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RESUMEN

Se estudié la factibilidad de cultivar Lentinula boryana, L. edodes y Pleurotus
pulmonarius en los substratos utilizados para el desarrollo de Neolentinus suffrutescens.
Para ello, primero se estimé el crecimiento micelial a nivel caja de Petri de Lentinula y
Pleurotus, ademas de N. suffrutescens, en aserrin nuevo ([) y viejo (i), en ambos casos
de diversas especies de Pinus, principalmente de P. pafula, en madera de F.
psedostrobus (1), P. ayacahuite (IV) y de P. montezumae (V). De estos substratos, el ||
y el V fueron los mejores para todas las cepas. N. suffrutescens fue el mas rapido en todos
los substratos y L. boryana, el méas lento. Se obtuvieron 15 cepas de N. suffrutescens, del
entrecruzamiento de 12 aislamientos monospdricos. Los monosporicos y las cruzas se
evaluaron en agar con dextrosa y papa con infusién de P. montezumae y se determiné
el crecimiento micelial a los 12 dias de incubacién. Se seleccionaron 8 de las 15 cruzas
y evaluaron en los substratos Il y V. En agar, ninguna de las cruzas supero al parental, no
asi en la madera ll, en donde tres lo superaron. El parental y las cruzas seleccionadas se
cultivaron a nivel de planta piloto sobre los dos substratos mencionados. L.a eficiencia
biolagica (EB) fluctud de 4.85 a 14.60 % y la tasa de produccion (TP) de 0.07 a 0.19 % en
el substrato Il, y en el V de 4.41 a 14.92 % y de 0.06 a 0.23 %, respectivamente. Fue
estimado el crecimiento micelial de las especies de Lentinula y de Pleurotus en el
substrato biodegradado por N. suffrutescens. Para elio, se realizaron tres ensayos: a)
substratos pasteurizados, b) substratos esterilizados y c) substratos mezclados con

bagazo de cafia de azlcar esterilizados. La mezcla de la madera con bagazo (1:1, 2:1,



3:1) fue el mejor substrato. En las mezclas Il y V con bagazo (A y B, respectivamente),
para todas las cepas, la mejor proporcion fue la 1:1 tanto en A como en B, y la mejor cepa
la de P. pulmonarius. También se estimo el crecimiento en bagazo de cafa de azlcar (C).
Se compararon los resultados de los substratos A y B en la proporcion 1:1, con los de C,
Il y V, estos dos Gltimos sin degradar. El mejor fue el C, pero estadisticamente no fue
diferente al Il y V, y la cepa de P. pulmonarius fue la de mas rapido desarrollo. A nivel
planta piloto, de acuerdo a la EB y TP de L. boryana, L. edodes y P. pulmonarius, en los

substratos A, B y C, el mejor fue el B y la cepa de Pleurotus la mas productiva.



SUMMARY

The factibility of cultivating Lentinula boryana, L. edodes and Pleurotus pulmonarius
on the substrate used for the development of Neolentinus suffrutescens was studied.
Growth rates in Petri dishes of Lenfinula, Pleurotus and N. suffrutescens, on new sawdusts
(1) and old sawdusts (l1), in both cases of diverse species of Pinus, mainly of P. patula, on
P. psedostrobus (Ill), P. ayacahuite (IV}) and P. montezumae (V) wood-shaving were
considered. The best performance observed was in the substrates II and V. N
suffrutescens was the quickest in all the substrates and L. boryana, the slowest. Fifteen
dicaryotic strains of N. suffrutescens were obtained for crossing of monosporous isolates.
The monosporous and the dicaryotic strains obtained were evaluated on potato dextrose
agar with a wood infusion of P. monfezumae and growth rates at 12 days of incubation
were determined. Eight crosses were selected and subsequently evaluated on the
substrates Il and V. Crosses were not equal in performance to the original parental strain;
however, on the wood ||, three of the crosses exceded performance of the original parental
strain. The parental strain and the selected crosses were cultivated in pilot plant on the
mentioned substrates. Production was evaluated by biological efficiency (EB} and
production rate (TP). EB fluctuated between 4.85 to 14.60%, and the TP between 0.07 to
0.19% on the substrate Il and on the substrate V of 4.41 to 14.92% and of 0.06 10 0.23%,
respectively. Growth rates of the species of Lentinula and Pleurotus on the substrate
degraded by N. suffrutescens were estimated. For this, three trials were carried out:; a)

pasteurized substrates, b) sterilized substrates and ¢} sterilized substrates mixed with



sugar cane bagasse. The mixture of the wood with bagasse (1:1, 2:1, 3:1) was the best.
In the mixtures |l and V with bagasse (A and B, respectively), for all the strains, on A and
B the best proportion was the 1:1, and P. pulmonarius the best strain. Growth rate on
sugar cane bagasse (C) also was considered. The results of A and B substrates were
compared in the proportion 1:1, with those of C, il and V; the last two not degraded.
Substrate C was the best, but statistically was not different to the Il and V, and P.
pulmonarius strain was the one with the fastest development. In pilot plant, according to
the EB and TP of L. boryana, L. edodes and P. pulmonarius, on the substrates A, B and

C, the B was the best, and the Pleurotus strain was the most productive.



INTRODUCCION

1. El cultivo de los hongos comestibles

El cultivo de los hongos comestibles es una actividad que se desarrolla
ampliamente en diversas partes del mundo, como Estados Unidos, Europa y el Sureste
de Asia. En la actualidad, esta biotecnologia se ha manifestado como una alternativa en
la obtencién de alimentos para el consumo humano y satisfacer, en gran medida, las
necesidades proteinicas y nutricionales de la poblacion que habita en los paises
subdesarrollados, en funcién de la obtencion de grandes cantidades en pequerias areas
mediante técnicas sencillas, de bajo costo, en cortos periodos de tiempo y empleando
residuos agroindustriales como substrato para su cultivo (Martinez-Carrera y Larque-
Saavedra, 1990).

A nivel mundial, de las aproximadamente 10,000 especies de macromicetes (Miles,
1997), cerca de 2000, de mas de 30 géneros, son consideradas como hongos
comestibles, pero s6lo unas 80 de ellas se estudian experimentalmente, 40 son cultivadas
a pequefia escala, aproximadamente 20 son cultivadas comercialmente y solo de 5 a 6
se producen a escala industrial (Chang y Miles, 1993). Las especies cultivadas en orden
de importancia son Agaricus bisporus (Lange) imbach, Lentinula edodes (Berk.) Pegler,
Pleurotus spp., Auricularia spp., Flammulina velutipes (Curt. : Fr.) Sing. y Volvariella
volvacea (Bull, : Fr.) Sing. (Chang, 1996).

En México existen aproximadamente 200,000 especies de hongos, de éstas, 300

son consideradas comestibles, las cuales se desarrollan sobre diversos tipos de



vegetacion y son objeto de consumo (Guzman, 1998).

En los tltimos afios, en América Latina y especificamente en México, las
investigaciones sobre el cultivo de los hongos comestibles han tenido un gran avance
debido al desarrolio de tecnologias apropiadas. A pesar de la potencialidad que existe en
la regién para cultivar hongos que se desarrollan en forma silvestre y de la tradicidn por
su consumo (Martinez et al., 1984; Martinez-Carrera y Larqué-Saavedra, 1990), el cultivo
se ha restringido principalmente a dos especies, Agaricus bisporus, conocido como
champifién, y Pleurotus ostreatus (Jacg. : Fr.) Kumm,, identificado como oreja blanca o
seta. El cultivo del champifion y de otros hongos comestibles recientemente se ha
implementado, a pesar de que los primeros cultivos datan de hace 40 anos, en contraste
con la tradicion que hay en el pais sobre los hongos (Guzman, 1984). El interés por el
cultivo de especies del género Pleurotus en México comenzé hace aproximadamente 10
afios. Dicho interés se ha debido principalmente al desarrollo tecnologico de estos cultivos
en Asia y Europa (Guzman et al., 1994). Sin embargo, existen otras especies de hongos
que son susceptibles de ser cultivadas en México, entre ellas Neolentinus suffrutescens
(Brot. : Fr.) May & Wood.

El presente trabajo surgié de la inquietud de continuar con las investigaciones de
Gaitan-Hernandez ef al. (1993, 1995), dada la potencialidad que tiene el hongo de ser
cultivado en residuos de la madera de pino y a su aceptacién en el consumo popular
(Guzman, 1977, 1997, Guzméan et al., 1993; Martinez-Carrera, 1989, Villarreal y Pérez-
Moreno, 1989). Se obtuvieron cepas de N. suffrutescens por entrecruzamiento y se

seleccionaron las de alta productividad. También se discute la posibilidad de reutilizar
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los substratos degradados por N. suffrutescens para el cultivo de los hongos comestibles

Lentinula boryana (Berk. & Mont.) Pegler, L. edodes y Pleurotus pulmonarius (Fr.) Quel.

2. Caracteristicas generales de la especie, habitat, distribucion e importancia ‘

El hongo en estudio es un basidiomicete que clasicamente se ha adscrito al género
Lentinus, identificado entre los Agaricales, familia Tricholomataceae (Singer, 1949;
Guzman, 1977); modernamente se le adscribe a los Aphyllophorales del grupo de los
Poriales, en la familia Lentinaceae (Singer, 1986; Pegler, 1983; Hawksworth et al., 1995).
Con base en caracteristicas de los basidiomas y el tipo de pudricién gue produce,
Redhead y Ginns (1985) transfirieron a Lentinus lepideus al género Neofentinus, lo cual
fue justificado y corroborado genéticamente por Hibbett y Vilgatys (1991,1993) y Molina
etal. (1992). Neolentinus se distingue de Lentinus por el patrén de sexualidad heterotalico
bipolar, por tener una trama himenoforal regular y esporas binucleadas, por la capacidad
de causar un tipo de prudricidn cibica obscura (Kihner, 1980; Redhead y Ginns,1985;
Rune, 1994) y por tener un comportamiento nuclear tipo D (Hibbett et af., 1994), es decir,
la tercera division nuclear (mitosis postmeidtica) tiene lugar dentro de las basidiosporas,
en las que el nucleo hijo permanece dentro de las mismas, las cuales son binucleadas at
ser liberadas (Duncan y Galbraith, 1972). La especie tiene un gran nimero de sindnimos
y segin May y Wood (1995) el nombre valido es Neolentinus suffrutescens, a pesar de
que no hace mucho a este hongo se le denominaba Panus lepideus (Fr. : Fr.) Corner
(Corner, 1981), Lentinus lepideus (Guzman, 1977) o Neofentinus lepideus (Redr;ead y

Ginns,1985).



El hongo en discusion presenta las siguientes caracteristicas morfoldgicas segln
Pegler (1983) y Pegler y Young (1983).

Pileo de 3-15 (-30) ¢cm de didmetro, carnoso, convexo, despues aplanado a
ligeramente céncavo con superficie lisa a escuarrosa, con escamas de color café palido
sobre un fondo blanquecino y mas abundantes en el centro. LAminas decurrentes, con
aguda prolongacion hacia el estipite, aserradas, blancas a amarillentas palidas, que se
manchan irregularmente de amarillo, a veces transversalmente estriadas, subdistantes.
Estipite de 2-11 x 1-3 cm, central o excéntrico, cilindrico, algunas veces con la base
bulbosa, sélido, concoloro con el pileo, pero de color café obscuro en la base, escamoso
igual que el pileo (ver Fig. 1). Velo aracnoide, blanco, efimero. Contexto blanco,
subcarnoso, con olor fingico ligero y sabor fingico. Primordios de forma de clava o
espatuliformes, de color café achocolatado obscuro a café tenue a medida que maduran.
Basidiosporas de 8.5-12.25 x 3-4.7 pm, subcilindricas, con una depresion supra-
apendicular, hialinas, lisas, inamiloides, con pared delgada. Basidios de 35-46 x 5-7 pm,
tetraspéricos, claviformes. Pleurocistidios de 40-60 x 3-5 ym, cilindricos, hialinos, con
pared delgada, abundantes. Queilocistidios de 35-150 x 2-6 pm, cilindrico-sinuosos o
subclaviformes, frecuentemente constrefiidos 0 nodulosos, hialinos y con pared delgada.
Sistema hifal dimitico. Trama himenoforal regular a subregular, con hifas generativas
y esqueléticas orientadas irregularmente. Hifas generativas de 2.5-7 pm de diametro, en
ocasiones ligeramente mas gruesas, a veces con pared gruesa, frecuentemente
ramificadas con prominentes fibulas. Hifas esqueléticas de 3-6 um de diametro,

cilindricas, hialinas, no ramificadas, con apice obtuso, intercalares o principalmente
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terminales, escasas. Capa subhimenial pseudoparenquimatosa.

La especie es comUn en zonas templadas con bosques o plantaciones de pinos,
tanto en Europa como en Asia y América del Norte (Smith, 1949; Pegler, 1983). Es comUn
en México (Guzman, 1977), en donde se le encuentra sobre madera de pino, en troncos
o tocones, pocas veces en arboles vivos. Se le ha encontrado sobre durmientes de
ferrocarril de Pinus (Suominen, 1973; Clark y Setliff, 1985) y a veces sobre madera de
Betula, Abies, Picea , Larix, Arbutus, en troncos caldos de Sequoia, Ulmus, Calocedrus,
Liquidambar, Pseudotsuga, Thuja, Tsuga y en postes de Quercus (Weir, 1918; Zeller,
1929; Smith, 1949; Duncan y Lombard, 1965; Pegler, 1983; Farr et al., 1989). En México,
Guzman (com. pers.) lo encontro en los durmientes del ferrocarril infantil de Chapultepec,
en la Ciudad de México, en la década de los 70's.

El hongo en discusién produce pudricion obscura de tipo clbica, que destruye la
celulosa del duramen, dejando intacta la lignina (Jennison et al., 1955; Gémez-Nava ef al.,
1968). Con relativa frecuencia se le encuentra sobre madera de construccion mal tratada
y que esta en permanente contacto con el suelo. Ocasionalmente produce pudriciones en
el duramen de los pinos vivos (Zeller, 1929; Cooke, 1955), sin embargo, no se le ha citado
como especie parasita. Su tolerancia a concentraciones relativamente altas a la creosota
y la circunstancia de que el hongo se localiza principalmente en el duramen, dan a
Neolentinus suffrutescens una importancia especial como agente de pudricidn en madera
de uso econémico (Kollmann, 1959; Duncany Lombard, 1965; Nobles, 1965; Gémez-Nava
et al., 1969; Suominen, 1973; Dickinson, 1982). La pudricién de N. suffrufescens en un

principio no causa alteraciones visibles en la madera; se inicia con la produccion de un
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pigmento amarillento o de color café palido, que en etapas mas avanzadas llega a
tornarse mas obscuro, hasta adquirir tintes rojizos y una consistencia pastosa (Buller,
1909; Gomez-Nava et al., 1969).

Porotra parte, N. suffrutescens es aceptado en México como hongo comestible. Se
le conoce con los nombres populares de cuaresmefio, pechuga de pollo, hlongo de pino
u hongo de ocote (Herrera y Guzman, 1961; Guzman, 1977, Gispert et al., 1984;
Guzman, 1997) y de iarin (Mapes ef al., 1981), y es comercializado en algunos mercados

populares de México (Villarreal y Pérez-Moreno, 1989).
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Fig. 1. Cuerpos fructiferos silvestres de Neolentinus suffrutescens, con diametro del
pileo de aproximadamente 9a 12 cm.
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3. Importancia de las especies de los géneros Lentinula y Pleurotus evaluadas en

este estudio

Lentinula edodes [Lentinus edodes (Berk.) Singer], el llamado shiitake japones o
también shiang-gu v oak’s mushroom u hongo de encino, es unc de los hongos mejor
conocidos y mas estudiados (Tokimoto y Komatsu, 1978; Chang y Miles, 1987).
Actualmente ocupa el segundo lugar en produccion de hongos cultivados a nivel mundial,
siendo China, Japén, Taiwan y Korea los principales paises productores (Chang, 1996).
Tradicionalmente el shiitake es cultivado en troncos de maderas duras, principalmente de
encino {San Antonio, 1981; Leatham, 1982; Chang y Miles, 1989; Kozak y Krawczyk,
1993; Sobata y Nall, 1994), aunque los esfuerzos por desarrollar un sistema mas eficiente,
rapido y confiable para la produccion, se han enfocado a utilizar un substrato con aserrin
enriguecido (Han et al.,1981; Royse, 1985; Przybylowicz y Donoghue, 1990; Fox et al.,
1994). Se han probado substratos sintéticos, aunque las cepas de hongos empledas han
sido el mayor factor limitante (Diehle y Royse, 1985). En Mexico su cultivo se ha
desarrollado empleando otras virutas como las de Carpinus, Bursera, Alnus y Efiocarpus
(Mata et al., 1990; Morales y Martinez-Carrera,1991; Morales et al., 1991), inclusive pulpa
de café y bagazo de cafia (Mata y Gaitan-Hernandez, 1992, 1994; Salmones et al.,
1997a).

Por ofra parte, Lentinufa boryana (Berk. & Mont.} Pegler [Lentinus boryanus (Berk.
& Mont.) Sing.] es un hongo comestible comdn en los subtrépicos de América (Hibbett,
1992: Guzman, 1996; Guzman et al.,, 1997). En México se le encuentra creciendo en los

bosques hiimedos tropicales y subtropicales (Guzman, 1977; Bandala et al., 1988; Mata
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y Guzman, 1991) y debido a la posibilidad de su cultivo comercial y a su similitud
morfolégica con el shiitake japonés ha sido objeto de estudio por varios autores (Mata y
Gaitan-Hernandez, 1992; Mata y Guzman, 1993; Soto-Velazco et al.,19935). Se le conoce
con los nombres comunes de hongo de encino, hongo de palo, guaje, cak’s mushroom
y log's mushroom (Guzman, 1997); crece principalmente en madera de Quercus y en
México se ha probado su cultivo en virutas de especies de este género, ademas de
Caminus y Alnus, asi como en bagazo de cafia de azlcar (Mata, 1990, 1992; Mata y
Guzman, 1991, 1993; Gutiérrez-Lecuona y Salmones, '1 996).

Las especies del lamado hongo seta, oreja blanca u oreja de izote (Pleurotus spp.)
(Guzman, 1977), son populares como hongos comestibles cultivados. Estos hongos son
de facil cultivo y pueden desarrollarse en una gran variedad de substratos lignocelulosicos
(Zadrazil, 1978; Mueller et al., 1985; Bisara et al., 1987, Ragunathan et al., 1986);
actualmente el género ocupa el tercer lugar de los hongos cultivados a nivel mundial,
después de Agaricus y Lentinula, siendo China, Japon, Korea y Tailandia los principales
productores (Chang, 1996). De los géneros de hongos cultivados, Pleurotus tiene varias
especies de una importancia econdmica significativa, entre ellas Pleurotus pu!monarf:us
(P. florida Eger s. auct.) (P. ostreatus var. florida Eger). Esta es una especie que se
distribuye en Europa, Asia y Norte América en donde se le conoce como grey oyster
mushroom, phoenix-tail mushroom y Florida pleurotus (Buchanan, 1993; Guzman et al.,
1993); crece en forma gregaria sobre una gran variedad de maderas de angios-permas,
principalmente en verano, aunque de las especies de Pleurotus es la que se encuentra

mas cominmente creciendo en madera en descomposicién de coniferas, como Abies,
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Picea y Pinus (Kalberer, 1974; Eger et al., 1979; Cailleux y Joly, 1993; Vilgalys et al.,
1993; Zervakis y Balis, 1996; Vilgalys, 1997). De las mas de 20 especies reconocidas y
variedades cultivadas a través del mundo (Buchanan, 1993), P. pulmonarius se cultiva
comunmente en paises tropicales (Bresinsky ef al., 1987, Petersen y Hughes, 1993;
Iracabal et al., 1995), y aunque las formas silvestres se desconocen en Mexico (Guzman,
1996) su cultivo sobre diversos residuos lignocelulésicos, empleando cepas extranjeras,
ha tenido un gran desarrollo en los Gltimos afios (Gonzélez et al., 1993; De Leon-Chocooj
et al., 1993: Guzman-Davalos et al., 1987a,b; Martinez-Carrera, 1987; Mata y Gaitan-

Hernandez, 1995; Salmones ef al., 1997b).

4, La reproduccién en los hongos

La reproduccion en los hongos se efectlia asexual y sexualmente en fases por
separado o simultdneamente. La gran mayoria de los hongos, excepto Deuteromycotina
o Fungi Imperfecti que carecen de reproduccién sexual, muestran estos dos tipos de
reproduccion (Herrera y Ulloa, 1990).

Para mejorar y/o seleccionar cepas con caracteristicas deseables, ademas de una
correcta identificacion taxondmica de la especie y de un dominio de los sinénimos en
juego, es necesario conocer bien el ciclo de vida del organismo, ya que para establecer
un protocolo de entrecruzamiento se requiere de manipulacién genética, la cual es
dependiente del conocimiento del ciclo de vida.

Cualquiera que sea la modalidad sexual que presenten los hongos se pueden

-

dividir en dos grupos respecto a su compatibilidad sexual: homotalicos y heterotalicos.
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En los primeros el micelio que surge de una espora puede completar el ciclo de vida con
fa formacion de estructuras reproductoras sexuales, es decir son autocompatibles, y en
las especies heterotalicas se necesitan dos micelios compatibles para desarrollar |a fase
sexual (Miles y Chang, 1986; Herrera y Ulloa, 1990, Ulloa, 1991).

El homotalismo puede dividirse en primario y en secundario. En el primero, una
basidiospora, poniendo como ejemplo un basidiomicete, germina para formar un micelic,
el cual rapidamente se organiza en segmentos binucleados. No hay distincion genetica
entre 1os dos nucleos en cada célula y el micelio es capaz de formar un cuerpo fructifero
con basidios. El término homotalismo secundario se aplica a {os hongos que producen
basidiosporas con dos ntcelos postmeibticos, cuyos factores de apareamiento son
compatibles, y el micelio dicariético es capaz de fructificar. Las especies con homotalismo
secundario se dividen a su vez en dos grupos basados en la manera en que se originan
las basidiosporas binucleadas. En las especies con dos esporas, dos de los cuatro
ntcleos meidticos migran a cada basidiospora; en las especies de cuatro esporas, cada
una de ellas recibe dos nlcleos haploides de los ocho que por divisidn mitotica
postmeiotica surgieron en el basidio (Ginns, 1974).

Los basidiomicetes considerados heterotalicos pueden distinguirse bajo dos
condiciones, los heterotalicos bipolares (=heterotalismo unifactorial) y los heterotalicos
tetrapolares (=heterotalismo bifactorial). Los primeros se caracterizan por presentar un
solo gen (o factor) (A) con dos alelos (A1, A2). La segregacién de los dos alelos en la
meiosis asegura que una espora lleve so6lo un alelo.

En las especies heterotalicas tetrapolares la compatibilidad (o incompatibilidad) es
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controlada por dos genes o factores (A y B) situados en cromosomas homdélogos y con
dos alelos en cada locus (A1, A2 y B1, B2) (Kiihner, 1977; Miles, 1993; Webster, 1991).
Solo es fértil la union sexual en que se rednen los cuatro alelos diferentes para formar un
micelio heterocigotico con los alelos A1A2B1B2. Un talo con este juego de alelos puede
producir esporas (en particular las basidiosporas de los basidiomicetes) de cuatro
genotipos diferentes: A1B1, A2B2, A1B2, A2B1. También es posible que se produzcan
esporas solamente de dos tipos si la combinacion de los caracteres se efectlia de las
siguientes maneras: A1B1, A1B1,A2B2 y A2B2., o bien: A1B2,A1B2, A2B1 y A2B1. Esto
depende del arreglo de los cromosomas homélogos durante la meiosis y del
entrecruzamiento o falta de entrecruzamiento de un par o de ambos pares de dichos

cromosomas (Herrera y Ulloa, 1990).

5. Degradacién de la madera y tipo de pudricién que causan los hongos sobre la

misma

Anualmente a nivel mundial se producen entre 1.6 x 10" toneladas en peso seco
de desechos lignoceluldsicos, siendo de los mas abundantes en el planeta. Estos
desechos son principaimente esquilmos agricolas (pajas y rastrojos de diversos cereales),
subproductos agroindustriales (bagazo de cafia de azlcar, bagazo de henequeén, pulpa
de café) y subproductos de la industria forestal (virutas y aserrin), muchos de ellos siendo
subutilizados (Lu et al., 1988; Mata y Martinez-Carrera, 1988). Los materiales
lignoceluldsicos son dificiles de digerir, debido a las fuertes uniones fisicas y quimicas

entre los carbohidratos y la lignina. La lignina actia como una barrera que protege a la
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celulosa del ataque microbiano. La utilizacion de la lignocelulosa, dependen del grado de
rompimiento del complejo lignina-polisacérido; de esta manera se provoca que los
polisacaridos sean accesibles ala digestion microbiana (Zelenak, 1990). De los desechos
lignoceluldsicos los de la industria forestal son los de mayor importancia (Zelenak, 1990).

La madera es un material con gran complejidad anatémica y quimica, que puede
soportar una comunidad rica de especies microbianas (Dix y Webster, 1995). Los
principales constituyentes de la madera son celulosa, hemicelulosas, lignina, extractivos
(gomas, resinas, alcaloides, taninos), minerales y agua, siendo los tres primeros las
fuentes principales de carbono y los componentes estructurales. La celuiosa, gque
representa poco mas del 50 % de la madera, es un polimero lineal compuesto de
unidades de glucosa; esta organizada en filamentos microfibrilares y es la responsable
principal de la fuerza de tension y estructural. Las hemicelulosas estan compuestas por
heteropolimeros relativamente cortos de glucosa, manosa, xilosa, arabinosa vy ciertos
&cidos urénicos; no tiene una organizacién fibrilar y es responsable de la rigidez de las
paredes celulares antes de la lignificacién. El contenido de hemicelulosa en la madera
varia de 20 a 35 % y la cantidad en la madera de arboles de hoja ancha es superior que
en la de coniferas. La lignina es un complejo de polimeros aromaticos y esta asociada
_con la hemicelulosa pero no con la celulosa y representa del 15 al 35 % de la madera;
protege los polisacaridos de las paredes celulares de la hidrolisis microbiana, excepto en
el caso de los microorganismos que pueden modificar o degradar la lignina, como los
basidiomicetes y ascomicetes, que pueden iniciar una degradacion significativa de la

madera (Scheffer y Cowling, 1966; Montgomery, 1982; Cook y Rayner, 1984; Higuchi,
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1990; Zelenak, 1990). La distribucion de estos tres elementos en las maderas duras, como
Betula, Populus, Quercus y Alnus, y en las maderas suaves como las coniferas, se
observa en ia tabla 1.

La degradacion de la celulosa y de la fignina por hongos, es uno de los procesos
més importantes en el ciclo del carbono y es mayor que el de algunos otros grupos de
organismos vivos (Jakucs y Vetter, 1992). A nivel microscopico existen varias diferencias
entre los tipos de pudricién que causan los hongos, debidas principalmente a la accién
enzimatica y a la variacién que existe en la composicion guimica de la madera (Dix y

Webster, 1995).

Tabla 1. Porcentaje aproximado de celulosa, hemicelulosa y lignina por tipo de madera

Compuesto Maderas duras Maderas suaves

celulosa 40-50 40-50

hemicelulosa 25-40 25-30

lignina 18-25 25-35
Cook y Rayner (1984).

Una pared celular de una planta madura esta constituida por tres partes principales:
la lamina media, la pared primaria y la pared secundaria. La pared primaria esta formada
por un pequefio nimero de microfibrillas de celulosa, lignina y particulas no celuldsicas
como pectinas. La pared secundaria es la mas gruesa y esta dividida en tres capas, S1,
$2y $3. La capa S3 es usualmente muy delgada y dificil de distinguir de las ofras. Enlas

células lignificadas, la lignina esta presente en todas las capas de la pared celular. En las
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maderas duras, cerca del 90 % de la fignina se encuentra en la lamina media y en la pared
primaria, y el 60 % en las maderas suaves, en las que la capa S3 se encuentra mas
lignificada. En las celulas lignificadas, tanto en maderas duras como en suaves, la celulosa
es el principal constituyente de todas las capas de la pared celular (Cook y Rayner, 1984,
Zelenak, 1990; Dix y Webster, 1995).

Los hongos difieren en su capacidad para usar las moléculas organicas de las
paredes celulares de la madera, por lo que producen tres tipos principales de pudricién
en la misma. La pudricion blanca es causada principalmente por basidiomicetes y ciertos
ascomicetes. Degradan todos los componentes de la madera, aunque la lignina es
removida con mayor rapidez. La descomposicidon por este tipo de hongos se inicia en la
capa S3 y pasa a la lamina media. La accion de las enzimas de estos hongos se limita
principalmente a las capas expuestas de |a pared celular. La madera adquiere apariencia
blanquecina y consistencia fibrosa y esponjosa. LLos hongos que producen este tipo de
pudricion se dividen en hongos que degradan selectivamente la lignina, los que
simultaneamente degradan lignina y polisacaridos y los que combinan la degradacién
selectiva y simultdnea en el mismo substrato (Blanchette, 1991). La pudricién morena
0 cUbica obscura parece ser exclusiva de basidiomicetes. Atacan la celulosa y la
hemicelulosa y modifican ligeramente 1a lignina. Los hongos deterioran la madera por
penetracion de las hifas en la capa S2 y después atacan las capas S1 y S3 de la pared
secundaria; sin embargo, a veces las capas S2 y 53 se descomponen en forma
simultanea. La madera degradada se caracteriza por agrietamiento cubico de color café

obscuro. Causa una pérdida de peso y fuerza de tensién en la madera mas rapida que los
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de pudricién blanca, debido a la degradacion mas acelerada de la celulosa. Los residuos
de la madera con pudricién morena son extremadamente estables y pueden persistir sobre
las capas del suelo por muchos afios, lo que es de gran importancia ecolégica (Gilbertson,
1981). La prudricion suave es causada por una gran cantidad de ascomicetes y hongos
imperfectos. Es caracteristica de madera con alto contenido de humedad y preservadores
que evitan un ataque por hongos de pudricidn blanca y morena, y es frecuentemente
superficial. En las etapas iniciales de este tipo de pudricion, las hifas dentro de la madera
no son muy numerosas y no forman perforaciones en las paredes celulares.
Aparentemente estos hongos producen en la madera dos tipos de deterioro
morfolégicamente distintos. El primero se caracteriza por la penetracion de las hifas dentro
de la capa S2 y la formacién de cavidades. En el segundo, la pared celular es erosionada
por el contacto directo de hifas del hongo en el lumen de la célula. La celulosa y la
hemicelulosa son degradadas, pero més ligeramente que la que causan los hongos de
pudricién morena, presumiblemente por la ausencia de produccion de perdxido y una
dependencia de enzimas con difusion limitada (Cook y Rayner, 1984; Dix y Webster,

1995).

6. Uso potencial de la madera de pino para el cultivo de hongos

Los pinos mexicanos se encuentran distribuidos principalmente en las regiones
montafiosas, entre los 1500 y 3000 metros de altitud, desde la frontera con Estados
Unidos de América hasta la de Guatemala. Los bosques de coniferas cubren alrededor

de 17 millones de hectareas del territorio nacional, es decir 34 % de la superficie arbolada
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del pais. L.a explotacién de los pinares produce grandes beneficios econdmicos; mas del
60 % de las especies de pino tiene importancia comercial y 80 % de los productos
forestales del pais se obtienen de los bosques de pino-encino. Mas del 50 % de las 90
a 120 especies de pinos que existen en el mundo habitan en México (Eguiluz, 1977;
Romeu, 1995).

La explotacién forestal inadecuada, sobre todo la clandestina, asi como los
desmontes para fines de aplicacion de zonas agricolas, ganaderas y habitacionales
constituyen factores que restan superficie a los bosques y modifican la composicion de los
que quedan. Dentro de la riqueza forestal de México los pinares constifuyen un recurso
de primera importancia por la demanda de su madera, por la factibilidad de su explotacion,
por la relativa rapidez del crecimiento de muchas de sus especies y sobre todo por la
extensa area de distribucién y buen desarrolio que presentan los bosques en el pais. Las
especies maderables mas explotadas son: Pinus arizonica Engelm., P. engelmannii Carr.,
P. montezumae Lamb., P. pseudostrobus Lindl., P. ayacahuite Ehrenb., P. cooperiBlanco
y P. durangensis Martinez (Rzedowski, 1978). En 1995 la produccion maderable en
México fue de 6,302,417 m?, en la que las especies de pino representaron el 88 %, las
maderas de encino y latifoliadas e} 8 %, y las maderas preciosas el 4 %. La produccion se
genero principaimente en los estados de Durango, Chihuahua, Michoacén, Oaxaca y
Jalisco. La industria de aserrio absorbié el 75 % de la produccién, la de celulosa 19 % vy
se destind 6 % a la produccién de postes, combustibles (lefia y carbon) y durmientes;
generandose con esto, aproximadamente 3.5 millones de m® de residuos, que en la

actualidad son subutilizados (SEMARNAP, 1998). Dada la cantidad de desechos
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forestales que se generan, el cultivo de los hongos comestibles se ha manifestado como
una alternativa viable, para darle un aprovechamiento mas eficiente a estos subproductos

y para la produccion de alimentos de consumo humano.
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OBJETIVOS

Generales:

1) Obtener y seleccionar cepas de Neolentinus suffrutescens.

2) Desarrollar fructificaciones de N. suffrufescens en madera de pino y evaluar su
produccion.

3) Evaluar el crecimiento de Lentinula boryana, L. edodes y Pleurotus pulmonarius sobre

madera degradada por Neolentinus suffrutescens.

Particulares:

1) Determinar el crecimineto micelial de Lentinula, Pleurotus y Neolentinus en las maderas
de pino.

2) Seleccionar las mejores maderas de acuerdo con los resultados del punto anterior, para
las posteriores evaluaciones.

3) Obtener cepas por entrecruzamiento infraespécimen de N. suffrutescens.

4) Determinar el crecimiento micelial y caracterizar las cruzas y su parental en medio de
cultivo y en madera de pino. ‘

5) Evaluar a nivel de planta piloto la produccién de las cruzas seleccionadas del punto
anterior y comparar con el parental.

6) Determinar el crecimiento micelial de Lentinula y Pleurotus en las maderas degradadas
por Neolentinus y comparar los resultados con los del objetivo particular 1.

7) Seleccionar las mejores cepas y substratos del punto anterior para su evaluacién a

nivel de planta piloto.
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MATERIALES Y METODOS

A continuacion se mencionan las especies de hongos utilizadas en este estudio,

la metodologia general y la descripcion de los experimentos realizados.

1. Especies de hongos y cepas
Cepas de Neolentinus suffrutescens

La cepa estudiada (IE-133) fue obtenida del Cepario de Hongos del Instituto de
Ecologia de Xalapa, Ver. Dicha cepa se encuentra también depositada en la American
Type Culture Collection de Rockville, Maryland, E.U.A. (Tabla 2) y fue aislada de un
cuerpo fructifero recolectado en la region de Xalapa, el cual se encontraba creciendo en
un madero de pino previamente tratado con creosota. El ejemplar esta depositado en el
Herbario XAL con el registro Alvarez 41. De la cepa aludida se obtuvieron15 cepas por
enfrecruzamiento intraespécimen, designadas como NS y numeradas progresivamente

(Tabla 2).

Cepas de Lentinula boryana, L. edodes y Pleurotus pulmonarius

Las cepas lignoceluloliticas estudiadas se obtuvieron del Cepario de Hongos
mencionado y fueron Lentinula boryana, L. edodes y Pleurotus pulmonarius. La primera
fue aislada de un cuerpo fructifero silvestre recolectado en la region de Xalapa, el cual se
encontraba creciendo en madera en descomposicion de Quercus sp. El ejemplar esta

depositado en el Herbario XAL con el registro Mata 285. Las cepas de L. edodes y P.
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pulmonarius son comerciales adquiridas a la compafiia Fungi Perfecti de los Estados

Unidos. El registro original y actual de todas las cepas se observa en la tabla 2.

Tabla 2. Cepas utilizadas en el presente estudio

cepas procedencia
Neolentinus suffrutescens
IE-133* México
NS1** NS9
NS2 NS10
NS3 NS11
NS4 NS12
NS5 NS13
NS6 NS14
NS7 NS15
NS8
Lentinula boryana
IE-93 México
Lentinula edodes
IE-105 (K-200***) Estados Unidos
Pleurotus pulmonarius
IE-115 (CS.2**) Estados Unidos

* cepa parental depositada también en la American Type Culture Collection, con el
ndamero 96535.

** cepas obtenidas por entrecruzamiento intraespécimen dei parental (IE-133).

*** registro original en Fungi Perfecti.

2. Metodologia general

Preparacion de medios de cultivo
Las cepas de Lentinula y Pleurotus se mantuvieron en un medio de cultivo

comercial (BIOXON) de agar con extracto de malta (AEM). Los micelios monospéricos

obtenidos de la cepa parental de N. suffrutescens, y sus cruzas, se mantuvieron y
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evaluaron en un medio de cultivo comercial (BIOXON) de agar con dextrosa y papa (ADP),
pero enriguecido con infusion de viruta de madera de Pinus montezumae (1000 ml de
infusion de madera/39 g de medio de cultivo)} (ADP-IM). La infusion se obtuvo hirviendo

45 g de viruta en 1500 ml de agua destilada.

Substratos estudiados y tratamiento de los mismos

Se utilizaron los siguientes substratos: aserrin nuevo (1), aserrin viejo después de
un afio de aimacenado (1), en ambos casos de Pinus spp., madera de P. pseudostrobus
(1), de P. ayacahuite (IV) y de P. montezumae (V). Los substratos | y Il se obtuvieron del
aserradero Ingenio El Rosario, de la region del Cofre de Perote, Ver, En estos aserrines,
con tamafio de particula de 2-3 mm, la especie predominante fue Pinus patula Schiede
& Deppe. Las maderas [, IV y V se recolectaron en forma de ramas y tocones en la
misma region y se transformaron en viruta por medio de una canteadora eléctrica, y
posteriormente en un molino eléctrico, a un tamafio de particula de 7-8 mm. Todos las
maderas se colocaron en charolas de aluminio, y se secaron en hornoa 75+ 1 °C por 72
h y se almacenaron en bolsas de plastico selladas para su utilizacidn posterior. Las
especies fueron identificadas y corroboradas por especialistas del Herbario XAL del
Instituto de Ecologia. También se utilizd bagazo de cafa de aztcar (Saccharum
officinarum\..), el cual fue proporcionado por el Ingenio "La Concha", localizado en el jido
La Concepcidn, municipio de Xilotepec, Ver. y fue secado de la misma manera que las
maderas.

Se determind el pH de los substratos, colocando el electrodo en una suspesiéon de

26



10 g de substrato triturado en 20 ml de agua destilada esteéril.

Medicién del crecimiento micelial en medio de cultivo y parametros considerados

Los experimentos se realizaron en cajas de Petri de 90 mm (2) y 15 mm de
profundidad, en las cuales se colocaron 25 mi de medio de cultivo, esterilizado por 15 min
a 121 °C. Las cajas se inocularon en condiciones de esterilidad, colocando en el centro
de las mismas un fragmento de agar de 8 mm (&) con micelio de cada una de las cepas
a evaluar. Se consideré el diametro micelial promedio registrado a los 12 dias de
incubacién. También se tomaron en cuenta, excepto para los micelios monosporicos, la
formacion de agregaciones hifales y de primordios. Adicionalmente se considerd el color
y la textura de los micelios, seglin Stalpers (1978), y la densidad usando una modificacion
de! sistema descrito por Mata (1990), en fa que se cambia la terminologia de las cuatro
categorias citadas por Mata (densidad escasa a densidad muy abundante) a cinco

empleadas en este estudio (muy baja densidad a muy alta densidad).

Medicién del crecimiento micelial en los substratos evaluados

Los experimentos igualmente se realizaron en cajas de Petri, en las cuales se
coloco el equivalente a 7 g en peso seco de cada uno de ios substratos, hidratados al 80
%, siguiendo el método de Mata y Gaitan-Hermnandez (1992). Una vez esterilizadas por 90
min a 121 °C, las cajas se inocularon de la misma manera especificada en el punto
anterior. Los parametros considerados fueron los mismos observados enla evaluacion en

medio de cultivo, excepto la formacién de primordios.
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3. Experimentos realizados
Siguiendo la metodologta antes mencionada, excepto para las evaluaciones en

planta piloto, se realizaron tres experimentos, los cuales se describen a continuacion:

1. Comparacion del crecimiento micelial de Lentinula y Pleurotus con Neolentinus
suffrutescens en madera de pino
En cajas de Petri , se colocaron cada uno de los substratos I-V. Una vez
esterilizadas las cajas, se inocularon e incubaron a la temperatura 6ptima de crecimiento
de cada una de las cepas; a 22 + 1 °C las sembradas con L. boryana, a25+1 °C con
L. edodesya 27 +1°C con P. pulmonariusy N. suffrutescens, todas en obscuridad. Se
estimo el crecimiento de los micelios y se consideraron las caracteristicas morfologicas de

los mismos.

Il. Seleccion y evaluaciéon de cepas de Neolentinus suffrutescens
Obtencién de micelios monosporicos

En la planta piloto del Instituto de Ecologia, en viruta de P. montezumae se
obtuvieron fructificaciones de la cepa parental de N. suffrutescens, de acuerdo con la
técnica descrita por Gaitan-Hernandez et al. (1993). Para ello, se usé una camara de vidrio
utilizada para la produccion deVolvariella volvacea (Salmones y Guzman, 1994), la cual
es una modificacién del disefio propuesto por Li (1984). En ésta se controlaron los factores
temperatura (27 £ 1 °C) y humedad (75-85 %), para favorecer la fructificacion. De los

basidiomas logrados, se obtuvieron esporadas colocando éstos sobre papel filtro estéril
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durante 12 horas, posteriormente se tomé un fragmento del papel de aproximadamente
1 cm? y se suspendié en 100 m! de agua destilada estéril. Se depositaron 0.5 ml de la
dilucion en cajas de Petri con medio de cuitive de ADP-IM, esterilizado previamente por
15 min a 121 °C; posteriormente se incubaron a 27 + 1 °C en obscuridad, siguiendo a
Guzman ef al. (1993).

Los micelios monospdricos se aislaron en condiciones de esterilidad, con ayuda de
un microscopio estereoscépico y agujas de diseccion, para transferir los micelios a
nuevas placas de agar (ADP-IM), en donde se les determind el de crecimiento micelial.
Los aislamientos se corroboraron microscopicamente por la ausencia de fibulas. Las
observaciones se realizaron con preparaciones de micelio montadas en KOH al 5 % (Fig.

2).
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§ esporas en papel
o/ filtro esteéril

0.5ml

diluciones en agua
destilada estéril

incubacion

aislamiento de micelios
en condiciones de esterilidad

medicion del crecimiento micelial
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Fig. 2. Obtencién de micelios monospdricos de la cepa parental de Neolentinus
suffrutescens.
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Obtencidn de cepas dicariéticas por entrecruzamiento y su evaluacion en medio de

cultivo

Se siguid el método utilizado por Eger (1978), para la determinacidn del patrén de
sexualidad de Pleurotus. Doce micelios monospéricos se aparearon entre si en todas las
combinaciones posibles, evitando las cruzas reciprocas. Se obtuvieron en tota! 66
combinaciones y la dicariotizacion fue determinada por la presencia de fibulas en los
micelios observados microscopicamente. Las cruzas obtenidas y el parental se evaluaron
en medio de cultivo de ADP-IM. Se inocularon en condiciones de esterilidad e incubaron
a 27 £ 1 °C en obscuridad, se midi6 el crecimiento y se consideraron las caracteristicas

morfoldgicas de los micelios.

Medicion del crecimiento micelial de las cruzas en madera de pino

l.a evaluacion se realizd en cajas de Petri, en las cuales se coloco el substrato de
Pinus spp. (ll) o P. montezumae (V) , seleccionadas del experimento |. Una vez
esterilizadas, las cajas se inocularon ¢con las cruzas y el parental, e incubarona 27 £ 1 °C.
Se midib el crecimiento de los micelios y se tomaron en cuenta también las caracteristicas
morfologicas de los mismos.

En la figura 3 se aprecia la secuencia de la metocdologia para obtener las cepas

dicaridticas y la medicién del crecimiento.
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Fig. 3. Obtencion de las cruzas de Neolentinus suffrutescens, su evaluacion a nivel
laboratorio y comparacién con el parental.

Evaluacion de las cruzas de Neolentinus suffrutescens y comparacion con su

El indculo se preparo con viruta de P. montezumae, hidratada al 80 %, la cual se

esterilizaron durante 90 min a 121 °C y en condiciones asépticas se inocularon con

colocd en bolsas de polipapel, 200 g en peso humedo por bolsa. Las muestras se
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fragmentos de agar (aprox. 1 cm?) con micelio de cada una de las cepas {Gaitan-
Hernandez et al., 1993). Las condiciones de incubacién fueron en completa obscuridad
a 27 + 1 °C. Una vez obtenido el inoculo, se procedio a preparar las muestras de
substrato. Los substratos utilizados fueron el Il y el V como dnico ingrediente, Cada uno
de éstos, se hidratd a 80 % y se coloco en bolsas, 200 g en peso seco por bolsa,
equivalente a 792 g himedos para el substrato Il y 552 g para el V. Las condiciones de
esterilizacion e incubacion fueron las mismas que para el indculo. A las muestras
inoculadas se les coloco un tapdn de algodén previamente esterilizado para favorecer la
aireacion y posteriormente se etiquetaron e incubaron. Una vez que el micelio cubrid el
substrato, las muestras se colocaron en el area de produccién con ilumunacién natural
difusa y ventilacion para favorecer la fructificacion. Los parametros medioambientales se
registraron de junio a octubre de 1997. El intervalo minimo de temperatura oscilé entre
11.6 a 13.6 °C, el maximo entre 27.5 a 32.4 °C, y la humedad de 74 a 91.8 % (Fig. 4).
La produccidn se evalud con base en los datos de eficiencia bioldgica (EB), la cual
se determind expresando en porcentaje la relacion entre peso fresco de las fructificaciones
de los hongos producidos y el peso seco del substrato (Chang y Miles, 1989), y con la tasa
de produccion (TP), la que se determiné mediante la relacidn de la eficiencia bioldgica
entre el niUmero total de dias de evaluacion, a partir del dia de inoculacion (Royse, 1989).
El nimero y tamafo de las fructificaciones obtenidas fueron evaluados seguin el didmetro
del pileo: grupo 1 (G1) < 5.0 cm y grupo 2 (G2) entre 5.0 y 9.9 cm, modificando el método

seguido por Mata y Guzman (1991) para Lentinus boryanus.
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Fig. 4. Temperatura (°C) y humedad {%) registradas durante la fase de
fructificacion de Neolentinus suffrutescens.

lll. Factibilidad de reutilizar el substrato biodegradado por Neolentinus
suffrutescens para el cultivo de Lentinula y Pleurotus
Se realizaron tres ensayos en los que se midid el crecimiento micelial a nivel caja
de Petri de Lentinula boryana (IE-93), L. edodes (IE-105) y Pleurotus pulmonarius (1E-
115), en los substratos |l y V biodegradados por N. suffrutescens, asi como en bagazo de
cafia de azlcar no degradado. Las condiciones de inoculacion e incubacién, fueron las

mismas que en el experimento |.
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a) Pasteurizacién: los substratos Il y V, se colocaron en sacos permeables de
manta y se sumergieron en agua caliente a 85-90 °C por 50 min.
Posteriormente, se les escurrio el exceso de agua y se dejaron enfriar hasta
aproximadamente 30 °C.

b) Esterilizacion: los substratos Il y V, previamente hidratados, se colocaron en las
cajas y esterilizaron.

c) Adicidn de bagazo de cafia de azlcar: se realizaron mezclas de [os substratos
[l y V con bagazo de cafia, en una proporcion 1:1, 2:1 y 3:1, ademas se
utilizé el bagazo de cafa de azucar solo (BG), como testigo. Dichos
substratos se hidrataron y esterilizaron.

Para la evaluacién a nivel planta piloto se prepard indculo mezclando 87 % de
sorgo {Sorghum vulgare Pers.) y 13 % de bagazo de cafa, hidratados al 80 %.
Posteriormente se coloco dicha mezcla en bolsas de polipapel, 150 g en peso hiimedo por
bolsa. L.as muestras se esterilizaron durante 90 min a 121 °C y en condiciones asépticas
se inocularon con fragmentos de agar con micelio de las cepas a evaluar. Las condiciones
de incubacion fueron las mencionadas para cada especie en las pruebas de crecimiento
(experimento 1). Una vez obtenido el indculo, se procedio a preparar las muestras del
substrato en las que fueron sembradas cada una de las cepas. Los substratos fueron el
Iy V degradados por N. suffrutescens, mezclados cada uno con bagazo de cafla de
azlcar en una proporcién 1:1 [ 11+BG (A), V+BG (B)], ademas de bagazo de cafia de
azucar (C). Los substratos se hidrataron a 80 % y se colocaron en bolsas de polipapel,

150 g en peso seco por bolsa, equivalente a 1065 g hiimedos parael A, 879 gparael B

35



y a 740 g para el C. Las muestras se esterilizaron durante 90 min a 121 °C vy
posteriormente se sembraron con el indculo previamente preparado (Auetragul, 1984;
Chang y Miles, 1989). A las muestras se les colocé un tapon de algoddén estéril y se
etiquetaron e incubaron en obscuridad a 27 £ 1 °C (Auetragul ,1984; Przybylowicz y
Donoghue, 1990). Una vez cubierto el substrato por el micelio de Lentinula, las bolsas se
transfirieron a un cuarto con iluminacion natural difusa, con una temperatura promedio de
25 °C, hasta que el micelio se transformé en una capa obscura, liamada seudosclerocio
(Chang y Miles, 1989; Przybylowicz y Donoghue, 1990; Guzman ef al., 1993), considerado
esto como indicativo de que las muestras estaban listas para la fructificacion (Donoghue
y Denison, 1996). Posteriormente las muestras se colocaron en el area de produccion en
condiciones de iluminacién natural difusa y ventilacion para favorecer la fructificacion. Los
parametros registrados en el perfodo de febrero a marzo de 1998, que influyeron en el
desarrollo de los hongos de P. pulmonarius, se observan en la figura 5a. El intervaio
minimo de femperatura oscilé entre 9.5 a 10.4 °C, el maximo entre 25.9 a 26.1 °C, y la
humedad de 83.2 a 87.1 %. La etapa de fructificacion de L. boryana y L. edodes fue en
el periodo de febrero a junio de 1998, en una area de produccion diferente a la de
Pleurotus. Se registré un intervalo minimo de temperatura de 15.0 a 19.3 °C, un maximo
de 24.6 a27.2 °C y una humedad de 61.8 a 77.8 % (Fig. 5b). Una vez obtenida la primera
cosecha, a las muestras de Lentinuia se les dio un periodo de reposo de 10 dias,
posteridrmente se sumergieron en agua a aproximadamente 20 °C por 24 h para la
induccién de una segunda cosecha y asi subsecuentemente, modificando el sistema

descrito por Han et al. (1981), Mata ef al. (1990), Przybylowicz y Donoghue (1990) y Ohga
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et al. (1992) .

Los parametros considerados fueron los mismos que los citados para la evaluacion
de N. suffrutescens, excepto que en las fructificaciones producidas, clasificadas por
grupos de tamafio, hubo dos grupos mas, grupo 3 (G3), con hongos entre 10.0y 14.9 cm
y grupo 4 (G4), con hongos mayores de 15 ¢cm. En la figura 6 se observa un diagrama de

fiujo de la metodologia del experimento lIl.

4, Disefio experimental y tratamiento estadistico de los datos obtenidos

Los experimentos de crecimiento micelial se realizaron por quintuplicado y los datos
registrados alos 12 dias de incubacion se sometieron a un analisis de varianza unifactorial
(micelios monospéricos y cruzas de N. suffrutescens en medio de cultivo) y multifactorial
(Lentinula, Pleurotus, parental y cruzas de N. suffrutescens en madera de pino).

En los experimentos de planta piloto se realizaron 8 réplicas/cepa/substrato y a los
datos de produccion se les aplicod un analisis de varianza multifactorial.

A los datos de todos los experimentos también se les aplicé un anaélisis de
comparacion de medias por medio de la prueba de rango multiple de Tukey (a=0.05 %).

Para lo anterior se utilizo el programa de computo Statgraphics Ver, 6.1,
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Fig. 6. Evaluacion de la factlbllldad de reutilizacién del substrato degradado por
Neolentinus suffrutescens para el cultivo de otras especies comestibles.
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RESULTADOS Y DISCUSION

I. Medicion del crecimiento y comportamiento morfologico de los micelios de

Lentinula, Pleurotus y Neolentinus en madera de pino

De acuerdo al andlisis de varianza para un disefio bifactorial realizado a los datos,
las cepas, substratos e interaccion entre ellos resultaron ser significativos, es decir, al
menos una de las cepas y substratos fue diferente, y cada una de las cepas tuvo un
comportamineto distinto al menos en uno de los cinco substratos empleados (Tabla 3). La
cepa con menor crecimiento para todos los tratamientos fue la |IE-93 de Lentinula boryana,
y la de mayor la cepa IE-133 de Neolentinus suffrutescens. El anélisis de comparacion de
medias por medio de 1a prueba de rango multiple de Tukey, determind que para todos los
tratamientos, la cepa IE-133 fue estadisticamente di;erente a las demas. De acuerdo al
analisis de interacciones entre cepas y substratos, no se observaron diferencias
significativas entre los substratos Il v V, excepto en Pleurotus pulmonarius (Tabla 3). En
et IV se observo un diametro micelial menor, y en el V el mayor. La cepa IE-133 tuvo un
comportamiento similar en los substratos |, il y IV, sin diferencias estadisticas entre ellos;
sin embargo el crecimiento del micelio fue menor que en el li y V (Tabla 3). El mejor
desarrollo micelial de N. suffrutescens en todas los substratos respecto a las otras
especies se debe a que Ia madera de coniferas es uno de los subtratos principales en el
que crece en forma silvestre (Guzman 1977, Pegler, 1983). Donoghue y Denison (1996)
citaron rendimientos distintos, logrados por L. edodes, en substratos con diferente tamafio

de particula. Sin embargo, aqui se destaca que el tamafic de particula de los substratos
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empleados, no influyd en el crecimiento, dado que en tres de las cepas no hubo diferencia

estadisticaentre el ll y V.,

Tabla 3. Didmetro promedio de los micelios (cm) de Lentinula boryana (1E-93), L. edodes
(IE-105), Pleurotus pulmonarius (IE-115) y Neolentinus suffrutescens (IE-133), a los 12
dias de incubacién, en los diferentes substratos probados

CEPAS
SUBSTRATOS [E-93 IE-105 IE-115 [E-133
Pinus spp. (1) 2.88 c* 4.06 d 4.80e 7.56 h
Pinus spp..(I1) 5.06 e 6.87 g 6.99 g 8.52 i
P. pseudostrobus (Il 282¢ 40 d 3.32¢ 7.74 h
P. ayacahuite (1V} 2.42 a 342¢ 276D 7.38 h
P. monteza?imae (V) | 5.55 e 71149 587 f 8.58 i

* los valores representan el promedio de 5 réplicas. Valores que no comparten una misma
letra para las cuatro cepas y substratos, indican diferencias significativas con la prueba de
rango multiple de Tukey (a=0.05 %).

Respecto a las caracteristicas morfoldgicas de los micelios, se observé que en el
substrato V la cepa de N. suffrutescens fue la Unica que presentd una densidad muy alta,

mientras que para el resto fue de muy baja a baja. En este substrato se observo una

textura flocosa y lanosa, mientras que para los demas, las cepas presentaron una textura

rala (Tabla 4).
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Tabla 4. Caracteristicas del micelio (densidad y textura)* de las diferentes cepas en cada
uno de los substratos probados

substratos cepas | densidad textura

IE-93 { MB

IE-105 | MB

Pinus spp. (I} IE-115 | MB
[E-133 | MB

[E-G3 | MB

IE-105 | MB

Pinus spp. (Il IE-115 | MB
IE-133 { B

IE-93 | MB

IE-105 | MB

P. pseudostrobus (lll) IE-115 | MB
IE-133 | MB

IE-93 | MB
IE-105 | MB
P. ayacahuite (IV) IE-115 | MB
IE-133 | MB

[E-93 | B
|IE-105 | MB

P. montezumae (V) IE-115 | B
IE-133 | MA

M (A0 (D000 |[DAIDA |AADDD

MB muy baja; B baja; MA muy alta; R rala; L lanosa; F flocosa.
* todos los micelios fueron blancos.

Con los resultados de crecimiento micelial y comportamiento morfolégico de las
cuatro cepas evaluadas, se escogieron los substratos Il y V para las posteriores pruebas
de crecimiento realizadas en este trabajo. En las cepas de Lentinula y Pleurotus el factor
determinante para escoger dichos substratos (Il y V) fue el diametro micelial, dado que no

tuvieron un buen comportamiento morfoldgico.
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Il. Seleccién y evaluacién de cepas de Neolentinus suffrutescens
Crecimiento de los micelios monospdricos

La germinacion de esporas se observé entre los 4 a 6 dias de incubacion, 1o cual
coincide con lo reportado por Snell (1922). Los datos de crecimiento de los 12
monosporicos seleccionados al azar, de un total de 18 aislamientos, se aprecian en la
tabla 5. El crecimiento registrado a los 12 dias de incubacién fluctud de 4.16 a 8.54 cm

(monospodricos 2 y 15, respectivamente) (Tabla 5).

Tabla 5. Didmetro promedio de los micelios monospéricos (¢m) de Neolentinus
suffrutescens a los 12 dias de incubacion en ADP-IM

o —

n°® de monosporico diametro o
1 6.64 d* 0.30
2 416 a 0.27
3 595¢ 0.80
4 7.20e 0.43
5 493D 0.64
7 513b 0.31
10 5.61c¢c 0.62
11 6.90 d 0.27
13 7.26 e 0.59
14 8.53 f 0.15
15 8.54 f 0.29
16 7.20 e 0.61

*los valores representan el promedio de 5 réplicas. Valores gue no comparten una misma
letra indican diferencias significativas con la prueba de rango multiple de Tukey (a=
0.05 %).
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Comportamiento de [as cepas dicaridticas (cruzas) y medicién del crecimiento en
medio de cultivo (ADP-IM)

De acuerdo con el método utilizado aqui (Eger, 1978), con el comportamiento de
los 66 apareamientos entre los 12 monospéricos probados, no se obtuvo el patron de
sexualidad de Neolentinus suffrutescens debido a la ausencia de fibulas en algunas de
las cruzas (Tabla 6). A la especie se le ha citado como heterotélica (Lamoure, 1989) y
bipolar (Redhead y Ginns, 1985), sin embargo, no existe un estudio detallado al respecto.
N. suffrutescens tiene un comportamiento nuclear astatocenocitico {Lamoure, 1989), es
decir, la presencia de fibulas varia de acuerdo con los niveles de aireacion (acumulacion
de CO,) (Boidin y Languetin, 1984), y considerando que varios de los apareamientos
tuvieron un crecimiento micelial sumergido en el agar, el poco oxigeno pudo influir en la
ausencia de fibulas. La incompatibilidad entre los apareamientos probablemente también
se debio a la presencia de un factor comin A, similar a lo citado por Eugenio y Anderson
(1968). Se ha mencionado en trabajos previos la ausencia de fibulas en algunos
basidiomicetes como en Coprinus patouilfardii Quél. (Kemp, 1980), lo que dificuita
identificar la compatibilidad entre los micelios (Miles, 1996). El estado dicariético de los
segmentos hifales en estos casos sélo puede ser corroborado empleando tincion nuclear

0 microscopia de contraste de fases (Boidin, 1986).
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Tabla 6. Resultados del entrecruzamiento de micelios monospéricos de Neolfentinus
suffrutescens

N de monosporico

1 2 3 4 5 7 10 11 13 14 | 15 16

- + - - - -

- + - - - -

- + +
- + +
+ + +
- - +
+ + +
13 - - -
14
15
16

De las 15 cruzas que resultaron positivas ninguna supero al parental en el diametro
micelial (Tabla 7). Los resultados del parental concuerdan con los registrados por Gaitan-
Hernandez et al. (1995), empleando la citada cepa en ADP sin infusion. Se observo que
el didmetro micelial de las cruzas oscild entre los valores registrados para los
monospdricos de los cuales se originaron (Tabla 5), excepto las cruzas NS4, NS5, NS12

y NS13.
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Tabla 7. Didametro promedio de los micelios (cm) de las cruzas obtenidas de Neolentinus
suffrutescens, a los 12 dias de incubacién en ADP-IM, y comparacién con el parental (IE-
133)

cepas codigo de identificacién diametro o

IE-133 IE-133 7.07 i 0.17
(1-11) NS1 6.58 g 0.34
(2-11) NS2 6.10 d 0.41
(3-11) NS3 6.52 f 0.13
(4-15) NS4 6.27 e 0.21
(4-16) NS5 6.10 d 0.41
(5-15) NS6 6.09 d 0.65
(5-16) NS7 6.71 h 0.17
(7-14) NS8 6.47 e 0.31
(7-15) NS9 6.37 e 0.26
(7-16) NS10 6.57 g 0.26
(10-16) NS11 5.45a 0.25
(11-13) NS12 5.58 b 0.31
(11-14) NS13 6.28 e 0.25
(11-15) NS14 5.95¢ 0.31
(11-16) NS15 6.43 e 0.45

* los valores representan el promedio de 5 réplicas. Valores que no comparten una misma
letra indican diferencias significativas con la prueba de rango muitiple de Tukey (a=
0.05 %).

La densidad micelial fue de baja a muy alta, con una textura sedosa y flocosa,
similar en todas las cepas; la mayoria de éstas presentaron agregaciones hifales, excepto
las NS8, NS11, NS13 y NS15 (Tabla 8). En algunas cruzas se detecto la formacion de
primordios, un olor parecido a balsamo de Peru y cambio de color en el agar, mencionado
ya por Snell (1922, 1923), Cartwright (1938), Badcock (1939) y Gaitan-Hernandez et al.

(1995), mientras que Nobles (1948, 1965) no observé cambio de color en agar con
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extracto de malta. Otha et al. (1990a) detectaron una coloracién café en medio liquido con
micelio de la especie aqui estudiada, argumentando que posiblemente se debia a la
actividad de una fenol oxidasa. El olor en algunos cultivos es caracteristico de N.
suffrutescens y se debe a la produccion de metabolitos secundarios, como el p-
hidroxifenilpropanol, trans-metil p-metoxicinamato, cis-metil p-metoxicinamato, metil p-
hidroxicinamato, metil isoferulato y metil p-metoxibenzoato (Birkinshaw y Findliay, 1940;
Otha et al. 1990a,b).

Se observé Ia formacion de cristales en 4 de las cruzas (NS2, NS4, NS6, NS14),
los cuales fueron citados también por Birkinshaw y Findlay (1940). Estos cristales pueden
ser de oxalato de calcio y su formacion fue observada por primera vez por Bary (1887) y
Hein (1930), citados por Hayes (1978). Se han detectado en Resinicum bicofor (Abertini
& Schwein. : Fr.} Parmasto, Gilbertella persicaria (Eddy) Hesseltine, Agaricus bisporusy
Geastrum saccatum (Fr.) Fischer (Whitney y Arnott, 1986a,b, 1987; Connolly y Jellison,
1995).

El acido oxdlico es producido por hongos de pudricién blanca y pudricion morena
o café (Dutton et al., 1993; Espejo y Agosin, 1991); en estos tltimos, como la especie aqui
estudiada, se ha propuesto como un importante factor precelulolitico, que posiblemente
actda como quelante, para ayudar a la movilizacion del hierro, magnesio u otros iones
metdlicos, que pueden ser usados durante los procesos no enzimaticos y en la reduccion

del pH del substrato durante su degradacion (Espejo y Agosin, 1991; Goodell et al., 1997).
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Tabla 8. Caracteristicas del micelio (color, densidad, textura, agregaciones hifales y
formacion de primordios) de la cepa parental (IE-133) y cruzas obtenidas de Neolentinus
suffrutescens en ADP-IM

cepas color densidad textura agregaciones hifales primordios
IE-133 BL MA F ++ p
NS1 BL MA F ++ p
NS2 BL A F + -
NS3 BL MA F ++ -
NS4 BL MA F ++ p
NS5 BL MA F ++ p
NS6 BL MA F ++ -
NS7 BL MA F ++ p
NS8 CR B F - -
NS9 BL MA F ++ -
NS10 CR MA F ++ -
NS11 BL B S - -
NS12 BL A S + p
NS13 CR RE S - -
NS14 BL A F + p
NS15 BL B S - -

BL blanco; CR café rojizo; B baja; R regular; A alta; MA muy alta; F flocosa; S sedosa;
- ausentes; + poco abundantes; ++ abundantes; p presentes.

Comportamiento de las cruzas y crecimiento de las mismas en la madera de pino

Con base en los resultados anteriores, se escogieron 8 de las 15 cruzas para su
evaluacion en los substratos 1l y V, seleccionadas del experimento 1. En el substrato i,
3 cruzas superéron al parental en el diAmetro registrado a los 12 dias de incubacién (NS5,
NSS, NS10). En el substrato V, ninguna de las cruzas supero al parental en el diametro
micelial (Tabla 9). Con el analisis de varianza bifactorial, resultaron ser significativas las

cepas, los substratos e interaccidén entre ellos (Tabla 9). Con base en el analisis de

4
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coparacion de medias, el crecimiento de las cruzas fue significativamente diferente en
ambos substratos, excepto para el parental que presenté un crecimiento de 8.50 y 8.57
cm (Tabla 9).

En los substratos evaluados, todas las cruzas y su parental tuvieron un mayor

crecimiento micelial que en el medio de cultivo (ADP-IM).

Tabla 9. Diametro promedio micelial (cm) de las cruzas de Neolentinus suffrutescens y
cepa parental (IE-133), a los 12 dias de incubacion, en los substratos de madera de pino

Pinus spp. (1) Pinus montezumae (V)
cepas diametro o] diametro o
IE-133 8.50 j* 0.29 8.57 | 0.35
NS1 8.22h 0.37 6.78 b 0.56
NS4 8.02 ¢ 0.45 6.89¢c 0.72
NS5 9.0k 0.00 7.96¢g 0.27
NS6 8.33h 0.20 7.63f 0.79
NS7 8.20 h 0.568 6.41a 1.0
NS9 8.84 k 0.20 7.52e 0.65
NS10 8.66 j 0.38 7.25d 0.41
NS14 8.37 i 0.50 7.08 ¢ 0.29

* los valores representan el promedio de 5 réplicas. Valores que no comparten una misma
letra para todas las cepas y para ambos substratos, indican diferencias
significativas con la prueba de rango multiple de Tukey (o= 0.05 %).

El micelio fue blanco en ambos substratos, la densidad de baja a muy alta y la
texturarala, lanosa y flocosa. En el substrato V se observé una densidad muy alta solo en
una de las cruzas (NS9), con caracteristicas morfoldgicas similares al parental 1E-133.

También en el mismo substrato, la mayoria de las cruzas presentaron abundantes
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agregaciones hifales, no asi en el Il (Tabla 10).

Las cruzas y el parental en ADP-IM presentaron una densidad de alta a muy alta,
superior a la de la mayoria de las cepas en los substratos Il y V. En éstos no se
observaron primordios, sin embargo, la textura y la formacion de agregaciones hifales en

P. montezumae (V) fue similar al detectado en el agar.

Tabla 10. Caracteristicas del micelio (densidad, textura y agregaciones hifales)* de la cepa
parental (IE-133) y cruzas de Neolentinus suffrutescens en los substratos de madera de
pino

substratos cepas | densidad textura agregaciones hifales**
Pinus spp. (1) IE-133 | B R -
NS1 [ A F +
NS4 | A F +
NS5 | A F +
NS6 | RE L -
NS7 | RE L -
NS9 | A F +
NS10 | A F +
NS14 [ A F +
P. montezumae (V) IE-133 [ MA F ++
NS1 A L +
NS4 [ A F ++
NS5 | A L ++
NS6 | A F ++
NS7 | A F +
NS9 | MA F ++
NS10 | A F ++
NS14 | A L +

B baja; RE regular; A alta; MA muy alta; R rala; L lanosa; F flocosa.
* todos los micelios fueron blancos.
** - ausentes; + poco abundantes; ++ abundantes.

50



Evaluacion de la produccion de cuerpos fructiferos por las cruzas de Neolentinus

suffrutescens y el parental a nivel planta piloto

El periodo de incubacién de las 8 cruzas y del parental fue de los 37 a 49 dias en
el substrato Il (IE-133 y NS1, respectivamente) y de 31 a 54 dias en el V (IE-133 y NS7,
respectivamente), semejante a lo reportado por Gaitan-Hernandez et al. (1993). Se
consideré como periodo de incubacion el tiempo transcurrido a partir de la siembra de las
muestras hasta la formacién de primordios.

El nimero de cosechas obtenidas en el substrato ll fuede 1 a3, yenlaVde1a
4. En los dos substratos, la primera cosecha fue siempre ia mas abundante, con una
produccién promedio mayor al 80 % en el ll y mayor al 50 % en el V (Fig. 7a y b). En el
substrato | se cbservaron tres grupos de cepas bien definidos en el nimero y produccién
por cosecha. Las de 3 cosechas ([E-133, NS6), que tuvieron un comportamiento similar
en cuanto a la produccién de hongos por cosecha, las de 2 cosechas (NS4, NS9, NS14)
y las de sélo 1 cosecha (NS1, NS7, NS10) (Fig. 7a). En el substrato V (Fig. 7b) las cepas
produjeron mas cosechas, excepto la NS9, NS10y NSG; esta tltima, inclusive, produjo
2 cosechas mas en el substrato ll. La Unica cruza que iguald al parental (IE-133) en
cuanto al numero de cosechas obtenidas fue la NS14 (Fig. 7b). En general, las cruzas y
el parental tuvieron un mejor comportamiento en cuanto al nimero de cosechas obtenidas

en el substrato V que en el H; incluso la cruza NS5 no produjo hongos en este ultimo.
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Fig. 7. Produccidn promedio de fructificaciones (%) por cosecha, de las
cruzas de Neolentinus suffrutescens, en Pinus spp.(a) y en Pinus
montezumae (b) y comparacion con la cepa parental (IE-133).

Respecto a la produccion de hongos (g) por grupos de tamafio, en ambos
substratos las cepas produjeron hongos de los 2 grupos establecidos (G1: < 5.0 cmy G2:
de 5.0-9.9 cm). El analisis de varianza realizado por substrato indicé que las cepas y
grupos, asi como la interaccidon entre ellos, presentaron significancia. Las cepas tuvieron

un comportamiento diferente en cuanto al tamafio de hongos y el peso (g) de
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fructificaciones por grupo de tamafio varid de acuerdo a la cepa evaluada. Las cepas NS1,
NS4 y NS9 no desarrollaron hongos del G2 en el substrato li (Tabla 11). Sin embargo, en
este mismo substrato, las cepas NS4, NS7 y NS9 superaron al parental en cuanto a la
produccién de hongos del G1, y la NS6 en la producciéon de hongos del G2, siendo
estadisticamente diferente del parental. La produccion de hongos entre el G1 y G2 en el
substrato Il fue significativamente diferente en todas las cepas. En el substrato V, 3 de las
8 cruzas superaron al parental en cuanto a la produccion de hongos desarrollados del G1
(NS4, NSg9yNS14)y 5 enla produccion de hongos del G2 (NS4, NS5, NS6, NS7 y NS 14).
Las NS4, NS7 y NS9 también superaron al parental en los hongos del G1 en el ll. En el
V, sélo las cruzas NS4 y NS14 superaron al parental en los hongos de ambos grupos, sin
diferencias estadisticas en el G1 entre estas dos. El G1 fue el mas representativo
(promedio/grupo), con 12.84 g y 56.05 fructificaciones en promedio, mientras que el G2
produjo 5.86 g de 4.88 fructificaciones, con diferencia estadistica entre ambos grupos

(Tabla 11).
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Tabla 11. Peso promedio de hongos producidos (g) por las cruzas de N. suffrutescens, por
grupos de tamarno, en los dos substratos evaluados y comparacion con el parental (IE-
133)

Pinus spp. (I P. montezumae (V)
cepas G1 G2 G1 G2
1E-133 1317  g¢* 6.22 ¢ 16.71 i 5.32 b
NS1 9.70 e - 12.78 h 5.17 b
NS4 19.91 k - 19.82 K 8.93 e
NS5 - - 7.93 d 6.76 c
NS6 12.06 f 17.15 i 9.02 e 19.05 i
NS7 14.20 h 2.50 a 7.80 d 11.70 g
NS9 18.50 j - 23.73 I 2.86 a
NS10 11.42 f 2.12 a 7.16 d 1.66 a
NS14 7.88 d 5.57 b 19.37 k 10.47 f
promedio/grupo  G1=12.84 b (56.05)** G2=5.86 a (4.88)

*los valores representan el promedio de 8 réplicas. Valores que no comparten una misma
letra para los grupos de tamafio de las cepas, de un mismo substrato, asi como
entre el promedio/grupo, indican diferencias significativas con la prueba de rango
mltipte de Tukey (a= 0.05 %).

** los valores entre paréntesis indican el niimero promedio de hongos obtenidos.

L.a eficiencia biolégica (EB) alcanzada por las cruzas v el parental en los substratos
Iy V fluctud de 4.85 a 14.60 % (NS1 y NS6), y de 4.41 a 14.92 % (NS10 y NS14),
respectivamente (Tabla 12). Con el analisis de varianza resultaron ser estadisticamente
significativos las cepas y substratos. Sin considerar a la cepa NS5 que no produjo hongos
en el substrato |I, la cepa que presentod la mencr EB para todos los tratamientos fue la
NS1 yla mayor, la NS14. En el substrato I, 2 de las ¢ruzas superaron a la cepa parental,
la NS4 y la NS6, con una EB de 9.95 y 14.60%, respectivamente; sin diferencia

estadistica de la primera con el parental. En el substrato V, estas mismas cepas y las NS9
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y NS14 fueron superiores, con diferencias estadisticas entre ellas, excepto entre la NS4
¥ la NS6. En esta dltima, la EB fue estadisticamente similar entre los dos substratos. Con
los valores promedio obtenidos por cepa en ambos substratos (EB promedio/cepa), se
observé que las cruzas NS4, NS6, NS9O y NS14 superaron al parental, aunque la dltima
de éstas no fue estadisticamente diferente al mismo. También, con los valores promedio
de las cepas para cada uno de los substratos (EB promedio/substrato), la mayor EB fue
en el V y significativamente diferente a la EB del Il (Tabla 12). Gaitan-Hernandez et al.
(1993) reportaron una EB de 7.90 a 27.55 %, empleando la misma cepa de este estudio
(IE-133), en substratos a base de madera de pino, lo cual coincide con los valores aquf
obtenidos, sin embargo, éstos no superaron ala EB maxima reportada (27.55 %).

Se debe mencionar que la cepa NS9 produjo hongos que no alcanzaron a
desarrollar totalmente las laminas, sin embargo, esto es uno de los riesgos de los
apareamientos al azar. El defecto se pudo deber principalmente a una combinacion
genética no deseable o0 a la no expresion de un gen determinado.

La tasa de produccion (TP) lograda por las cruzas y su parental en el substrato Il
fluctud de 0.07 a 0.19 % (NS1 y NS9, respectivamente} y de 0.06 2 0.23 % en el V (NS10
y NS6, respectivamente). El andlis de varianza realizado con los datos de TP, indico que
solo los substratos no presentaron significancia, esto es, que para todos los tratamientos
los substratos se comportaron de manera similar (Tabla 13). En el substrato [, 2 de la
cruzas superaron al parental (NS6, NS9) con una TP de 0.18 y 0.19 %, respectivamente.
Las dos fueron estadisticamente similares al parental, asi como la NS7, aungue ésta no

lo superd. En el substrato V todas las cruzas lo superaron, excepto la NS10. El parental
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fue estadisticamente diferente a todas las cruzas. Los valores promedio por cepa para los
2 substratos (TP promedio/cepa), indicaron que 3 de las 8 cruzas fueron superiores y
estadisticamente diferentes a la cepa parental (NS4, NS6, NS9), aunque ésta fue
significativamente semejante a la NS7 y NS14. Ademas al obtener el promedio de cada
uno de los substratos (TP promedio/substrato) el de P. montezumae presentd la mayor

TP, aunque no significativamente diferente a Pinus spp. (Tabla 13).

Tabla 12. Eficiencia biolégica promedio (%) obtenida por las cruzas de Neolentinus
suffrutescens y comparacion con la cepa parental (IE-133)

cepas Pinus spp.(il) P. montezumae (V) EB promedio/cepa

{E-133 9.70 f* 11.01 g 10.35 €
NS1 4.85 a 8.98 d 6.91 c
NS4 9.95 f 14.38 i 12.16 g
NS5 - 7.35 c 3.67 a
NS6 14.60 i 14.03 i 14.31 h
NS7 8.35 d 8.75 f 9.05 d
NS9 9.12 e 13.30 h 11.21 f

NS10 6.77 b 4.41 a 5.59 b

NS14 6.72 b 14.92 ] 10.48 e
EB 7.78 a 10.90 b

promedio/substrato

* los valores representan el promedio de 8 réplicas. Valores que nc comparten una misma
letra para las cepas y ambos substratos, asi como entre la EB promedio/cepa y EB
promedio/substrato, indican diferencias significativas con la prueba de rango
multiple de Tukey {a= 0.05 %).
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Tabla 13. Tasa de produccion promedio (%) obtenida por las cruzas de Neolentinus
suffrutescens y comparacién con la cepa parental (IE-133)

cepas Pinusspp. (Il) * P.montezumae (V) * | TP promedio/cepa *

IE-133 0.17 d 0.11 b 0.14 d
NS 0.07 a 0.13 C 0.10 C
NS4 0.13 c 0.21 e 0.17 e
NS5 - 0.13 C 0.06 a
NS6 0.18 d 0.23 f 0.20 f
NS7 0.16 d 013 C 0.14 d
NS9 0.19 d 0.18 d 0.18 e

NS10 0.11 b 0.06 a 0.08 b

NS14 0.10 b 0.17 d 0.13 d
TP 0.12 a 0.15 a

promedio/substrato

*los valores representan el promedio de 8 réplicas. Valores que no comparten una misma
letra para las cepas, para ambos substratos, asi como entre la TP promedio/cepa
y TP promedio/substrato, indican diferencias significativas con la prueba de rango
multiple de Tukey (a= 0.05 %).

Ifl. Evaluacién de las especies de Lentinula y Pleurotus en el substrato

biodegradado por Neolentinus suffrutescens

El analisis de varianza realizado, sefiald significancia en las cepas, substratos y
proporciones evaiuadas. En los substratos degradados mezclados con bagazo de cafia,
Pinus spp. l1+BG (A) y P. montezumae V+BG (B), el mayor crecimiento micelial de las
cepas se observo en la proporcion 1:1 y el menor en la 3:1; inclusive, en el substrato B no
hubo crecimiento de L. boryana ni de L. edodes. En ambos substratos el mayor
crecimiento a los 12 dias, se observd en P. pulmonarius, en la proporcidén 1:1, con 6.09

cmen el Ayde 6.72 cm en el B. La cepa IE-93 tuvo el mayor diametro micelial en el
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substrato B, con 3.54 cm y la cepa IE-105 en el A con 4.30 cm. Estas dos cepas de
Lentinula fueron estadisticamente similares en la proporcion 1:1 de! substrato B. En
general para todas las cepas en ambos substratos (promedio/proporcion), el mayor
diametro micelial se presentd en la proporcion 1:1 y fue significativamente diferente a las
otras. La cepa con mayor crecimiento fue la de P. pulmonarius (promedio/cepa) y con

diferencia estadistica al resto (Tabla 14).

Tabla 14. Diametro promedio de los micelios (cm) de Lentinula boryana (IE-93), L. edodes
(IE-105) y Pleurotus pulmonarius (IE-115) en los substratos degradados por N.
suffrutescens, mezclados con bagazo de cafia de azlcar, a los 12 dias de incubacion

Pinus spp. I+BG (A)  P. montezumae V+BG (B)
proporcion IE-93 IE-105 IE-115 ] IE-93 |E-105 IE-115 | promedio/proporcion

1:1 3.16e*4.30g 6.09i 3.54f 352f 6.72] 455¢
2:1 2.35b 290d 410g 3.11e 3.15e 5.13h 3.45b
3:1 1.95a 1.94a 263¢c - - 416 ¢ 1.78 a

promedio/cepa 2.48a 3.04b 427c¢c 221a 222a 5.33d

* Jos valores representan el promedio de 5 réplicas. Valores que no comparten una misma
letra para todas las cepas en las tres proporciones y ambos substratos, asi como
entre los promedios, indican diferencias significativas con la prueba de rango
multiple de Tukey (a=0.05 %).

El micelio en todas las cepas en las tres proporciones y en ambos substratos fue
blanco, con una densidad de muy baja a regular y una textura rala y sedosa. La textura
sedosa sélo se observo en la cepa IE-115, en las 3 proporciones (1:1, 2:1, 3:1) del

substrato A (Tabla 15). En la tabla 14 se observd un mayor crecimiento de las cepas en
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el substrato A (promedio/cepa), excepto de la IE-115. Sin embargo, el comportamiento

morfolégico de los micelios fue similar en ambos substratos (Tabla 15).

Tabla 15. Caracteristicas del micelio ( textura y densidad)* de las diferentes cepas en los
substratos degradados por N. suffrutescens, mezclados con bagazo de cafia de azlcar

proporcion cepas substratos densidad textura
IE-93 A MB R

B B R

1:1 {E-105 A MB R
B B R

IE-115 A RE S

B B R

IE-93 A MB R

B MB R

2:1 IE-105 A MB R
B MB R

IE-115 A B S

B MB R

IE-93 A MB R

B - i,

3:1 IE-105 A MB R
B - -

IE-115 A B S

B MB R

substratos: A Pinus spp. II+BG; B P. montezumae V+BG.
densidad y textura: MB muy baja; B baja; RE regular; R rala; S sedosa.

* todos los micelios fueron blancos.
- ho hubo crecimiento.

Se compararon los datos de crecimiento micelial de los substratos Ay B en la

proporcién 1:1, que fue en donde se observaron los mejores resultados, con los obtenidos
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en bagazo de cafia de azUcar (C), Pinus spp. (1) y P. montezumae (V), estas dos Ultimas
series de datos seleccionadas del experimento I. Con el analisis de varianza aplicado a
los datos, las cepas, substratos e interaccion entre estos fueron significativos. P.
pulmonarius presentd el mejor crecimiento en todos los substratos, excepto en el V. Sin
embargo, este substrato fue el mejor para L. boryana y L. edodes. En general
(promedio/substrato), el C fue superior, pero estadisticamente similar al Il y V, aunque se
debe destacar que esto depende principalmente de la cepa, dado que el substrato C no
fue de los mejores en las especies de Lentinula (Tabla 16). L.os valores promedio de los
subtratos en cada cepa (promedio/cepa) indicaron que el mayor crecimiento lo presento
P. pulmonarius, después L. edodes y por Gltimo L. boryana, con diferencias estadisticas

entre todas.

Tabla 16. Diametro promedio de los micelios {(cm) de las cepas en los substratos
degradados mezclados con bagazo de cafia en la proporcion 1:1 (A 'y B) y comparacion
con los testigos (C, Il y V), a los 12 dias de incubacion

CEPAS
substratos [E-93 IE-105 IE-115 | promedio/substrato

Pinus sppI+BG (1:1) (A) 3.16a* 430c 6.09 f 4.51a
P. montezumae V+BG (1:1) (B) [ 3.54 b 3.52b 6.72g 4.59 a
Bagazo (C) 428 ¢ 6.24 f 0.0 6.50 b
Pinus spp. (1) 5.06d 6.87 h 6.99 h 6.30 b
P. montezumae (V) 555e 7.11h 587 e 6.17b
promedio/cepa 4.31a 5.60 b 6.93 ¢

* los valores representan el promedio de 5 réplicas. Valores que no comparten una misma
letra para todas las cepas y substratos, asi como entre los promedios, indican
diferencias significativas con la prueba de rango mtltiple de Tukey (x=0.05 %).
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Considerando las caracteristicas morfolégicas de los micelios, las cepas
presentaron un desarrollo similar aunque la de P. pulmonarius tuvo una densidad regular
en dos de los substratos (A,C), no observada en las ofras. Las cepas de L. boryanay L.
edodes desarroliaron una textura lanosa en el substrato V y rala en el resto. En general
las tres cepas tuvieron un comportamiento superior en P. montezumae sin degradar (Tabla

17).

Tabla17. Caracteristicas del micelio (densidad y textura)* de las diferentes cepas en los
substratos degradados mezclados con bagazo de cafia (1:1) y testigos

[ ——
E————

cepas subsfratos densidad textura

MB
B
MB
MB
B

MB
B

MB
MB
MB

RE
B
RE
MB
B

Ow>r

IE-93

Owr <

[E-105

Omr <

IE-115

mFAAMAOw —AVID — 0000

<

Stn— —

substratos: A Pinus spp. I+BG (1:1); B P. montezumae V+BG (1:1); C bagazo de cafia;
Il Pinus spp.; V P. montezumae.

densidad y textura: MB muy baja; B baja; RE regular; R rala; L lanosa; S sedosa; F flocosa

* todos los micelios fueron blancos.
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Se determiné el pH de los substratos testigo, degradados, mezclados y bagazo de
cafia. El pH se consideré como un factor que pudo influir en el comportamiento de las

cepas (Tabla 18).

Tabla 18. Determinacion del pH de los substratos testigo, degradados por Neolentinus, y
estos mezclados con bagazo de cafia de aztcar (BG).

substratos rH
Pinus spp. (I1) 4.8
P. montezumae (V) 3.8
Pinus spp. (Il) degradado 3.2
P. montezumae (V) degradado 2.6
Pinus spp. (Il) degradado+BG (1:1) 52
Pinus spp. (1) degradado+BG (2:1) 4.7
Pinus spp. (1) degradado+BG (3:1) 4.5
P. montezumae (V) degradado+BG (1:1) 4.6
P. montezumae (V) degradado+BG (2:1) 4.3
P. montezumae (V) degradado+BG (3:1) 4.3
bagazo de cafia de azlcar 5.9

Pudieron ser varios los factores que influyeron en el nulo crecimiento micelial en los
substratos degradados o en las variaciones observadas en las mezclas con bagazo de
cafia de aztcar. Uno de los que posiblemente determind el comportamiento micelial en los
substratos, fue el pH (Tabla 18). En los substratos il y V intactos, de un pH inicial de 4.8
y 3.8, respectivamente, con la degradacién de N. suffrutescens decrecié a 3.2y 2.6. Ya
habia sido reportado por Goodell et al. (1997), que los hongos provocan una disminucion
del pH en los substratos durante la degradacién. En paticular Jennison et al. (1955)

mencionaron un decremento del pH por N. suffrutescens en un medio de cultivo liquido
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con extracto de malta, de un pH inicial de 4.9 a 1.6. La posible produccion de oxalato de
calcio por N. suffrutescens es un factor que pudo influir directamente en la disminucion del
crecimiento. Por ofra parte, Reid (1989) menciond un pH optimo de 4 a 5 para €l
crecimiento de las especies de pudricion blanca, como las aqui probadas. Para L. edodes
se han citado pH optimos de 4.5 a 5.5 (Han et al., 1981; Singer y Harris, 1987; Chang y
Miles, 1989) y para P. pulmonarius de 5.5 a 7.0 (Zadrazil, 1978, Sobal et al., 1989).

Se debe considerar que N. suffrutescens, aparte de producir metabolitos en medio
de cultivo, también los produce en un substrato a base de madera, como por ejemplo el
metil-p-metoxicinamato, que tal vez influyé de manera negativa en el crecimiento de las
especies evaluadas (Birkinshaw y Findlay, 1940).

La utilizacion del bagazo de cafa de azicar como suplemento de los substratos
degradados en las diferentes proporciones ayudé por una parte a estabilizar el bajo pH
de estos, y por otra, a enriquecerlos con fuentes de carbono. Se optd por emplear el
bagazo por las grandes cantidades que se producen en los ingenios azucareros y por su
disponibilidad en la region de Xalapa. Se ha estimado que actualmente se producen mas
de 10 millones de toneladas anuales de este residuo en México, al cual no se le daunuso
adecuado (SAGAR, 1998). Este substrato ya se habia propuesto como suplemento de
virutas, para el cultivo de L. edodes (Auetragul, 1984). Su utilizacion potencial para el
cultivo de especies de los géneros Lentinula y Pleurotus se ha demostrado en trabajos
previos (Guzman-Davalos efal., 1987a,b; Martinez-Carrera, 1989; Martinez-Carrera et al.,
1990; Gutiérrez-L.ecucna y Salmones, 1996; Salmones et al., 1997a).

Porotra parte, se ha observado que N. suffrutescens tiene la capacidad de remover
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las glucanas, mananas y xilanas de la madera de coniferas, dejando casi intacta la lignina
(Kirk y Highley, 1973). Es decir, los elementos que quedan disponibles en el substrato
para las otras especies evaluadas influyen directamente en su desarrolio, considerando
ademas que Ia lignina por si sola aparentemente no puede servir como un substrato de
crecimiento (Blanchette, 1991; Tour ef al., 1995). Se ha mencionado que L. edodes tiene
una actividad ligninolitica moderada y gue causa un ataque no selectivo de la lignina
(Leatham, 1986; Blanchette, 1991), esto es, necesita de fuentes de carbono de facil
asimilacion para iniciar dicha actividad. Esto puede ser una explicacion del por qué su
crecimiento se activa al agregar bagazo de cafia a los substratos degradados y disminuye
conforme aumenta la concentracién de substrato (Tabla 14). Lo anterior también pudo
ocurrir con L. boryana, aunque no existen estudios de los procesos de degradacién en
esta especie; su afinidad con L. edodes, en especial en las enzimas que producen,
supone un comportamiento similar (Mata et al., 1997).

El mejor desarrollo de P. pulmonarius tambien se explica por el hecho de la
demostracion en especies del género Pleurotus de su selectividad por la degradacion de
la lignina, independientemente de la concentracion de fuentes de carbono (Hadar et af.,
1993).

Delos resultados obtenidos, se determind que la mejor proporcién de los substratos
biodegradados mezclados con bagazo de caria, fue la 1:1 y ésta, asi como bagazo de
cafia, se utilizaron para la evaluacion de las cepas de Lentinula y Pleurotus a nivel de
planta piloto. A pesar de que Lenfinula tuvo el mayor crecimiento micelial en los

substratos Il y V sin degradar, inclusive mejor que en bagazo de cafia (Tabla 16}, las
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cepas no se evaluaron a nivel de planta piloto en dichos substratos, dado que no era un
objetivo del trabajo.

El periodo de incubacién de L. boryana, L. edodes y P. pulmonarius en los
substratos A, B y C, fue de 61 y 59 dias, 36, 42 y 38 dias, y de 19, 17 y 14 dias,
respectivamente. En todos los substratos hubo produccion de hongos, excepto en el C con
la cepa IE-93. Para el caso de las cepas de Lentinula, se consideré como perfodo de
incubacion el tiempo transcurrido a partir de la siembra de las muestras hasta la formacion
del seudosclerocio, y para Pleurotus, el tiempo transcurrido a partir de 1a siembra hasta
la aparicién de primordios.

E! nimero de cosechas obtenidas en el substrato A fue de 2 (IE-93) y 3 (IE-105, I1E-
115); en el substrato B de 2 (IE-93), 3 (IE-105) y 4 (IE-115), y en el substrato C de 2 (IE-
115}y 3 (IE-105). En los 3 substratos la primera cosecha fue siempre la mas abundante,
con una produccion entre el 60 y 80 % (Fig. 8). En las cepas de L. boryana y L. edodes
se observd un niamero de cosechas homogéneo para todos los substratos, 2 cosechas
(IE-93) y 3 (IE-105). En el substrato B, la unica cepa que produjo 4 cosechas fue la de P.

pulmonarius (Fig. 8).
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decir, la produccién de hongos de los distintos grupos fue diferente en los substratos
evaluados. Para la cepa IE-115, tanto los substratos como el tamafic de hongos fueron
significativos. En las cepas |IE-93 e IE-115, el G2 fue el mejor representado, con una
produccion promedio de 31.53 g de hongos frescos y 6.43 hongos en promedio, 58.85 g
y 18.83 hongos, respectivamente, con diferencia estadistica significativa con los ofros
grupos en ambas cepas (promedio/grupo). En la figura 9a y ¢, se observan cuerpos
fructiferos de las dos especies citadas, en donde predominan los hongos del G2. En la
cepa IE-105 (Fig. 9b) el G3 fue el mayoritario, con 41.06 g producidos y un promedio de
2.85 hongos; el G2 fue el segundo mejor con 32.76 g y 6.55 hongos, también con
diferencias estadisticas enfre todos los grupos (promedio/grupo). La produccion mas alta
de hongos del G2 por las cepas IE-93 e IE-115, se observo en los substratos A y B, y del
G3 por la |IE-105, en los substratos B y C (Tabla 19). Los valores promedio de los grupos
para cada una de las cepas, determiné que los hongos mas grandes fueron producidos

por la cepa de L. edodes, y la mayor cantidad los produjo la cepa de P. pulmonarius.
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Tabla 19. Produccién promedio de hongos (g) de Lentinula boryana (), L. edodes (%) vy
Pleurotus pulmonarius (X} por grupos de tamafio, en los substratos evaluados

substratos G1 G2 G3 G4
oy A 17.14 b* 3784 ¢ - -
B 6.11 a 2522 b 6.51 a -
promedio/grupo  11.62b (8.31)* 31.53c(6.43) 3.25a (0.63)
o A 6.67 a 22.54 b 19.04 b 21.19b
B 463 a 34.76 ¢ 57.0te 2423 b
Cc 9.99 a 40.99d 47.15d -
promedioig_rupo’ 7.09 a (5.86) 32.76 ¢ (_§.55) 41.06 d (2.85) 15.14 b (0.55)
* A 46.76 d 67.21f 12.31 a -
B 34.87 ¢ 8593 g 16.45 a -
C 5528 e 2341b - -

=promedio/grupo 45.63 b (69.73) 58.85¢(18.83) 9.58 a (1.08)

A Pinus spp. 1+BG (1:1); B P. montezumae V+BG (1:1); C bagazo de cafia de azUcar.

* los valores representan el promedio de 8 réplicas. Valores que no comparten una misma
letra para los grupos de tamafio para los subtratos, asi como entre el
promedio/grupo, indican diferencias significativas con la prueba de rango multiple
de Tukey (a=0.05 %). El analisis estadistico, se realizdé en forma independiente
para cada una de las cepas.

** los valores entre paréntesis indican el numero promedio de hongos producidos.

El analisis de varianza de la eficiencia bioclégica (EB) lograda por ias cepas
evaluadas, indico que las variables consideradas fueron significativas. La EB obtenida por
las cepas en los substratos A, By C, fluctu6 de 36.82 a 84.19 % en el A, de 25.43 a 92.68
% en el B, yde 52.46 a 67.43 % en el C. La cepa de L. boryana logro su mejor EB en el
substrato A, con 36.82 %, superando los valores reportados por Gutiérrez-L.ecuona y

Salmones (1996) en viruta de Carpinus (7-24 %) y en bagazo de cafia (6-15 %), aunque
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en este Ultimo substrato, en este estudio, no hubo fructificacion (Tabla 20). También fue
superior al 22.6 % citado por Mata y Guzman (1993) en la viruta mencionada, pero
suplementada con cascarilla de arroz y mijo, a pesar de que en este trabajo se empied el
substrato degradado mezclado con bagazo como Unicos componentes.

Cabe mencionar, que en la comparacién de los resultados aqui obtenidos, con los
de otros autores, se hace referencia a diferencias en los componentes de los substratos
O cepas, pero existen otros parametros que no fueron considerados, como la cantidad de
substrato e indculo, entre otros.

Las cepas de L. edodes y P. pulmonarius presentaron su mayor EB en el substrato
B, con 80.43 y 92.68 %, respectivamente, sin diferencia estadistica entre los substratos
Ay B parala cepa |IE-115 (Tabla 20). Los valores promedio obtenidos por substrato para
las 3 cepas (promedio/substrato), indicaron que la EB mas alta se presento en el B, pero
no fue estadisticamente diferente al A. Los valores promedio por cepa para los 3 subtratos
(promedio/cepa) mostraron que la EB de la cepa IE-115 fue superior y significativamente
diferente a las otras (Tabla 20).

La EB mas alta de L. edodes coincide con el 87.5 % reportado por Mata ef al.
(1990), utifizando como substrato viruta de Carpinus suplementada con cascarilla de arroz
y mijo, séio que en un mes mas de produccion. También concuerda y/o supera la
reportada en trabajos previos (4-124 %), en donde han utilizado virutas como las de Arce,
Bursera, Quercus y Alnus, todas éstas suplementadas, principalmente con salvado dé
trigo, arrozy mijo (Diehle y Royse, 1985; Morales y Martinez-Carrera, 1991; Morales et al.,
1991, Royse, 1996).
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Son pocos los trabajos en los que se han utilizado las maderas de coniferas para
el cultivo de shiitake. San Antonio (1981} y Chu-Chou (1984) obtuvieron bajos
rendimientos utilizando troncos o bloques de viruta de madera de pino. Auetragul (1984)
hizo ver que la viruta de maderas duras y suaves, son adecuadas para el cultivo de
shiitake, excepto la viruta de pino. Esta madera es utilizada intacta, mezclada con otras
virutas o suplementada con harina y salvado de arroz, trigo y soya, entre otros,
alcanzando una EB de 23 a 81 % (Blanco y Herrera, 1996; Dialetachi y Bononi, 1996). Sin
embargo estos autores no citan periodo de produccién ni cosechas obtenidas. La EB
lograda por L. edodes en el substrato C fue inferior a la mencionada por Salmones ef al.
(1997a) (133.4 %) en el mismo substrato y con la misma cepa, esto debido probablemente
a diferencias en el método de cultivo y factores medioambientales. La EB mayor de P.
pulmonarius se obtuvo en los substratos A y B (Tabla 20). Estas son similares a la EB de
89.4 % lograda en hojas de cafia de azticar con la misma cepa (Mata y Gaitan-Hernandez,
1995) y superiores a la EB de 47.3 % en el substrato anterior pero con otras cepas (Singh
et al., 1995). La EB de 52.48 % obtenida en bagazo de cafia es mayor a la citada en el
mismo substrato por Guzman-Davalos et al. (1987a), Martinez-Carrera (1989), Martinez-
Carrera et al. (1990) y Ragunathan et al. (1996), quienes reportaron una EB que fluctud
de 14 a 51 %.

La tasa de produccién (TP) obtenida con las cepas en los substratos probados fue
de 0.31 a 1.46 en el substrato A,de 0.16 a1.51 % enelB,yde 0.65a 1.49% en el C. De
acuerdo al analisis de varianza solo 1as cepas fueron significativas, esto es, paratodos los

tratamientos al menos una de las cepas fue diferente, sin embargo, los substratos y la
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interaccién entre éstos y las cepas no presentaron significancia (Tabla 21). La TP més alta
para la cepa de L. boryana fue en el substrato A, con 0.31 %, y la de L. edodes y P.
pulmonarius en el B, con 0.69y 1.51 %, respectivamente. Los valores promedio obtenidos
por substrato para las 3 cepas (promedio/substrato), mostraron que no hubo diferencia
estadistica en la TP entre los 3 substratos. La TP promedio por cepa para los subtratos
(promedio/cepa), indicd que la mejor fue la de P. pulmonarius y diferente estadisticamente
al resto (Tabla 21). La TP obtenida en L. boryana v L. edodes se pueden considerar
aceptables, comparandolas con las citadas por Royse (1989) para shiitake, las que
fluctuaron de 0.29 a 0.79 %. La TP lograda en P. puimonarius en los tres substratos fue
superior al 0.69 % reportada por Salmones et al. (1997b) con la misma especie pero en

paja de cebada.

Tabla 20. Eficiencia bioldgica promedio (%) obtenida por Lentinula boryana (1E-93), L.
edodes (lE-105) y Pleurotus pulmonarius (IE-115), en cada uno de los substratos
evaluados

substratos® IE-93 {E-105 IE-115 promedio/substrato
A 36.82 b* 46.29 ¢ 84.19 ¢ 55.76 b
B 2543 a 8043 e 92.68 e 66.18 b
C - 65.42d 5246 ¢ 38.96 a
promedio/cepa 20.75a _ 64.71b 76.44 ¢

& ver tabla 19.

*1os valores representan el promedio de 8 réplicas. Valores que no comparten una misma
letra para las cepas en los 3 substratos, asi como entre el promedio/substrato y
promedio/cepa, indican diferencias significativas con la prueba de rango multiple
de Tukey {a=0.05 %).

71



Tabla 21. Tasa de produccion (%) obtenida por Lentinula boryana (IE-93), L. edodes (IE-
105) y Pleurotus pulmonarius (IE-115), en cada uno de los substratos evaluados

substratoss# IE-©3 IE-105 IE-115 promedio/substrato
A 0.31 a* 0.53b 1.46 ¢ 0.76 a
B 0.16 a 0.69b 1.51¢c 0.78 a
c - 0.65b 149 ¢ 0.71a
promedio/cepa 0.15a 0.62 b 1.48 ¢

% ver tabla 19.

* los valores representan el promedio de 8 réplicas. Valores que no comparten una misma
letra para las cepas en los 3 substratos, asi como entre el promedio/substrato y
promedio/cepa, indican diferencias significativas con la prueba de rango mdltiple
de Tukey (a¢=0.05 %).
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Fig. 9. Produccion de hongos del G1 y G2 de L. boryana (a), del G3 de L. edodes (b) y del G1y
G2 de P. pulmonarius (c) en los substratos biodegradados mezclados con bagazo de cafla, que
presentaron la eficiencia biolégica mas aita.
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CONCLUSIONES

El crecimiento micelial de las cruzas de Neolentinus suffrutescens fue mayor en los
substratos de pino evaluados que en el medio de cultivo. Lo anterior esta justificado por
el hecho de que el primero es el substrato natural en el que este hongo crece. Sin
embargo, la textura y el desarrollo de agregaciones hifales fue notable en el agar.

El crecimiento micelial de las cepas no estuvo relacionado con la productividad de
las mismas. Una cepa de rapido crecimiento, no simpre sera la mas productiva.

Los resultados de la produccion de cuerpos fructiferos por las cruzas de N.
suffrutescens fueron satisfactorios, si se considera que la eficiencia biologica y la tasa de
prodruccion de algunas de las cruzas fueron superiores a las de la cepa parental. La TP
refleja, mas que otro valor, el comportamiento real de las cepas, dado gque esta en
estrecha relacion a la EB; y de acuerdo a los resultados de TP obtenidos, se determind
que los procesos de manipulacién y seleccidn repercutieron en la obtencién de cepas mas
productivas que ia cepa de la cual se originaron.

El substrato de madera de pino degradado por N. suffrutescens no es adecuado
para el crecimiento y fructificacidén de las especies de Lentinula y Pleurotus. Puede ser
utilizado principalmente para el cultivo de Pleurotus, si se neutraliza su pH. También
puede ser empleado mezclandolo con otros substratos, como el bagazo de cafia aqui
probado.

Los resultados de la evaluacion de Lentinula y Pleurotus son satisfactorios. Se

logré obtener cuerpos fructiferos sobre un substrato en el que normalmente no se
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desarrollan, lo cual se favorecié por el complemento con bagazo de cafia. Algunos de los
resultados fueron superiores a los previamente citados en los que se han empleado
substratos generalmente enriquecidos.

Los datos de crecimiento micelial de L. boryana y L. edodes en los substratos Il y
V intactos, superiores a las mezclas y bagazo de cafia, revelan la posibilidad de utilizar
estos substratos en pruebas de cultivo de las citadas especies a nivel planta piloto.

Es factible llevar a cabo un cultivo seriado de Neolentinus y Pleurotus, utilizando
como substratos los residuos de la madera de pino y el bagazo de cafia de azGcar. Por
una parte se obtiene proteina comestible (hongos) y, por ofra, se le da un uso a los

residuos mencionados dado que éstos son generalmente subutilizados.
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