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RESUMEN

Se estudiaron dos cepas mexicanas (del estado de Veracruz) de Lentinus
boryanus (cepas 17 y 67). Se cultivé el micelio en cuatro medios de cultivo solidos: papa
dextrosa agar (PDA), extracto de malta agar (EMA), agar de dextrosa Sabouraud
(SAB) y agar de dextrosa (DEXT), bajo 5 condiciones de temperatura: 20, 22, 25, 27.5
y 30 °C. El mejor crecimiento se observd a 20 °C para la cepa 17 en EMA y para la
67 en PDA. Con la cepa 17 se realizd un estudio sobre el crecimiento micelial en los
4 medios de cultivo citados, ajustindolos a los pH 4.0, 4.5, 5.0, 5.5., 6.0, 7.0, 8.0 y 9.0;
el mejor crecimiento se obtuvo, dependiendo del medio de cultivo, entre los pH 4.0

y 6.0.

Se determind el patrén de sexualidad de L. boryanus que fue heterotélico
tetrapolar. Se estudié el crecimiento del micelio de la cepa 17 en madera de cinco
especies de arboles: Alnus jorullensis, Carpinus caroliniana, Inga jinicuil, Quercus sp. y
Q. salicifolia. Las maderas se trabajaron a 6 diferentes porcentajes de humedad: 50, 60,
70, 80, 90 y 100 %. El mejor desarrollo micelial se encontrd, dependiendo del tipo de
madera, en el intervalo de 60 - 80 %. Se entrecruzd L. boryanus con L. edodes de Asia

y se determind que ambas especies son incompatibles.



INTRODUCCION

Como resultado de Ia investigacion cientifica en el drea del cultivo de hongos
comestibles, esta Gltima actividad es hoy una valiosa alternativa para la produccion de
alimentos de consumo humano a través del reciclaje de esquilmos y subproductos
agricolas. La tecnologia empleada en este proceso es relativamente sencilla, lo que
permite obtener buenos resultados y genera ademas subproductos que se pueden
destinar a la alimentacion animal o como biofertilizantes (Chang, 1982; Guzmin y

Martinez-Carrera, 1985).

A nivel mundial, de Jas mas de 2000 especies de hongos comestibles, s6lo unas
25 son ampliamente aceptadas como alimento humano (Chang, 1980). De entre los
hongos cultivados actualmente, el 98 % de cllos pertenece a 6 géneros, a saber:
Agaricus, Lentinus, Volvariella, Flammulina, Auricularia y Pleurotus (Chang y Miles,

1989).

En México, a pesar de que los hongos fueron utilizados por diferentes grupos
étnicos en la alimentacién, la medicina y en diversas festividades y practicas religiosas
(Dubovoy, 1968; Guzman, 1984), no existen registros prehispanicos del cultivo de
ninguna especie. Sin embargo, en Asia se han encontrade evidencias del cultivo de
Auricularia spp. alrededor del afio 600 d. C., de Flammulina velutipes entre 800 - 900

d. C. y de Lentinus edodes 1000 - 1100 d.c. (Chang y Miles, 1987).



Meéxico posee una enorme riqueza flingica que apenas se estd conociendo; se
calcula que hay alrededor de 400 especies comestibles , de las cuales unas 89 son las
més comunes en los mercados (Guzmin, 1977). En un principio s6lo se cullivd en el
pafs.Agaricus bisporus (Lange)lmbach, y en la actualidad se cultivan ademas 4. bitorquis
(Quel.)Sacc. y Pleurotus ostreatus (Fr.)Kumm., aunque este niimero podria aumentar
por lo menos a 13 (Martinez et al,, 1984), si se utilizaran la gran cantidad y diversidad
de residuos agroindustriales y forestales que se generan en diferentes zonas (Mata y

Martinez-Carrera, 1988).

El presente trabajo surgid de la necesidad de realizar estudios que permitan
hacer uso racional de los recursos bidticos de México; con el se pretende sentar las
bases del cultivo de un hongo comestible, Lentinus boryanus (Berk. & Mont.)Sing., que
es potencialmente explotable. Las investigaciones en esta area se deben enfocar al uso
de cepas nativas, adaptadas a las condiciones ecoldgicas locales y al desarrollo de

tecnologias propias de bajo costo.

De particular importancia resulta la utilizacién de especies de hongos que sean
capaces de metabolizar lignina, dado que el principal factor que ha limitado el uso de
los subproductos agricolas y forestales es que €stos estan formados por los polisaciridos
celulosa, hemicelulosa y lignina; sin embargo, es mas bien la intima asociacidn fisica
que existe entre la lignina y la celulosa la causa de la resistencia a la degradacion

biolégica (Leal Lara, 1985).



Por las ventajas que se obtienen al cultivar hongos comestibles sobre residuos
lignoceluldsicos, esta actividad es una fuerte industria en muchos paises. En Japén
produce en la actualidad mas de un billdn de ddlares anvalmente (Leatham, 1982) y
es la principal ocupacion de unas 170 000 personas (Miles y Chang, 1985), por lo que
el cultivo comercial de diferentes especies de hongos se estd expandiendo rapidamente
a otras naciones, incluyendo las americanas (Farr, 1983; Guzman y Martinez-Carrera,

1985; Martinez-Carrera, 1987; De Le6n-Chocooj et al, 1988; Lu et al., 1988).

De entre los hongos que se cultivan comercialmente destaca Lentines edodes
(Berk.)Sing., el conocido shiitake japonés, que es el que ocupa el segundo lugar a nivel
mundial y cuya produccién y consumo han aumentado recientemente (tabla 1). Esta
especie subtropical asidtica estd relacionada con L. doryarnuis, un hongo comestible que
se conoce en México en el centro del estado de Veracruz como hongo de encino,
hongo de palo y cuerudo {(Mata y Guzman, en prensa), el cual es morfoldgicamente
muy similar al shiitake, por lo que se pensd que podrian ser sinénimos (Guzmin y
Guzman-Davalos, 1984; Singer y Harris, 1987). Por lo tanto, es posible que L. boryanus
se pueda cultivar en México siguiendo o modificando la técnica empleada para el

shiitake japonés.

Sin embargo, antes de iniciar ¢l cultivo de una nueva especie es necesaric
obtener la cepa y datos en el laboratorio acerca de su comportamiento y ciclo bioldgico

general.



Generalidades de las cspecies estudiadas
Posicién taxondmica y descripcion de las especies

Segtn Singer (1986) y Singer y Harris (1987), Lentinus boryantes (Berk. &
Mont.)Sing. y Lentinus edodes (Berk.)Sing. pertenecen a la familia Polyporaceae; sin
embargo, para Pegler (1983 a, b) estas especies forman parte de la familia
Tricholomataceae, a la que adscribe el género Lentinuda [Lentinula boryana (Berk. &
Mont.)Pegler y L. edodes (Berk.)Pegler]. Pegler (1983 a) argumenta que las especies
de Lentinula se diferencian de las de Lentinus en que no tienen laminas decurrentes

y tienen hifas ensanchadas y esclerotizadas y el sistema hifal es monomitico.

L. boryanus presenta piieo de 0.5 a 5.0 cm de didmetro, de color café claro a
oscuro, subcarnoso, convexo més o menos plano, liso, no estriado, frecuentemente con
un circulo de escamas pequeias y blancas hacia el margen. Liminas de anexadas a
adnadas, separadas o subadheridas al pie, blanquecinas manchadas de café vindceo,
delgadas, de 2-3 mm, muy juntas. Estipite de 1-6 X 2-5 cm, de central a ligeramente
excéntrico con la edad, fibroso a duro, casi lefioso, con pequeiias escamas fibrosas en
las tres cuartas partes inferiores. Velo blanco y aracnoide que deja remanentes
apendiculados sobre el margen del pileo y una zona anular en la parte superior del
estipite. Esporas de 5-6 X 2-3.5 pm, oblongas o elipsoides, hialinas, lisas, de pared

delgada. Basidios de 15-17 X 3-4 pm, tetraspOricos hialinos. Trama himenoforal



subregular, hialina, con hifas mds o menos paralelas, con fibulas {(Guzman, 1977;

Pegler, 1983 b).

L. boryanus se conoce en la bibliografia con el nombre de L. cubensis B. & C.
(Singer,1986) sinénimo muy comiin hasta 1989. Dennis (1970) considert esta especie

como Lentinula dentosa (Fr.)Murr.

L. edodes presenta un pileo de 5 a 11 cm de didmetro, de color café claro a caté
oscuro con tonos café rojizo, con escamas triangulares a acroladas, convexo a veces
plano a ligeramente deprimido. Las 1aminas, blanquecinas, se manchan frecuentemente
de color café rojizo, adnadas o anexo sinuadas pero generalmente libres, denticuladas.
Esporada blanca. Esporas cilindricas - elipsoides, de pared delgada de 5.8 - 6.4 X 2.8
- 3.3 pm, hialinas, lisas. Basidios de 30 - 31.5 X 5.8 pm, tetraspdricos, hialinos. Trama
regular, hifas de 5 - 6 pm de didmetro. Estipite de blanquecino a color café rojizo,
generalmente excéntrico, con escamas de color café oscuro, sdlido, duro y subcoridceo,

de 30 - 40 X 8 - 13 mm (Singer, 1941).

Distribucion y ecologia

L. borvanus es una especie americana subtropical. En los E U A se le ha
encontrado desde Louisiana hasta Florida (Singer, 1946). Se ha localizado también en

las islas del Caribe y América del Sur ( Dennis, 1970; Pegler, 1983 b; Guzmadn, 1986).
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En México esta especie prospera tanto en bosques tropicales como subtropicales, pero
se le encuentra con mayor frecuencia en los segundos (meséfilo de montana y de
encino) (Mata y Guzman, en prensa). La literatura registra L. boryanus en los estados
de Durango (Rodriguez-Scherzer y Guzmén-Davalos, 1984), Guerrero (Guzmén, 1972),
Hidalgo (Frutis y Guzman, 1983), Jalisco (Guzman-Davalos ¢t al., 1983), Michoacén
(Mapes et al., 1981), Morelos (Lépez et al., 1985), Oaxaca (Welden y Guzmén, 1978;
Guzmén-Davalos y Guzmdin, 1979}, Veracruz (Welden y Guzman, 1978;
Guzmén-Dévalos y Guzmin, 1979; Guzmén y Guzmdén-Déavalos 1984), Coahuila,
Meéxico y Puebla (Mata y Guzmdan, en prensa)., Crece sobre troncos de Quercus
laurifolia, Q. catesbaea, Sloanca massonii, Freziera undulata, Morisonia americana y

Daphnopsis caribaea (Singer, 1946; Pegler, 1983 b).

Por otra parte L. edodes es una especie asidtica y se distribuye en Japon, China,
Korea, Taiwin, Tailandia, Burma, Nepal, Borneo, Filipinas y Papta, Nueva Guineﬁ
(Mori gg) al.,, 1976). Se le conoce con los nombres de shiitake en Japdn, shiang-gu en
China, y pyogo en Corea; se le encuentra creciendo sobre madera de diferentes
especies, principalmente de encinos (Chang y Miles, 1987; Cheng y Han, 1987; Harris,

1986; Lee e Hirata, 1984).



ANTECEDENTES

En Ja dltima década en México, los trabajos de investigacion cientifico -
tecnolégicos sobre el cultivo de los hongos comestibles han aumentado
significativamente. La gran mayoria de ellos se han enfocado al estudio de los géneros
Pleurotus y Volvariella. Segin Guzmén y Salmones (1990), de los 93 trabajos de cultivo
de hongos comestibles en México, publicados en revistas cientificas, en resiimenes de
caongresos o en tesis, 1 se present en la década de 1964, 4 en la de 1970y 88 en la de
1980:'De dichos articulos, 33 tratan sobre P. ostreaius, 4 sobre V. volvacea, 1 sobre

Flammulina velutipes, 1 sobre Lentinus edodes y 2 de Auricularia.

En el caso de L. boryanus, como en el de muchos otros hongos silvestres de
México, no existen estudios basicos cuya informacion permita realizar el cultivo
comercial de los mismos. Aunque en el pais se ha iniciado la experimentacion con L.
edodes en la Universidad Auténoma de Baja California y en el Instituto Tecr;glégico
de Ciudad Victoria, desafortunadamente aitn no existe suficiente informacion al
respecto. Se sabe también que se ha iniciado el cultivo camercial de L. edodes en el

estado de Chiapas, con tecnologia y personal extranjeros (Vogel, 1990).
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OBJETIVOS

Caracterizar a nivel de laboratorio dos cepas mexicanas de Leatinus

boryanus y encontrar el medio de cultivo, temperatura y pH dptimos de

crecimiento micelial para la especie.

Determinar el pairén de sexualidad de L. boryanues.

Encontrar el porcentaje dptimo de humedad para el crecimiento micelial

de L. boryanus en diferentes maderas,

Entrecruzar la especie americana, L. boryanus, con la asidtica, L. edodes,

y observar si se forman hibridos.



MATERIALES Y METODOS

Cepas. Las cepas estudiadas en este trabajo estin depositadas en el Cepario de
Hongos Comestibles del Instituto de Ecologia. Se realizé la caracterizacion de dos
cepas mexicanas de L. boryanus registradas en dicho cepario como 17 y 67. El patron
de sexualidad se determind con micelios monosporicos obtenidaos a partir del ejemplar

Mata 285, el cual se encuentra depositado en el Herbario del Instituto de Ecologfa.

Dichos micelios monosporicos se utilizaron ademads para realizar el entrecruzamiento
con la cepa asidtica de L. edodes registrada como 40. La cepa 17 se utilizé ademds para
determinar e] porcentaje de humedad para el crecimiento micelial en madera de

diferentes especies. La procedencia de las cepas estudiadas se observa en la tabla 2.

Caracterizacion de cepas nativas. Las cepas de L. boryanus 17 y 67 se
resembraron en 4 medios de cultivo sélidos: papa dextrosa agar (PDA), extracto de
malta agar (EMA), agar de dextrosa Sabouraud (SAB) y agar de dextrosa (DEXT),
todos de la marca Bioxon. Las cajas de Petri utilizadas fueron de 90 mim de didmetro
y 15 mm de profundidad. Los medios de cultivo y las cajas de Petri se esterilizaron de
manera convencional. Las cepas se resembraron por triplicado, en condiciones de
esterilidad y el indculo fue de 0.5 cm de didmetro; Ias muestras se incubaron a 30, 27.5,
25, 22, y 20 °C en la oscuridad, de acuerdo con Han gt al. (1981). Las cajas se
revisaron cada tercer dia y se midid el diAmetro de la colonia para poder estimar el

drea de la misma. La caracterizacién macroscépica tomd en cuenta color, textura,
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velocidad de crecimiento y densidad. En la asignacién del color se utilizd Ia carta del
Royal Botanical Garden Edinburgh (1969) y para evaluar la densidad del micelio se
clabord una clave dicotémica (tabla 13). A nivel microscopico se midio el didmetro de
las hifas, fibulacién y tipo de ramificacion, para lo cual se uso la terminologia de

Duvoboy y Herrcra (1967) y Mata (1987).

Para observar el efecto del pH sobre el crecimiento micelial se utilizé la cepa
17 de L. boryanus. Dicha cepa se resembrd por triplicado en los mismos medios de
cultivo sélidos (PDA, EMA, SAB y DEXT) vy se incubd a 20 °C en oscuridad. E! pH
inicial de los medios de cultivo se varid agregando carbonato de sodio (Na,CO,) o
4cido clorhidrico (HCI). Los valores de pH se ajustaron con un potencidometro digital
en 4.0, 4.5, 5.6, 5.5, 6.0, 7.0, 8.0 y 9.0, segiin el sistema usado para L. edodes por Han

et al. (1981).

Los datos de la velocidad de crecimiento, en las diferentes temperaturas y pH
probados, fueron analizados con el programa de cémputo BMDP y se utilizé el disefio
factorial v4 e} cual permiti6 realizar un analisis multivariado de la variancia y establecer
diferencias entre estas variables y los medios de cultivo empleados. Se utiliz6 ademaés
el método de comparaciones milltiples de Bonferroni (Dunn y Clark, 1974}, para
determinar al 95 % de significancia la similitud de las medias de crecimiento (X) en

cada una de las condiciones probadas.
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En las situaciones que se consideré necesario, se calculd el intervalo de

confianza de la X.

Determinacion del patrén de sexualidad, Para este fin, se obtuvieron micelios
monosporicos, haciendo diluciones de las esporas contenidas en 1 cm? de la esporada
del ejemplar Mata 285, en 25 m! de agua destifada estéril. Se colocaron 0.5 ml de esta
dilucién en cajas de Petri con PDA y se incubd a 20 °C. Una vez que germinaron las
esporas, los micelios monospdricos se aislaron usando un microscopio de diseccion y
se revisaron al microscopio compucsto. De los micelios monospéricos aislados se
escogieron 12 al azar y se entrecruzaron en todas las combinaciones posibles para
determinar, de acuerdo a Eger (1978), las clases de compatibilidad. Se consideraron
positivos los casos en que se formaron fibulas, lo que indica el estado dicaridtico (Mori

et al., 1976).

Hibridizaci6n de la especie americana y la asidtica. La especie mexicana se
cruzd con la asidtica, con base en el fendmeno Buller, el cual consiste en la migracién
de un nicleo del dicarion hacia el monocarion (Buller, 1958; Esser y Kuenen, 1967).
De los micelios monospdricos aislados de L. boryanus se escogieron al azar el 4, 5, 6
y 8 como representantes de cada uno de los tipos de apareamiento determinados
anteriormente, y se cruzaron con micelio dicaridtico de la cepa 40 de L. edodes. Dado
que los dicariones crecen generalmente méas rdpido que los monocariones

(Aschan-Aberg, 1960), €stos se inocularon 4 dias antes que el dicarion, de acuerdo al
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método usado por Mori et al. (1976}. Los micelios se mantuvieron en cajas de Petri con
PDA a 20 °C en oscuridad. Segiin Mori et al. (1976) la formacitn de fibulas en el

monocarion se debe considerar como un cruzamiento positivo.

Determinacion del porcentaje de humedad 6ptimo para el crecimiento micelial.
Se trabajo con la cepa 17 de L. boryanus. Las maderas se seleccionaron con base en
1a revisién de los trabajos de Singer (1946), Andé (1976), Mori et al. (1976), Tto (1978),
San Antonio (1981), Tokimoto y Komatsu (1978), Pegler (1983 b) y Cotter y Flynn
(1986), de los cuales se obtuvo una lista de especies en las cuales se ha cultivado L.
edodes o se ha reportado que L. boryanus crece silvestre; cada una de las especies se
buscO en el banco de datos de "Flora de Veracruz' (Instituto de Ecologia) y se

determind su presencia y localidad en el estado.

Ninguna especie de Quercus citada en la bibliografia se localiz6 en Veracruz, por
lo tanto, se escogieron dos encinos rojos, Quercus sp. y Quercus salicifolin Née, los
cuales se identificaron de acuerdo con el trabajo de Gonzilez Villarreal (1986).
También se recolectaron Alnus jorullensis HF1.B. & K., conocido localmente como "ilite"
y Carpinus caroliniana Walt. llamado "pipinque" o "caxin" (Nee, 1981). Se selecciond
ademads Inga jinicuil Schlecht. que, aunque no registrada en la bibliografia, es

abundante en la zona de Xalapa, en donde se utiliza como sombra del cafetal.
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Los ejemplares de Herbario se depositaron en el Herbario XAL del Instituto
de Ecologia; también se incorporaron muestras de la madera a la Xiloteca "Dr.
Faustino Miranda" (XALw) del mismo Instituto. La procedencia de los materiales se

observa en la tabla 3.

Los troncos fueron cortados de mediados de junio a julic de 1988 y se
sometieron a un proceso de secado un dia después del corte. Se pasaron por una
canteadora eléctrica que los transformé en viruta, la cual se colocd en charolas
metélicas dentro de un horno a 105 °C durante 48 horas hasta alcanzar peso constante,
de acuerdo con el sistema de Rasmussen (1961). La madera seca se almacend en
bolsas de pléstico selladas. El mismo sistema se utilizé para deshidratar cascarilla de

trigo.

Para determinar el efecto del porcentaje de humedad del sustrato sobre el
crecimiento micelial, se prepararon mezclas de cada una de las maderas con cascarilla
de trigo, en una proporcién de 9:1 de acuerdo con el sistema usado para L. edodes

(Hiroe, 1967; Royse, 1985; Cheny y IHan, 1987).

Los porcentajes de humedad probados fueron: 50, 60, 70, 80, 90 y 100 %. Tales
porcentajes se determinaron con base en las diferencias de peso seco, segin el sistema
usado por Han et al. (1981) y Mata (1986). Elexperimento se realizé por quintuplicado

en cajas de Petri de 90 mm de didmetro y 15 mm de profundidad, en las cuales se

14



colocs, en peso himedo, el equivalente a 7 g de peso seco de mezcla de viruta y
cascarilla, El indculo fue de 0.5 cm de didmetro y se obtuvo de micelio cuitivado en
cajas de Petri con PDA. La temperatura de incubacion fue de 20 °C en condiciones
de oscuridad. Las cajas se revisaron cada tercer dia con un microscopio de diseccién
para medir el didmetro de la colonia. El andlisis de los datos de la velocidad de
crecimiento, se realizd con ¢l mismo programa de computo y el método de

comparaciones miltiples de Bonferroni, citados anteriormente.
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RESULTADOS

Caracierizacién de cepas nativas

1) CEPA 17

A) Temperatura 30 °C. No hubo crecimiento en ningiin medio.

B) Temperatura 27.5 °C. En DEXT el micelio no crecié. En los medios
restantes, el micelio fue blanco (No. 7)! con textura algodonosa, sin hifas aéreas,con
crecimiento uniforme y radial. En SAB el micelio fue el méas denso. A los 21 dias la
superficie promedio de los micelios fue de 382 mm? en PDA, 223 mm?en EMA y 771

mm? en SAB (fig. 1, tabla 4).

C) Temperatura 25 °C. En DEXT el micelio no crecié. En PDA, EMA y SAB
el micelio fue blanco (No. 7), uniforme, sin hifas aéreas y textura algodonosa; sin
embargo, en PDA v EMA se presentaron pequefas agregaciones hifales, La mayor
densidad se observd en SAB. A los 21 dias el drea promedio de las colonias fue de

2648 mm? en PDA, 5815 mm? en EMA y 1865 mm? en SAB (fig. 2, tabla 4).

! El ntimero que aparece junto a los colores corresponde a la clave en Ia tabla de color utilizada.

16



D) Temperatura 22 °C. En DEXT las colonias s6lo alcanzaron en promedio 6
mm? de drea. En los otros medios de cultivo el micelio fue blanco (No. 7) sin hifas
aéreas. En PDA el micelio fue uniforme, con textura algodonosa-fanosa. En EMA
crecio uniforme, con la densidad mdis alta en esta temperatura y textura lanosa. En
SAB fue uniforme, con textura algodonosa y presenté un exudado de aspecto oleoso
el cual varié de transparente a color café oscuro (No. 24). A los 21 dias las colonias
tuvieron una superficie promedio de 4960 mm? en PDA, 5463 mm? en EMA y 3423

mm? en SAB (fig. 3, tabla 4).

E) Temperatura 20 °C. En DEXT los micelios sdlo alcanzaron 6 mm? de area.
En los otros medios el micelio fue blanca (No. 7), uniforme y con hifas aéreas escasas.
En PDA y EMA present6 textura lanosa aunque en el segundo, que fue el més denso,
se observd un exudado que presentd coloracion de transparente a color café oscuro
(No. 24). En SAB la textura fue lanosa. A los 21 dias el drea promedio de los micelios

fue de 5414 mm? en PDA, 6361 mm? en EMA y 3658 mm?® en SAB (fig. 4, tabla 4).

MicroscOpicamente, se observaron a 20 °C en los tres medios de cultivo hifas
regulares a ligeramente varicosas, hialinas, de pared delgada, de ramificacién
dicotémica y diametro de 2.4 - 4.8 pm. En PDA se observaron en la periferia de la
colonia hifas varicosas a subglobosas con ramificaciones de tipo dicotémico o
acremoniforme y anastomosis en forma de H. En EMA se detectaron unas hifas

ensanchadas de color café ferruginoso (No. 12) y otras varicosas hialinas; las primeras
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mostraron protuberancias terminales e intercalares, muy semejantes a clamidosporas.
En SAB también se encontraron células parecidas a las precursoras de clamidosporas;

dichas estructuras tuvieron un didmetro de 4.8-8.0 pm.

2) CEPA 67

A) Temperatura 30 °C. No hubo crecimiento en ningiin medio.

B) Temperatura 27.5 °C. En DEXT no hubo crecimiento. En los otros medios
el micelio fue blanco (No. 7), sin hifas aéreas y con textura algodonosa. En PDA fue
uniforme pero no radial, con algunas agregaciones hifales y exudados de aspecto
oleoso. En EMA fue el mis denso de esta temperatura y formd circulos concéntricos
irregulares y con pliegues. En SAB presentd un circulo concéntrico con pliegues muy
marcados y exudados de color café oscuro (No. 24). A los 21 dias las colonias tuvieron
una superficie promedio de 822 mm? en PDA, 617 mm?® en EMA y 314 mm? en SAB

(fig. 1, tabla 4).

C) Temperatura 25 °C. En DEXT no hubo crecimiento. En los otros medios
el micelio fue blanco (No. 7)con zonas de color café oscuro (No. 24) y escasas hifas
aéreas. En PDA fue uniforme y de textura lanosa. En EMA y SAB formé circulos

concéntricos dentro de los cuales se presentaron pliegues de color amarillo claro (No.
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6) a café oscuro (No. 24) y la textura fue algodonosa. La mayor densidad se observéd
en EMA. A los 21 dias el area promedio de las colonias fue de 1764 mm? en PDA,

1017 mm? en EMA y 771 mm? en SAB (fig. 2, tabla 4).

D) Temperatura 22 °C. En DEXT no hubo crecimiento. En los otros tres
medios el micelio fue blanco (No. 7) con zonas de color café oscuro (No. 24) y escasas
hifas aéreas. En PDA presentd crecimiento no radial, con un circulo concéntrico no
uniforme y textura lanosa. En EMA se diferenciaron 2 zonas, una con micelio blanco
(No. 7) y exudado oleoso y otra con hifas de color café claro (No. 17)y postradas. En
SAB forma circulos concéntricos con pliegues y las hifas de color café claro (No. 17)
y textura algodonosa. A los 21 dias la superficie promedio de los micelios fue de 2466

mm? en PDA, 1912 mm? en EMA y 1299 mm? en SAB (fig. 3, tabla 4).

E) Temperatura 20 °C. En DEXT no hubo crecimiento. En los otros medios
el micelio fue blanco (No.7), con zonas de color café claro (No. 17) y escasas hifas
aéreas. En PDA fue uniforme pero no radiél, con textura lanosa. En EMA se
distinguieron tres zonas, una de micelio blanco (No. 7), uniforme y textura lanosa; otra
central, con exudados de color café oscuro (No. 24) y la zona periférica, con micelio
escaso e hifas postradas. En SAB formé un semicirculo de color café claro (No. 17),
con pliegues y textura algodonosa. A los 21 dias a superficie promedio del micelio fue

de 4001 mm? en PDA, 2330 mm? en EMA y 1664 mm? en SAB (fig. 4, tabla 4).
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Microscapicamente, se observaron a 20 °C en los tres medios hifas repulares y
varicosas, hialinas, de pared delgada, con ramificacién dicotomica, prolongaciones
acremoniformes y didmetro de 2.4 - 40 pm. En PDA, en las hifas periféricas se
presentaron ramificaciones prominetes y subglobosas, incluso formando cadenas. En
EMA se encontraron hifas irregulares de color café oscuro (No. 24) y subglobosas; se
observaron conidiosporas, hialinas, lisas, ovoides, de pared delgada, de 12.8 - 7.2 X 4.8
- 4.0 pm. En SAB se encontraron hifas hialinas con forma de células precursoras de

clamidosporas.

El anilisis estadistico referente a la interaccién entre los factores medio de
cultivo y temperatura produjo dos hipétesis nulas principales. La primera (Ho,) se
refiere a que no hay interaccion entre los factores y la segunda (Ho,) indica que no
existe diferencia al interior de cada factor, es decir, que el crecimiento del hongo es
igual en todas las temperaturas o en todos los medios de cultivo. Los resultados
obtenidos bajo la suposicién de validez de Ho, corresponden a una probabilidad de
ocurrencia sumamente baja, por Io cual se rechazd y se aceptd la hipdtesis alternativa
(Ha,). Por otra parte, la Ho, se rechazé también por la misma razén que la anterior

y se aceptd la hip6tesis alternativa (Hay).

Los resultados del método de comparaciones miltiples de Bonferroni se

observan en fa tabla 5 para la cepa 17 y en la tabla 6 para la cepa 67.
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Determinacion del pH Gptimo

A) Medio de cultivo PDA. El crecimiento micelial a pH 4.0, 4.5, 5.0, 5.5y 6.0
fue muy similar; se observd un micelio de densidad regular, blanco (No. 7), de
crecimiento uniforme, con algunas agregaciones hifales pequenas, hifas aéreas escasas
y textura lanosa. A pH 7.0, 8.0y 9.0 el crecimiento fue escaso y de tipo uniforme. El
mayor crecimiento se encontrd a los 18 dias a pH 4.0, 5.0y 5.5, con 6361 mm? de 4drea
(fig. 5, tabla 7). Entre las condiciones de mayor crecimiento no hubo diferencias
significativas al 95 % y cada una de ellas fue significativamente diferente de las

condiciones de 4.5, 6.0, 7.0, 8.0y 9.0 (tabla 8).

B) Medio de cultivo EMA. A pH 4.0y 4.5 el micelio fue blanco (No. 7) con
densidad regular, crecimiento formando un circulo concéntrico de agregaciones hifales,
escaso micelio aéreo y textura central algodonosa con un circulo lanoso. A pH de 5.0,
5.5, 6.0 y 7.0 el micelio mostrd crecimiento uniforme con sélo un pequefio circulo
cercano al inculo de micelio, sin agregaciones hifales y con textura lanosa. A pH 8.0
el crecimiento fue muy pobre y a 9.0 no se observé crecimiento. El crecimiento méximo
sc encontré a los 18 dias a pH 4.5, 5.5 y 6.0 con 6361 mm? de area (fig. 6, tabla 7);
entre ellas no hubo diferencias significativas al 95 % sin embargo, en los otros pH si
va que cada una de las condiciones restantes fue significativamente diferente a la media

méxima (tabla 8).
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C) Medio de cultivo SAB. En los pH 4.0, 4.5 y 5.0 el micelio tuvo densidad
abundante, fue blanco (No. 7), con crecimiento uniforme, hifas aéreas escasas y textura
lanosa. A pH 5.5 y 6.0 el micelio fue muy denso, escaso en la periferia, sin hifas aéreas
y textura algodonosa. A pH 8.0 y 9.0 no hubo crecimiento. A los 18 dfas la mayor
superficie micelial se encontrd a pH 4.0, con 4536 mm? (fig. 7, tabla 7) y la media de

crecimiento a dicho pH fue significativamente diferente al 95 % de las medias de las

otras condiciones (tabla 8).

D) Medio de cultivo DEXT. A pH 4.0, 4.5 y 5.0 el micelio fue muy denso,
blanco (No. 7), con crecimiento uniforme al ras del sustrato y textura algodonosa; se
observd ademis cerca del indeculo un exudado de aspecto oleoso y de color café oscuro
{No. 24). A pH 5.5 el crecimiento fue incipiente, mientras que en 6.0, 7.0, 8.0 y 9.0 no
hubao desarrello micelial. A los 18 dias el maximo crecimiento se encontré a pH 4.0 con
533 mm? de éarea (fig. 8 tabla 7); la media de crecimiento a este pH fue

significativamente diferente al 95 % de todas las demis (tabla 8).
Determinacion del patrin de sexualidad
Al cruzar entre si los 12 micelios monaospoéricos obtenidos de {a esporada del

ejemplar Mata 285, se obtuvieron 4 clases de compatibilidad, lo que significa que L.

boryanus presenta un patrén de sexualidad de tipo heterotilico tetrapolar (tabla 9).
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Hibridizacion entre L. horyanus y L. edodes

En todos los casos el cruzamiento de los micelios monospdricos de L. boryanus
y el micelio dicaridtico de L. edodes resultd negativo y la incompatibilidad se observo
macro y microscpicamente. No se encontraron fibulas en los monocariones, lo cual es

significativo e indica la no conjugacion (tabla 10).

Porcentaje de humedad Optimo para ¢l crecimiento micelial

El crecimiento micelial en la madera de las diferentes especies utilizadas fue el

siguiente:

Amus jorullensis. La media de crecimiento micelial mas alta se presentd a los 15
dias en el 80 %5 de humedad con una 4rea promedio en [os micelios de 5493 mm? (fig.
9, tabla 11); se observaron diferencias significativas entre dicho promedio y los
observados en las humedades de 50, 70, 90 y 100 % (tabla 12). Los micelios
presentaron densidad regular entre 50 - 80 % de humedad y abundante en 90 y 100 %.

El crecimiento micelial no produjo ningiin cambio de color en el sustrato.

Carpinus caroliniana. La media de crecimiento micelial mas alta se present6 a

los 15 dias en el 70 % de humedad, con una area micelial promedio de 6307 mm? (fig.
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10, tabla 11); se observaron diferencias significativas con todas las otras condiciones
(tabla 12). Los micelios mostraron densidad muy abundante del 60 al 90 %. En esta
madera se encontré la media de crecimiento mas alta y la mayor densidad de todas las
condiciones probadas. El micelio produjo un cambio total de color en el sustrato en las

condiciones de 60 - 90 9% de humedad.

Inga jinicuil. La media de crecimiento mas alta se encontrd en 60 % de
humedad a los 12 dias, con una 4rea promedio en los micelios de 546 mm? (fig. 11,
tabla 11) y hubo diferencias significativas con las dreas promedio de 70, 80, 90 y 100
% (tabla 12). Los micelios mostraron crecimiento escaso y en algunas condiciones (50,
60, 80 y 100 %) el micelio comenzd a morir después de 12 dias. En esta especie se
observd el menor crecimiento micelial y la densidad mds baja de todas las condiciones

probadas. No se presenté ningiin cambio de color en el sustrato.

Quercus sp. En csta especie la media de crecimiento mds alta se encontrd a los
15 dias en el 60 % de humedad, con 4885 mm? (fig. 12, tabla 11), sin embargo, hubo
diferencias significativas sdlo con las condiciones de 50 y 100 % (tabla 12). Los micelios
presentaron densidad regular en 60 %, abundante en 50, 70 y 80 % y muy abundante
en 90y 100 % de humedad. El color del sustrato cambid ligeramente entre 50y 80 %,

mientras que en 90y 100 % el cambio fue total.
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Quercus salicifolia. En esta especie se encontrd la segunda media de crecimiento
mis alta, la cual se observd a los 15 dias en 60 % de humedad, con 5704 mm? (fig. 13,
tabla 11). Las diferencias significativas fueron con 50, 80 y 100 % (tabla 12). Los
micelios tuvieron densidad regular en 50, 60 y 70 %, abundante en 80 y 90 % y muy
abundante en 100 % de humedad. El micelio produjo un ligero cambio de color entre

50 y 90 % y un cambio total en 100 %.

El analisis estadistico sobre la interaccién de los factores madera y humedad
rechaza la primera hip6tesis nula (Ho,). Debido a la baja probabilidad de ocurrencia

de los resultados observados bajo esta hipotesis, se acept6 la hipdtesis alternativa (Ha,).

La siguiente hipétesis nula (Ho,), la cual menciona que no existen diferencias
en el crecimiento de los micelios en las distintas maderas, se rechaz0 por la baja
probabilidad de ocurrencia de los resultados bajo ésta y se aceptd la Ha, Lo mismo
sucedi6 con la Gltima hipdtesis nula (Hoj), que se refiere a que no hay diferencias en
el crecimiento micelial en los distintos porcentajes de humedad probados y esta fue

rechazada por la misma razén que las anteriores y se acepto la Has.



DISCUSION

Caracterizacifn de cepas

De las dos cepas estudiadas de L. boryanus, 1a 17 presentd mayor velocidad de
crecimiento y un intervalo mas amplio de temperatura 6ptima que la 67. Esto es una
evidencia de las variaciones naturales y diferencias fisiolégicas que existen en las

poblaciones de hongos de una misma especie.

El crecimiento micelial de la cepa 17 no presentd diferencias significativas entre
las temperaturas 20 y 22 °C en los cuatro medios de cultivo, por lo que se puede
deducir que el 6ptimo de temperatura es en realidad, mas que un punto, un intervalo
comprendido entre estos dos valores. Se debe destacar que en el medio DEXT, debido
al escaso crecimiento micelial, no se encontraron diferencias significativas en ninguna
de las temperaturas probadas (tabla 4). Debido a la interaccion de los factores medio
de cultivo y temperatura, en EMA el intervalo de crecimiento éptimo fue mas amplio,
de 20 a 25 °C (fig. 14, tabla 5). Por su parte la cepa 67 mostré diferencias en el
crecimiento entre las X mds altas, a los 20 y 22 °C (tabla 4), pero también en EMA
presentd un intervalo amplio desde 20 a 25 °C, en el que no hubo diferencias
significativas (fig. 15, tabla 6). Entre los medios de cultivo empleados se encontraron
diferencias: el mayor crecimiento se observé para la cepa 17 en EMA y para la 67 en

PDA (figs. 14 y 15).
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Se observaron diferencias significativas en 1a velocidad de crecimiento de las
colonias en las distintas temperaturas probadas; la cepa 17 mostrd un crecimiento més
uniforme que la 67. A nivel microsedpico €l didmetro de las hifas no se vio afectado
por la temperatura, sin embargo, la cepa 17 produjo hifas con un didmetro mayor que
la 67. Es interesante destacar el hecho de que las dos cepas de L. boryanus formaron
células precursoras de clamidosporas, aunque solamente la cepa 67 desarrolld

conidiosporas.

En cuanto a las pruebas del pH, se encontré que la interaccién de los factores
medio de cultivo y pH produjo diferencias significativas en el crecimiento del micelio
bajo las distintas condiciones probadas. La mayor superficie micelial se observd a
diferentes pH, dependiendo del medio de cultivo empleadao, por lo tanto, el gradiente
de pH utilizado en el experimento produjo basicamente diferencias en la velocidad de

crecimiento.

En PDA, debido a que el tamafio de las colonias fue muy uniforme, se
presentaron diferencias significativas en el crecimiento a pH 4.5 y 6.0, sin embargo, es
probable que L. boryanus tenga en este sustrato un intervalo de crecimiento Optimo de
4.0 a 6.0, ya que las diferencias observadas se pueden atribuir a variaciones aleatorias,

como se ve en la figura 5.
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En EMA el intervalo de crecimiento Optimo es el mismo en pH de 4.0 a 6.0, a
pesar de las diferencias presentadas a 4.0 y 5.0, que se atribuyen al tamafio de la

muestra, como en el caso anterior (figura 6).

En SAB se abservd claramente un punto 6ptimo de pH para el crecimiento
micelial que fue de 4.0, en virtud de las diferencias significativas con las otras

condiciones y a la distribucion regular del intervalo de confianza (fig. 7).

En el medio DEXT el efecto del pH fue mds notorio, ya que el micelio solo
crecio en 4.0, 4.5, 5.0 y 5.5 . En este caso se obtuvo también un punto claro que se
puede considerar como éptimo para el crecimiento del micelio y fue el de pH 4.0 (fig.

8).

Los datos obtenidos del crecimiento de L. boryanus parecen coincidir con los
citados por la literatura para L. edodes, que presenta un amplio intervalo de
crecimiento micelial de pH 3.0 a 6.0 (fig. 16) {And6, 1976; Tokimoto y Komatsu, 1978;
Han et al,, 1981; Leatham, 1983, 1985; Song, et al., 1987; Jong, 1989; Leatham y

Leonard, 1989; Sobal et al., 1989).
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Hibridizacién de la especie americana y Ia asifitica

Si bien se encontré que L. boryanus tiene el mismo patrén de sexualidad que
el conocido para L. edades, segin Tokimoto (1974), Tokimoto y Komatsu (1978) y
Raper (1978), también se observd que la especie mexicana tiene diferente temperatura
Optima de crecimiento micelial (20 - 22 °C) que la registrada por Han et al. (1981) y
Tokimoto y Komatsu (1982) para la especie asidtica (24 - 26 °C). Por otra parte, L.
boryanus forma células precursoras de clamidosporas y conidiosporas, que no se han
encontrado en L. edodes, basandose en la observaciones de Tokimoto (1974) y Raper

(1978).

Si a lo antes mencionado se le agrega ¢l resultado negativo de la hibridacion
entre L. boryanus y L. edodes, se puede sugerir que se trata de dos especies distintas,
aunque muy relacionadas. Pegler (1983 b) hizo ver que ambas especies son muy
semejantes, pero que L. boryanus tiene basidiocarpos més pequefios y menos
escamosos. Otra semejanza morfoldgica es el tamafio de las basidiosporas, que en L.
boryanus son de 2-3.5 X 5-6 pm (Pegler, 1983 b) y en L. edodes de 2.5-3 X 5 pm

(Nakai y Ushiyama, 1974 a, 1974 b, 1974 c).
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Porcentaje 6ptimo de humedad

La interaccion de los dos factores madera y humedad produjo diferencias de
crecimiento micelial entre las distintas maderas y condiciones de humedad probadas.
El punto éptimo de crecimiento, considerado como aquél en el que el micelio alcanzd
el drea promedio maxima, no fue el mismo para todos los tipos de madera empleada.
El mayor crecimiento se presenté en 60, 70 y 80 % de humedad, dependiendo del
sustrato. Estas diferencias, y por lo tanto el hecho de que L. boryanus no muestre un
solo porcentaje de humedad como 6ptimo de crecimiento, se deben a que cada tipo
de madera puede ceder o retener cierta cantidad de agua, caracteristica que se basa

en la anatomfa y estructura de la madera.

En la madera de Alus jorullensis el mayor crecimiento (80 %) no fue
significativamente diferente del de 60 % pero si del de 70%. En este caso, al graficar
el intervalo de confianza, se puede ver que existe una desviacion fuerte en el de 70 %
de humedad (fig. 9), 1o cual no se puede atribuir a variaciones aleatorias sino a un
evento fuera de control en el experimento. Por lo tanto, es probable que el verdadero

intervalo de crecimiento micelial 6ptimo en esta madera sea de 60 - 80 %.

En Carpinus caroliniana el micelio presentd un punto dptimo de crecimiento,
dado que el maximo alcanzado en 70 % de humedad fue significativamente diferente

del de todas las otras humedades probadas. Esta hipotesis se afianza con los datos del
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intervalo de confianza de la X en las distintas humedades (fig. 10). En este caso la
humedad no afectd la densidad del micelio ya que ésta fue igual en las condiciones de

60 - 90 %.

En Inga jinicuil el micelio presentd su crecimiento mds escaso. En este caso el
micelio tuvo un intervalo de crecimiento dptimo de 50 - 60 % de humedad, ya que en
¢l no hubo diferencias significativas y los datos mostraron un intervalo de confianza
normal (fig. 11). Se debe destacar que en algunas condiciones de humedad, el micelio
detuvo su crecimiento a los 6 dias y después de 12 dias comenzd a morir, lo cual

significa que la madera de esta especie no es un buen sustrato para L. boiyanus.

En Quercus sp. los datos sugieren que existe un intervalo muy amplio para el
crecimiento del micelio de L. boryanus; dicho intervalo fue de 60 a 90 % de humedad,
dado que en esas condiciones no huba diferencia significativa con la media mixima.
Esta hip6tesis se ve apoyada en el hecho de que el intervalo de confianza de la X de

crecimiento micelial muestra una distribucion uniforme (fig. 12).

En Q. salicifolia las diferencias significativas de crecimiento entre la condicién
de méximo desarrollo (60 %6) y la de 80 % se pueden atribuir a situaciones aleatorias,
ya que el intervalo de confianza de la media mostr6 distribucion uniforme (fig. 13). Por
lo tanto, es muy probable que el intervalo de crecimiento micelial dptimo en este tipo

de madera sea entre 60 y 90, como en el caso de Quercus sp.; el micelio creci6 sin
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diferencias significativas en el intervalo de 60 a 70 % y 90 %. Esto sugiere la
posibilidad de que el intervalo de crecimiento 6ptimo sea mas amplio, como en Querctes

sp., es decir, de 60 a 90 %.

Dado que la hipdtesis de no interaccion de madera y humedad (Hol) se
rechazd, el 6ptimo de humedad para el crecimiento del micelio depende del tipo de
madera que se considere y andlogamente cada madera debe trabajarse a diferente

porcentaje de humedad (fig. 17).
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CONCLUSIONES
A) La temperatura 6ptima de crecimiento micelial depende del medio de cultivo
utilizado y viceversa. Para la cepa 17 el mejor crecimiento se encontré en EMA a los

20 °Cy para la 67 en PDA a 20 °C.

B) El pH o6ptimo de crecimiento se encontré en el intervalo de 4.0 a 6.0

dependiendo del medio de cultiva utilizado.
C) El patrén de sexualidad de L. boryanus es heterotélico tetrapolar.

D) La especie americana L. boryanus no se hibridizo con la asiatica L. edodes,

por lo tanto, es probable que se trate de dos especies diferentes.
E) El porcentaje 6ptimo de humedad para el crecimiento micelial de L.

boryanus depende del tipo de madera utilizada. En el intervalo de 60 a 80 % de

humedad se encontré el mayor crecimiento micelial.

33



LITERATURA CITADA

" Andé, M., 1976. Fruit body formation of Lentinus edodes (Berk.)Sing. on the
artificial media. Mush. Sci. 9: 415 - 422,

Aschan - Aberg, K., 1960. Studies on mono and dicaryotic mycelia of Collybia
velutipes. Physiol. Plans. 13: 280 - 297.

Buller, A. H. R., 1958. Researches on Fungi. Vol. 4. Hafner Publishing Co.,
Nueva York.

Chang, S. T., 1980, Mushrooms as human food. BioScience 30: 399 - 401.

Chang, S. T., 1982. The prospects for mushroom protein in developing
countries. Ju: Chang, S. T. y T. H. Quimio (eds.), Tropical mushroom,
biological nature and cultivation methods. The Chinese University Press,
Hong Kong.

Chang, S. T., 1987. World production of cultivated edible mushrooms in 1986.
Mush. J. tropics 7: 117 - 120.

Chang, S. T. y P. G. Miles, 1982. Introduction to mushroom science. /n: Chang,
S. T. y T. H. Quimio (eds.), Tropical mushrooms. Biological nature and
cultivation methods. The Chinese University Press, Hong Kong.

Chang, S. T. y P. G. Miles, 1987. Historical record of the carly cultivation of
Lentinus in China. Mush. J. Tropics. 7: 31 - 37.

Chang, S. T. y P. G. Miles, 1989. Edible Mushrooms and Their Cultivation. CRC
Press, Boca Ratdn, Florida.

34



Cheng, S. Y.y Y. S. Han, 1987. A new process for commercial growing of
Hsian-ku (Lentinus edodes) in Taiwan, Republic of China. /n: Kaul, N.
T. y B. M. Kapur (eds.), Science and Cultivation Technology of Edible
Fungi. Indian mushroom science I1. Reg. Resacarch Lab. JAMMU TAWI,

Cotter, V.T. y 'T. Flynn, 1986. An easy, inexpensive cultivation method,
Mushroom 1. 13 Vol. 14 (4): 35 - 30.

Delclaire, J. R., 1978, Economics of cultivated mushrooms. In: Chang, S. T.y W,
A. Hayes (eds.), The Biology and Cultivation of Edible Mushrooms.
Academic Press, Nueva York.

De Ledn-Chocooj, R, G. Guzmén y D. Martinez-Carrera, 1988. Planta
productora de hongos comestibles (Pleurotus ostreatus) en Guatemala.
Rev. Mex, Mic. 4: 297 - 301.

Dennis, R. W. G. , 1970. Fungus flora of Venczuela and adjacent countries. Kew
Bull. Add. Ser. I1I. Cramer, Londres.

Dubovoy, C., 1968. Conocimiento de los hongos en el México antiguo. Bol. Inf.
Soc. Mex. Mic. 2: 16 - 24.

Dubovoy, C. y T. Herrera, 1967. Estudio morfolégico de los micelios de
Psilocybe caerulescens Murrill. en diversos medios liquidos de cultivo. An.
Inst. Biol. Mex. Ser. Bot. 39: 45 - 79.

Dunn, O y V.A. Clark, 1974. Applied Statistics Analysis of Variance and
Regression. John Wiley and Sons, Nueva York.

Eger, G., 1978. Biology and breeding of Pleurotus, In Chang, S.T. y W.A. Hayes
{eds.), The Biology and Cultivation of Edible Mushrooms. Academic Press,
Nueva York.

Esser, K. y R. Kuenen, 1967. Genetics of Fungi. Springer Verlag, Nueva York.

35



Farr, D. F., 1983. Mushroom Industry: Diversification with additional species in
the United States. Mycologia 75: 351 - 360.

Frutis, 1. y G. Guzman. 1983. Contribucién al conocimiento de los hongos del
Estado de Hidalgo. Bol Soc. Mex. Mic. 18: 219-265.

Gonzilez Villarreal, L. M., 1986. Contribucién al conocimiento del género
Quercus (Fagaceae) en el Estado de Jalisco. Flora de Jalisco 1. [nstituto
de Botéinica, Universidad de Guadalajara, México.

Guzmin, G. 1972. Macromicetos mexicanos en el Herbario The National
Fungus Collection de E.U.A. Bol. Soc. Bot. Mex. 32: 31-55.

Guzman, G. 1977. Identificacion de los hongos comestibles, venenosos, alucinantes
y destructores de la madera. Limusa, Méxica.

Guzmén, G., 1984. El uso de los hongos en Mesoamérica. Ciencia y Desarrollo
59: 17 - 27.

Guzmién, G. 1986. Distribucién de los hongos en el Caribe y zonas vecinas.
Caldasia 15: 103-120.

Guzmién, G. y L. Guzméan-Davalos, 1984. Nuevos registros de hongos en el
Estado de Veracruz Bol. Soc. Mex. Mic. 19: 221 - 244,

Guzmin, G. y D. Martinez-Carrera, 1985. Planta productora de hongos
comestibles sobre pulpa de café. Ciencia y Desarrollo 65: 41 - 48.

Guzmén, G. y D. Salmones, 1990. Ei cultivo de los hongos comestibles en
México. Recopilacion de los trabajos publicados, presentados en
congresos o tesis desde 1966 a 1989. Instituto de Ecologia A.C,, Xalapa.

36



Guzman-Dévalos, L. y G. Guzmén. 1979. Estudio ecolégico comparativo entre
los hongos (macromicetos) de los bosques tropicales y los de coniferas
del sureste de México. Bol. Soc. Mex. Mic. 13: 89-125.

Guzmaén-Dévalos, L., Nieves,G. y G. Guzmadn. 1983. Hongos del Estado de
Jalisco, I1. Especimenes depositados en el Herbario ENCB, la. parte,
Bol. Soc. Mex. Mic. 18: 165-181.

Han, Y. H, W. T. Ueng, L. C. Chen y 8. Cheng, 1981. Physiology and ecology
of Lentinus edodes (Berk.)Sing. Mush. Sci. 11 (2): 623-658.

Harris, B., 1986. Shiitake. Mushiroom 1. 12 Vol. 4 (3): 24 - 26.

Hiroe, 1., 1967. On the progress in saw-dust cultivation of mushroom in Japan
and applied mushroom science. Trans. Mycol. Soc. Japan. 17: 583 - 586.

Ito, T., 1978. Cultivation of Lentinus edodes, In: Chang, S. T. y W. A. Hayes
(eds.), The Biology and Cudtivation of Edible Mushrooms. Academic Press,
Nueva York.

Jong, S. C, 1989. Commercial cultivation of the shiitake mushroom on
supplemented sawdust, Mush. J. Tropics 9. 89 - 98,

Leal Lara, H. 1985. La utilizacién microbioldgica de desperdicios
lignoceluldsicos. Potencialidades y perspectivas. In: Quintero Ramirez, R.
(comp.), Prospectiva de la biotecnologla en México. Fundacién Barros
Sierra, A. C. y CONACYT, México.

Leatham, G. F., 1982. Cultivation of shiitake, the japanese forest mushroom on
logs: a potential industry for the United States. Forest Products Joumnal
32:29 - 3S.

Leatham, G. F., 1983. A chemically defined medium for the fruiting of Lensinus
edades. Mycologia 75: 905 - 908.

37



Leatham, G. F., 1985. Growth and development of Lentinus edodes on a
chemically defined medium. f12: Moore, D., L. A, Casselton, D. A. Wood
y J. C. Frankland (eds.), Developmental Biology of Higher Fungi. British
Mycological Society simposium 10; April 1984; University of Manchester,
Cambridge, England: Press Syndicate of the University of Cambridge.

Leatham, G. F. y T. J. Leonard, 1989. Biology and physiology of shiitake
mushroom cultivation. Presentade en: shiitake mushrooms: A national
symposium and trade show. Center for alternative plant and animal
products. University of Minnesota, St. Paul, Minesota.

Lee, T. S. y R. 1. Hirata, 1984. Simposium sobre el cultivo de hongos. Memoria.
S.A.R.H., Puebla.

Lopez, L., Mora, V., Montiel, E. v G. Guzméan. 1985. Nuevos registros de los
Agparicales del Estado de Morelos. Rev. Mex. Mic. 1: 269-284.

Lu, S. -I, T. J. Leonard, S. Dick y G. F. Leatham, 1988. A new strategy for
genetic improvement of edible fungi through enhancement of their
lignocellulose degrading and fruiting abilities. Mic. Noetrop. Aplic. 1:5 -
19.

Mapes, C., Guzman, G. y J. Caballero. 1981. Emomicologia Purépecha. El
conocimiento y uso de los hongos en la Cuenca de Pllzcuaro, Michoacin.
Cuad. divulg. 2 Dir. Gral. Culturas Populares, SEP, Soc. Mex. Mic. &
UNAM, México, D.F.

Martinez-Carrera, D., 1987. Design of a mushroom farm for growing Pleurotus
on coffee pulp. Mush. J. tropics 7: 13 - 23,

Martinez, D., M. Quirarte, C. Soto, D. Salmones y G. Guzman, 1984.
Perspectivas sobre el cultivo de hongos comestibles en residuos
agroindustriales en México. Bol. Soc. Mex. Mic. 19: 207 - 219.

38



Mata, G., 1986. Comportamiento de una cepa del hongo de invierno
Flammulina velutipes (Curt. ex Fr.)Sing. {Fungi: Basidiomycetes) en tres
diferentes medios de cultivo y desarrolio del micelio en un sustrato
preparado. Tesis de Licenciatura. Universidad Veracruzana.

Mata, G., 1987. Comportamiento de una cepa extranjera de Flammulina
velutipes en tres medjos de cultivo. Rev. Mex. Mic. 3: 39-46,

Mata, G. y D. Martinez-Carrera, 1988. Estimacién de la produccion anual de
residuos agroindustriales potencialmente utilizables para el cultivo de
hongos comestibles en México. Rev. Mex. Mic. 4: 287 - 296.

Mata, G. y G. Guzmadn, DistribuciGn y datos ecoldgicos del honge Leutinus
boryanus (Agaricales, Tricholomataceae) en México. Brenesia (en
prensa).

Miles, P. G. y S. T. Chang, 1985, Lentinus and the {uture. Mushroom Newsletter
Jor the Tropics 6 (2): 2 - 3.

Mori, K., S. Fukai y A. Zennyozi, 1976. Hibridization of shiitake (Lentinus
edodes) between cultivated strains of Japan and wild strains grown in
Taiwan and New Guinea. Mush. Sci. 9 (1): 391-403.

Nakai, Y. y R. Ushiyama, 1974 a. Fine structure of shiitake, Lentinus edodes
(Berk.)Sing. L. Scanning electronmicroscopy on basidia and basidiospores.
Rept. Tottori Mycol, Inst. 11: 1-6.

Nakai, Y. y R. Ushiyama, 1974 b. Fine structure of shiitake, Lentinus edodes
{Berk.)Sing. I1. Development of basidia and basidiospores. Rept. Tortori
Mycol. Inst. 11: 7-15.

Nakai, Y. y R. Ushiyama, 1974 ¢. Fine structure of shiitake, Lentinus edodes
(Berk.)Sing. I1I. Germination of basidiospores. Rept. Tottori Mycol. Inst.
11: 16-22.

; o OEBE
TR TESES
Séﬂ% Bi LA DIBLIGTEC



Nee, M, 1981, Betulaceae. Flora de Veracruz 20. INIREB, México.

Pegler, D. N., 1983 a. The Genus Lentinus. A World Monograph. Kew. Bull. Add.
Ser. X, ed. HM.S.D,, Londres.

Pegler, D. N., 1983 b. Agaric Flora of the Lesser Antilles. Kew. Bull. Add. Ser.
IX, ed. H.M.S.D., Londres.

Raper, C., 1978. Scxuality and breeding. In: Chang, S. T. y W. A. Hayes (eds.),
The Biology and Cultivation of Edible Mushrooms. Academic Press, Nueva
York.

Rasmussen, E. F., 1961. Diy kiln operator's manual. Department of Agricuiture,
Forest Service, E.UA.

Rodriguez-Scherzer, G, y L. Guzméan-Ddvalos. 1984. Los hongos (macromicetos)
de las reservas de la biosfera de Ia Michilia y Mapimi, Durango. Bol. Soc.
Mex. Mic. 19: 159-168.

Royal Botanical Garden Edinburgh, 1969. Flora of British Fungi. Colour
Identification Chant. ed H.M.S.0., Londres.

Royse, D. J., 1985. Effect of spawn run time and substrate nutrition on yield and
size of the shiitake mushroom. Mycologia 77: 756 - 772.

San Antonio, J. P., 1981. Cultivation of the shiitake mushroom. HortScience 16:
151 - 156.

Singer, R., 1941. Is shiitake a Cortinelius? Mycologia 33: 449 - 451,

Singer, R. 1946. Type Studies on Agarics, 1L Lioydia 9. 114-131.

40



Singer, R. 1986. Tite Agaricales in Modern Taxonomy. 4a. ed. Koeltz Sc. Boaoks,
Koenigstein.

Singer, R. y B. Harris, 1987. Mushrooms and Truffles. Botany, Cultivation and
Ultilization. Koeltz Scientific Books, Koenigstein.

Sobal, M., P. Morales y D. Martinez-Carrera, 1989. Efecto del pH sobre el
crecimiento de diversas cepas mexicanas y extranjeras de hongos
comestibles en el laboratorio. Micol. Neotrop Apl. 2: 41 - 51.

Song, C. H, K. Y. Cho y N. G. Nair, 1987. A synthetic medium for the
production of submerged cultures of Lentinus edodes. AMycologia 79: 866
- 876.

Tokimoto, K., 1974. Formation of callus-like aberrant fruit bodies on agar
cultures of Lentinus edodes (Berk.)Sing. Rept. Tottari Mycol. Inst. 11: 23
- 28.

Tokimoto, K. y M. Komatsu, 1978. Biological nature of Lentinus edodes. In:
Chang, S. T. y W. A. Hayes (eds.), The Biology and Cultivation of Edible
Mushrooms. Academic Press, Nueva York.

Tokimoto, K. y M. Komatsu, 1982. Influence of temperature on mycelium
growth and primordium formation in Lentinus edodes. Trans. Mycol. Soc.
Japan 23: 385 - 390.

Vogel, F., 1990. Comunicacion personal.

Welden, A. L. y G. Guzmén 1978, Lista preliminar de los hongos, liquenes y
mixomicetos de las regiones de  Uxpanapa, Coatzacoalcos, Los Tuxtlas,
Papaloapan y Xalapa (parte de los Estados de Veracruz y Oaxaca). Bol.
Soc. Mex. Mic. 12: 59-102.

41



Tabla 1. Produccién mundial de hongos (en miles detoneladas) entre 1975 y 1986.
Tomado de: Delelaire (1978); Chang y Miles (1982); Chang y Miles (1989); Chang
(1987)

ESPECIES 1975 1979 1983-84 1986
Agaricus spp. 670 870 1022 1227
Lentinus edodes 130 170 234 314
Volvariella spp. 42 49 65 178
Flammulina velutipes 38 60 60 100
Pleurotus spp. 12 32 32 169
Auricttlaria spp. 5.1 10 46 119

Tabla 2. Cepas estudiadas y procedencia de las mismas

ESPECIE/REGISTRO | PROCEDENCIA RECOLECTOR
Lentinus boryanus Carretera Xalapa - Garcia s/n
Cepa 17 Coatepec, Via

Briones, Ver.
L. boryanus Parque Ecolégico Soto 90
Cepa 67 Feco. J. Clavijero,

Xalapa, Ver.
L. boryanus Parque Ecolégico Mata 285
Mata 285 Feo. J. Clavijero,

Xalapa, Ver.
L.edodes Hong Kong Chang s/n
Cepa 40
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Tabla 3. Procedencia de las especies de madera que se utilizaron para ¢l crecimiento
micelial de Lentinus horyanus

ESPECIE LOCALIDAD RECOLECTOR | Reg. XALw
Alnus San Miguel del Soldado, Mata 289 2139
Jorullensis Ver.
Carpinus San Miguel del Soldado, Mata 290 2215
caroliniana Ver.
Inga jinicuil Prolongacién de Mata 288 2173
Rebsamen, Xalapa, Ver.
Quercus Jilotepee, Ver, Mata 292
salicifolia
Quercus sp. San Miguel dei Soldado, Mata 291
Ver.
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Tabla 4. Tamafio promedio de los micelios en mm? de las cepas estudiadas a los 21
dias ¢n los medios de cultivo y temperaturas experimentadas

CEPA 17
MEDIO DE CULTIVO
PDA EMA SAB DEXT
TEMPERATURA X o X @ X o X o
()
20 5414 689 6361 0 3658 786 0 0
22 4960 734 5463 550 3423 207 0 0
25 2648 321 5815 473 1865 235 0 0
27.5 382 69 223 82 771 56 0 0
30 0 0 0 o g 0 0 0
CEPA 67
MEDIODE CULTIVO
PDA EMA SAB DEXT
TEMPERATURA X o X a X o X @
G
20 4001 340 2330 771 1664 144 0 o
22 2466 175 1912 88 1299 74 0 0
25 1764 224 1017 322 771 56 0 o
27.5 882 443 617 87 314 0 0 o
30 0 o0 0 0 0 o 6 0
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Tabla 5. Comparaciones entre la media de crecimiento de la cepa 17, en los medios
de cultivo y temperaturas probados

Comparacion entre los intervalos de temperatura en los diferentes medios de cultivo

Medic de INTERVALO DE TEMPERATURA (°C)
cultivo |20 20 20 20 22 22 22 25 25 27
22 25 27 30 25 27 30 27 30 30
PDA * * * * * * * * *
EMA * * * * * * *
SAB * * * ¥ * * * * * *
DEXT

*Intervalos en los que se presentan diferencias significativas al 95 %
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Tabla 6. Comparaciones entre la media de crecimiento de la cepa 67, en los medios
de cultivo y temperaturas probados

Comparacion entre los intervalos de temperatura en los diferentes medios de cultivo

Medio de INTERVALO DE TEMPERATURA (°C)
cultivo |20 20 20 20 22 22 22 25 25 27
22 25 27 30 25 27 30 27 30 30
PDA * * * * * * * *
EMA * * * * * * *
SAB * * * * * & * * * *
DEXT

*Intervalos en los que se presentan diferencias significativas al 95 %
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“Tabla 7. Tamafio promedio de los micelios en mm? de la cepa 17 a los 18 dias en los

diferentes medijos de cultivo e intervalos de pH probado

MEDIO CULTIVO
DE
PDA EMA SAB DEXT
INTERVALO

DE pH X « X o X a X ©
4.0 6361 0 4844 2628 4536 O 533 81
4.5 5808 0O 6361 0 3633 203 267 113
5.0 6361 O 6085 276 3495 322 160 81
5.5 6361 0 6361 2290 O 0 0
6.0 60682 0 6361 2463 0 0 0
7.0 371¢ 0 5541 872 444 0 0
8.0 8 0 26 45 0 9 0 0
9.0 1342 461 0 0 0 0 0 0
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Tabla 8. Comparaciones entre la media de crecimiento micelial de la cepa 17, en los

medios de cultivo e intervalos de pH probados

MEDIO DE CULTIVO

DEXT

EMA SAB

PDA

¥ K X X X KK

¥ X ¥ X ¥ X X

x XK KKK K KKK X

*

X R X K X X X

X K KK X X K

X

L I 3

* K K X K K XK XX XX

¥ K ¥

X ¥ X ¥ ¥ X ¥ ¥

X K K K K K KK XX K KX

505000005000050

0000000000000

4556789556789567896789789899

| S0 T T T L S O B |

]

!

0000000555555000005555000000

4444444444444555555555666778

H Z 85 B8 & » & 4 0

o m Mo

*Intervalos en los que se presentaron diferencias significativas al 95 %
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Tabla 9. Determinacion de las cuatro clases de compatibilidad de los aislamientos
monospdricos de Lentinus boryanus

1 2 3 4 5 6 7 8 9 10 11 12
1 e - - -
2 - -+ - - - - - - -
3 - o+ - - - - - - -
4 - - -+ o+ - - -
5 + - - = - + -
3 - - - - - -
7 + + - - -
8 - + - +
9 + - +
tipos de apareamiento 10 - -
I IT III Iv 11 -
1 2 5 8 1z
4 3 9
7 6
10 11
12

Tabla 10. Hibridaci6n de los micelics monospdricos de Lentinus boryanus con micelio
dicari6tico de L. edodes

Lentinus boryanus Mata 285
tipos de apareamiento

I I m Iv
Ii.,eminus edodes Cepa 40 - - .-
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‘abla 11. Tamafo promedio de los micelios en mm? de la cepa 17 a los 15 dias en las
diferentes maderas y porcentajes de humedad probados

TIPODE MADERA
% DE 1 2 3 4 5
HUMEDAD
X e X @ X @ X o X o
50 3857 419 0 0 356 75 2853 599 4589 353
60 4508 659 271 619 546 215 4385 446 5704 304
70 3422 146 6307 236 122 31 4960 436 5651 304
80 5493 340 4650 643 62 28 4505 608 4123 371
90 4397 268 3874 727 45 31 4258 306 4341 585
100 4210 207 0 0 2 9 3424 250 4588 314

Tipos de madera

1. Alnus jorullensis

2. Campinus caroliniana
3. Inga jinicuil

4. Quercus sp.

5. Q. salicifolia

Nota: Los datos de Inga jinicuil fueron obtenidos con los datos correspondientes a los
12 dias de crecimiento
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Tabla 12. Comparaciones entre la media de crecimiento miicelial de la cepa 17 en las
diferentes maderas e intervalos del porcentaje de humedad probados

Porcentaje TIPO DE MADERA

de humedad

(intervalos) 1 2 3 4 5
50 - 60 * *
5¢ - 70 * * * *
50 - 80 * * * *
50 - 90 * * *
50 - 100 *
60 — 70 * * *
60 - 80 * * %
60 - 90 * *
60 - 100 * * *
70 - 80 * * * *
70 - 90 * * *
70 - 100 * * * * *
80 -~ 90 *
80 - 100 * * %
90 - 100 * *

* Intervalos en los que se presentaron diferencias significativas al 95 %
Tipos de madera:
1. Alnus jorullensis
2. Carpinus caroliniana
3. Inga jinicuil
4. Quercus sp.
5. Q. salicifolia
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Tabla 13. Clave para evaluar la densidad del! micelio en las cajas de Petri

1a.

1b.

Hifas largas que se observan a simple vista hasta su parte

APICEL e st s RO

Hifas largas que se pueden observar en su parte apical slo con

MICIOSCOPIO ESETEOSCOPICO i irnrersirsenecreneresensirasesmeene densidad escasa

2a.  Micelio que cubre completamente el sustrato

2b.  Micelio que crece dejando algunos huecos que se pueden

observar a Simple Vista... e densidad regular
3a.  Micelio que presenta crecimiento sin formar agregaciones
hifales ... densidad abundante

3b. Micelio que presenta crecimiento con  agregaciones

hifales .. densidad muy abundante
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Figs. 5-8. Area promedio del micelio de Ia cepa 17 de Lentinus boryanus a los 18 dfas de incubacién
a20°C bajo diferentes condiciones de pH (se incluyc cl intervalo de confianza). 5: en ¢l medio de cultivo
PDA, &: en el medio de cultivo EMA, 7: ¢n ¢l medio de cultivo SAB, & en el medio de cultivo DEXT.
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Figs. 9-11. Arca promedio del micelio de Ia cepa 17 de Lentinus boryanus a los 15 dfas de incubacién
220 °C, en diferentes condiciones de humedad (sc incluye clintervalo de confianza). 9: en madera de Alnus
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Figs. 12-13, Arca promcdio del micelio de la cepa 17 de Lentinus boryanus a los 15 dfas de
incubacion a 20 °C, en diferentes condiciones de humedad (se incluye el intervalo de confianza). 12: cn
madera de Quercus sp., 13: en madera de Quercus salicifolia.
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) Figs. 16-17. Arca promedio de los micclios de la cepa 17 de Lendinus boryanus. 16: a los 18 dfas de
incubacion a 20 °C, en cuatro medios de cultivo ajustados a diferentes pH, 17: a los 15 dfas de incubacién
(excepto en Inga jinicuil a los 12 dlas), en diferentes maderas y porcentajes de humedad.
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