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INTRODUCCION

El consumo de alimentos naturales no sélo sabrosos, sino también nutritivos y con
propiedades benéficas para la salud, representa la gran tendencia mundial de la
alimentacion humana en el siglo XXI. Tan sélo en los E.U.A., la demanda de suplementos
alimenticios y medicinales se ha incrementado de 3.3 a 14 billones de ddlares durante el
periodo de 1990 al 2000. Lo anterior nace de la confirmacién de un principio fundamental
y universal: la dieta humana debe ser completa, suficiente, equilibrada y que garantice
una completa satisfaccion biolégica, psicolégica y social. La mayoria de nosotros
consume hongos por su excelente sabor, aroma y textura. Sin embargo, es poco conocido
su gran potencial como alimento funcional con propiedades nutricionales y medicinales
que promueven la salud. Estas propiedades son Unicas, diferentes a las aportadas por
otros alimentos ampliamente consumidos. Una de las opciones que se ha presentado
para la produccién de alimentos baratos y de manera sustentable son los hongos, los
cuales tienen una produccién mundial que supera los 7 millones de toneladas de hongos
comestibles cultivados frescos por afio, cuyo valor econémico aproximado supera los 30

billones de dolares (Martinez-Carrera et al 2007).

En México se estima que los volumenes de produccion ascienden a mas o menos 47,468
toneladas anuales de hongos frescos. Siendo nuestro pais el mayor productor de
Latinoamérica, ya que genera alrededor del 58.9% de la produccién total de esa region y
lo ubica en el lugar dieciséis a nivel mundial, la derrama econémica que esto representa
supera los 200 millones de délares, generando alrededor de 25 mil empleos directos e
indirectos. Los hongos mas cultivados en nuestro pais son (Agaricus, Pleurotus,
Lentinula), donde el 95.35% corresponde a los champifiones (champifién blanco: 44,931.5
ton/afio; champifién café: 328.5 ton/afio), seguido por las setas con 4.62% (blanca, gris,
café: 2,190 ton/afo), y el shiitake [Lentinula edodes (Berk.)Pegler] con 0.038% (18.2

ton/afio) (Martinez-Carrera et al 2007).

La produccion de hongos comestibles inici6 como una actividad tradicional, basada en
técnicas sencillas de propagacion, hace aproximadamente 1,000-1,400 afios en China,
con el cultivo empirico de las “orejas de raton” (Auricularia spp.) y del “L. edodes”. De la
misma forma, aunque como proceso independiente, también comenzé en Francia

aproximadamente hace 350 afios con el cultivo del champifion (Agaricus spp.). A través



del tiempo, ha sido posible la incorporacion y desarrollo de tecnologias que han mejorado
substancialmente la produccion comercial a gran escala no tan sélo de los hongos
comestibles mencionados, sino también de otras especies potencialmente cultivables
(Shu-ting et al., 1999 y Martinez-Carrera et al., 2007). Ahora ya pueden distinguirse dos
grandes tendencias en la biotecnologia (aplicada y moderna) de hongos comestibles a

nivel mundial.

Dentro de las especies comestibles con mayor produccién en México se encuentran los
géneros Pleurotus y Lentinula que son pudridores de la madera y abundan en los troncos
himedos tirados en el bosque o en los aserraderos y madererias y asi también han
demostrado propiedades medicinales (Guzméan 1994).

La biotecnologia aplicada en hongos comestibles se ha derivado de las técnicas
tradicionales, enriquecidas con innovaciones biolégicas, mecanicas, y experiencias
locales derivadas de un contexto social, econémico y ecolégico. En cambio, la
biotecnologia moderna se ha desarrollado y visto fortalecida con poderosas tecnologias
que permiten el estudio y manipulacion directa del material genético de los hongos
comestibles, concretamente del acido desoxirribonucleico (ADN) (Martinez-Carrera et al.,
2007).

Actualmente, aunque con mucho menor grado de desarrollo, pueden identificarse en
México las tendencias predominantes a nivel mundial. La biotecnologia aplicada cuenta
con mayor desarrollo y ha dado lugar a la producciéon comercial de hongos comestibles, a
pequefia 0 gran escala, por parte de los sectores privado y social. El sector privado lo ha
hecho en mayor medida durante los ultimos 70 afios, mientras que el sector social inicié
mas recientemente apoyandose en el sector publico, tanto académico como de
programas de desarrollo gubernamentales. Se tienen experiencias exitosas en los
Estados de Puebla, México, Hidalgo, Tlaxcala, Morelos, Veracruz, Jalisco, Yucatan,

Guerrero, Oaxaca, Querétaro, y Chiapas (Sanchez et al., 2001).

La biotecnologia moderna ha iniciado recientemente en el sector académico, aunque su
impacto potencial en el largo plazo es también bastante prometedor ya que se dispone de
sistemas de transformacion genética para el champifion (Agaricus ssp.) (Mikosch et al.,
2000), las setas (Pleurotus) (Honda et al., 2000), y el L. edodes (Sato et al., 1998). Debe
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resaltarse que México es el Unico pais latinoamericano que cuenta con una importante red
de grupos de investigacion, los cuales trabajan en diversos aspectos basicos, aplicados, y
socioecondmicos relacionados con el cultivo de hongos comestibles. Sin embargo, se
trata de grupos relativamente jovenes formados a principios de los anos 80’s, siendo
todavia heterogéneos en formacion académica, masa critica de investigadores e
infraestructura (Martinez-Soto et al., 1997). El impacto de sus estudios en el desarrollo del
sector privado ha sido limitado, aunque a futuro su relevancia estratégica sera mayor. La
manipulacion de los hongos en el laboratorio nos permite acortar los periodos de cultivo
mediante el desarrollo y seleccidén de cepas para que a su vez sean resistentes a rangos
extremos de temperatura que permitan el cultivo durante todo el afio bajando los costos
de produccion Pueden mencionarse importantes investigaciones desarrolladas sobre el
aislamiento de cepas mexicanas, caracterizacion del germoplasma, produccién de
enzimas, adaptacion fisiologica, relaciones antagénicas entre hongos y mohos (Salmones
1997); la obtenciébn de cepas aceluloliticas (Ramirez-Carrillo et al.,1991), cepas
comerciales desarrolladas por mejoramiento genético y desarrollos tecnolégicos (Sanchez
et al., 2001 y Martinez-Soto et al., 1997).

REINO PHILUM SUBPHYLA CLASE
FUNGI Ascomycota Plasmodiogimnomycotina Mixomicetes
Pezizomycotina Protosteliomycetes
Saccharomycotina Acrasiogimnomycotina Acrasiomycetes

Taphrinomycota

Basidiomycota Ascomycotina Ascomicetos
Agaricomycotina Basidiomycotina Basidiomycetes
Pucciniomycotina Deuteromycotina Deuteromycetes
Ustilagomycotina Zygomycotina Tricomycetes

Zygomycetes

Figura. 1 muestra la clasificacion del reino Fungi hasta clase (Alexopulus 2001).

Estos organismos incluyen desde formas microscopicas, como los mohos y las levaduras,
hasta formas bastante voluminosas, como los llamados hongos de repisa que crecen en
los troncos de los arboles. Estan ampliamente distribuidos por todo el planeta y prosperan
en casi todos los climas: tropicales, subtropicales, templados y frios, es decir en todos
aquellos ambitos de temperaturas comprendidas entre 4° C y 60° C, donde existan los
elementos indispensables para su existencia: material organico y agua. (Ramirez 1995)
En México 205 especies de hongos son comestibles, en su mayoria crecen en los

bosques de coniferas, en los tropicales y en el mesofilo de montafia, solo hablando de
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especies comestibles, pero existen muchas otras que no han sido estudiadas a fondo
para distinguir sus propiedades nutricionales y medicinales (Guzman 1994). Los hongos
son un grupo muy amplio como nos permite ver la clasificacion taxondmica, de acuerdo a
diversos criterios que convergen en ella, ordenan a estos segun sus interrelaciones

fisiolégicas, morfolégicas o moleculares (Figura. 1) (Alexopulus 2001).

Los hongos constituyen un grupo muy variable y polimorfico dificil de caracterizar, sin
embargo, generalmente son organismos que nacen de esporas, carecen de clorofila, se
reproducen sexual o asexualmente y tienen un cuerpo generalmente formado por
filamentos muy ramificados llamados hifas, los cuales en conjunto forman el micelio. El
crecimiento del micelio sélo se da en las puntas, por lo que forman masas algodonosas o
afelpadas de forma radial, que es comun observar en la hojarasca, troncos caidos y en el
suelo de bosques y praderas humedas. Se distinguen de las plantas porque no
almacenan su energia en forma de almidon, polisacérido insoluble que forma las reservas
alimenticias de las plantas. En su lugar, almacenan otros polisacaridos como la trehalosa
y el glucdégeno, polimero de la glucosa que los animales utilizan para almacenar energia

por corto tiempo. (Carrillo L. 2003)

La estructura de su cuerpo es diferente al de las plantas; si bien los hay unicelulares como
las levaduras, la mayoria de ellos estan formados por conjuntos de hifas o micelio. Esta
estructura, contrariamente a los tejidos animales y vegetales, no posee células. En las
hifas de los hongos inferiores el citoplasma es generalmente continuo, no esta separado
por septos, posee numerosos ndcleos mindsculos, que se desplazan libremente por una
corriente citoplasmatica que también permite el transporte de elementos nutritivos al
interior del micelio. Por el contrario, los hongos superiores tienen septos con

perforaciones centrales que permiten el paso del citoplasma (Herrera y Ulloa, 2004).

El crecimiento de un hongo puede iniciarse a partir de una espora o de una fraccion viable
de hifa. Dicho crecimiento se da en forma polarizada o apical porque la elongacion de la

superficie se da en un punto y no en toda la célula. (Herrera y Ulloa 2004).

Este crecimiento varia segun si se da en un medio liquido o en un medio sélido en medio
liquido crece solo sobre la superficie cuando el liquido esta en reposo; pero si el medio es

permanentemente agitado, pueden crecer en todo el volumen. Segun las condiciones, el
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hongo puede o no formar pequefias esferas de micelio. El crecimiento consta de las
siguientes fases: latencia, exponencial, declinacién, estacionaria y muerte (Herrera y Ulloa
2004).

Enzimas responsables en la degradacidon de azucares (ligninay celulosa).

Muchos de los hongos pertenecientes al grupo de los basidiomicetes (hongos de
pudricion blanca) son organismos efectivamente degradadores de lignina. Las enzimas
gue participan en este proceso son variadas sin embargo existen tres enzimas
extracelulares que participan en la degradacién de manera global, las cuales son: Lignina
peroxidasa (LiP), Manganeso peroxidasa (MnP) y laccase. Cabe mencionar que estas
enzimas no son especificas y toman parte en varias reacciones oxidativas. Por otra parte
los hongos también forman combinaciones de enzimas lignoliticas para formar
isoenzimas, la mayor parte formadas apartir de MnP y Laccase. La produccion de dichas
isoenzimas depende de las diferentes adaptaciones al medio de cultivo (Lankinen 2004).

Por otra parte tenemos una pequefia parte de Basidiomicetos que degradan celulosa
(hongos de pudricion café) estos no degradan en si la lignina solo la modifican
desmetilandola, para poder acceder al interior de la célula y poder degradar la celulosa en
hemicelulosa aun que este proceso no ha sido finamente caracterizado, podemaos decir
que las enzimas (celulasa y hemicelulasa) responsables toman mucho tiempo en penetrar
a la matriz de la madera y es evidente que participan mas enzimas. Por lo anterior
podemos decir que los hongos juegan un papel importante en la degradacién de madera

caida principalmente de los bosques de coniferas (Dix y Webster 1995).

EL HONGO L. edodes

Este hongo es conocido con el nombre de L. edodes (Shiitake) (figura 3 y 4), nombre
comun japonés. Es una especie asidtica comestible que crece sobre residuos
lignocelulésicos El sombrero de 5-12 cm, posee en ocasiones, un pequefio umbon central;
de coloracion castafio claro u oscuro con tonos rojizos, levemente convexo a plano-
convexo en la madurez. La superficie del sombrero se encuentra cubierta por escamas
blanquecinas especialmente a lo largo del margen. Las laminillas son adnatas a libres,
blanquecinas, apretadas y de bordes aserrados (figura 4). La esporada es blanca. El pie

es central, corto y usualmente se encuentra cubierto por pequefias escamas fibrillosas;
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posee un anillo efimero blanquecino a castafio claro. La "carne" es firme y presenta la
particularidad de poder secarse y rehidratarse facilmente. Pertenece a la clase
basidiomicetes, al orden agarical (figura 2) Se cultiva en muchos lugares, de Asia
Suramérica y México (Carrillo L. 2003). Su ciclo de vida el cual presenta una fase
monocariotica donde tiene crecimiento vegetativo y una fase dicariotica en la cual tiene el
crecimiento de un carpoforo (figura 4).

Clasificacion del L. edodes

Phyllum: Amastigomicota
Clase: Basidiomicetes
Orden: Agaricales
Familia: Pleurotaceae
Género: Lentinula
Especie: Lentinula edodes.(Berk.)Pegler]

(Kirk et al., 2001)
Figura 2 Clasificacion taxonémica de L. edodes

Figura 3. L. edodes en su etapa de fructificacion Figura 4. Imagen del himenio de L. edodes es
en substrato de aserrin cultivado laminar y muestra un estipite largo de unos 2 cm.
De diametro y unos 5 cm. de longitud.
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Ciclo de vida
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Figura 5 ciclo de vida del L. edodes (Tomado de Valencia del Toro 2002)

Actualmente se estudian algunas propiedades de L. edodes para acelerar el metabolismo
y excrecion de colesterol. Sus efectos se revalidan en la disminucidn del colesterol, tiene
efectos positivos sobre el sistema inmunolégico, alivia afecciones del higado, reduce
tumores, gripas y resfriados, dolores de cabeza y debilidad, arteriosclerosis, sarampién
infantil, se le considera afrodisiaco y actta en el control de la hepatitis, etc. Ademas de
ser bajo en calorias, contiene un alto porcentaje de proteinas, hierro, fibra, minerales y
vitaminas B1, B2, B6, B12 y D2, con altas cantidades en riboflavina y niacina. La propia
conformacion de las hifas, al ser ingeridas, aportan los beneficios de las fibras vegetales,
con la gran ventaja de digerirse con mayor facilidad (Wasser et al., 2002). Este hongo
contiene los 9 aminoacidos esenciales los cuales son: Acido aspartico, Alanina, Arginina,

Aspartato, Cisteina, Fenilalanina, Glicina, Glutamato e Histidina (Shu-Ting et al., 1999).
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EL CRECIMIENTO Y LA FRUCTIFICACION.

El desarrollo de los hongos se ve afectado por varios factores. A continuacion se

comentan los mas importantes:

La temperatura

La temperatura afecta el metabolismo de las células. Influye tanto en la capacidad
enziméatica del organismo, como en la fluidez de los lipidos de la membrana celular. La
sensibilidad a la temperatura no solo varia entre cepas sino también para una misma cepa
segun su etapa de desarrollo. Asi, es posible y aun frecuente que un hongo tenga una
temperatura 6ptima de germinacion y que ésta sea diferente de su temperatura éptima de

crecimiento micelial o de su temperatura 6ptima de fructificacion (Labarére et al., 1997).

Las temperaturas éptimas para la fructificacion del L. edodes son ligeramente inferiores
que las temperaturas éptimas para crecimiento micelial. Y muestra un rango entre 18 “C y

25°C y su rango de humedad relativa oscila entre 60-75 % (Carrillo 2003).

Los rangos de temperatura mencionados deben ser considerados solo como indicativos,
ya que dentro de una misma especie puede haber grandes variaciones entre cepas. De
hecho, actualmente es posible hacer mejoramiento genético para desarrollar cepas que

crezcan a temperatura diferentes de la 6ptima de sus progenitores (Labarére et al., 1997).

Carbono

El carbono es necesario para los hongos porque es la fuente directa de energia para su
metabolismo; asi mismo, es necesario para la formacion de las diferentes partes y
estructuras celulares. Dada la importancia que tiene para la vida de la célula, este
elemento se requiere en mayores cantidades. Los carbohidratos se encuentran entre las
fuentes de carbono preferidas por las especies de Lentinula, la glucosa, la manosa y la
galactosa son buenos substratos para esta especie, mientras que la xilosa y la arabinosa
producen un crecimiento deficiente. El carbono puede ser sintetizado por el hongo como,

carbohidratos, lipidos, etc (Srivastava, y Bano, 1992).
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Nitrégeno

Los substratos sobre los que suelen fructificar el L. edodes pueden contener valores bajos
de nitrégeno por lo que se ha llegado a pensar que este género es capaz de fijar
nitrégeno atmosférico. Sin que esto haya sido demostrado, si es notorio que la
concentracion en nitrégeno en el cuerpo fructifero en algunos casos es mayor que la del
substrato sobre el cual crece (Khanna Garcha 1985), sin embargo en el caso de medios
artificiales si se ha demostrado mayor crecimiento del micelio en medios ricos en fuentes

de nitrdgeno como el glutamato y la caseina (Boyle 1997).

Relacion Carbono/Nitrégeno.

Se ha determinado que la relacion 6ptima para el crecimiento en medio liquido de L.
edodes es muy parecida a la de P. ostreatus que es 40:1. (Kues et al., 2000). Estudios
posteriores encontraron para la misma especie, una relacion de 15:23 permitia una rapida
formacion de cuerpos fructiferos con bajos rendimientos, que una relacion de 11.42
incrementaba los rendimientos pero que disminuia la formacion de cuerpos fructiferos y
que tomando en cuenta los dos aspectos (rendimiento y velocidad de formacién), la
relacién 6ptima debia ser 30:46 (Hong 1978). Por otra parte en 1986 encontraron que una
alta relacion C/N es necesaria para el crecimiento micelial de P. djamor mientras que una

baja favorece el desarrollo de carpo6foros (Rajarathnam et al. 1986).

Minerales

Al trabajar con Agaricus bisporus se llego a la conclusién de que tanto este como otros
hongos y levadura no son capaces de crecer en ausencia de calcio y que este mineral es
requerido en mayores cantidades por sus efectos protectores y antagonistas con respecto
de otros minerales como potasio o magnesio (Tchrierpe et al., 1977). Estudios posteriores
han confirmado esta aseveracion. Por ejemplo, en 1990 obtuvieron los rendimientos mas
altos para el cultivo liquido de Pleurotus djamor cuando usaron concentraciones de 0.22,
0.28, 0.98 y 0.049 mg/I de fosforo, potasio, calcio y magnesio respectivamente (Srivastava
y Bano 1992).
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La aireacion

El oxigeno es un elemento de gran importancia para el crecimiento de los basidiomicetos
porgue son organismos aerobios. Estos organismos presentan requerimientos de oxigeno
diferentes segun el estado fisiolégico en que se encuentren, se ha notado que la
concentracion alta en CO, estimula la germinacion de las esporas y el crecimiento micelial

pero inhibe la fructificacion (Labarere et al.,1997).

EL L. edodes EN LA INDUSTRIA

En México el interés en el L. edodes ha tomado importancia ha nivel industrial teniendo
una produccién anual de 18.2 toneladas sin embargo su produccion solo representa
0.04% de la produccion anual de hongos comestibles en México, esto puede deberse a la
dificultad que representa la obtencién de micelio del L. edodes en comparacién con el P.
ostreatus ya que este Ultimo se produce mayoritariamente en nuestro pais debido a que
se cuentan con mayor numero de técnicas para la obtencion de su micelio, en nuestro
pais, en lo que respecta a la produccion industrial del L. edodes en los paises
suramericanos como Chile y Argentina han tenido programas gubernamentales para el
desarrollo de micro-industrias para la produccion de L. edodes asi como la imparticion de
cursos de capacitacion al campesino, sin embargo la siguen tomando como una actividad

meramente alternativa y no como una actividad econdmica principal (Guzman 1994).

El interés mostrado por gobiernos sudamericanos en gran parte se debe a que L. edodes
cuenta con diversas propiedades localizadas en ciertos compuestos asi como varias
propiedades nutricionales tomandolo como una alternativa alimentaria (Mycology
News.2001).

En la industria de la salud, la utilizacion del hongo L. edodes, en diversas enfermedades

que van desde inflamaciones hasta cancer (S. Kurashige et al., 1997).

En los paises asiaticos han usado ciertos tipos de Hongos como base de su medicina
general (Regés R. 2000.) a su vez el L. edodes se utiliza en investigacion desde hace
mucho tiempo siendo las més relevantes las investigaciones asiaticas y actualmente son
punta de laza en el tema. Los mas conocidos en Occidente son L. edodes, Ganoderma
lucidum y Maitake (Regés R. 2000).
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PROPIEDADES NUTRICIONALES DE L. edodes

Nutricionalmente, el hongo L. edodes tienen gran valor, debido a que son un buen recurso
de vitaminas, también contiene 9 de los aminoacidos esenciales, fibra dietaria, alto valor
caldrico y la cantidad de proteina es comparable con la del pollo y el cerdo pero con mas
fibra que dichas carnes. Contiene altos niveles de minerales como hierro, potasio y fosforo
(Stamets, 2000). A continuacion se enlistan algunas propiedades nutricionales:

Proteinas
Los cuerpos fructiferos del hongo, presentan 9 de los aminoacidos esenciales donde

predominan alanina, acido glutdmico y glutamina (Breene, 1990).

Carbohidratos
Los carbohidratos que contienen dichos hongos, son pentosas, hexosas, sacarosa,

alcoholazucares, azlcares-acidos, metil- pentosas y aminoazlcares como la quitina y el

Lentinano un B-glucano (Breene, 1990).

Lipidos
El hongo contiene del 3 al 5% de lipidos en peso seco Los lipidos de tipo neutro,
constituyen de 20 a 30% del total, los glicolipidos un 10% y los fosfolipidos del 60 al 70%

(Breene, 1990).

Vitaminas
La tiamina se encuentra entre 4.8 y 7.8mg./ 100g. riboflavina 4.7 a 4.9mg/100g y niacina

55 a 109mg/100g &cido ascorbico (vitamina C) son de 36 a 58mg/100g, y calciferol

(vitamina D) (Martinez-Carrera 2004).

Minerales
Contiene fosforo, potasio, calcio, zinc, cobre, magnesio fosforo, hierro, manganeso y

potasio (Breene, 1990).
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PROPIEDADES MEDICINALES de L. edodes

Este hongo se ha producido desde la antigiiedad (Dinastia Ming en China) se lo consumia
por preservar la salud, mejorar la circulacion, curar resfrios y disminuir el cansancio

(Chang et al., 2004). A continuacion se enlistan algunas propiedades medicinales:

Anti-cancer
El hongo posee el Lentinano un B-glucano un agente anticancerigeno (S. Kurashige et al.,

1997).

Anti-infecciones viricas
Estimula la produccién en el organismo de interferén, el cual tiene efectos antivirales.

Aumenta la actividad de los macréfagos. También aumenta la actividad citotéxica de las
células “Lymphokine-activated killers” (LAK) y las células “natural killers” (NK). (S.
Kurashige et al., 1997).

Reduccion del colesterol
Contiene la eritadina que es responsable de disminuir los niveles de colesterol en sangre

(Kabir & Kimura 1989).

Prevencion de trombosis
El efecto que ha mostrado la eritadina sobre la disminucion de la presiéon sanguinea en

pacientes con hipertensién ha llevado a la prevencion de futuras trombosis en estos

pacientes (Hirasawa et al., 1999).
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ANTECEDENTES

Las primeras formas de cultivo del L. edodes se reportaron por primera vez en China
durante los siglos X-XIll D.C. Sin embargo, las primeras técnicas rusticas de cultivo se
desarrollaron ampliamente a partir de la década de los 50. Estas técnicas, todavia
utilizadas en China y Japén, consisten en emplear troncos de madera de diversos arboles
(Quercus, Carpinus, Castanea), principalmente el encino, como substrato de cultivo
(Guzman 1994).

El cultivo moderno se desarrollé de manera sélida a finales de los 80 y se lleva a cabo con
aserrin suplementado de maderas duras (Guzméan 1994).

En México se lleva a cabo la produccion de L. edodes en el estado de Michoacan y en el
estado de Tamaulipas, se cultiva en subproductos forestales se presenta como una
alternativa de desarrollo rural sustentable para las partes altas y montafiosas del estado
de Tamaulipas sin alterar los ecosistemas (Guevara, Zufiga 1999).

Se han realizado varios estudios sobre la produccion de L. edodes tanto en forma
experimental como con alcances a nivel de produccion agroindustrial, como el estudio
“Estudio fisiolégico del Hongo L. edodes y su comportamiento en diferentes medios de
cultivo y sobre diferentes substratos agroindustriales para encontrar las condiciones
Optimas para su produccion” donde se encontraron los mejores resultados en sustratos
con una relacién C/N mas alta ya que obtuvieron mayor biomasa en los tratamientos con
la relacién C/N 25:1 que con tratamientos con una relacion C/N 15:1 (Martinez-Carrera et
al., 2007).

Existen varios trabajos sobre el tema entre ellos “técnicas para el cultivo de la diversidad
fungica” donde explica las diferentes maneras de cultivo de hongos lignicolas entre las
cuales cabe resaltar las técnicas para el cultivo de L. edodes en medio liquido
suplementados con cereales donde se demostr6 tener un buen crecimiento del hongo

Pleurotus tber-regium (Stamets 2000).

En los udltimos afios se existen diversos estudios de laboratorio para la obtencion y

seleccién de cepas del hongo Pleurotus y Lentinula spp. Con caracteristicas deseables
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para su explotacion comercial, se han cultivado un centenar de cepas en el ambito
experimental, seleccionandose germoplasma de rapido crecimiento vegetativo, ciclos de

cultivo cortos y alta produccioén de fructificaciones (Jones K. 1998).

En lo que respecta a la obtencion de inoculo las técnicas se enfocan a obtener inoculo en
semilla de sorgo a base del micelio que crece en medios de cultivo s6lidos como PDA y
EMA sin embargo el costo que representa estos, pude llegar a ser elevado por lo que se
han explorado nuevas maneras de inoculacién como en el caso del estudio donde se
inoculo L. edodes a partir de una disolucién de esporas directamente en granos de sorgo
(Garcia 2004).

También se han estudiado las propiedades de los componentes del L. edodes llevando a
cabo la produccion del micelio en medio liquido para fines de la propia investigacion este
es el caso del estudio sobre los componentes bioactivos del shiita. Cabe mencionar que
en este estudio se cultivo el micelio en medio sumergido el cual segun los autores resulto

mas econdémico que el medio sélido (Wu et al., 2006).

Las propiedades de los suplementos fueron estudiadas en el articulo factores limitantes
del crecimiento de L. edodes y otros hongos de pudricion blanca. Donde utilizo glutamato
y caseina para comprobar el crecimiento del hongo con suplementos ricos en Nitrdgeno,
obteniendo mejores resultados con la caseina ya que esta no inhibe el crecimiento a
diferencia del glutamato. También se observo que el método experimental que se utilizo
para la propagacién de los organismos fue en medios liquidos por su facil manejo (Boyle
1997).

Existen estudios en medio liquido de hongos lignicolas como los trabajos de Hadar y
Cohen (1986) donde se llevo a cabo el cultivo de micelio en medio liquido de una cepa de
Pleurotus ostreatus, utilizando como sustrato, glucosa (15¢g/L) adicionada con melaza de
cafa (25 g/L), obteniendo que a un pH optimo de 5 se genero la mayor cantidad de
crecimiento micelial, de tal forma que se genero una biomasa de 11.7 g/L a las 72 horas
del cultivo mientras que al agregar azUcar de remolacha 25 g/L como sustrato Unico se

obtuvieron 7.5 g/L de biomasa.
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Estudios sobre el crecimiento de micelio en medio liquido utilizando L. edodes, se han
realizado pruebas sobre el efecto de la relacion C/N de los sustratos utilizados,
obteniendo una relacién optima de 24:1 a partir de la mezcla de sustratos en la siguiente
proporcion: 30 g de glucosa y 4 g de extracto de levadura por litro de medio de cultivo,
obteniendo una biomasa de 9.4 g/L. Lo anterior siguiere que la relacion C/N es uno de los
factores importantes que se necesita optimizar para el crecimiento micelial de los hongos,
asi mismo los autores indican que la proporcion de las fuentes de carbono nitrégeno en un

medio liquido pueden afectar la sintesis de la célula (Wu et al., 2004)

En México el uso de los hongos macroscopicos como productos medicinales es muy
amplio, el doctor Guzman ha registrado alrededor de 50 especies mexicanas importantes
a las que los grupos indigenas atribuyen un total de 36 propiedades curativas (Ramirez
1995).

Existen estudios no enfocados a la produccion agroindustrial pero si interesados en las

propiedades medicinales del L. edodes por su accién inmunomoduladora (Wasser et al.,
2002, Patrick H. et al., 2003).
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JUSTIFICACION

En muchos casos, una o dos grandes compafiias productoras de semilla satisfacen las
necesidades de los pequefios productores de un solo pais. Esto es recomendable, en
economias europeas porque los proveedores, en la medida de que se han especializado
en producir semilla certificada, suministran a los cultivadores semilla de calidad y dividen
el trabajo a realizar. Pero en economias en desarrollo como la de nuestro pais resulta

complicado debido a la inversidn que representa la produccién de inoculo (Guzman 1994).

En México no se reporta la utilizacién del inoculo liquido con fines de produccién a gran
escala, ya que estas técnicas de cultivo en medio liquido para L. edodes han sido
reducidas Unicamente a una produccion de laboratorio y no a una explotacion en serie con
fines comerciales, sin mencionar que los medios de cultivo para dicho hongo no son de
tan facil acceso y son relativamente costos como el agar de extracto de malta (EMA) y
Papa Dextrosa Agar (PDA).

En este trabajo se sugiere la utilizacién de suplementos ricos en azucares e integrar una
fuente de nitrégeno y de calcio basados en los requerimientos de crecimiento reportados
para los Basidiomicetes y en particular para la especie L. edodes. Esto podria aumentar la

biomasa del micelio debido a que cuenta con una fuente de nitrégeno y proteinas.

Los hongos han demostrado tener importancia etnoldgica e industrial ya que se cultivan
en muchos casos a gran escala para ser utilizados directamente como alimento del
hombre y tienen mudltiples usos para el procesamiento de diversos sustratos para la
obtencion de alimentos, bebidas, condimentos, complementos alimenticios, alcohol
industrial, acidos organicos, antibidticos, esteroides, vitaminas, enzimas, alcaloides y

pigmentos (Herrera y Ulloa 2004).
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OBJETIVO GENERAL

e Estandarizar la técnica para la obtencion de micelio del hongo Lentinula edodes
en tres medios de cultivo suplementados.

OBJETIVOS PARTICULARES

e Propagar el micelio de L. edodes en medio de cultivo liquido con una fuente rica en

carbohidratos (harinas de trigo, maiz y sorgo)

e Propagar el micelio de L. edodes en medio de cultivo liquido con una fuente rica
en carbohidratos (harinas de trigo, maiz y sorgo) suplementados con una fuente
rica en aminoacidos (caseina, suero de leche industrial y leche en polvo

comercial).

e Cuantificacion de la biomasa (fresca) del micelio de cada sustrato para evaluar el

crecimiento micelial.

23



MATERIAL Y METODOS

DISENO EXPERIMENTAL

Para este proyecto se realizaron 3 ensayos con 3 diferentes tratamientos: (harinas) maiz,
trigo, sorgo y 3 suplementos caseina comercial, suero de leche industrial, leche en polvo
comercial y sin suplementos, haciendo 3 repeticiones por tratamiento figura (6 y 8). Para
evaluar la efectividad de las harinas, se cotejaron los grupos con los diferentes sustratos
sin suplementos y el grupo control. Asi mismo, para evaluar la efectividad de los
suplementos, se compararon los grupos con sustrato sin suplemento, contra los grupos
con sustrato suplementados. Para los testigos se realizo un frasco por cada tratamiento
teniendo en cada caso 4 frascos de control, se utilizo Maltaza para los controles.

PREPARACION DE MEDIOS

\ 4

17 Tratamientos
A

y

Con suplementos y Solo harinas
harinas (sorgo, trigo
y Maiz)

/N v
Trigo Sorgo Maiz

Caseina

Suero de Leche entera

leche | |

Esterilizacion

Inoculacion

\ 4
Incubacién

|

Cuantificacion de la

Figura (6) diagrama de flujo biomasa
Muestra el disefio experimental
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TECNICA DE INOCULACION

Se extrajeron fragmentos de la cepa con un saca-bocados, previamente esterilizado,
colocandolos inmediatamente en los frascos con los medios de cultivo esterilizados, todo
esto se realizo en una campana de siembra con mecheros encendidos para evitar en la

medida de lo posible la contaminacién de los tratamientos.

La cepa se obtuvo del stock del laboratorio de hongos comestibles y medicinales de la
FEZ |ztacala.

INCUBACION

Los tratamientos se incubaron durante 2 meses en oscuridad y se mantuvieron sin

movimiento a una temperatura ambiente (las temperaturas oscilaron entre 18 y 22 C°).
OBTENCION DE LA BIOMASA
Para la obtencion de la biomasa, se extrajo el micelio sobre nadante del medio, se dejo

escurrir por 5 minutos en papel filtro del #5 y posteriormente se peso en una balanza

granataria para obtener su peso fresco.

Figura (7) Frascos marcados, tapados con substrato preparados para su esterilizacion
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Los tratamientos estan divididos de la siguiente manera Figura. (8)

Tratamiento Frascos# Harinas 10 g Azucares 5 ¢ Suplemento 2 g
Control 9 Maltasa Piloncillo
1 3 Maiz Piloncillo
1 3 Trigo Piloncillo
1 3 Sorgo Piloncillo
2 3 Maiz Piloncillo Caseina
Trigo Piloncillo Caseina
Sorgo Piloncillo Caseina
Maiz Piloncillo Suero de leche
Trigo Piloncillo Suero de leche
Sorgo Piloncillo Suero de leche
4 3 Maiz Piloncillo Leche en polvo
4 3 Trigo Piloncillo Leche en polvo
4 3 Sorgo Piloncillo Leche en polvo

Figura. (8): se muestran los grupos con todos los tratamientos asi también los testigos y él nimero de frascos
a utilizados por ensayo.

El contenido nutricional de las harinas se muestra en la siguiente Figura (9)

Contenido Maiz Trigo Sorgo
(Por 100g.)

Humedad % 12,00 12,00 12.00
Calorias 362 359
Proteinas gr 9,00 12,00 104
Grasas gr 3,40 1,30 3.1
Carbohidratos gr 74,50 74,10 70.7
Almidén, fibra gr 1,00 0,50 2.0
Cenizas gr 1,10 0,65 1.6
Calcio mg 6,00 24,00 25
Hierro mg 1,80 1,30 5.4
Fésforo mg 178 191 150
Tiamina mg 0,30 0,26 0.38
Riboflavina mg 0,08 0,07 0.15
Niacina mg 1,90 2,00 4.3

Figura. (9) Composicion nutricional de los granos de maiz, trigo y sorgo (FAO 1995)
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El contenido de los suplementos se muestran en la siguiente figura (10)

Contenido g.%

Proteina
Minerales
Grasas

Azucares
Vitaminas y otros

Caseina
(Por 100g.)

81
3.8
1.0
12.5
1.7

Suero de leche

15
5
22
52
6

Leche entera

36
8.2
2.47
51
1.31 (calcio)

Figura (10) composicion nutricional de los suplementos (Beate B. USDEC 1989)
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ANALISIS ESTADISTICO

Se realizé una ANOVA de 1 via de medidas repetidas para encontrar diferencias entre el
testigo y las harinas. Se realiz6 una prueba de LSD.

Para comparar las harinas mas los suplementos, se realiz6 una ANOVA de 2 vias para
cada una de las harinas. Se realiz6 una prueba de LSD.

El andlisis estadistico se realizo con el programa STATISTICA 98 edicién (Copyrigth
1984-1998 by StatSoft, Inc.)
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RESULTADOS

Para el efecto de las harinas, el andlisis estadistico encontré diferencias significativas del

grupo control contra los demas sustratos Figura 11 (F(3,18)=7,29; p<0,01).

Efecto de las harinas sobre el crecimiento del L. edodes

20 -

15 1 W Ensayo 1
8 Ensayo 2
E 10 -
& B Ensayo 3

0 I
MAIZ SORGO TRIGO CONTROL

Figura. (11) Medias (tEEM) de los tratamientos harinas. Se observa que el testigo difiere de los demas

tratamientos p<0.05

La prueba de LSD encontr6 que el grupo control difiere significativamente contra los
demas sustratos (p<0.05) los valores se muestran en la figura 12. Como nos muestra la

grafica el crecimiento méas alto fue del ensayo 3 para maiz con un valor de 12.23 y el

menor crecimiento lo mostraron los controles con valores menores a 1g.

DISISVA . TRIGO DISISVA TESTIGO

Est. . Est. .
Ensayo 1 7,87 3,77 3,53 2,38 6,85 1,05 0,78 0,17
Ensayo 2 4,40 1,71 5,13 2,63 6,53 1,37 0,53 0,13
Ensayo 3 12,23 5,33 6,77 0,71 7,63 0,70 0,48 0,18

Figura 12. Muestra las medias obtenidas por ensayo y por tratamientos sin suplementos con su desviacion
estandar.
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En cuanto a los suplementos en el sustrato de maiz no se encontraron diferencias
significativas por ensayo (F(2,24)=,64; p<,5363), ni por suplementos (F(3,24)=,26;
p<,8558) ni por interaccion (F(6,24)=,80; p<,5775) como se muestra en la Figura 13

también podemos observar los datos en la figura 14.

Se observa que el mayor crecimiento se obtuvo en el ensayo 3 para el grupo que no tiene
suplemento con un valor de 12.23g. y el crecimiento mas bajo lo presento el tratamiento

con leche con un valor de .40 g.

Efecto de los suplementos por ensayo sobre el crecimiento de L.
edodes en harina de maiz

HEnsayo 1 Ensayo 2 M Ensayo3

20 -

10

N T |

caseina suero leche sin nada

Gramos

(6]
1

Figura. 13 Medias (tEEM) de los tratamientos harina maiz No se encontraron diferencias significativas
p<0.05

MAIZ Ensayol Desv.est. Ensayo2 Desv.est. Ensayo3 Desv. est.

Caseina 5,53 1,88 5,70 0,98 9,17 2,63
Suero 10,03 4,66 8,67 5,00 4,40 1,50
Leche 5,40 2,02 4,50 0,40 9,83 1,71

sin nada 7,87 3,77 4,40 1,71 12,23 5,33

Figura 14. Muestra las medias obtenidas por ensayo y por tratamientos con suplementos para la harina de
maiz con su desviacién estandar.
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En el caso del sustrato de sorgo, no se encontraron diferencias significativas por ensayo
(F(2,24)=,20; p<,8173), ni por suplemento (F(3,24)=,99; p<,4162) y tampoco por
interaccion Figura 15 (F(6,24)=1,10; p<,3916) también podemos observar los valores en la
figura 16. De los cuales el que presento un mayor crecimiento fue el tratamiento con suero
en el ensayo 1 con un valor 12.87g. y el de menor crecimiento fue el tratamiento con leche

en el ensayo 2 con un valor de 3.7g.

Efecto de los suplementos por ensayo sobre el
crecimiento de L. edodes en harina de sorgo
B Ensayo 1 Ensayo2 M Ensayo3
25 -
20 -
9 15 -
£
s
G 10 - I
. B i : ' ﬁ I
0
caseina suero leche sin nada

Figura. 15 Medias (tEEM) de los tratamientos harina de sorgo. No se encontraron diferencias significativas
p<0.05

SORGO Ensayo1l Desv.est. Ensayo 2 Desv.est. Ensayo3 Desv. est.

Caseina 10,20 5,10 8,00 1,95 5,75 1,18
Suero 12,87 7,92 12,07 5,12 3,70 2,02
Leche 4,60 1,93 3,70 1,02 9,13 0,87

sin nada 3,53 2,38 5,13 2,63 6,77 0,71

Figura 16. Muestra las medias obtenidas por ensayo y por tratamientos con suplementos para la harina de
sorgo con su desviacion estandar.
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Para el sustrato de trigo se encontraron diferencias significativas por suplemento
(F(3,24)=6,94; p<,01), sin encontrarse por ensayo (F(2,24)=51; p<,6091) ni interaccion
(F(6,24)=,43; p<,8523). Figura 17. También podemos observar los valores en al figura 18.
El crecimiento mas alto lo obtuvo la caseina para el ensayo 3 con un valor de 15.4g. cabe
mencionar que es el mas alto de todo el estudio. Y el crecimiento menor lo obtuvo el

suero en el ensayo 2 con un valor de 3g.

Efecto de los suplementos por ensayo sobre el crecimiento de L.
edodes en harina de trigo

H Ensayo 1 Ensayo 2 M Ensayo3
20
8 15 A
5 10 - 1
gl || [Ty
0 . . .
CASEINA SUERO LECHE SIN NADA

Figura. 17 Medias (xEEM) de los tratamientos harina de trigo. Se encontraron diferencias significativas
p<0.05

Se encontr6 que el suplemento de caseina difiere significativamente de los demas
suplementos (p<0.01).

TRIGO Ensayo1l Desv.est. Ensayo2 Desv.est. Ensayo3 Desv. est.

Caseina 11,17 2,69 11,00 1,10 15,40 3,07
Suero 3,87 2,76 3,00 1,31 5,67 2,25
Leche 7,30 3,77 5,00 2,37 5,27 1,46

sin nada 6,85 1,05 6,53 1,37 7,63 0,70

Figura 18. Muestra las medias obtenidas por ensayo y por tratamientos con suplementos para la harina de
trigo con su desviacion estandar.
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Como se observa en las siguientes fotografias (figura 19) se obtuvo crecimiento en la

parte superior del frasco dejando debajo el nutriente.

Figura 19 Que muestran crecimiento positivo de 4 tratamientos con las 3 diferentes harinas después de su

incubacién (el micelio en blanco se observa en la parte superior)

DISCUSION

Las diferencias en cuanto al crecimiento del L. edodes en medios liquidos suplementados,
con diferentes harinas diferentes suplementos (caseina, suero de leche y leche entera).
Los resultados nos muestran que en el caso de las harinas se encontraron diferencias
significativas de todas las harinas en todos los ensayos contra el testigo. Estos resultados
no concuerdan con los encontrados por (Stamets 2000) ya que él no encontré diferencias
significativas en cuanto al crecimiento del L. edodes utilizando malta (control), trigo y
sorgo. Estas diferencias pueden corresponder al tipo de medio, ya que (Stamets 2000)
utilizé medio sélido, sin embargo, varios autores han encontrado crecimiento favorable
utilizando medio liquido (Labarere et al., 1997). Esto puede deberse a que en el medio
liquido se obtiene una mejor aireacion que en el medio solido (Boyle 1997) y este factor
pudo haber afectado el crecimiento del hongo en el tratamiento control. Aun que existen
reportes de un buen crecimiento en medios liquidos y en medios soélidos como el
reportado por Aguilar L. en 2007, donde no observo diferencias significativa al cultivar
micelio de P. ostreatus en medios liquidos y sélidos utilizando EMD (extracto de malta
desproeinizado), EMS (extracto de malta sacarosa), EMA (Extracto malta agar) y EMSol
(extracto de malta soluble) pero las diferencias con el siguiente trabajo pueden deberse a
gue la especie de hongo es diferente (aun cuando presentan algunas similitudes en su
metabolismo) (Sanchez et al., 2001).
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En cuanto a los suplementos, los resultados nos muestran dos cuestiones importantes: la
primera es que el Unico suplemento que presentd diferencias significativas teniendo un
mejor crecimiento fue la caseina comparado con los demas suplementos. Estos
resultados concuerdan con Boyle (1997) ya que él encontr6 mejor crecimiento en L.
edodes utilizando caseina. Esto puede deberse a que los requerimientos de nitrégeno,
necesarios para un buen crecimiento del L. edodes, se encuentran en mayores
cantidades, a diferencia de los otros suplementos, ya que en el caso de la leche entera y
el suero de leche se encuentra una menor cantidad de proteina (Beate B. U.S.DEC 1989)
y aunque estos suplementos presenten mas micronutrientes, azlcares o grasas, se ha
reportado que estos compuestos no afectan el crecimiento del L. edodes, de la misma
manera que el nitrogeno, de hecho se ha reportado la utilizacion de medios ricos en
carbohidratos disponibles sin que muestren un crecimiento significativo (Boyle, 1997)
estos resultados concuerdan con los encontrados por (Manu-Tawiah) donde demostraron
que el crecimiento de hongos lignocelulocicos como L. edodes y P. ostreatus tuvieron un
mejor crecimiento en presencia de una fuente rica en nitrégeno, adicionando sus grupos
con nitrbgeno organico. La segunda cuestion es que solamente se encontraron
diferencias con el suplemento de caseina en el tratamiento con harina de trigo. Esto
puede deberse nuevamente a la cantidad de proteina en este caso, al conjunto de harina
de trigo y caseina, debido a que la harina de trigo es la que presenta la mayor cantidad de
proteina que la harina de maiz y sorgo (FAO, 1995). Y la caseina también presenta la
mayor cantidad de proteinas en comparacion con los demas suplementos (Beate B.
U.S.DEC 1989).

Los resultados del presente trabajo nos indican que el medio liquido es una buena opcion
para el cultivo del L. edodes presentandose un buen crecimiento, en este medio y
concuerda con lo encontrado por Staments (2000), Boyle (1997) y Aguilar (2007) donde
se sugiere la utilizacién de medios liquidos ya que representan una buena alternativa por
el intercambi6 gaseoso que estos pueden presentar ademas, los resultados nos muestran
gue el mejor suplemento para el crecimiento es la caseina, por la disposicién de nitrégeno

que esta aporta.

Por lo anterior se sugiere recurrir a suplementos a base de nitrégeno que sean de mas

facil acceso para las comunidades rurales. Igualmente se recomienda la utilizacién de
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harina de trigo ya que fue la que presentd mejor crecimiento conjuntamente con la
caseina. También se recomiendan mas estudios que combinen tanto harinas como
suplementos en el crecimiento de L. edodes asi como otros hongos a nivel industrial como

a nivel bioquimico.
Para las harinas adicionadas se considera su utilizacion basandose en la nutricion del

hongo, ya que estas forman una fuente rica de nitrdgeno, almidones, azucares y pueden

fomentar asi el crecimiento miceliar.
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CONCLUSIONES

El medio liquido suplementado rico en carbohidratos (harinas de: sorgo, maiz y
trigo) es un buen sustrato para el crecimiento del L. edodes.

El medio liquido suplementado con una fuente rica de aminoacidos (caseina,
suero de leche y leche entera) y carbohidratos (harinas de: sorgo, maiz y trigo)
es mas econdmico y de mas fécil acceso que la mayoria de los medios de cultivo
comerciales.

Todas los tratamientos (sorgo, maiz y trigo) presentaron buen crecimiento en
comparacion del control.

Los suplementos mostraron crecimientos independientemente de la fuente de
carbohidratos (harina) utilizada.
Los resultados con mayor crecimiento de biomasa fueron el conjunto de la caseina

y la harina de trigo.
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