides y uninucleadas (Figura 1)
(Cocuccl y Hunzinker, 1994).



Figura 1. Ciclo biologico de V. volvacea. Se observa la reproduccion asexual
formando clamidosporas de la misma polaridad o por medio de hifas mediante
plasmogamia (F) de distinta polaridad que dard origen ofras clamidosporas con
ambas polaridades. Ademas la reproduccion sexual mediante cariogamia (C) de las
células basididgenas y la posterior fase de meiosis (M) resultando un basidio

normal.

2.2 Distribucidn y Ecologia de V. volvacea

Especie de amplia distribucidon a nivel mundial especialmente al
sureste de Asia (China) y parte de Africa (Madagascar} donde se cultiva con
éxito. En Jalisco se ha recolectado en los Municipios de Zapopan,
Tlaguepaque, Taia, Tequita y Mazamitla (Vazquez y Guzman-Davalos,
1991).

V. volvacea prefiere sustratos de azicares y compuestos de facil
asimilacion previamente digerides por microorganismos descomponedores.
Se desarralla en condiciones de baja intensidad luminica, asi como en
ambientes con una humedad relativa de cerca del 80% y temperaturas
aproximadas a los 30° C. Per ello es comin encontrarlos en zonas tropicales



¥ subtropicales sobre restos lignoceluldsicos como ramas y troncos muertos,
asi como bagazo de cafta de azlicar o de agave (Ahlawat of al., 2004).

2.3 Preservacion.
Como primer paso para la preservacion de germoplasma, es

importante efectuar tanto estudios de recoleccion clasificatoria de especies
como de aislamiento de cepas. Asi como esfuerzos para resguardar una
amplia coleccién de cepas de hongos comestibles, con descripcién de sus
caracteristicas bioldgicas, lo que permite la seleccion, meijoramiento y
viabilidad de germosplasma criogenizado, para garantizar la calidad y
rendimiento de cepas como se Heva a cabo en la Unidad de Micoldgica del
Instituto de Ecologia, A. C. (Sobal ef al,, 2007).

3. ANTECEDENTES

En la actualidad las cepas utilizadas para el cultivo de hongos
comestibles provienen de MNorte América, Asia y Europa; por lo que desde
1961 se iniciaron investigaciones en Argentina, Brasil, México y Perd para
conservar el germoplasma de especies nativas. Estas colecciones incluyen
907 cepas de los géneros Agaricus, Agrocybe, Armillarielfa, Auricularia,
Calvatia, Coriolus, Flammulfina, Ganoderma, Hohenbuehelia, Laetiporus,
Lentinula, Lentinus, Pleurotus, Stropharia y Volvariella constituyendo asi un
namero pequefio de cepas aisladas, teniendo en cuenta el tamafo de
Latinoamerica (Martinez-Carrera ot al,, 1999).

Se han desamollado técnicas para la adaptacién de hongos
comestibles silvestres a cultives industrializados utilizan materia prima en
este caso desechos agroindustriales; un ejemplo es en Guatemala donde
han contribuido a la biotecnologia alimenticia y desarrollo sustentable con
obtencién de datos de temperatura y medios sdlidos Gptimos para su cultivo
in vitro y en desechos organicos y caracteristicas macro y microscépicas en
laboratorio de una cepa guatemalteca de V. bakeri creciendo silvestre en
bagazo de citronela (De Ledn, 1985). Un estudio de morfolegia colonial
comparativa de cepas obtenidas de cuitive monosporico de V. bakeri



mexicana y V. volvacea extranjera mantenidas en agar extracto de malta y
posteriormente cultivadas en popotilo de cebada mostraren la misma
morfologia de la colonia micelial no habiendo diferencias significativas en
diametros hifales y clamidosporas y con esta evidencias presentadas en
este estudio se concluye que V. volvacea y V. bakeri son la misma especie
siendo el primero el correcto (Vela y Martinez-Carrera, 1989). En México se
ha hecho un estudic de obtencién de dos cepas de V. bakeri de origen
multiesporico estas cepas se estudiaron en seis medios de cultivo sintético
analizando el comportamiente y morfologia a nivel macro y microscopico
donde los mejores resultados fueron en el medio agar extracto de malia y el
completo especial para el genero Volvariefla (Salmones, 1975).
Posteriormente se valoraron cepas de V. volvacea en restes de hojas de
platano y paja de cebada donde se contrasto el crecimiento micelial in vitro
de fas cepas |[E-653 e IE-106 que alcanzaron promedios de 60.11 ecm* y
62.94 cm? al los seis dias de incubacion {Agripino y Salmones, 2006).

3.1 Aislamiento de cepas.
El micelio de la cepa de hongo de interés se obtiene del aislamiento

de cuerpos fructiferos silvesfres recolectados por micdlogos expertos. El
aislamiento vegetativo consiste en tomar fragmentos de tejido vivo de
contexta de cualquier parte de un hange joven o maduro, sano y colocarlo en
un medio de cultivo sintético nutritivo adecuado. La cepa pura se obtiene a
partir de fragmentos del micelio en crecimiento colocados en un cultivo in
vitro, después la cepa pura puede clonarse y mantenerse (Scto y Arias,
2004).

Se ha observado que el medio Agar extracto de Malta es adecuado
para el cultivo de cepas de V. bakeri, debido a que las colonias cultivadas en
este medio presentan micelio denso y clamidosporas; en relacién a otros
como el medio Sabouraud que si bien presenta buen crecimiento micelial, se
observa poco desarrolio del didmetro hifal y de las células precursoras de
clamidosporas. Ademas existen datos de temperatura dptima (32 a 35°C) de
crecimiento de micelio de cepas de V. bakeri, determinada por el tiempo



necesario para que la caja de Petri se cubra completamente de micelio

(Salmones, 1985; De Le6n, 1985).

3.2 Medios de Cultivos para !a Produccién de Biomasa.

Los sustratos contienen efementos primordiales para el crecimiento y
conservacion de cepas, tales componentes se pueden agrupar en cuatro
categorias:

a) Fuentes de nitrégeno: peptona, caseina, urea, aminoacidos,

suifatos, nitratos de amonio, etc.

b) Fuentes de carbono: glucosa, fructuosa, maltosa, sacarosa,

almiddn, celulosa, galactesa etc.

¢) Minerales: sales de hierro, cobre, magnesio, scdio, potasio y

cailcio.

d) Promotores de crecimiento: vitaminas, como la tiamina y

hormonas como el acido giberéiico.

Entre los productos comerciales disponibies con algunos de estos
elementos y especificos para hongos se encuentra el extracto agar malta
{EMA) v el papa dextrosa agar (PDA). Sin embargo, se pueden preparar
medios de cultivo sencillos tomando atencién los elementos indispensables
antes mencionados y adicionando agar a la mezcla. Una variable en la
elaboracién de medios de cultivo consiste en no agregar agar para obtener
un medio liquido (Soto y Arias, 2004).

En cuanto 2 los estudios disponibles de medics de cultivo en hongos
al evaluar el potencial osmotico del agua en el crecimiento vegetativo de tres
genctipos de Lentinula edodes en MYPA (agar malta levadura peptona) se
determiné que el micelio crecid apropiadamente con un potencial de -0,5
MPa, 55% de humedad; mientras que la cepa se mantuvo a temperatura
ambiente aproximadamente 27° C en un medic agar extracto de malta
(EMA} con un pH de 5,5. Posteriormente, se evaluaron varios medios: agar
levadura, extractd de malta y avena (OMYA); agar levadura extracto de
matta {(MYA) y agar levadura papa dextrosa (PDYA) que mostraron mayor



crecimiento en tiempo por su alte contenido de nitrdgeno, proteinas,

vitaminas y minerales (Villegas et al, 2007).

Con respecto a la blsqueda de alternativas para la produccién de
biomasa y bivcactivos de forma rapida, econémica y confiable se encontré
que el cultivo liguido posee ventaja ante los convencionales; dende la clave
es desarrollar y reformular nuevos medios de cultivo buscando alternativas
viables a la necesidad y poder adquisitivo de cada perscna; y donde se
evalla, ademads, la incidencia de diferentes fuentes de carbono en medio de
sales (MS) y medio basico (MB) ambos medios suplementados con 30 g/l de
una de las fuentes de carbono. La cepa de Grifola frondosa se conservd en
medio agar dextrosa papa {(PDA} con pH 5,5 a 4° C. Se determind que MB
produce mayor biomasa (Zapata et al., 2007).

Y mas aln, el aislamiento y cultivo de tejidos fungicos en medio Melin
Norkrans, mosfré que los extractos acuosos de cuitivos liquidos de micelio
de Lentinula lepideus, Calvalia cyathiformis y Ganoderma aplanatum no son
citotéxicos y contienen sustancias con actividad antioxidante; y el primero
ademas contiene actividad inmuno moduladora (Garza ef al., 2008).

3.3 Cultivo de V. volvacea en residuos agroindustriales.

El cultive de hongos comestibles en la actualidad es una iniciativa
para el desarrollo del sector alimenticio ya que a nivel mundial alcanza una
preduccién de 7 millones de toneladas por afia. El volumen de produccién
anual de hongos comestibles en Latinoamérica mostré un incremento del
32% durante 1985-2001, io que representd una ganancia econémica de 167
millones de délares al afio (Garcia, 2002).

Para el cultivo comercial de V. volvacea a diferencia de ofras de
interés comercial como Agaricus bisporus (J. E. Lange) Imbach, se pueden
desarrollar a temperaturas célidas y al aire libre, lo que representa una
alternativa productiva para las regiones tropicales y un cultive idéneo para
las zonas rurales, ya que requieren bajos costos de inversion. Se han
utilizado materiales lignoceluldsicos tan diversos como los desechos de
algodén la paja de arroz, liric acuatico y bagazo de cafia de azlicar: mezclas



de desperdicios de la cosecha de banano y paja de cebada son también
adecuadas para la produccién de esta especie, debido quizas a ia
caracteristicas del sustrate previamente degradado, en contraste con las
mezclas de pseudotallos y paja de cebada frescos, en las que el crecimiento
fue lento {Agripino y Salmones, 2008).

Estudios en Nigeria, en residuos agricolas como medios de cultivo,
muestran que esta especie presenta un buen nivel de crecimiento en un
amplic rango de desechos celulésicos. Asi, mezclas de algodén y cascara
de arroz producen un desarrollo abundante de micelio; mezcias de pericarpio
de palma de aceite y cascaras de nuez, de rastrojo de maiz y cascaras de
nuez presentan un micelio con crecimiento moderado (Akinyele y Adetuyi,
2005),
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4. PLANTEAMIENTO DEL PROBLEMA

En México, son escasos los estudios efectuados en el desarrollo de
técnicas para el aislamiento de cepas de hongos comestibles a partir de
ejemplares silvestres de V. volvacea. Este hongo es de importancia
comercial en el continente asiatico, de ahi que en estos lugares sea un
alimento muy valorado. En el Estado de Jalisco se desconoce el cultivo de
esta especie de hongo a pesar que este crece copiosamente en el bagazo
de maguey. Por lo que es importante desarroilar trabajos para el cultivo in
vitro, proveer datos e informacién necesaria para la obtencién,
mejoramiento, y conservacién del germoplasma de cepas de importancia
alimenticia; que en el futuro pueda funcionar para la produccidén a nivel

industrial.
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5. HIPOTESIS.

El micelio de V. volvacea crece de forma natural schre diversos
materiales lignocelulésicos, sin embargo, es de poce viger y muy facilmente
se fragmenta, por lo que su viabilidad es muy baja si se expone al ambiente.
Por lo que se plantea la obtencion de micelic de V. volvacea por medio del
aislamiento de plecténgquima a partir de especimenes silvestres que crecen
en bagazo de maguey tequilero, para su propagacion masiva en medios de
cultive que le ayuden a mantener un periodo de vida mas largo.



6. OBJETIVOS.

6.1 General:

Aistar cepas a partir de ejemplares silvestres de Volvariella volvacea,

recolectadas sobre bagazo de maguey tequilero y medir la biomasa micelial

formada en medios de cultivas.

6.2 Especificos:

a)

b)

c)

d)

Reconocer sitios de recolecta de la especie V. volvacea encentrados

en bagazo de maguey tequilero.
Obtener in vitro el micelio vegetative a partir del plecténguima de los

ejemplares recolectados.

Determinar la velocidad de crecimiento de los micelios de las cepas
aisladas en tres medios de cultivo sélido.

Cuantificar la biomasa micelial obtenida en tres medios de cultivo

liquido.
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7. MATERIALES Y METODOS

iLa metodologia que se Hevara a cabo para lograr el aistamiento de V.

volvacea se describe en la (Figura 2).

Recoleccidn de los
especimenes.

r

—

Determinacién
morfolégica de la
especie

F

Caracterfsticas
Macroscépicas

r

Caracteristicas
Microscopicas.

Aislamiento vegetativo
de los especimenes.

y

Evatuacion
del micelio

r

| Medios solides. |

L.L

Velocidad de
crecimiento

:

Medir diametro
de las hifas y
clamidosporas

-

I Medios liouidos I

Biomasa micelial

Peso seco dei
micelio

Figura 2. Diagrama de flujo para el atslamiento y cuantificacion del micelio de

V. volvacea.
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7.1 Recoleccidn de [a muestra.
La extraccién de cuerpos fructfferos fue diversas estapas en desarrollo

det carp6foro; jévenes y maduros en buen estado. La recolecta fue en firaderos
de bagazo de maguey sobre la camretera hacia el poblado de Tequila, Jalisco.
Se tonﬁaron fotos de los ejemplares y ha todas las localidades. Las muestras se
colocaron en una caja de madera y se cubrieron con un costal para evitar
malirato y excesiva deshidratacién. Se transportaron a la sata de cultivo de

hongos comestibles en el CUCBA.

7.2 Determinacion morfoldgica de ia especie.

Para la determinacidn morfoldgica de la especie se anotaron las
caracteristicas macroscépicas en fresco de las muestras recolectadas taies
come: Tamafo, forma, estructura, color y olor del pileo, margen, laminas,
estipite, base, contexto (Deschamps, 2002). Para determinar la especie se
empiearon las claves dicotomicas descritas por Gastén-Guzman 1986;

Vazquez y Guzman-Davalos, 1991,

7.3 Caracteristicas microscdpicas de los ejemplares recolectados

A partir de efemplares maduros deshidratados se hicieron cortes en
"cepillo” de las laminas, con la ayuda de una navaja. Un fragmento de las
laminas se colocté en un portacbjetos al cual se le agregd una gota de KOH
(hidréxido de potasio} al 3%; para apreciar mejor las estructuras encontradas
se utilizé el reactive Rojo Congo. Posteriormente se cubrié con un cubreabjeto
y se procedid a observar y medir estructuras tales como, basidios y esporas
con ayuda de un microscopic Marca Kart Zeiss Modelo k8 a los objetivos 10X,
40X y 100X {Guzman, 2004).

7.4 Aislamiento y mantenimiento de las cepas

Para el aistamiento de las cepas se desinfectd el material (aguja y pinzas
de diseccién} y la campana de fluio laminar con alcohol etilico 90%. Se
encendio la campana & minutos antes de empezar y un mechero justo antes de
miciar el aislamiento con el fin de tener un ambiente aséptico y evitar

contaminacidn.
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Para el aislamiento se seleccionaron cuerpos fructiferos gue mostraron
las mejores condiciones. Se limpiaron superficialmente para eliminar el sustrato
donde estaban creciendo y se colocaron en una toalla de papel extendida
dentro de la campana de fiujo laminar. Con las manos limpias y desinfectadas
con alcohol, se partié verticalmente cada espécimen desde el pileo hasta la
base de la volva. Con Ia ayuda de una pinza metélica se tomaron fragmentos
tanto del contexto hifal {Plecténquima) det centro pileo y estipite, sin tocar el
margen para evitar contaminacion. En generat se tomaron 6 fragmentos de
cada porcion del cuerpo fructifero los cuales depasitaron en cajas de Petri con
medio de cultivo a base de harina de papa. Se rotularon con fecha y nombre
para cada fragmento de hongo. Posteriormente se incubaron en una estufa a
27° C por tres dias o hasta ver la formacién de micelio.

Una vez que hubo formacidén de micelio se procedid a purificar este, ya
que algunos fragmentos presentaban signos de contaminacién por bacterias.
Con la ayuda de una sacabocados de 0.5 cm de diametre y aguja de diseccién
se tomd un circuto de agar con micelio en progreso (preinoculo), lo mas alejado
del fragmenté de Plecténguima inicial Este micelio se coloco en un medio de
cultivo en el centro la caja de Petri con medio de cultivo de agar con extracto de
malta (EMA). Se contindo con la incubacion a 27° C por tres dias y se repitio el
procedimiento hasta obtencidon de las cepas libres de contaminantes. Para ia
preservacion de las cepas puras se efectuaron transferencias cada 15 dias en
medio de cuitivo EMA (Soto y Arias 2004)

7.5 Caracteristicas macroscépicas del micelio de las cepas aisladas

En las cepas aisladas y mantenidas en medio EMA se anotaron aigunos
aspectos de la morfologia del micelio, tales como: densidad, micelio aéreo,
color y presencia de clamidosporas (Martinez-Carrera, ef al., 1986).

7.6 Caracteristicas microscopicas de las cepas aisladas

Para determinar las caracteristicas de las hifas de los aislamientos, se
tomé una pequefia porcion del micelio y se coloco en un portachjeto. Con la
ayuda de una aguja de diseccion éste se extendié junto con una gota de KOH
al 8%. Posteriormente se cubrié con un cubreobjeto y se procedié a medir
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clamidosporas e hifas en un microscopio 6ptico con los objetives 10X, 40X y
100X, (Vela y Martinez-Carrera, 1989).

7.7 Evaluacion del crecimiento Micelio

Con la finalidad de evaluar el crecimiento del micelic sobre tres medios
de cultivo: extracto de maita con agar (EMA: Difco), pure de papa fructuosa y
agar (PFA) y Fosfatos (JRA) las cepas se resembraron por triplicado en cada
uno de ellos. Se tomé un circulo de inoculo de 0.5 cm de didmetro con micelio
desarrollado de cada cepa, y se colocé en el centro del medio de cultive. Se
dejaron crecer en incubacién a 27° C y con la ayuda de una regla se midié el
diametro de! micelio desarrollade cada 24 horas. Para esto se trazaron 2 ejes
cartesianos sobre |a tapa de la caja, Petri y la medicidn se realizo hasta obtener
cubierto el didmetro de 90 mm de la caja (Vazquez, et al., 2002).

7.8 Cuantificacion de Biomasa.

Para cuantificar la biomasa del micelio que se formé en los medios de
cultivo anteriores, se realizd el experimento en medios de cultivo sin agar
{medios de cultivo liquides). Fructosa papa (PF), Extracto de maita (EM) y
medio completo (JR). El experimento se realizo por triplicado para cada una de
las cepas en los tres medios de cultivo.

Para este experimento se ufilizaron botellas con capacidad de 250 mi,
fas cuates se llenaron con 100 ml de medio de cultivo. Se esterilizaron a 121 °©
C durante 15 minutos y se dejaron enfriar toda la noche. La inoculacion
consistié en introducir un fragmento de micelio de 0.5 cm de didmetro, de cada
una de las cepas dentro de las botellas. Los recipientes fueron rotulados con
fecha y nombre que le corresponda a cada tratamiento y fueron colocadas en
un agitador oscilatorio a 120 rpm. El micelio se dejo crecer en un cuarto
obscuro y una temperatura ambiente de 27° C. La biomasa se evalllo en tres
tiempos: 10, 20 y 30 dias. La determinacion se hizo por medio de medir el peso
seco del micelio expresado en mg/ml. El medio de cultivo liquido fue separado
del micelio por medio de filtracion con un papel fitro. Se lavd con agua
destilada y se colocéd en un horno de secado a 50° C durante foda la noche o
hasta la obtencion de un peso constante (Zapata, ef af., 2007). En todos los
experimentos fue empleado un disefio estadistico completamente al azar y una
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comparacién de medias con el andlisis de regresién lineal (Agripino y

Salmones, 2008).

7.9 Cambios de pH durante el crecimiento de las cepas en los medios de
cultive liguido.

Para medir el efecto de pH de los medios liquidos en cada tratamiento
se toma el pH inicial antes de ta esterilizacion; después de haber pasado el
periodo de tiempo para registrar bicmasa, el medio de cultivo liguido fue
separado del micelio por medio de filtraciéon y el sobrenadante se coloca en
vasc de precipitado y a este se le midié el pH final con un potenciémetro
JENWAY modelo 3510 provisto con un electrode para liquidos (Akinyele vy
Adetuyi, 2005}
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8. RESULTADOS Y DISCUSION

8.1 Recoleccion de especimenes.

En cuanto al sitic de recoleccion de las muestras, es importante senalar
que los tiraderos de bagazo de maguey se encontraban totalmente expuestos
al sol y sin vegetacién asociada (Figura 3). La primera localidad se ubicé a 500
metros después de las vias camino a las antenas de microondas del Volcan de
Tequila, La segunda localidad se encontré en la zona de fermentacion de
bagazo de maguey de la empresa Tequila Sauza ubicada en el poblado La
Magdalena. Un tercer sitio de recolecta se ubico a tres kilometros antes de la
ciudad de Tequila. Este tiradero es utilizado para la limpieza y
empaquetamiento del bagazo seco para su venta a empresas de asientos para

automoviles.

Figura 3. Caracteristicas de los sitios de recoleccién: zona semidesértica de bagazo
acumulado en pilas; expuesto totalmente al sol, sin vegetacion asociada y aledafa a Ia
poblacion de Tequila.
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En todos los casos los cuerpos fructiferos se encontraron a diferentes
profundidades de las pilas de bagazo, desde 10 cm hasta 50 cm; prosperaban
en un sustrato de color café negruzco y un olor ligeramente parecide al cloro.
El ambiente era de poca luz bajo la protecciéon dentro de los montones de
bagazo. La humedad del sustrato era enire 65 y 70 % aproximadamente. La
temperatura ambiente al momento de la recolecta oscilaba entre 32-36° C; el
hongoe es consumido por los lugarenos y su nombre vulgar es hongo rosado
(Figura 4).

Figura 4. V. volvacea creciendo en sustrato bagazo de maguey de coloracién oscura

(humus) en agregados de mas de cinco hongos muchos de ellos en desarrollo.

En estudios posteriores de laboratorio se confirma que este hongo tiende
a desarrollarse en sustratos parcialmente digeridos y con alto contenido de
celulosa en los que los azlcares solubles y otros compuestos hayan sido
previamente utilizados por microorganismos descompeonedores (Agripino y
Salmones 2006).
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Con la finalidad de comparar los sitios de recoleccién de esta especie
con anterioridad, se recurrié al herbario de micologia del Instituto de Botanica
Universidad de Guadaiajara (IBUG). Se encontrd que V. volvacea (bull.) Singer
registrada como V. bakeri (Murrill) Shaffer., a sido recolectada en diversas
localidades de Jalisco (Cuadro 2).

Cuadro 2. Registro de localidades de V. vofvacea encontrados en el herbario de

micologia (1BUG).

RECOLECTADO | DETERMINADO ANO DE N° DE LUGAR DE RECOLECCION:
POR: POR: RECOLECCION: | REGISTRO:
L. Guzmén- L Guzman- 1985 # 2459 Tiraderos de bagazo de
Davalos Dévalos agave hacia el cermo de
i . Tequila a 1 km del Municipio
I Alvarez I. Alvarez 1988 #330 de Tequila.
E. Saucedo L. Guzman- 1985 #4 Tiraderos de bagazo de cafa
Dévalos de azicar Ingenic azucarers
L. Guzman- L. Guzman- 1986 # 3507 de Tala.
Davalos Davalos
S. Miramontés L. Guzman- 1993 SN Toiuquilla, Municipio de
Davalos Tlaguepaque.
L. Vazquez L. Vazquez, 1989 #789 Mazamitla, Municipio
L. Guzman- Mazamitia.
Davalos
L. Guzman- L. Guzman- 1989 #5013 Cerro de Techachaca-
Davalos Davalos Perote, Municipio de
Tezihuatian (Puebia).
C. Soto L. Guzman- 1994 SIN Jardin Botanico IBUG, Las
Dévalos Agujas Nextipac, Municipic
de Zapopan.
J. Velazquez L. Guzman~ 1999 #20 Bosque la Primavera,
Davalos Municipio de Zapopan.
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8.2 Descripcion moyfoldgica de los especimenes recolectados.

Pileo (-5) 8 -10 cm de diametro, convexo-campanulado a extendido,
embonado, liso, cubierto finas escamas, margen entero, levemente estriado, de
color blanco matizado en café-grisaceo. Laminas libres, de color rosa; estipite
(-4) 8 - 12 cm x 0.2 - 0.5 cm blanco subcurvado, glabro fibriloso, compacto,
blanquecino. Volva membranosa caracteristico del genero Volvariella, delgada,
poco algodonosa o glabra, con el borde libre, blanquecina. Carne blanca con
olor semejante a cloro. En todos los casos el habitat fue saprobio obligado,
cespitosos, en terrenos de composteo y zonas semidesérticas (Figura 5).

Figura 5. Basidiocarpos recolectados de V. volvacea en bagazo de maguey tequilero
foto en campo.
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8.3 Caracteristicas microscopicas de los ejemplares recolectados.

Esporas (-5.5) 7.2 -8 x 4.8 - 6.4 um, ovoides, con pared subgruesa de
(0.5 um), lisas, hialinas, algunas con apiculo prominente (Figura 6). El material
coincide con lo descrito por Shaffer (1957), Vasquez y Guzman-Davalos

{1991); Garcia (2003) difiere un poco con las esporas de 7-9 x 4-6.

Figura 6. Micrografia de esporas de V. volvacea en objetivo100 x.
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Basidios (-20) 28 -36 x 6.4 -9.6 pm (Figura 7) comparado con la
observacion del ejemplar recolectado por Guzman-Davalos 2459 (IBUG) en
tequila Jalisco donde los basidios median 22.4 -31.2 x 8 -11.4 ym que son muy
similar a las estudiados.

Figura 7. Basidios V. volvacea observados con objetivo 40 x. Se Muestran tres
basidiésporas (flecha izquierda) y esterigmas largos (flecha derecha).
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8.4 Aislamiento de las cepas.

Se obtuvieron in vitro cinco cepas de V. volvacea de un total de siete
especimenes silvestres seleccionados de la recoleccion de tiraderos de bagazo
de maguey tequilero; de estos resultaron aislamientos de siete cajas de petri
por duplicado de estipite y pileo, (Cuadro 3) eliminandose cinco: una de pie y el
resto de sombrero por contaminacion principalmente por bacterias y mohos
(Figura 8).

Cuadro 3. Cuadro de aislamientos de V. volvacea en pileo y estipite

ESPECIMEN ESTRUCTURA REPLICA 1 REPLICA 2

Estipite +
Estipite
Estipite
Estipite
Pileo
Pileo

+

+| +| +
'

+
]

Nl O o B W M|

Pilec - =

Figura 8. Aislamiento de V. volvacea. a) Fragmento de plecténquima (estipite). b)
desarrollo de micelio ¢) Contaminante por moho d) contaminacion por bacterias.
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8.5 Caracteristicas macroscépicas de las cepas aisladas (Vv1 y Vvz)

Durante el estudic las cepas analizadas presentaron en el medio de
cultivo EMA las mismas caracteristicas macroscopicas {Cuadro 4), las coionias
fueron poco densas con abundante micelic aéreo, textura lanosa; como lo
reportado por Martinez-Carrera et al., {1986). En la cepa Vv1 solo en una caja
aparecen clamidosporas al sexto dia mientras en la mayoria al octavo dia.

CUADRO 4. Aspecto del micelio y ctamidosporas de las cepas Vv1 y V2.

DiA ASPECTO DEL MICELIC PRESENCIA DE CLAMIDOSPORAS.
Vv Vw2
2 hialinas como telarafia muy No No
poco densa
4 Blanquecina, poco densa No
paca micelio agreo en el No
centro
6 Bianquecina, poco lanosa Si ) No
micelio aérec en el centro
3 Blanguecino, rojizo en el Si Si
centro debido a las
clamidosporas, lanaso
abundante micelio aérea
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Las cepas de V. volvacea presentaron células precursoras de
clamidosporas entre los 5 y 7 dias después de la inoculacion de forma: ovalada
y las oblongo elipticas fueron abundantes en donde se presentaron diversas
variaciones: formas ovoides, globosas, oblonga, lacrimal, subglobosas,
subfusiforme, esfero pedunculada (Figura 9). Por lo general se observaron
clamidosporas terminales. Martinez-Carrera et al., (1986) menciona las mismas
formas y ademas cita que aparecen a los seis dias después de la inoculacion.

Figura 9. Tipos de células precursoras de clamidosporas de dos o mas células,
observadas en el micelio de V. volvacea 40x cepas Vv y Vw2 a) Micrografia
10x.
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Caracteristicas microscopicas de las cepas aisladas.
Diametro de Hifas (2.5-) 5.6 -7 ym de diametro; hifas hialinas septadas

semimrectas, sin fibulas (Figura 10). Martinez Carrera ef al, {1986) reporta hifas
de {-4) 6 -20 pm de didmetro.

Figura 10. Fotomicrograffa 40x mostrando hifas de V. volvacea semirrectas. Septos

indicados por flechas.
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Las clamidosporas de las cepas son esféricas, con doble pared; verdoso
amarillento oscuro, se encontraron a nivel terminal como intercalar (Figura 11).
Diametro de las clamidosporas fue (20.8-) 41 -49.6 um. Martinez-Carrera et al
(1986) reporta diametro de clamidosporas de (12.1-) 35 -58.Mientras que Vela
y Martinez-Carrera en la cepa INIREB -33 (1986) describe un diametro de
(30.6-) 32.6 -45.9 (48.9).

Figura 11. V. volvacea a) clamidospora terminal madura. b) clamidosporas
terminales en desarrolio. ¢) clamidospora terminal e intercalar 40x. d)
clamidospora madura donde se aprecia la doble pared 100x.
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8.6 Velocidad de crecimiento del micelio en medios de cultivo sélido.

El desarrolic del micelio de las cepas fue rapido, con un desarrello de las
hifas desde las primeras 24 horas de la inoculacién en el medic de cultivo
{Anexo 11.1). El primer dia posterior a la inoculacion del medio, tardaron cinco
dias para llenar el digmetro completamente de ias cajas, siendo esto similar a
lo reportado por Martinez-Carrera et al. (1988).

Tras aplicar et andlisis de varianza (Anexo 11.3), se observo que el valor
F de las muestras no es significativo y por lo tanto no existe variacion entre las
dos cepas (Vv1 y Vvz), igualmente resulta para el caso de los tratamientos, en
los cuales también existe poca variacion entre los medios empleados para el
desarrollo de micelio; el valor de F no significativo para la relacién de los
tratamientos lo cual indica gue no hay un efecto de interaccién entre las
variables del estudio. Una vez realizado el analisis de varianza, se observo que
los tratamientos actian de manera similar en ia velocidad de crecimiento para
esta especie.

El analisis estadistico demostré que la veilocidad de crecimiente de la
cepa Vvz en el medio de cultivo PFA resulto ligeramente mayor que la cepa
Vv1, dado que se desarrolla 1.04 mm por cada hora transcurrida desde que se
deposita €] inoculo en ia caja de petri, por encima de la velocidad de

crecimiento de Vv1 que es de 0.94 mm/hora (Figura 12).

Medio PFA
90

70 4

8o [y}
£ 50 ] i v !
E 40 :

30 i y=09433x- 2543

20 | R*=0.9528

10

i} 24 43 72 9B

Horas

Figura 12. Velocidad de crecimiento de las cepas de V. volvacea en el medio PFA.
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El caso del medio de cultivo EMA el crecimiento del micelio fue similar al
cbhservado en el medio PFA, dado gue la cepa Vv2 se desarrollo a razén de
1.01 mm/hr , mientras que la cepa Vv1 crecid solamente 0.74 mm por cada
hora transcurrida desde su inoculacion en el media de cultive {Figura 13)

Medio EMA

i

y=07452x- 17.47
R® = (.9407

0 24 48 72 g6

Horas

Figura 13. Velocidad de crecimienic de las cepas de V. volvacea en el medio EMA.

La velocidad de crecimiento de ambas cepas en el medio JRA fue similar
dado que en ambos casos se estimo un desarrollo de 1.03 mm/hora (figura 14).

Medio JRA

-Vt
VW2

20 | y=1.0347x- 25.795
; R?=0.9352

o O P :

0 24 48 72 96
Horas

Figura 14. Velocidad de crecimiento de las cepas de V. volvacea en el medio JRA.
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La velocidad de crecimiento de la cepa Vw1, en los tres distintos
medios, el anlisis demostréd que el medio PFA fue el que mas favorecio
el desarrollo micelial dado gue se obtuve un desarrollo de 1.03 mmvhr,
mientras que en ei medio EMA se estimo el menor desarrollo, siendo

este de 0.74 mm/hr (Figura 15).

Vv1

80 | y=0.8433x- 25433
! R* =0 9528

60 | — . .
|+Med RA |

Medio EMA
“a | L Medio PFA

mm
o
(=]

0 . b AU T — R,
o 24 48 2 96

Horas

Figura 15. Velocidad de crecimiente de la cepa Vvt en los tres medios de

cultivo inoculados.
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La comparacién de la velocidad de crecimiento con la cepa Vvz,
en los tres distintos medios, el andlisis manifestd que fue igualmente
efectivo ya que todos se desarrollaron a razén de 1.01-1.04 mmthr
(Figura 16).

Vv2
¥=1.0424x-27.3

a0 ; R?=(.9528

80 -
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60 { e Medio JRA |
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¢ 24 43 72 96
Horas

Figura 16. Velocidad de crecimiento de la cepa Vv2 en los tres medios de

cultivo inoculados.
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8.7 Biomasa obtenida de las cepas de V. voivacea en los medios de
cultivo liquido.

Tras aplicar el anailisis de varianza (Anexo 11.4), se observo gue el valor
F de las muestras no es significativo y por io tanto no existe variacién entre las
dos cepas (Vv1 y Vvz), igualmenie resulta para el caso de los tratamienios, en
los cuales también existe poca variacion entre los medios empleados para
cultivar la biomasa; el valor de F no significative para la relacion de los
fratamientos lo cual indica que no hay un efecto de interaccion entre las
variables del estudio. Una vez realizado el analisis de varianza, se observo que
los tratamientos actiian de manera similar en la produccién de biomasa para
esta especie.

La produccion de biomasa en el medio PF en la cepa Vvz funciono mejor
al principio ya que dio un rendimiento de 0.0038 mg/ml por hora v la cepa Vw1
0.0074 mg/ml lo cuan nos indica mas rendimiento en cuanto a la produccién de

biomasa como se puede cbservar en el grafice (Figura17).
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Figura 17. Produccion de biomasa de las cepas de V. volvacea en el medio PF.
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La produccion de biomasa en el medio EM en la cepa Vv1 funciono
mejor con un rendimiento 0.0178 mg/ml que la cepa Vv2 0.0135 mg/mi con

como se puede observar en el grafico (Figura18).
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Figura 18. Produccién de biomasa de las cepas de V. volvacea en el medic EM.
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En ambas cepas en el medio JR tiene la misma eficacia ya que
producen la misma cantidad de biomasa (Figura19).
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Figura 19. Produccion de biomasa de las cepas de V. volvacea en el medio JR.
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La regresion lineal nos indica que el medio que funciono mejorar inicic
de su desarrolic en la cepa Vv1 fue PF con un crecimiento de 0.0058 mg/ml en
cada hora transcurrida pero el medic EM fue el que rindié mas con 0.0178
mg/ml durante mas tiempo y finaimente fue el de JR con 0.0058 mg/ml (Figura
20).

Vv

y=10.0058x + 0.0414
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| —e—Megio JR
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| A — - - : ‘
10 15 20 25 30

Dias

Figura 20. Produccion de biomasa para la cepa Vv1 en los tres medios de

cultivo inoculados.
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La regresion lineal nos indica que el medio que funciono mejor fue en la
cepa Vvi EM con un crecimiento de 0.0135 mg/mi en cada hora transcurrida
pero ef medio PF y JR fueron muy parecides el primero con 0.0038 mg/ml y
0.0051 mg/mi respectivamente (Figura 21).
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Figura 21. Produccitn de biomasa para la cepa Vv2 en los tres medios de

cultivo inoculados.

8.8 Cambios de pH durante el crecimiento de las en los medios de cultivo
liquido.

Simultaneamente a la medicién del volumen de biomasa producida, se
llevo a cabo el respectivo registro de los cambios de pH durante el crecimiento
de los medios de cultivo liguido {Anexc 11.5). Este parti¢ de un pH inicial de PF
6.0, EM 6.6, JR, 6.4. Y gracias a esto se pudo determinar que e mejor volumen
registrado de biomasa producida en las cepas Vviy Vvz, fueaunpH de 64y
6.9 respectivamente (Figura 22, 23). Lo cual es muy similar con lo reportado
con Akinyele (2005} guien logre un optimo pH de 6.5 para el desarrolio de V. -
volvacea.
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Figura 22. Variacion dei pH de los medios liquidos de cultivo en la cepa Vvi.
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Figura 23. Variacién del pH de los medios liquidos de cultivo en la cepa Vvz.



9. Conclusiones.

La recoleccion de las muestras en zonas de tiraderos de bagazo
degradadc expuestos a las inclemencias del tiempo, nos indica la
excelente adaptabilidad del hongo a este medio ambiente; ya que ningdn
otro hongo siivestre (macromicete), en el lugar, fue capaz de producir
carpoforos; ya que estos se producen solamente si las condiciones son

idoneas para ello.

El hongo colectado coincide con la especie Volvarielfa volvacea de

acuerdo a sus caracteristicas morfolagicas y claves dicotémicas.

El aistamiento in vitro de Volvarietla volvacea de plecténguima (estipite y
pileo) es adecuado ya que se obtiene micelio en un periodo corto de
tiempo y de buena calidad para producir cepas puras.

Los tres medios de cultivos sélidos empleados para desarrcllar micelio
son adecuados, debido a didmetros y velocidades de crecimiento

sirilares.

La produccion de biomasa fue similar en los tres medios de cultivos, y se
observo una clara tendencia a mantener la acidez del pH en el medio

liquido.

Los medios de cultivos sblidos son adecuados para el aislamiento in
vitto y el establecimiento de cepas puras; mientras que para la
produccion de biomasa los medios de cultivo liquidos resultaron éptimos.

El establecimiento de cepas puras viables a partir de ejemplares

silvestres de Volvariella volvacea creciendo en el bagazo de maguey
permitird la aprovechamiento industrial de la especie.
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11. Anexos.

11.1 Diametro de crecimiento por las cepas Vv1 y Vvz en tres distintos

medios solidos (mm).

Cepa Tiempo (horas) Medios Promedio
PFA 21
EMA 4.5
24
JRA 59
PFA 16.2
EMA 155
48
JRA 17.9
Vv1
PFA 35.2
72 EMA 29.4
JRA 40.2
PFA 7.2
EMA 59.5
96
JRA 81.2
PFA 29
EMA 55
24
JRA 55
PFA 19.2
EMA 18.5
48
' JRA 24.2
Vvz2
PFA 394
72 EMA 39.5
JRA 41.1
PEA 79.5
EMA 79.9
96
JRA 82,5




11.2 Biomasa producida por las cepas Vvi y Vvz en tres distintos medios

liquidos {mg/ml).

Cepa Tiempo (dias) Medios Promedio
JR 0.1103
12 PF 0.0642
EM 0.0389
JR 0.1518
Vi 19 PF 0.1264
EM 0.1833
JR 0.1969
27 PF 0.1735
EM 0.3072
JR 0.0792
12 PF 0.1248
EM 0.1369
JR 0.1157
Vvz 19 PF 0.1436
EM 0.1837
JR 0.1563
27 . PF 0.1814
EM 0.337
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11.3 Andlisis de varianza de jos distintos tratamientos aplicados a las

cepas Vv1y Vvz en crecimiento micelial.

Orlgen de las Suma de Grados de | Promadio de F Probabilldad VALCR
variaciones cuadrados libertad los cuadrades crRINCco
PARA F
Muesira 148450504 1 149.450504 0.15515664 0.69828266 448138734
Columnas 135.045158 2 67.5225792 0.07010064 0.93255323 3.55455715
Interaccion 454730083 2 24.7385042 0.02568096 0.97468163 3.55455715
Dentre del 17338.0214 18 963.223413
GIUpO
Total 17671.9901 23
11.4 Analisis de varianza de los distintos tratamientos aplicados a las
cepas Vv1 y Vvz en biomasa.
GRADOS PROMEDIC VALOR
ORIGEN DE SUMA OE DE DE LOS F PROBABILIDAD CRITICO
LAS CUADRADOS
LIBERTAD | CUADRADOS FARAF
VARIACIONES
Muestra 0.00062305 1 0.00062305 0.10329126 0.75344404 4.74722534
Columnas 0.01563019 2 0.00781509 4.2956221 £.30940941 3.88529383
Interaccién 0.00527134 2 0.00263567 0.43695373 0.65588119 3.89529383
Dentro det
0.07238309 12 0.00603192
gupo
Total 0.09390766 17
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11.5 Modificacién del pH en los medios liguidos.

Tiempo (dias) Medios Promedio
Cepa

JR 5.0

12 EM 5.9

PF 4.9

JR 5.3

Vi 19 EM 53
PF 56

JR 59

27 EM 58

PF 6.4

4R 57

12 EM 51

PD 4.9

JR 6.6

V2 19 EM 5.9
PF 6.4

JR 8.5

27 EM 6.5

PF 6.9
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11.6 Preparacién de Medios de Cultivo
Medio de cuitivo agar fructuosa papa (PFA) 100 ml.

Colocar en un matraz Erlenmeyer 300 ml 0.5 gr de puré de papa, 1.5 grs
de agar bacteriolégico, 0.5 gr de fructuosa y agregar 100 ml de agua destilada.
Mezclar hasta homogenizar y llevar a punto de ebullicion. Filtrar con una gasa
en un vaso de precipitado para eliminar el puré. Vaciar el liquido en un matraz
de 300 mi limpio, colocar un tapén de gasa con algodon y cubririo con papel
aluminio. Esterilizar en autoclave a 120° C por 15 min. Enfriar ~ 25 min, vertir ~
20 mi en las cajas de petri, solidificar y sellar las cajas ya frias. Guardar en una

bolsa a 4°C hasta su uso.

Medio de cultivo agar extracto de malta (EMA) 100 ml.

Caolocar en un matraz Erlenmevyer 300 ml 0.5 gr de extracto de malta, 1.5
grs agar bacteriolégico; agregar 100 ml de agua destilada, mezclar hasta
homogenizar y llevar a punto de ebuliicion, Colocar un tapon de gasa con
algodén y cubrirto con papel aluminio. Esterilizar en autoclave a 120° C por 15
min. Enfriar ~ 25 min, vertir ~ 20 ml en las cajas de petri, solidificar y sellar las

cajas ya frias. Guardar en una boisa a 4°C hasta su uso.

Medio de cultivo agar completo (JRA} 100 mil.
Colocar en un matraz Erlenmeyer 300 mi 0.1 gr fosfate monosodico,
0.05 grs de sulfato de magnesio, 1.5 agar bacteriotégico, 0.05 de levadura, 1 gr

de dextrosa; agregar 100 ml de agua destilada, mezclar hasta homogenizar y
levar a punto de ebullicion. Colocar un tapén de gasa con algodén y cubrirlo
con papel aluminio. Esterilizar en autoclave a 120° C por 15 min. Enfriar ~ 25
min, vertir ~ 20 mi en las cajas de petri, solidificar y sellar las cajas vya frias.
Guardar en una bolsa a 4°C hasta su uso. (Soto y Arias 2004).

Preparacion de medios liquidos

Medic de cuitivo fructuosa papa (PF} 1000 mi.

Colocar en un matraz Erlenmeyer 2000 ml 5 gr de puré de papa, 5 gr de
fructuosa; agregar 1000 ml de agua destilada, mezclar hasta homogenizar ¥
llevar a punto de ebullicidn. Filtrar con una gasa en un vaso de precipitado para
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eliminar el puré. Vaciar 100 ml del liquido con la ayuda de una probeta en cada
una de las botellas de 250 ml tapar. Esterilizar en autoclave a 120° C por 15

min. Enfriar a temperatura ambiente, guardar hasta su uso.

Medio de cultivo extracto de malta (EM) 1000 ml.

Colocar en un matraz Erlenmeyer 2000 mi 5 gr extracto de malta;
agregar 1000 ml de agua destilada, mezclar hasta homogenizar, Vaciar 100 ml
del liquidc con la ayuda de una probeta en cada una de las botellas de 250 m!
tapar. Esterilizar en autoclave a 120° C por 15 min. Enfriar 2 temperatura

ambiente, guardar hasta su uso.

Medio de cultivo completo (JR) 1000 mi,

Colocar en un matraz Erlenmeyer 2000 mi 5 gr fosfato monosédico, 0.5
gr de sulfato de magnesio, 0.5 gr de levadura, 10 gr de dextrosa; agregar 1000
mi de agua destilada, mezclar hasta homogenizar. Vaciar 100 mi del liquido
con la ayuda de una probeta en cada una de las botellas de 250 ml tapar.
Esterilizar en auteclave a 120° C por 15 min. Enfriar a temperatura ambiente,
guardar hasta su uso (Soto y Arias, 2004).
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