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INTRODUCCION

1.1 PLANTEAMIENTO DEL PROBLEMA.

En busca de mejores fuentes de alimentacion humana, para satisfacer las necesidades protéicas y
nutricionales de fu poblacion (principalmente de aquella que habita en los paises subdesarrollados) y
en funcién de su bajo costo de produccion y su abtencién en grandes cantidades, en un lapso de
tiempo relativamente  corto, diversos investigadores  estudian la posibilidad de  manipular
gendtivamente las cepas de hongos comestibles para sumentar su produccién y adaptacién a las
condiciones ambientales, debido a su facultad para crecer en diversos sustratos que anteriormente
eran considerados como desechos agricolas o forestales, tales como pajas, bagazos, conezas,
tocones, ctcétera (Zadrazil, 1974, Leal y Ramirez, 1990).

Mis de 15 especies de hongos, agrupadas en varios géneros, son cultivadas comercialmente a gran
escala en diferentes partes del mundo, 13 de Jas cuales se encuentran creciendo en forma natural en
diferentes zonas de México y conscecuentemente pueden llegar a producirse en el pais (Tabla 1).

Tabla 1. Especies de hongos comestibles que crecen en México y que son susceptibles de ser
cultivados.

Agaricus bitorquis (Quél.) Sacc.

Auricularia fusco-succinea (Mom.). Farl.
Auricularia polytricha (Mont.) Sacc.
Diclyophora indusiata (Vent, ex Pers.} Desv.
Flammulina velutipes (Cunt. ex Fr.) Sing.
Lentinus cubensis (B. & C.) Sing

Pholiota mutabilis (Schaeft. ex Fr.) Kumm
Pleurotus cornucopiae (Paul. ex Fr.) Gill.
Pleurotus ostreatus (Jacq. ex Fr.) Kumm.
Pleurotus smithii Guzman.

Tremella fuciformis Berk.

Volvariella bakeri (Murr.) Shaffer.
Volvariellu bombycina (SchacfT. ex Fr.) Sing.

En Meéxico solamente el conocide “champiiion”, Agaricus bisporus (Lange) Imbach, ha sido
cultivado a escala comercial desde hace mas de 20 aiios, reci se empi a cultivar

diferentes especics de Plewrotus sobre paja de trigo, utilizando, tanto cepas nativas como extranjeras
(Martinez, Quirarte, Soto, Salmones y Guzman, [984).




Pleurotus es un hongo que se ha cultivado en una gran variedad de sustratos, entre los cuales se han
reportado los siguientes: pajas de casi todo tipo de cereales como trigo, arroz, sorgo, malz, avena,
mijo, centeno y cebada, rastrojo de frijol, pulpas de café y de cardamomo, mazorcas, rastrojo y
2acate de maiz, mazorca y cliscara de cacao, desecho de algodon, pseudotallos de plitano, bagazos
de cafin de azicar, de citronela, maguey, bagazo de henequén fermemado, polocote (Tithonia
tubaeformis L. (planta ruderal), madera de Inga, hojarasca de drboles caduciféleos de parques y
jardines y pasto o bien, se utiliza una mezcla de sustratos, por cjemplo, trigo 0 maiz con polocote,
maguey tequilero fermentado y paja de trigo o pulpa de café con ciseara de cacao, bagazo de caiia
enriquecido con pulpa de café o paja de cebada, una combinacion de maiz, frijol y cebada, entre
otros. En México se ha estudiado o cultivado en la mayoria de los sustratos anteriormente
mencionados (De Leon, Morales, De Agreda y Rolz. 1983; Morales, 1987: Acosta. Bustos y
Portugal, 1988; Martinez-Carrera, Morales y Sobal, 1988; Chang y Hayes, 1989; Soto-Velazeo,
Guzman-Divalos y Rodriguez, 1989; Guzman y Salmones, 1990; Martinez-C

Carrera, Moritle
Sobal, 1990; Sanchez, 1993b; Sanchez, 1993¢; Burgos, Ancona y Guzmin, 1994; Marin, Ramirez y
Ramirez, 1994; Pérez y Alfaro, 1994).

Pleurotus ostreatus es un hongo comestible sumamente apreciado desde tiempos antiguos y ha sido
cultivado en Europa y Asia, en ta actualidad se le cultiva a escala comercial en Jupon e Italia, donde
principalmente se utilizan como sustrato los desperdicios vegetales lignoceluldsicos; como aserrines
de varias clases de madera, desperdicios de la industria papelera y en pajas de casi todo tipo de
cereales. En Singapur se cultiva sobre desechos de algodén. En la India se ha sembrado sobre paja
de arroz y trigo, pseudotroncos de banana, polvo de sierra y descchos de periodico (Block, Tsao y
Hun, 1958; Omori, 1974; Zadrazil, 1974; Jablonsky, 1975; Keneshiro, 1977; Omori, Kanno y
Yoshida, 1977; Leong, 1989).

La gran diversidad de sustratos en los que se puede desarrollar Plenrorus ostreatus se debe a la
habilidad para producir enormes cantidades de enzimas hidrolasas y oxidasas, degradando complejas
substancias lignoceluldsicas, convirtiendo asi, los desechos agricolas y forestales en biomasa apta
para el consumo humano en forma de hongo o cuerpo fructifero o también, aumentando la
digestibilidad del sustrato residual para su uso en la alimentacion del ganado (con mayor cantidad de
celulosa disponible, aunada a la riquezn proteinica dada por ¢l crecimiento miceliar) y ayudando a
una ripida reincorporacion de los desechos agro-industriales y forestales a la naturaleza, por
cjemplo, en forma de fertilizantes (Zadrazil, 1974; Rajarathnam y Bano, 1983; Martinez, Quirarte,
Soto, Salmones y Guzman, 1984).

De los hongos comestibles, las cepas de Plenrotus empleadas comercialmente son dicariotes
conocidas también como dicariontes o dicaridticas (del griego dis, dos y kdryon nuez o niclevn) sus
células contienen dos nucleos capaces de compl s¢ gendtic te. dichas cepas son del tipo
silvestre u obtenidas de algunas colecciones intemacionales a las que no s¢ ha realizado
mejoramiento gendtico. Las monocariotes son también conocidas como monocariontes o
monocaridticas (del griego manos, solo o Unico y Kdryon, nuez o nicleo) son organismos cuyas
células contienen un solo niicleo cada una, se cree que algunas cepas monocariotes sou capaces de
fructificar, por lo tanto pueden ser empleadas en la produccion comercial de dicho hongo, En
general, a nivel nacional se busca elevar la produccién optimizando Jas condiciones ambicntates y de

[



cultivo (sustratos con los nutrientes indispensables para un buen desarrollo de los cuerpos
fructiferos) para cada cepa, pero sin manipulacion gendtica. Una alternativa para obtener cepas
comerciales es utilizar monocariotes y a partir de clios realizar un mejoramicnto gendtico que
permita obtenter cepas dicaridticas aptas para las diferentes condiciones locales (Herrera y Ulloa,
1990).

Plevrotuy ostreatus se ha ogrado producir a nivel industrial en varios pafses y recientemente en
algunos estados de la Repiblica como Veracruz, Morelos, Méxica y lalisco. En Puebla y Chiapas se
ha empezado a trabajar en plunias pilotos (Marin, Ramirez y Ramirez, 1994).

La industria nacional productora de hongos se halta desarrollada y poco estudiada. La

tecnologia que se emplea es pricticamente estandar, fue introducida al pais hace aproximadamente
una década y se haya limitadamente difundida (Villegos de Gante y Pérez, 1994).



1.2 OBJETIVOS.

1. En el presente trabajo sc determinard si las 22 cepas monocariotes de' Plenrotus osireatus en
estudio son capaces de crecer sobre paja de trigo y producir cuerpos fructiferos por si solas, Para cllo
se probardn las caracteristicas de las cepas, que de acuerdo a'sus donndorcs. se pn.sumc que 10 de -
ellas son capaces de fructificar.

2. Si se logra obtener cuerpos fructiferos de alguna de las cepas probudns se tratard de clucidar su
ciclo de vida. Es decir, se verd si son capaces de producir esporuas, ' lo cuul nos. dclcmummi si cwslc -
recombinacién genética o no, entre las cepas. . o .

3. Se estudiara si al obtener dicariotes a partir de monocariotes rrucm' cantes se lo;m mcrcmu.nmr el
rendimiento de hongos para su produccion comercial.

1.3 HIPOTESIS.

1. Como I paja de trigo es un sustrato adecuado para:las cepas dicariol s se csperp que también lo
sea para el crecimicnto miceliar y ¢l desarrollo de Lucrpos I‘ruclffcros del ccpns 'wnocnnoles bi!jO
las condiciones estudiadas. -

2. Se espera que al menos 10 de las cepas ¢§(udfndqs sean édpaces‘de producir cdcrbos"frﬁclifcrds.'

3. Es muy prabable que las cepas que son capaccs de frucuf icar produzcan esporas y p‘n:}se'nicn‘qn
ciclo de vida similar a los dicasiotes. ST R

nocnnolcs mtnpaccs de
iento se vea

4. Por lo general, se sabe que las cepas comcrclales provncnen e
fructificar por lo cual al hibridizar 2 monocdriotes fmcuﬁcanlcs se espcm que'su. ren
incrementado,
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ANTECEDENTES

2.1 GENERALIDADES

En fechas recientes se ha puesto especial interés en la basqueda de nuevas fuentes de alimento a
nivel mundial y nacional. Se han tratado de aprovechar al mdximo los recursos naturales incluyendo
la utilizacion de aquellos que antes se consideraban como desperdicios: desechos de las industrins
agricolas y forestales tales como pajas, bagazos, cdscaras, corteats, tocones, cteétera- (Leal y
Ramirez, 1990).

Mas de la mitad de la produceién agricoln se queda como material de desecho. Algunos de estos
desechos son usados como abono y otros son quemados (provocando otro tipo de contaminacion).
Actualmente se les puede dar un re-uso transformando dichos desechos en biomasa con el cultivo de
hongos comestibles (Zadrazil, 1974).

Algunos hongos desempedian una funcion importante en el equilibrio ecoldgico de la naturaleza en
muchos aspectos: colaboran ¢n el mantenimiento de la fertilidad de los suclos, descomponen
ripidamente substancias orgdnicas complejas en otras mas sencillas wtilizables por plantas o
animales (poscen un complejo sistema enzimdtico, ¢l cual les permite, segin la especie, degradar
moiéculas de alto peso molecular como la celulosa, la lignina, los taninos, etcétera) y udemds, los
cuerpos fructiferos que producen ciertos basidiomicetes, como Plenratus  pueden utilizarse en la
alimentacion del hombre. En determinadas dpocas constituyen un alimento sano. abundante v
nutritivo. En fa estacion de Nuvias las setas se ran frec ite en las praderas y bosques
himedos, de donde las colectan los campesinos, que en ocasiones  confunden las especies
alimenticias con hongos venenosos corriendo el riesgo de sufrir graves intoxicaciones (Herrera y
Ulloa, 1990; Sanchez, 1993a)

Desde tiecmpos prehispdnicos al presente en nuestro pais se utilizan los hongos en la alimentacion
(tradicién micéfaga). Se sabe que existen mds de 200 especies comestibles que crecen en diversos
tipos de bosques y que son consumidos en grandes cantidades por Ja poblacion indigena y
campesina del pais, o en menor grado por la poblacion urbana y suburbana, mediante la venta en los
mercados. La produccion de hongos en ¢l bosque estd supeditada al clima, solo crecen en época de
lluvia en los meses de junio a septiembre (Hermandez, 1993).

2.2 ORIGEN METABOLICO DE LOS HONGOS Y SU CLASIFICACION.

Desde el tiempo de Aristoteles (siglo 1V aC) hasta mediados del siglo XIX los hongos habian sido
clasificados dentro del reino vegetal, ya que para Ja mayoria de los bidlogos era suficiente dividir a
los seres vivos en sdlo dos reinos, el de las plantas y de los animales. En 1982 surgio una nueva
clasificacion de todos los seres vivos, hasindose en las diferencias entre procariontes y cucariontes,



en dos superreinos: 1) Prokaryonts, cuyos representantes son organismos procaridnticos
(microorganismos sin nicleo verdadero) y que comprende sélo el reino Monera (bacterias y
cianobacterias).  2) Fukaryonta, que comprende a los seres  cucaridnticos(algunos  son
microorganismos; pero la mayoria son organismos mas grandes y con nicleo verdadero en sus
células), en ¢l cual se incluyen cuatro reinos: a) Protista (algas, protozoarios, mohos micilaginosos,
hongos acudticos y anfibios con formas flageladas, y muchos otros organismos acudticos pardsitos);
b) Fungi (mohos, setas y otros hengos mucroscopicos y liquencs); c) Animalia (animales
metazoarios con o sin columna vertebral), v d) Plantae (musgos, helechos, plantas con conos y
plantas con flores).

En el reino Fungi se establecen dos divisiones naturales: Myxomyceota y Eumycota y una division
artificial: Lichenes. Estas a su vez presentan subdivisiones y clases.

La clasificacién taxonémica de Pleurotus ostreatus es la siguiente:

Reino Fungi

Divisién Eumycota

Subdivisién Busidiomycotina

Clase Holobasidiomycetes

Subclase Hy! ycetidae (Hi i )
Orden Agaricales

Familia Tricholomataccue

Género Pleurotus

Especie ostreatus

(Herrera y Ulloa, 1990)

Algunas rutas metabélicas bdsicas de las plantas parecen ser similares a las de los animales, micntras
que otras parecen tener un dmbito mas restringido. La produccion de metabolitos primarios y
secundarios depende de los ciclos metabélicos fundamentales de los tejidos vivos. Las células vivas
vegetales poseen una estructura altamente organizada, con diversos organelos que permiten fa
creacion de ambientes quimicos diversos en el interior de una célula y que junto con las enzimas y
coenzimas catalizan la produccién de diferentes substancias.

Uno de los ciclos fundamentales de las plantas verdes es la folosintesis, mediante la cual el didxido
de carbono de la atmdsfera es convertido en azticares. La fotosintesis tiene lugar en los cloroplastos;
conjuntando dos procesos que precisan de luz: la produccion de adenosin-trifosfato (ATP),
adenosin-difosfato (ADP) y fosfato o ciclo del carbono, y la descomposicion del agua por la encrgia
de la luz o reaccion de Hill.

Otras rutas metabolicas basicas son el ciclo de Krebs o ciclo de los 4cidos tricarboxilicos y la ruta de
la glucélisis de Embden-Meyerhoff; la formacidn e hidrélisis de heterdsidos - (conjunto -'de



combinaciones de azicares con geninas, por cjemplo glucdsido); degradacién de deidos grasos,
biosintesis de dcidos grasos saturados ¢ insaturados; biosintesis de compuestos aromiticos por la via
del ciclo sikimico; biosintesis de la endderina y tetracicling de aminoicidas, péptidos y proteinas;
biosintesis de compuestos isoprenoides y terpenoides, entre otros. Dichas rutas metabdlicas basicas
constituyen los orfgenes del metabolismo secundario de las plantas (Trease y Evans, 1988).

Los hongos no son autétrofos como las plantas, por lo tanto, no sintetizan compuestos sino los
absorben tal y como los encuentran en la naturaleza o bien, los degradan.

La lignina es un componente estructural de 1a planta que le conficre rigidez y resistencia a la tensidn
mecanica, asi como al ataque microbiano. La degradicidn de la lignina es un proceso que sucede en
la naturaleza completando el ciclo de carbono. El proceso de biedegradacion de los tejidos vegetales
se debe a la accién de varias clases de microorganismes que muestran una especificidad sobre cada
uno de los principales componentes de los tejidos vegetales, por ejemplo, hemicelulosa, celulosa y
lignina. La biodegradacidn de la lignina por los microorganismos es un proceso lento; pero se ha
encontrado que ciertos hongos pueden degradar ta lignina. Estos hongos se encuentran clasificados
dentro de tres categorias: hongos de la pudricion blanda, hongos de ta pudricién obscurs y hongos de
la pudricion blanca. Esta denominacion se basa en los cambios fisicos causudos en la madera por la
uccion de estos hongos. Los hongos de la pudricion blanda como ciertas especies de Chactominum
atacan parcialmente la lighina y carbohidratos de ficil degradacion: los hongos de la pudricion
ot causan ni cambios menores en la estructura de la lignina y atacan completamente
la celulosa, entre ecllos se encuentran varios Basidiomicetos como Lentinus lepidens y Lenzites
sepiaria, entre otros; mientras que los de la pudricion blanca son capaces de degradar
completamente ta lignina dejando visible la celulosa, que es blanca. Solo los hongos de la pudricion
blanca producen fenoloxidasus extracelulares, enzimas que hidroxilan los anillos aromaticos y
pueden causar una ruptura oxidativa de los anillos aromaticos y otras reacciones que penmiten la
degradacion de la lignina, como son la formacion de radicales libres, los que pueden incluir la
ruptura de los enlaces entre ¢l anillo aromdtico y la cadena lateral de fenil propano (Kirk, Cornors y
Zeikus, 1977, Kirk, Higuchi y Chang, 1981 y Herrera y Ulloa, 1990).

Pleurotus ostratus es un hongo saprofito de la madera, se le clasifica como de la pudricion blanca
(porque ataca selectivamente a la lignina o los polisaciridos vegetales), en la naturaleza se entra
fructificando ¢n los troncos de drboles muertos (Lelley y Schmaus, 1976; Guzmin, [977; Chang y
Hayes, 1978; Delmas, 1979).

2.3 COMPORTAMIENTO BIOLOGICO DE LOS BASIDIOMICETES.,

Los basidiomicetes Ilamados también basidiomicetos o basidiomicotinos han sido estudiados desde
principios del siglo pasado por Person y Fries; presentan una fase vegetativa y una o varias fases de
reproduccion. La reproduccion puede ser asexual y sexual, predominando o alternando una con
respecto a la otra (Herrera y Ulloa, 1990).



Los hongos son organismos heterdtrolos, es decir, no pueden sintetizar los compuestos de carbono y
las substancias necesarias parat sobrevivir debido a que carecen de clorofila y, por lo tanto de la
capacidad para efectuar la fotosintesis. Para desarrollarse requicren aziicares simples como glucosa,
sacarosa 0 maltosa, de 1a cunl obtienen lu energfa necesaria para sintetizar sus proteinas; también
requicren sales minerales (incluyendo nitrdgeno de origen inorganico) y agua. A nivel de laboratorio
se ha determinado que necesitan los siguientes elementos: C, O, H, N, LK, Mg, §, B, Mn, Cu, Mo,
Fe y Zn para su buen desarrollo. Algunos tambidén requicren vitaminas que no pueden sintetizar
como tiamina, biotina o piridoxina. Como fuente de nitrogeno prefieren umoniuco, nitratus y en
ocasiones requieren nitrégeno organico obtenido de asparaginit o también de algunos icidos grasos.

La nyoria de fos hongos son pardsitos en la naturaleza o se desarrollan como saprofitos en medios
definidos con temperaturas alrededor de 20 4 37 C (Burmnett, 1975; Huerta, 1993).

2.3.1 Morfologia, ¢structurs y reproduccion,

2.3.1.1 Fase vegetativa, Las estruciuras somdticas caracteristicas de esta fase son los micelios que a
su vez estan constituidos por hifas microscapicas como unidad bdsica. En su interior la hifa contiene
citoplnsma con nieleo eucaridntico, mitocondrias, reticulo endoplasmidtico, dictiosomas, vacuolas y
ribosomas, lipidos c inclusiones cristalinas; sus paredes estan constituidas principalmente por quitina
en combinacion con diversos polisacéridos (por ejemplo hemicelulosa) y pequeiias cantidades de
lipidos.

La hifa es septada tanto en la fase vegetativa como en lfas de reproduccidn sexual y asexual de los
basidiomi El nicleo g | es haploide en la hifa, pero cn algunos hongos existe como
diploide.

El micelio es la expansidn simétrica en forma radial de una hifa, a dicha ctapa se le denomina
crecimicnto vegetativo (Bumett, 1975).

Los basidiomicetes, durante su ciclo bioldgico gencralmente pasan por tres fases de desarrollo
miceliar que corresponden a tres tipos de miceliot el primario, ¢l sccundario y el terciario, este
ttimo es caracteristico de la fuse de reproduccion sexual de los hongos y deriva del micelio
sccundario, que se organiza en tejidos especializados para formar cuerpos fructiferos.

El micclio primario, por fo comin, s origina de la germinacion de una basidiospora y estd
constituido por hifas de célulus generalmente uninucleadas o monocariénticas y haploides, no
obstante, en algunas especies, este micelio puede tener células multinucleadas en la ctapa inicial y
en etapas posteriores de su desarrollo presenta un niicleo haploide por célula.

El micelio secundario deriva de! primario y esta constituido por hifas de células binucleadas o
dicarignticas. La dicariotizacion de las células del micelio primario se inicia mediante la anastomosis
de células con genes compatibles, monocarionticas y haploides, cuando se efecta plasmogamia sin
que haya cariogamia. La célula binucleada es fa base del micelio dicariontico o dicarionte,



caracteristico de los basidiomicotinos o basidiomicetes en el cual todas las células s¢ mantienen
binucleadas, durante una larga fase del ciclo bioldgico. La estabilidad dicaridntica de las células s¢
mantiene por el mecanismo de formacion de fibulas o conexiones de grapa en fa Hlamada dicariofase
(Lcal, 1980; Herrera y Ulloa, 1990; Alcantara, 1990).

2.3.1.2 Fase de reproduccién asexual, En muchos basidiomicetes no se conoce o es poco
importante este tipo de reproduccidn; no obstante, en un gran numero de ellos, es comin la
formacion de yemas, artrosporas, oidios y conidies. Tambicn puede presentarse la multiplicacion
vegetativa por fragmentacion del micelio o por reproduceion de bulbilos o bulbillos y esclerocios
(Herrert y Ulloa, 1990),

2.3.1.3 Fase de reproduccién sexual, L.os hongos basidiomicetes presentan en algdn momento de
su ciclo biologico, dos fenémenos que son fundamentales en el procese de reproduccion sexual: la
plasmogamia y la cariogamia; entre ambos puede haber una larga etapa de vida vegetative que
corresponde a la fase dicaridtica. Una vez que se efectia la cariogamia en una célula dicariontica
especializada que recibe el nombre de basidio. se presenta la meiosis en la misma, formdndose
cuatro nticleos que emigran a sendas yemas del basidio, posteriormente se produce, de cada uno de
estos brotes, una espora exdgens Jamada basidiospors, la cual se conserva sobre una pequeila
proyeccidn del basidio, conocida con el nombre de esterigima, que corresponde a la base de Ja yema
original, hasta ¢l momento en que aleanza la madurez v se desprende, ya sea en forma pasiva o
dindmica (Herrera y Ullloa, 1990).

2.3.1.4 Fructificaciéon csporifern de la reproduccidn sexual. Esta recibe el nombre de
basidiocarpo, esta constituida por micelio terciario organizado en tejidos plectenguimatosos més o
menos complejos en los cuales las hifas pueden ser todas de un solo tipo, ¢l de las ilamadas hifas
generativas, que regularmente presentan fibulas por ser dicaridnticas y por conservar la capacidad de
crecer y dar origen a otras hifas (tejido monomitico).

El micelio terciario se inicia en pequefios cuerpos de hifas compactas o primordios de las
fructificaciones, los cuales se desarrollan en basidiocarpos de multiples formas segin los grupos
taxondémicos y las especies de hongos de los Hamados macromicetos o macromicetes, con
fructificaciones macroscépicas (Herrera y Ulloa, 1990).

Los cuerpos fructiferos de los busidiomicetes pueden estar abiertos desde las primeras fases de su
desarrollo o bien permanecer cerrados, por Jo menos hasta el momento en que maduran las esporas.
En los Agaricales ¢l himenoforo queda expuesto una vez que maduran las esporas, sin que se
desintegre el himenio (fructificacion hemiangiocdrpica). Plewrotus  ostreatus se  considern
gimnocdrpico porque algunos de sus cuerpos fructiferos se abren desde etapas tempranas de su
desarrollo para exponer la capa fértil que produce las esporas. Los cuerpos fructiferos son pobres
durante ¢l desarrollo del esporoforo y las lamelas nunca son cubiertas por un velo. Las esporas son
producidas inmediatamente despuds que las primeras lamelas son generadas y un gran nimero de
esporas son soltadas por cada cuerpo tructifero antes de la cosecha (Eger. 1978a).



2.3.1.5 Ef himenio. Casi tados los basidiomicetes producen fos t COR SUS COFFRS
basidiosporas cn una capa 0 membrana continug ¥ organizada de hifas, conocidas comeo hinwenio. Bl
himenio ¢s la capn fénil de fa fructificacion o basidiocarpo y estd distribuido en estructuras
especinlizadas, como laminas, dientes y tubos, Hamadas himendforos. Kstos ocupan determinadas
dreas de la fructificacian, constituyendo capas donde siempre estidn pr las hifas basididgenas,
que dan origen a los basidios, los cuales se encuentran geneealmente ordenados en forma de
empalizanda y con frecuencia entremezclados con vlementos estériles denominados pardfisis (cuando
su morfologia es semejante o os hasidios) o cistidios, cuando se trma de estruciuras de mayor
tamadio que los hasidios.

El himenio mas frecuenie en los Hymenomycetes, es of de forma empalizada, af cual se le ha

denomi tambicn cuhi io (Herrera y Utloa, 1960).

2.3.1.6 El basidio, Se preseatan dos tipos fundamentales de basidios en los Basidiomycotina: ¢l
heterobasidio y ef holubasidio u homobasidio. En ambus pueden distinguirse dos fases: ¢l probasidio
o céluln donde se efectia la cariogamia y e} melbasidio que es 1 fase en donde se efectta la
meiosis y, posteriormente, se forman fas basidiosporas.

Los dos nicleos del probasidio o basidie joven. se fusionan en el proceso de ta cariogamia y ¢l
micleo diploide cigoto asi formado se divide par miciosis y da origen a 4 nicleos haploides en el
llamado metabasidio, que es Ia fase mas avanzada del desarollo del basidio. Al mismo tiempo, se
forman generalmente cuatro pequeiios diventiculos que reciben el nombre de esterigmas. Los niicleas
emipran hacia estos, y en ¢l dpice de cada esterigma se forma una basidiospora casi siempre
uninucleada, de manera que se constituyen 4 basidiosporas haploides en cada basidio. No obstante,
algunos basidios producen de | a 8 o mis basiosporas y estas a veces son binucleadas (Herrera y
Ulloa, 1990).

2.3.1.7 Las basidiosporus. Son estructuras unicelulares haploides producidas casi siempre en una
sola serie. Su forma g f es esferaidal, ovoide, eliptica, alantoide o cilindrica. Son lisas u
omamentadas, incoloras o pigmentadas; en este Gltimo caso, su color puede ser blanco, amarillo,
verde, anaranjado, rosado, ocre, purpires, nioreno o niegro, con todas Jas tonalidades intermedins,
Para determinar el color de las esporas es necesario lograr un depasito en masa de las mismas,
denominada cominmente esporada.

Las basidiosporas, al germinar, generalmente producen micelios pnmanoq, debido a que son
unipucleadas y haploides, pero cuando las basidiospuras son binucl T originar
dircctamente un micelio secundario. En acasiones las h'\Sldmspoms. al genminar, ne forman de
inmediato un micelio, sino que producen basidiosporas secundarias, o bien, producen blastosporas y

conidios, que al germinar dan origen a los micetios (Herrera y Ulloa, 1990).




2.3.2 ASPECTOS TAXONOMICOS.

De acuerdo con los criterios taxondmicos tradicionales, las caracteristicas, muy variables para
identificacion de un hongo son:

1) El color, Existen hongos de coloracidn roja, rosdcen, café, blanca, etedtera, El eolor es una
earpeteristica de sump importancia para la identificacion de los hongos, ya que permite diferencior
especies.

b) El pileo o sombrere. Pueden encontrarse gran variedad de formas como: embudo, campanulado,
plano, convexo, cilindrico, giboso, etcéteru; tener variaciones sobse sus mirgenes (dentados,
enrolfados, levantados, cledtera). La textura del pileo puede presenmtar sensacién de humgdnd ser
mucilaginoso, aceitose, sedoso. con ¢seamas, vellosidades, estrias, brillantez u or )
(cavidades, grietas, arrugas, espinas, eteétera),

¢) El estipite o tallo. Algunos hongos pueden no tener estipite. Cuando lo tienen puede estar
ubicado justo abajo del centro del pileo, de manera luteral o excéntrica. Puede presentar rizoides. La
forma y textura del estipite varie, puede ser hulboso, torcide, rigido, liso, quebradizo, fefloso,
{lexible, correoso, eteétera.

d) Volva o anillo, La presencia o forma de la volva en la hase del tallo o de un anillo ¢n la parte
superior del mismo.

¢) Las estructuras que formsan el himenio, Las ldminas (su forma, tamaiio, densidad y unién con ¢!
estipite), la presencia de dientes o poros.

f) El olar y sabor del hongo (caracteristicas de importancia sccundziria) ayudan a la confirmacién
de algunas especies en particular. E! olor puede ser agmdable. mpcnepublc nauseabundo, ctedtera
(Guzman, 1990; Delgado, 1990; Sdnchez, 1993a). :

Las principales partes de un hongo (cuerpo fructifero o b ' idi po) se f otan u cantinuacion,
Figura 1 (S&nchez, 1993a). O . ;
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Figura 1, Partes que conforman un cuerpo fructifero.



2.3.3 CICLO BIOLOGICO.

Aungque cada grupo de los Basidiomycotina presenta modalidades en su ciclo bioldgico, en general
se realiza en la siguiente forma: una vez que las basidiosporas germinan dan origen a un micelio
primario, pto cuando pr dos nicleos, caso en el cual pueden originar un micelio
secundario (n + n). Cuando se desarrollan micelios primarios, a partir de ellos se forma el micelio
secundario mediante plasmogamia, la cual se cfectin gencralmente por somatogamia o por
espermatizacién.  El micelio sccundario también puede formarse por union de basidiosporas
haploides (n), de brotes de basidiosporas o de artrosporas de dos micelios monocaridticos.

El micelio secundario (n + n) pucde pasar por varias fases, en las que se producen esporas de
propagacion, como son las eciosporas y las uredosporas, antes de llegar a la fase en que se producen
las teliosporas, las cuales dan origen a los basidios y estos a las basiosporas, como es ¢l caso de los
Uredinales. En los Ustilaginales el ciclo biologico es parecido al del grupo mencionado, por ta
formacion de teliosporas, pero no hay produccion de eciosporas y uredosporas aunque pueden
formarse conidios de otro tipo. Cuando no se producen estas esporas de propagicion, el micelio
secundario sc organiza para formar ¢l terciario. ¢l cual constituye el basidiocarpo. en ¢l gue se
desarrollan los basidios que dan origen al cigoto (2n) y las basiosporas (n o n + n), como sucede en
la mayoria de los Basidiomycotina: Holobasidiomycetes y  varios  Heterobasidiomycetes
(Tremellales). No obstante, estos tltimos grupos también pueden  presentar fases conidiales de
diversos tipos en determinadas condiciones ecologicas o en medios de cultivo artificiales. Figura 2
(Herrera y Ulloa, 1990).
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Figura 2. Ciclo biologico general de los Basidiomycatina



2.3.3.1 Ciclo de vida de Pleurotus ostreatus

El ciclo de vida de Pleuratus ostreatus implica una serie de etapas que van desde la germinacion de
las esporas hasta la formacidn de los cuerpos fructiferos o esporoforos, conocidos vulgarmente como
setas u hongos, siendo esta la Gltima etapa del ciclo de vida, fase reproductiva (Ramirez, 1989).

Plenrotus ostreatus pertencce a la clase de los basidiomicetes, caracterizada por formar cuatro

esporas les. La esporulacién sexual produce esporas haploides (n) con cuatro tipos de
compatibilidad, las cuales germinan para formar el micelio monocaridtico por medio de divisiones
itoti Este micelio puede per en la fase vegetativa por tiempo indefinido, si no se dan

las condiciones apropiadas de Juz, temperatura y humedad relativa del medio ambicnte (Padilla,
1990).

El micelio es funcionalmente similar al sistema reticular de los vegetales (raices), ademds tiene
como funcién la sujecién del esporoforo al suelo o sustrato. Al madurar los esporoforos se producen
las esporas sexuales en las lamelas del sombrero y son expulsadas al medio ambiente cuando se abre
totalmente el esporoforo Figura 3 (Ramirez 1989).

2.3.3.1.2 Ciclo de vida en cepas dicariotes.

Se parte de un micelio secundario (n + n) en donde las células son tipicamente binucleadas. El
estado binucleado comienza cuando se fusionan los nucleos de dos células uninucleadas, sin que
haya meiosis despuds de la mitosis. La célula binucleada produce una ramiticacion a la cual emigra
¢l par nuclear; los dos nicleos se dividen conjuntamente y los micleos hermanos se distribuyen en
dos células hijas para iniciar el micelio binuclear. El micelio terciario estd representado por los
tejidos especializados que se originan para formar los esporoforos de los basidiomicetos. Los
basidiomicetos producen basidios en cuerpos fructiferos altamente organizados.

El basidio se origina como célula terminal de una hifa binucleada y se encuentra separada de la
misma por un tabique a cuyo lado generalmente se encuentra una fibula. Al principio el basidio es
angosto y corto, pronto se agranda y se hace mds ancho. Al mismo tiempo que tienen lugar estos
cambios externos, en el interior del basidio joven los niicleos se fusionan por medio de la cariogamia
(2n) y el nicleo cigdtico sufre meiosis, dando lugar a cuatro nicleos haploides (n). Del basidio
emergen cuatro esterigmas y sus extremos se agrandan para formar los eshozos de las basidiosporas.
Los cuatro nicleos pasan a las basidiosporas jévenes que van a completar su desarrollo como células
uninucleadas haploides Figura 3 (Alcantara, 1990).
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Figura 3: Ciclo de vida de una cepa dicariote de Pleuratus ostreatus.



2.3.4 SEXUALIDAD EN LOS HONGOS COMESTIBLES.
En general el proceso de sexualidad en los hongos consta de 3 periodos importantes:

La primer ctapa esencinl s plasmogamia, ta cual es la fusion del citoplasma de los dos individuos
unidos {células), fos nticleos de las dos células son {os en un citopl comtin,

La segunda etapa esencial es conocida como cariogamia o fusién nuclear, Ia cunl no se presenta en
los basidiomicetos, los basidios ya binucleados (los dos nicleos derivin de la union de dos hifus
vegetativas uninucleadas pero sin fusidn de sus nicleos).

L. tercer ctapa esencinl es la mejosis o division nuclear, en la cual el nimero de cromosomas ¢s
reducido de diploide a un ndmero haploide; ef producto de la meiosis son cuatro nicleos. A travds de
los procesos de sexualidad, ocurre recombinacion gendtica y segregacidn Figurn 4 (Chang, 1982).
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Figura 4. Reproduccidn sexual.

2.3.5 SISTEMAS DE APAREAMIENTO EN LOS HONGOS (PATRONES DE
SEXUALIDAD).

En los hongos cstibles se repr 2 tipos de fentilidades: awtoféniles y awtoestériles. Los
autofértiles, también conocidos como homotilicos u homomixis es probablemente la forma de
reproduccion sexual mas comiin enlos hong,os supenorcs o basidiomicetes, este tipo de especies
representan solamente un 10%. Las esp ériles también conocidas comu heteratilicas o
dimixis representan el 90% de los hongos y de los cuales el 25% son bipolares y <l 65% son

tetrapolares (Bumett, 1975).




2.3.5.1 Homotatismao,

L.a estructura fructificante puch ser pmducxdu por un \inico miceli jote, I falmente un
hongo autefértil no es he y y de una vasiedad de situaciones, quizd puede
resultar un sisterna de regulacion mprecisa t.n heteracigotos, Dos tipos de homotalismo fueron
encontrados entre especics de autofertilidad:

8) Homotalismo primario: ¢! micelio monogearidtico, proveniente de un nicleo meidtico individual
puede dar origen a un heteracarion para eompletar su ciclo sexual,

b) Homotalismo secundario: ¢f micelio dicaridtico fértil proviens de una basidiospora con dos
nitcleos meidticos de diferentes tipos de aparcamiento o compatibilidad (Raper, 1966),
2.3.5.2 Heterptalismo,

Para completar ¢l ciclo sexual debe de hauber un apareamiento entre dos miceli cariolicos, En
fos hongos comestibles se han encontrado dos sistemas de apareamiento dcnlm dcl heterotalismo:

a) Sistema de apareamiento bipolar; determinado por un solo factor de compatibilidad conocido
como: factar A, Por lo tante solo dos tipos de aparcamicntos son producidos con igual frecucnciy
por un cuerpo fructifera. Un sistema bipolar pucde ser representado coma sigue: Figura 5.

Diploide
Monocariotes Dicasiote temporat Progenic monocariote

AL XAy (A D) ——— Ay A —————  AA AN
aparcamiento cariogamia meiosis

Figura §. Sistema de apareamicnto bipolar,

) Sistema de apareamieato tetrapofar, La unién estd determinada principalmente por dos factores
de compatibilidad de dos series A y B, las cuales son segregadas en torma independiente en la

fosis. Asi se j cuatro en vez de dos tipos de compatibilidad producidas con igual
frecuencia por un cuerpo fructifero, Las ctapas principales para este sistema de compatibitidad puede
ser representado como sigue: Figura 6 (Raper, 1978; Chang, 1982),




Diploide :
Monocariotes Dicariote temporal Monocariotes progenic

AB XA B, —— (AB+A;By) = AABIB; —e  AB,A; By,
Ai By AyB

unién " cariogamin meiosis

Figura 6, Sitema de aparcamiento tetrapolar,

2.3.5.3 Modelo sexual en h tibles cultivados. -

L

Pleurotus ostreatus presenta un tipo de sexualidad heterotdlica tetrapolar (Chang, 1982).

2,3.5.4 Compatihilidad tetrapolar.

Pleurotus ostreatus presenta incompatibilidad tetrapolar; es decir, de un cuerpo fructifero se
obtienen 4 tipos de esporas con dos factores A y B. El micelio puede interactuar para formar un
dicariote, caracterizado por presentar conexiones de grapa o fibulas y después de una division
nuclear conjugada se obtienen los factores de compatibilidad A y B. En la poblacién natural de
Pleurotus ostreatus se calcula la existencia de al menos 63 factores A y 190 factores B. Cada
combinacién de un factor A con uno B representa un tipo de cruzamiento. Pueden ser esperados 63
X 190 = 11 970 tipos de cruzamientos . A continuacidn se presentan las diferencias entre una hifa
monocariote y una dicariote.

En algunas cepas de Pleurotus ostreatus las células dicaridticas se reconoce macrascopicamente por
su velocidad de crecimiento y en otros casos ¢s absolutamente indispensable un control
microscopico: Figura 7 (Eger, 1978a; Eger, 1978b).
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b) Hifa dicariote (binucleada y con fibulas)

Figura 7. Tipos de hifas: monocariote y dicariote.

2.3.6 Fructificacion hajo condicianes naturales.

En época de Huvia las esposas de Plewrotus ostreatus germinan sobre 1a corteza de un tronco (si este
no ha sido invadido por otro microorganismo) el micelio joven crecerd y penetrard fa madera. Si la
corteza se deshidrata debido a cambios de climma, el micelio st extenderd principalmenie hacia tus
capas profundas de !a madera, donde existe obscuridad y ¢ €O, se acumula por ta falta de
interambio de aire. Aunque el miceliv esté rodeado por materfia orgdnica, ¢l alimento no estd
disponible, éste debe ser obtenido por ruptura de macromaleculas. Al expandirse el micelio
aumentan las reservas de alimento y agua.

Si en alguna parte de la corteza existivra un agujero muy pequeiio, un débil resplandor de rayo de sol
llega a las hifas, que estin adaptadas a la continua obscuridad, reaccionardn ante los nuevos
estimulos y formardn un agregado de hifas, esto se facilita por el y de O y consccuente
disminucion de CO, (intercambio de aire por el agujero). Como el estimula de luz es repetido cada
dia, ¢ agregado crece cantinvamente hacia el origen de fuz, forman un cuerpo delgado de hifas
densamente entretejidas que penetran toda ta madera, El aire fresco con bajo contenido de CO,, fa
elevada bumedad y temperatura templada sobre fos cuerpos estimulan la formacion de lametas y
basidiosporas (Eger, 1978a).
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2.4 CARACTERISTICAS GENERALES DE Pleurotus ostretus.

La importancia de los hongos como fuente de alimento ha aumentado debido a sus excelentes
cualidades sensariales. De hecho las virtudes de Jos hongos, radican en otro punto, los wis delicados
exhalan un perfume o poscen un sabor al que s dificil resistirse. Es precisamente, este sabor lo que
los hace tan buscado desde hace siglos existiendo en cuanto a preferencia, gran diferencia de un pais
@ otro. Los actuales especialistas en mutricion se han dado cuenta de que fos alimentos totalmente
insipidos son imposibles de digerir (Alcdntars, 1990 y Becker, 1992),

Pleurotus ostreatus (Jacq ex Fr.) Kummer, es conocido también como el hongo ostra, ¢s un hongo
sapréfito (del griego sapros. podrido y phyton, planta)que destruye ta madera o se desarrolia sobre
materia orgdnica descompuesta, se extiende fiicilmente ¢n zonas templadas. El pilea o sombrero al
crecer opone resistencia a un lado; s parte exierior es dura, con forma de lengua o espatula y
despuds decae. Un cuerpo madure crece de Sa 15 cm, es de eolor gris, gris-café, o pris-pizarra. Las
lamelas son decurrentes de coloracion blanquizea o gris. § estipite es corto, excéiftrico o Imeral. Las
esporas son transparentes cuyo tumafio oscila de & o 1273 o 4 pm. El depasito de las esporas es
blanca o lila-gris. Se conoce que la esporada causa enfermedad alérgica a las personas sensibles que
estdn en contacto con ellas. Las esporas se expanden con facilidad por {o tanto el gire debe ser
filtrada y se debe proveer a los trabajadores de mascaritlas para evitar la respiracion de esporas.

Segun las condiciones de cultivo, el basidiocarpo puede 0 no preseatar pie, cuando se cultiva en
camas, desarrollan pies centrales, mientras que en superficies verticales forman pies laterales o
excéntricos (Zadrazil, 1974; Eger, 1978b).
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En México Pleurotus ostreatus  se identifica con el nombre de “seta”, “hango astién”, “oreja

blanca”, “oreja de palo”, “orcja de izote” y “hongo de bagazo™ (Aledntara, 1990).

" o

2.5 CULTIVO

2.5.1 INDUCCION DE PRIMORDIOS.

Para obtener en forma rdpida y abundante la formacion de primordios, ef micclio tiene que ser
expuesto a la Juz en el momento de su mayor sensibilidad a la fuz (cuando ¢l micelio ha penctrado
en todo ¢f sustrato). Son importantes 1a cantidad y calidad de la luz. Plewrorus ostreatus |, requicre
luz de Jongitud de onda corta de 520 nm  para fructificar y para la expansion del pilio (fuente
luminosa con una alta porcién de luz azul). La intensidad de luz y ef importe (intensidad de Juz por
duracién de luz) son criticas para la iniciacion de la fructificacion; hay un requerimiento minimo y
optimo, mds alld de los cuales la formacitn de primordios es inhibida rapidamente.

Para un mejor intercambio de aire es necesario perforar las bolsas de polictileno en las que se
cultiva. Para prevenir Ja deshidratacion, el cultivo debe ser puesto dentro de un cuarto himedo, para
inducir el desarrolio de los esporoforos y la temperatusa también debe ser controlada (Eger, 1978a).



2.5.2 PREVENCION DE CONTAMINACION.

Los cuartos de incubacién, para el crecimiento de micelio ¢ induccion de pnmordlos deben estar

separados por medio de varias puertas paca r una Mayor aseps
Las bolsas de pollenlcno proveen de suficiente proteccidn contra h ¥ inacion si son J
superficial con insecticidas S

Los cultivos que ya tienen primordios deben ser runovndos y: pu:.slos bnjo condlc:om.s quc
favorezean la fructificacion. .

De cada descendencia debe ser guardado un cultivo bajo condncmm.s leénlcs para preservar ln cepa
original (Eger, 1978a).

2.5.3 NECESIDAD DE UN CONTROL.

La fructificacién es un proceso sensible que puede ser afectado por diversos factores, aun bajo las
mejores condiciones que ofrece un laboratorio, no pueden ser registradas todas las posibles
cquivocaciones. Por eso, €5 mejor usar una descendencia (conocida en experimentos previos) como
patrén o estdndar. Varias mucstras patron deben ser corridas ¢n cada experimento. La fructificacion
de los estandares nos indica si las condiciones son las adecuadas o no.

El estandar, si es una variedad comercial nos permitira elaborar un mejor juicio del experimento; por
ejemplo, 1a apariencia de un cuerpo fructifero puede deberse a Jas condiciones del cultivo o a la
genética del organismo (Eger, 1978a).

2.54 PROBLEMAS QUE AFECTAN EL CULTIVO DE Pleurotus

a) Los descchos agricolas pueden contener una gran variedad de productos quimicos en diversas
concentraciones que pueden afectar el crecimiento de los hongos o larse en los cuerpos
fructiferos poniendo en peligro la salud de los consumidores,

b) Una gran cantidad de basidiosporas, es liberada al aire pudiendo amenar la salud de los
trabajadores de las granjas de hongos, especialmente de aquellos que al trabajar no toman medid
de proteccion.

¢} Dos tipos de descendientes de Pleurotus son cultivados: Las cepas americanas fructifican en el
rango de 4 a 27°C, mientras que algunas europeas no producen esporol‘oms ambu de 15°C.
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d) Algunos esporoforos cesan su imi si son feridos a condiciones de temperatura
clevada,

¢) La apariencia de los esporoforos depende en gran medida de la temperatura y la luz, A
temperaturas elevadas y baja intensidad de luz, se obtiencn cuerpos fructiferos palidos, blanqueados
por la falta de luz, frdgiles y como embudo. El aroma y sabor del hongo que esti creciendo a bajas

peraturas y alta i idad de luzdifieren de los “blanqueados™,

Por lo tanto, las condiciones deben ser controladas cuidadosamente para ob calidad comparable
por todo el afto. El mercado requicre buena apariencia, empaques y almacenaje de calidud; una
rdpida comercializacion porque el ¢ idor estd i to por un producto de buen sabor, olor y
textura, digestivo y con un alto valor nutritivo (Eger, 1978a).

2.55 VENTAJAS DE CULTIVACION DE Pleurotus SOBRE OTROS
HONGOS: Agaricus y Volvariella.

a) La mayor parte de las especies de Plenrotus crecen radial > sobre ¢l ato y éste no
requiere tratamiento previo (Jundaik, [976).

b) Fructifican sobre desechos orgdnicos con bajo contenido de nitrégeno produciendo cuerpos
fructiferos con alto contenido de nitrégeno. .

) Pleurotus sp se caracteriza por un crecimiento miceliar nipldo que permite colommr ripidamente
el sustrato (Jandaik, [1976).

d) Toleran altos niveles de CO, en la atmésfera, lo-cual. ayuda -a ‘excluir a los microorizanismos
sensibles al CO, que compiten por ¢l mismo sustrato (Zadrazil, 1975).

¢) Considerando Ia eficiencia biolégica y el tiempo necesario para complétar un ciclo productivo, se
dice que Plenrotus ostreatus produce mayor cantidad de cuerpos fructiferos que Agaricus (Bano y
Rajarathnam, 1982),

f) El sustrato (paja) tiene mayor digestibilidad en pruebas realizadas in vitro en rumen después de
cosechar los cuerpos fructiferos (Chang, 1979).

g) Los requerimientos de tempemlum para la fructificacién, presentan un amplio rango de
temperaturas, desde 18 hasta 30°C .

h) El cuerpo fructifero en general contiene mis fibra cruda y es menos perecedero a témperatura
ambiente comparado con Agaricus o Volvariella (Rajarathnam y Bano, 1983).



2.5.6 ENFERMEDADES Y PRESENCIA DE PLAGAS EN LOS HONGOS
COMESTIBLES .

3) Enfermedades bidticas,

Las enfermedades bidticas son tns por bacterias, micoplasmas o virus, sin embargo este tipo de
enfermedades ho son comunes en los hongos o a} menes no han sido reportadas come wtes desde el
punto de vista econdmico para el cultivo.

b) Enfermedades abidticas,

Este tipe de enferriedades es el causado por la falta de nutrientes especificos pam et dcs;:rro"udc
los hongos o por fas variaciones ambientales del entorno donde se cultiva ¢f hango.

En este sentido los principales problemtas se presestan par efecto de una deficiencin en veatilacion,
fo que influye dir en la entracion de CO,, en variaciones en la humedad relativa o en
los efectos del exceso o falta de luminosidad.

El exceso de CO; en lu atmosfers que rodea al hungo produce que estos desarrollen estipites mas
largos. La falts de humedad, ademds de reducir ¢ rendimiento, afecta ef desarrollo de los carpéforos,
fos cuales pueden presentar deformaciones. La ituminacion produce variaciones en la pigmentacién
de los carpéforos. Cuanda la humedad es excesiva, de 1l manera que moja demasiado los cuerpos
fructiferos, estos presentan un aspecto blando, aguado y amarillento (Sanchez, 1993b).

c) Preseacia de plagas.

Existe toda una entomofauna asaciada al cultivo de Plewrotus, ta mejor manera de evitarla es
aistando los cuartos de incubacién y tructificacion del exterior, lo cual es dificil para la sala de
fructificacién, ya que ¢l hongo requicre de ventilacion constante lo que hace extremadamente diffcit
mantener el lugar libre de insectos. hormigas, cucarachas, roedores (a nivel industrial) y de pdjaros
{en ¢l casa de cultivo a la intemiperic).

En estos casos os necesarfa la limpieaa constamte de anaqueles y paredes con jabdn, cloro o
desinlectante para matar huevecitlos y farvas, Para el control de estas plagas ¢ insectos asociudos, se
recomicnda el aislamiento de los locales y la colocacién de trampas. Dos trampas que funcionan
muy bien son: 1) tiras de polictileno umtadas de aceite comestible y colocadas a traveés de los estantes
o 2) recipientes pldsticus o de vidrio con un liquide atrayente como cerveza o miel de cacao, a la
cual se le pone en la boca un embudo con e} orificio muy pequefio, de tal manera que el insecto
pueda entrar pero no salir. Lxisten trampas comerciales para insectos voladores. Otra forma
adecuada resulta mezelar insecticidas con alimento atrayente. Es posible usar los insecticidas para
uso ambiental, por cjemplo, placas sheltox y como un ultimo recurso las fumigaciones con
piretroides, un remedio muy eficaz es el uso de aspersiones de infusién de rafz de flor de muento,
también conocida como cempazuchil Tugetes erecta (Sdnchez, 1993b).
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2.6 CULTIVO DE Pleurotus A ESCALA COMERCIAL.

El cultivo de Pleurotus con fines comerciales es un proceso sencillo, con una tecnologia no
sofisticada que involucra el mantenimiento de las condiciones climdticas favorables para el
desarrollo del hongo. La humedad, la ventilacién, la temperatura y ¢l pil del substrato son los
factores primordiales que se deben vigilar y mantener constantes para optimizar la produccion.

Los materiales que se recomiendan para ¢l crecimiento del hongo son variados: pajas, bugazos,
cdscnras, cortezas, tocones, mazorcas, aserrin, cteéters; de los cultivos de mayor importancia en
México que son: malz, trigo, frijol, sorgo, cafta de azvcar, café y frutales (Sanchez, 1993b).

Diferentes grupos de investigadores se han interesado en el cultivo de Pleurotus ostreatus a nivel
laboratorio utilizando como sustrato diferentes tipos de materiales lignocelutosicos; pajas de casi
todo tipo de cereales como trigo, arroz, avena, cebada, centeno, mijo, maiz (¢ inclusive olote),
aserrines de varias clases de maderas, v desperdicios de la industria papelera, entre otros (Block,
Tsao y Han, 1958; Jablonsky, 1975; Omori, 1974; Keneshiro, 1977; Omori, Kanno y Yoshida, 1977).

La problemitica derivada del cultivo intensivo del hongo se restringe basicamente al control de las
condiciones ambientales, a la presencia de insectos y a las contaminaciones. El descuido en lus
condiciones de cultivo propicia la aparicion de deformaciones en ¢l crecimiento.

El tratamiento térmico del sustrato cs primordial, su funcion es eliminar o inhibir la mayoria de los
organismos que pueden competir con el hongo por ¢l sustrato.

El crecimiento de este género esta supeditado a ciertos factores como son: la temperatura, [l
humedad del ambicnte, fa humedad del sustrato, ¢l pH, las concentraciones de CO, y O, y la luz.
Las condiciones mis adecuadas de estos factores dependen del tipo de desarrollo que se busea del
hongo, si es para crecimiento del micelio o para propiciar la fructificacion (Sanchez, 1993b).

El micelio de Plenrotus crece bicn en un amplio rango de temperaturas que va desde arriba de 10°C
hasta 40°C como Iimite superior; sin embargo, la temperatura 6plima oscila alrededor de los 25°C
para |a mayoria de las especies. Para Pleurotus florida y P. ostreatus se registran éptimas de 30°C.
La temperatura de fructificacion varia con la especie; las especies tropicales de Plenroms fructifican
bien entre 20 a 30°C. Es de hacer notar que el cuidado de una temperatura adecuada para ¢l
desarrollo del hongo incide di 1ente en el rendimiento obtenido (Kurntzman y Zadrazil, 1989;
Sanchez, 1993b).

Se sahe que la humedad relativa es un factor sumamente importante ¢n ¢l desarrollo de un hongo. La
falta de humedad ambiental inhibe fa fructificacion. La literatura reporta valores entre 60 a Y5% para
la mayoria de las especies de Pleurotus; sin embargo para el caso especifico de P. ostreatus se ha
observado que una humedad de 80 a 85% cs mejor (Chang y Hayes, 1989).



Desde 1935 se comprobd que ¢l suministro de fuz era necesario para promover la fructificacion de
Pleurotus, sin embargo 1as primeras recomendaciones sobre la cantidad de luz que se requeria dieron
tugar a confusiones porque la fructificacion depende de la naturaleza de ta fuente luminosa que se
tenga. En general, los hongos requivren luz de longitudes de onda corta (cargado hacia ¢l color azul
del espectro). Si 1a luz se proporcivna con ldmparas fluorescentes, que son ricas en luz azul, la Juz
que se debe aportar a los hangos debe ser en cantidad suficiente para que uno pueda leer merial
impreso, aproximadamente 150 a 200 lux (Sdnchez, 1993b).

La concentracion de CO, es muy importante para ¢l desarrollo de Plenrotus. Una concentracion
relativamente alta de 20 a 25% es ntil para propiciar el crecimiento del micelio. Sin embargo
concentraciones superiores al 0.6% inhiben la formacion de primordios. Por elo, cuando se desea
producir hongos de manera comercial, es necesario implementar un buen sistema de ventilacion en
la sala de fructificacion, de tal manera que se elimme constantemente ¢l CO, formado por la
tespiracion del propio hongo. Una ventilacion deticiente se manifiesta en deformaciones del cuerpo
fructifero. Esto puede ser, desde un ligero alargamicite del estipite, Ta no formacion del pileo o
ambas cosas. A continuacién se resumen los valores dptimos para el desarrollo miceliar y 1a
fructificacion de PMlewrotus spp Tabla | (Bello, 1993; Kurtzman y Zadrazil, 1989; Sanchez, 1993b).

Tabla 1. Valores dptimos de los factores que influyen en ¢l crecimiento de Plearotus spp.

Factor Crecimiento miceliar | Fructificacién
¢ Temperatura 25-33°C 28°C
« Humedad relitiva Baja humedad 85%
e Humedad del sustrato | 70% 50%
* pil del sustrato 6.0-7.0 6.5-7.0
« Concentracion de CO, |20-25% < 0.6%
(bucna ventilacion) (aire nonmat) (buena ventilacion)
o Luminosidad Obscuridad 150-200 lux
(suficiente para leer)

En algunas regiones, donde las condiciones climéticas son cercanas a las mencionadas anteriormente
y donde los cambios climdticos no son muy dristicos ni frecuentes, es posible cultivar los hongos a
la intemperie, aprovechando la temporada de fluvia y colocando ¢! sustrato (invadido por el micelio)
bajo la sombra de los bosqucs. Fuera de la época de Yuvia no cs posible cultivar dichos hongos a la
intemperie; ademds, e} mimero de plagas que entran en contacto con los hongos es mayor (insectos,
hormigas, cucarachas, roedores e incluso pajaros (Sanchez y Calvo, 1993; Sinchez, 1993b).
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2.7 MEJORAMIENTO GENETICO.

Hasta ¢l momento ¢l mejoramiento genético a nivel internacional ha sido propuesto por diferentes
grupos de investigacion asi Chang en 1982 plantea realizarlo por medio de la hibridizacion, lu cual
se puede llevar a cabo por diferentes caminos:

a) Aplicacidn de auxétrofos. Los cuales pueden ser obtenidos naturalmente o inducidos por
mutagénesis. Los auxétrofos contrustantes pueden ser apareados y los productos pueden ser
protegidos por hibridizacién en un medio minimo (Chang, 1982).

b) Uso de marcadores resi los resi antimetabolitos han sido sugeridas como
una alternativa para obtencr auxdtrofos para los programas de mejoramiento genético. Las esporas o
fragmentos de hifas tratadas que puedan crecer en un medio que conticne una cierta concentracién
inhibidora del metabolito se puede considerar que posee a este marcador. Complementariamente las
cepas resistentes pueden ser sembradas conjuntamente ¢ hibridizadas y transferidas a un medio que
contiene los dos metabolitos para los que fueron resistentes (Elliott, 1979: Chang, 1982).

c) Fusion de protoplastos. Una de las principales barreras pura la reproduceion sexual es In
imposibilidad de cruzar dos cepas scleccionadas, por factores de incompatibilidad. Los protoplastos
pueden ser obtenidos haciendo una digestion enzimitica de la pared celular en presencia de un
estabilizador osmético y s¢ puede inducir a su fusion en presencia de polietilenglicol. Despuds de un
tiempo relativamente corta, los protoplastos pueden regenerar su pared celular y propagarse como
células o hifas normales, esta téenica puede ser ampliamente wiilizada para la obtencion de cruzas
interespecic ¢ intergenéricas o cruzas entre algunos organismos que normal no pueden ser
cruzados (Kao y Michayluk, 1974; Peberdy, 1980; Chang, 1982).

Con la misma finalidad Eger ha propucsto:

a) Seleccion de cepas resistentes a productos quimicos y a temperaturas extremas. Las esporas se
siembran en agar o en diversos sustratos conteniendo altas concentraciones de un producto quimico
especial y son incubadas a temperaturas extremas, asi ¢l 99 a 99.9% de esporas no germinard; pero
entre las sobrevivientes se encuentran los individuos resistentes, que pueden ser cruzadas con otras
cepas resistentes, para propiciar un mejoramiento genético.

b) Hibridizacion de cepas monocariotes fructificantes de Plenrotus florida para obtener dicariotes
fértiles bajo condiciones estindar.

¢) Cultivo de variedades que fructifican a elevadas temperaturas. Una buena probabilidad de obtener
genotipos mejorados es por cruzamiento de di dientes de Plenrotus de diferentes origencs,
sensibles o no a altas temperaturas.
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d) Cultivo de variedades asporégenas, Son posibles lus variedades con cuerpos fructiferos sin
esporas; por cjemplo el dicariote sin esposas “F 42 X 11" produce esporoforos completamente
aceptables en apariencia, subor y productividnd. Sc cree que un gen cn Pleurotus ostreatus es
responsables de la produccién de esporas. Para producir variedades sin esporas el gen es bloqueado
por mutacion quimica,

€) Ventajas de la produccion de hibridos. Las varicdades mis prosperas de arroz, malz y otras
plantas de cosecha son hibridos. Producir variedades hibridas de Plewrorus es mucho mas Ficil que
en plantas de cosecha, Cuda monocariote contiene solo un juego de genes en sy nucleo. Ef tinico
juego de gen puede ser propagado a voluntad. Una vez conocida su constitucion genética, ésta puede
ser cambiada con otro monocariote conocido para formar un dicariote de las caracteristicas deseadas.
Los hibridos frecucntemente dan mas altas utilidades y sobreabundante desarrollo, ademis de
proveer una proteceién contra hurto de otros productores de hongos (por 1a heterogenética de su
niicleo).

) Variedades comerciales marcadas con mutantes auxdtvofos. La cepa solo crecerd en el sustrato
suplementado con un aminodeido especial, vitaminas o pirimidina, evitando de esta manera cl uso
no permitido de ta cepa (Eger, 1978a).

g) Produccidn de haploides, lo cual se puede lograr por tres caminos:

1. Método guinirgico; un nicleo puede ser eliminado del dicarjote y dar un nuevo monocariote (nco
haplonte). La operacion tiene que realizarse bajo ¢/ microscopio con lau ayuda de un
micromanipulador y solo unas cuantas células sobreviven.

2. Dedicariotizacion quimica; es la produccién de neohaplontes por el uso de substancias quimicas
sumamente (6xicas. En este caso, también solo un neohaplonte es recuperado, el cual corresponde al
niicleo padre que es mds resi a las sub ias quimicus, aunque alguna b ias dan
neohaplontes dafados.

3. Dedicariotizacién por agitacién; sc observéd que el cultivo de micelio dicariote de Plenrotus
ostreqius en un medio liquido al ser agitado a una cierta frecuencia se transforma a micelio
monocari6tico (Eger, 1978b)

h) Dedicariotizacién quimica. Posteriormente con un método nuevo y delicudo fue posible sepacar
sin dafio los dos nucleos de un dicariote, resultando dos tipos de neo haplontes con bajo desarroito
miceliar, pero si se cruza con gencs de dicariotes sin esporas, las mutaciones perjudiciales pueden
ser compensadas para obtener dicariotes de desarrollo normal pero con cuerpos fructiferos sin
esporas. Este nuevo método es adecuado para el crecimicnto de la descendencia sin esparas, ya que
evita se presenten las reacciones alérgicas en las personas susceptibles que manejan el cullivo y
ademds de impedir Ja produccién de la variedad del hongo sin autorizacién de uso (Eger, 1978b;
Egery Leal, 1978).
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En México, Sobal y Martinez-Carrera reportan una investigacion sobre el potencial de
entrecruzamiento de diferentes cepas mexicanas de Pleurotus ostreatus, aisladas a partir de diversos
substratos. En ¢l cual, se estudiaron 6 cepas de Pleurotus ostreatus (jacy. ex Fr.) Kumm. aisladas a
partir de madera e¢n descomposicidn, pulpa de café y troncos vivos de higuerilla (Ricinus communis
L.) palo mulato (Bursera simaruba Sarg.) € izote (Yucca elephantipes Regel). Se aislaron micelios
monospéricos de cada cepa, para determinar sus clases de incompatibilidad. Posteriormente, se
entrecruzaron los tipos de aparcamientos de cada cepa, empleando un juego representativo de
monospéricos. Se encontrdé que las cepas tienen un alto potencial de entrecruzamiento  Esta
investigacion abre la posibilidad de establecer lincas de seleccion de cepas, ya que estas ticnen gran
capacidad para entrecruzarse y una amplia diversidad genética y fisioldgica para adaptarse a diversus
condiciones y sustratos, con la capacidad de interactuar en forma silvestre para formar hibridos
naturates (Sobal y Martinez-Carrera, 1988).

Reci fue estudiado por primera vez, el cultivo de una cepa silvestre mexicana de Plewrotuy
ostreatus sobre paja de trigo; fuc caracterizado su micelio macro y microscopicamente, caleulando
también su eficiencia biolégica (Acosta-Urdapilleta, Bautista, Mora, Lopez, Portugal y Bustos,
1994).

Por otra parte, se ha estudiado la degradacién de descchos lignocelulasicos in vitro. Lu digestibilidad
de diversos tipos de con celulosa en rumi es muy baja por la inter-relacion lignina-
celulosa. El objetivo de dicho estudio fue mejorar la digestibilidad y el valor alimenticio de plantas

iduales por incr > de utilidad de carbohidratos (al descomponer los complejos figno-
celuldsicos con el cultivo de cepas de Plenrotus) més que por la produccidn de proteina del hongo.
El grado de acumulacién de sul ins facilmente solubles como ¢l azcar y uminodcidos
determing el grado de digestibilidad. De esta manera se disminuye la contaminacion ambiental al
frentu' la quema de desechos agroindustriales y se favorece la alimentacidén animal, nutricional y
ecc te (Rajarathnam y Bano, 1983; Leal, 1980; Ramirez, 1989; Leal y Ramirez, 1990,
Alcdntara, 1990).

Pleurotus ¢s uno de los géneros de hongos comestibles mas ampliamente distribuidos y cultivados
mundjalmente. Se sitda en segundo lugar de produccién mundial superado solo por Agaricus. En cl
5° Congreso Nacional de Micologfa fueron presentadas las dreas de investigacion que se estdn
desarrollando a nivel nacional:

a) Evaluacién de la eficiencia biologica sobre diferentes sustratos (Heméndez, Sinchez y Calvo,
1994).

b) Efecto de la temperatura sobre la fructificacién y la eficiencia bioldgica (Rodriguez, Soto-
Velazco, Alonso, Villasefior, Camino y Guzmén-Dévalos, 1994).

¢) Produccién de indculo liquido para su cultivo comercial (Sdnchez y Calvo, 1994).

d) Adaptacion del cultivo comercial a zonas rurales (Martincz-Carrera, Morales, Martinez, Sobal y
Larqué, 1994),

29



¢) Mejoramiento genético por simple entrecruzamiento (Salmones, Mata y Guzmin, 1994),

1) Aspectos fisiolégicos con medios definidos (Barba, 1994).

) Conservacion de capas con nitrdgena liquido (Lara-Herrera y Mata, 1994).

2.8 VALOR NUTRITIVO DE LOS HONGOS.

Tradicional se ha considerado a los hongos como un alimento de alta calidad, con sabor y
textura apreciable y sobre todo por su alto valor nutritivo. Actualmente los hongos juegan un papel
importante ¢n la alimentacién del hombre al igual que la carne, pescado, frutas y vegetales.

El mayor interés en el valor nutritivo de los hongos ¢s la cantidad y calidad de las proteinas. El
contenido promedio de proteina cs de 3.5 a 4% (base hameda) y de 30 a 50% (base scca). En
comparacién con el contenido de proteina de otros alimentos, los hongos ticnen el doble que los
vegetales (excepto soya, chicharos ¥ lentejas) y cuatro a doce veces mayor que las frutas; sin
embargo, ¢s inferior a carne, pescido, huevo y lacteos.

La digestibilidad de la proteina de los hongos es un factor muy importante para determinar su valor
dictético. Numerosos estudios en ratas v humanos muestran que entre el 71 y el 90 % de la proteina
de los hongos puede ser digerida, mientras que para la carne puede serlo en un 99%.

La composicion proximal de algunas especies de hongos comestibles, entre ellos Pleurotus ostreatus
se presenta en la Tabla 2 (Calvo, 1993a).

No solo ¢l contenido total de prolcfn.: ¢s importante para determinar ¢l valor nutritivo de los hongos
y de cualquicr otro alimento, sino también la proporcién rclauva dc los aminodcidos, principalmente
los esenciales. Los hongos contienen todos los dci que ita el hombre para
su nutricién. El contenido es similar al de la came, aunque inferior en isoleucina, leucina, lisina e
histidina, La metionina y cisteina parece ser mds baja en Jos hongos que en la carne, pero similar a la
proteina de los vegetales. Los hongos poseen mayor contenido de lisina y triptofano,

Los hongos comestibles son una fuente de vitaminas, incluyendo tiamina (Vitamina B,), riboflavina
(Vitamina By), dcido pantoténico, niacina, biotina, dcido ascorbico (Vitamina C), entre otros. Se ha
detectado en Pleurotus ustreatus la presencia de ergosterol, que es precursor de la vitamina D; o
ergocalciferol a través de reacciones fotoquimicas. A partir de 8.5 Kg de hongos frescos se obticnen
220 mg de ergosterol (0.028% base seca). Contienen cantidades apreciables de minerales como
potasio, fosforo, cobre y fierro entre otros; ademds, es un alimento bajo en grasa del orden de 0.1 a
0.3% en peso fresco.
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h 9

Los ds de ser un | li y nutricional, poseen cualidades medicinales. Se ha
investi los efe 6ricos de diversas especies de hongos comestibles como Lentinus
edadu.\’. Agancus blsporu.\, Auricularia auricula y Plewrotus asrrculm Los estudios indican que los

S q s responsables de estos efectos son polisaciridos. Un glucano ha sidu aislado de

I’Ieurolus' ostreatus, este muestra marcada actividad tmuluméncu en una dosis de 0.) mg/ Kg
(Calvo, 1993a).

Tabla 2. Composicién proximal de al, pecies de hong tibles (% peso seco).
Espccie Humedad * | Proteinacruda | Grasa Fibra Cenizas
cruda cruda .
Agaricus bisporus 84.4 294 4.9 8.5
A. campestris 89.7 332 1.9 8.0
Auricularia sp. 89.1 4.2 83 1.7
Boletus edulis 87.3 29.7 3. 7.5
Flamulina velutipes 89.2 17.6 19 - 74
Lentinus edodes 90.0 15.5 6.5 54
Pleuratus eous 92.2 25.0 1.1 21
P. florida 91.5 27.0 1.6 9.3
P. ostreatus 82.3 20.5 O - T = 8,0
P. sajor-caju 90.1 26.6 c200 i 6.5,
Volvariella diplasia 90.4 285 026 SIS
V. volvacea 89.1 25.9 245 880
Cookeina sulcipes 79.9 353. 294 ' ,10;4" is

(*) % Peso fresco
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29 ALTERNATIVAS EN LA CONSERVACION DE HONGOS
COMESTIBLES (Pleurotus ostreatus):

En la mayoria de los casos los hongos se venden en fresco, lo cual representa un problema. Iis
necesario considerar un mdétodo de conservacion viable, técnica y econdmi para

las caracteristicas organolépticas durante su almacenamiento desde su cosecha hasta el consumidor.
Los hongos al igual que las frutas y vegetales, son perecederos y después de la cosecha suceden
cambios que los hacen inaceptables para ¢l consumo humano si no se conservan adecuadamente. El
principal factor que promueve cambios indeseables en gran parte de los alimentos frescos durante su
almacenamiento ¢s el contenido de humedad; los hongos presentan de 85 a 95% en promedio, por lo
que son muy susceptibles a cambios, entre ellos, la pérdida de nutrientes y deterioro del hongo. Un
factor primordial del cual depende la vida de anaquel de los hongos es la madurez de cosecha; se
habla de dos tipos de madurez: bivlogica y comercial. La madurez biolégica por ejemplo para
Pleurotus ostreatus es cuando el borde del pileo se encuentra ensortijado hacia arriba y comicnza a
dispersar sus esporas, la madurez comercial es mas temprana, es decir, cuando ¢l hongo es
biologicamente inmaduro debe ser cosechado.

Sc han ideado numerosas alternativas para la conservacién de los hongos, en las que se incluye: la
congelacion, ¢l enlatado, ¢l uso de atmdsferas controladas (CO;, conocido como hielo seco, CO o N,
4.0°C), la refrigeracion v cl secado, estos dos ultimos con mayores ventajas de conservacion a corto
y alurgo plazo, respectivamente. Para Plenrotus, la refrigeracion a temperaturas de 4°C (cuarto frio)
en bolsas de plastico resultan ser mis eficientes para un periodo de conscrvacion de 8-10 dias y el
secado en tincles con una vida de anaquel mucho mds larga.

El almacenamiento de los hongos en bolsas de plastico es efectivo para reducir la pérdida de
humedad. Sin embargo las bolsas deben ser perforadas para evitar Ia sofocacién de los hongos. El
efecto de la perforacion es estabilizar el equilibrio entre CO, y O, y de esta manera reducir la taza de
respiracion y la pérdida de humedad (Calvo, 1993b).
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CAPITULO III



PARTE EXPERIMENTAL

3.1 DIAGRAMA GENERAL.
Resembrar cepas
Fructificantes
Silvestres
L : Inocular en paja de trigo
Evaluar su velocidad de ) ¢ Produccién del indculo de grano
crecimiento’ [ 7 « . Ingcular en paja

Fructificar | - L ) IFrucﬂﬁcarI ;

Recolectar Aparear cepas Recolectar
" esporas fructificantes ]

[Germinar ]




3.1.1 DIAGRAMAS ESPECIFICOS

3.1.1.1 Diagrama para preparar inéculo de grano

Grano de trigo
Hervir por
50 minutos

Eofriar con

agua corriente

Adicionar y mezclar
CaS04 34l 1.3%
CaCO03 al 0.3%

Pesar ¢n holsas
dc polictileno

Esterilizar a 1219C
por 2 horas

Enfriar a temperatura
ambicnte

Inocular con

micclio joven

Incubar a 28°C por
14 dias cn obscuridad

Indculo de grano
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3.1.1.2 Diagrama para la preparacion e inoculacién de la paja de trigo
para obtener cuerpos fructiferos.

Hidratar
{sumergir en agua)
por 24 horas

Drenar cxceso

de agua

Pesar en:

o Cajas petri

o Frascos de vidrio

* Baolsas de polipapci

Esterilizar a 121°C
por 2 horas

Sustrato para el
cultivo

Inocularal 5,750
10 % con indculo
de grano

Incubar a 28°C por
14 dias en obhycuridad

Inducir Ia fructificacién:
o Luz (150-200 lux)
o Humedad relativa 90%
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3.1.1.3 Diagrama para la germinacién de esporas.

Cortar cuerpo
fructifere maduro

Colocario en papel
filtro estéril

Introducir la caja en
una cimara himeda
por 24 horas.

Guardar I8 esporada

a 59C con silica gel

Cortar un pedazo
del papet filtro

Introducirlo en
5 mi de agun
destilada estéril

Hacer diluciones
hasta 1 X 10°

Inocular cada
dilucién en agar
extracto de malta

Incubar a 28°C
de 2 a 10 dias

Observar al
microscopio

Nota: Todo ¢l proceso de germinacién de esporas se realiza bajo condiciones asépticas.
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3.2 MATERIAL, REACTIVOS Y EQUIPOS.

3.2.1 Material biolégico.

Las cepas monocaridticas de Plenrotus ostreatus wtilizadas para el presente estudio, forman parte del
cepario del Departamento de Alimentos y Biotecnologin de la Facultad de Quimica de la UN.AM.
Las cepas P 400 a P 417 asi como los componentes monocariotes de la cepa P 22, fueron eobtenidas
de! cepario de la Doctora Eger en Alemania Federal, El resto de las cepas fueron obtenidas en el

propio Departamento (Tablas 1 y 2).

Tabla !: Monocariotes utilizados para ¢l presente estudio.

CEPAS MONOCARIOTES
ey o
FRUCTIFICANTES ({SILLVESTRES
P 400 P 403
P 405 P404
P 406 P4t
P 407 P 412
P 408 PROGENIEDE LA CEPA P 11
1409 .
P410 Pt
Pd1s P11.2
P 416 P13
P417 Pl1i4
COMPONENTES MONOCARIOTES
DE LA CEPAP 21
P21
P21-2
COMPONENTES MONOCARIOTES DE LA CEPA P 22
P 22-1
P 222
CEPA DICARIOTE CONTROL
P14

37




Se utilizd como cepa control una cepa que se emplea para la produccién a nivel comercial de
Pleurotus, esto se hizo con ¢l objeto de observar si las cepas monocariotes pueden ser utilizadas para
ta produccion comercial de este honga.

Tabls 2: Caracteristicas de las cepas monocaridticas de Pleurotus ostreatus indicadas por tos
diferenies donadores,

CEPAS CARACTERISTICAS

P400 |Monocariotes fructificantes con vigoreso crecimiento
P407  |miceliar.

P 408
P 409
P 410
P 415
Pile
P417
P 405 |Monocariotes fructificantes con reducida produccion de
P 406 |esporas.

P 411 ]Monocariotes silvestres con reducida produccion de

P 412  Jesporas.

P 403 | Monacariotes silvestres.

P 404
P11l [Progenie de lacepa P I,
P12
P13
P14
P 21-1 | Componentes monocatiotes de fa cepa P 21,
P22
P 22-1 |Componentes monocariéticos de la cepa aspordgena

P 22-2 | P 22, la cual fue obtenida por manipulacién genética.
P14 Hibrido obtenido por el Dr. Leal, que presenta vigoroso
crecimiento ¥ facilidad para  producic  cuerpos
fructiferos.
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3.2.2 Material de laboratorio.

- Agitadores de vidrio

- Asa de inoculiacion

- Bolsas de polipapel de 10X10, 15X20, 20X60 y 25X40 cm,
- Bolsas de polietileno

- Cajas petri desechables

- Cujos petri de vidrio

- Clips

- Cubre objetos y porta objetos

- Frascos de vidrio

- Frascos viales de 5 ml,

- Grudillas

- Horadador de 0.4 em. de difdmetro
- Hule espuma

- Jeringa de lenado continuo

- Ligas

- Matraces Erlenmeyer de 100, 500 y 1000 ml
- Mechero

- Pagel aluminio

- Papel filtro ( Whatman No. 1)

- Papel manila

- Pinzas

- Pipeta automdtica de 100 gl

- Puntas para pipeta automdtica

- Tijeras

- Tubos de ensaye

3.2.3 Reactivos.

3.2.3.1 Medios de cultivo.
Medio agar extracto de malta:
o Extracto de malta ( Maltex “N". Complementos alimenticios).

* Agar bacteriologico Bioxon.

3.2.3.2 Reactivos generales.
- Carbonato de calcio

- Clorura de benzalconio (desinfectante)
- Granos de trigo
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- Pajade trigp
- Silica gel con indicador de humedad
- Sulfato de calcio

3.2.4 Equipo.

- Autoclave vertical (Técnica Industrial Decovi)
- Balanza analitica (Sartorius)

- Balanza granataria ( Ohaus)

- Campana de flujo laminar horizontal (Veco)

- Humidificador ultrasonico (Sumbeam)

- Incubadora (Felisa)

- Microscopio de contraste de fases (Carl Zeiss)
- Refrigerador (Mabe)
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3.3 METODOLOGIA
3.3.1 MEDIO DE CULTIVO: AGAR EXTRACTO DE. MALTA

Para preparar 500 ml de medio extracto de malta agar, se pesaron 7.5 g de extracto de maltay 10 g
de agar bacteriolégico; se¢ colocaron en un matraz Erlenmeyer de un litro. Se adicionaron
pradualmente 500 ml de agua destilada, hasta disolver los reactivos en su totalidad. A continuacion
se tapd el matraz con hule espuma y papel aluminio y se dejo reposar durante 20 minutos,
Posteriormente se esterilizé en autoclave a 121°C y 102 atm. de presion durante 15 minutos. I
medio estéril se vacid en cajas petri de plastico de 9 em de digmetro (10 0 20 ml en cada caja). Una
vez solidificado el medio se guardaron lus cajas petri en bolsas de polietileno hasta el momento de
ser utilizadas para evitar contaminaciones y deshidratacion del medio. Diagrama 1 (Leal, 1980;
Ramirez, 1989; Alcintara, 1990).

3.3.2 RESIEMBRA DE CEPAS

Las cepas deben ser sembradas en 20 m) de agar extracto de malta ¥ una vez que su desarrollo
miceliar invade el medio totalmente se guardan en refrigeracion a 5°C. Para su reutilizacion se
resiembra por triplicadn, dos o cuatro cuadros de agar con micelio en cuda caja petri con medio de
extracto de malta y se incuban de 5 a 8 dias a 28°C. De las cajas limpias (libres de contaminantes) se
resiembra nuevamente para obtener micelio joven. Con este procedimiento se aumenta la velocidad
de crecimicnto miceliar al tener la cepa nuevamente nutrientes disponibles. Bajo estas condiciones
se tiene una cepa lista para ser utilizada. ’

Posteriormente las cepas fucron resembradas por duplicado ¢n cajas petri con 10 ml de agar extracto

de malta ¢ incubadas a 28°C durante 3 dias pura ser observadas al microscopio y comprobar que
todas las cepas cran monocariotes.
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Diagrama 1. Preparacién del medio de agar extracto de malta

Pesar
7.5 g de extracto de malta
10 g de agar bacteriolégico

Mezclar con 500 ml
de agua destilada

Reposar 20
minutos

Esterilizar
121°C por IS minutos

Vaciar en cajas petri
10 0 20 ml

Prucba de

esterilidad

Guardar en bolsas

de polietileno

Agar extracto de
malta




3.3.3 PRODUCCION DE INOCULO DE GRANO.

Se conoce como indealo de grano al erecimiento micelinr obtenido en los granos estériles de algin
cereal como trigo, centeno o mijo. El indeulo de grano se utilizo para sembrar la cepa deseada en un
sustrato determinado (paja de trigo) y aumentar ¢l nimero de puntos de inoculacion. El grano como
sustrato permite un erecimiento ripido del hongo y da fucilidad para distribuirlo en el sustrato
definitivo (paja de trigo). No s¢ deben utilizar los gronos que se expenden comercialmente para
siembra en ¢l campo, ya que generalmente, estan prategidos con fungicidas.

Para preparyr ¢l indeulo de grano, se lavé el grano de trigo y se cocid en agua a temperatura de
ebullicién durante 50 minutos. A continuacién se drend ¢l agua caliente y se enfrio el grano al
chorro de agua. Se peso el grano (rio, se adiciono sulfato de caleio (CaS0y) al 1.3% y carbonato de
calcio (CaCQO,;) al 0.3%, se mezcld y colocs en bolsas de polietileno (cerrandolas con c¢lips),

Posteriormente se esterilizaron a 121°C y 1.02 atm. de presion durante dos horas. Una vez, frio ¢l
grano, se inoculé cada bolsu con ¢l micelio provenicnte de una caja petri resembrada una semana
antes, Las bolsas inoculadas se incubaron a 28°C duraute 14 dias en condiciones de obscuridad
(Alcdntara, 1990; Sinchez, 1993b).

3.3.4 SUSTRATO DE PAJA.

Para preparar este sustrato se cortd la paja de trigo en pedazos de 1 a 7cm de largo. A continuacion
s¢ pesd y sumergid en agua durante 24 horas para su total hidratacion. Posteriormente se drend el
exceso de agua y se peso en cajas petri o en bolsas de potictileno, las cuales se cerraron con clips y
esterilizaron a 121°C y 1,02 utny, de presion durante 2 horas, Finalmente se sembraron con ef indeulo
de grano preparado 14 dias antes (Sanchez, 1993b).

3.3.5 HIBRIDIZACION DE CEPAS MONOCARIOTICAS

Se cortd un cuadro de agar de 0.2 X 0.2cm de lado de la periferia de una colonia en crecimiento, de
cada uno de los dos monocariotes a hibridizar. Estos cuadros de agar se colocaron en una caja petri
con 10ml de medio de agar de extracto de malta (lo mds cercano posible). Se realizaron cuatro
cruzas en una misma caja. A continuacién se incubaron las cajas petri a 28°C por 6 dias para ser
observadas microscépicamente con el ocular de 16 campos de amplificacion. Una cruza se
determing como positiva cuando al ser observada al microscopio se apreciaron las fThulas. Para
evitar errores se considerd que la cruza fue positiva cuando estas estructuras fueron observadas por
1o menos cn tres puntos diferentes situados de manera equidistante en la periferia de la colonia. Las
fibulas son estructuras que se forman Gnicamente cuando se lleva a cabo una fusién celular entre las
cepas hibridizadas, su presencia implica que los dos monocariotes apareados son compatibles y por
lo tanto dan origen a la formacion de un dicariote. (Eger, 1978a; Ramirez, 1989).

Con este procedimiento se determing ¢l tipo de compatibilidad de las cepas monacariotes en estudio.
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3.3.6 RECOLECCION DE LA ESPORADA.

Las esporas de los cuerpos fructiferos se colectaron sobre un papel {iltro estéril colucudo dentro de
una caja petri estéril. Para ello 1a base del pie del esporoforo se coloed sobre un cubreabjeto para
evitar que el papel se humedeciera (y las esporas germinaran). La eaja con el hongo se introdujo en
una bolsa de polictileno con un poco de agua en el fondo (se le hicieron 4 orificios i la bolsa para
facilitar el intercambio de aire del cuerpo tructifero) y se dejo de 12 a 24 horas. Posteriormente se
retird el cuerpo fructifero (hajo condiciones asépticas) se dobld el papel filtro v se guardd dentro de
un sobre estéril que se introdujo en una bolsa de polictileno con unos granos de silica gel. Las

esporas s¢ almacenaron en refrigeracion a S°C (Eger, 1978a).

3.3.7 GERMINACION DE ESPORAS.

Para la germinacion de esporas se cortd un pedazo de papel filtro de 1 X lem de lado que contenfa a
las esporas y se depositd en un vial con Sml de ugua destilada estéril, se agitdé y la suspension de
esporas resultante sc diluyd hasta 1 X 10,

Se prepararon 21 cajas petri con 10 ml de medio de agar extracto de malta (para cada cuerpo
fructifero) y se inocularon por triplicado con 20 pl de la suspension original de esporas y de cuda
dilucién. Todas las cajus se incubaron a 28°C durante 2 dias. A partir de este momento se
examinaron todas las cajas diariamente con la ayuda de un microscopio por 10 dias y se transfiricron
todas las esporas que germinaron a cajas petri con medio de agar extracto de malta. (Eger, 1978a).

3.4 ANALISIS ESTADISTICO.
Se realizé andlisis de varianza y se determind su homogencidad, si la varianza ¢s homogénea se
interpreta como tal, si no es homogénea se transforman los resultados hasta Ilegar a obtener una

varianza homogénca,

Si cxistio diferencia significativa o altainente signlhcnlivn en cI nn:ilms de varianza se aplican
pruebas de rango multiple.

Con la prueba de rango maltiple que dié mayor numero de gmpos se hizo una clasificacién de los
resultados para la variable en cstudxo.

Estas prucbas se aplicaron pam evaluar la vdocndad dc crecnmlcnm miceliar dc las cepas inoculadas
en agar y en paja, asf como, para evaluar Ia eﬁc:cncm bmloglca (Litile y Hills, I978)
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CAPITULO IV



RESULTADOS Y DISCUSION.

4.1 RESULTADOS.
4.1.1 EVALUACION DE LA VELOCIDAD DE CRECIMIENTO.

Una vez obtenidas lus 22 cepas monocariotes (10 fructificantes, 10 silvestres y 2 componentes
monocariotes de una cepa aspordgena) y una cepa dicaridtica que se utilizo como control, se
procedid a determinar su velocidad de crecimiento. Para ello, se resembraron por triplicado todas las
cepas en agar extracto de malta con un indeulo de 0.4 em de diametro al centro de una caja petri. Al
mismo tiempo se sembraron cuatro cajas petri con puja con cuatro indculos por cepa. Se midio el
crecimiento cada dos dias y se realizé un andlisis estadistico pura clasificar las cepas de acuerdo u su
velocidad de crecimi Los resultados de los estudios en agar extracto de malta y paja,
respectivamente, se presentan cn las Tablas |y H.

En Ia Tabla I se observa que a los 8 dias de incubacion los diimetros de las colonias de fos
diferentes monocariotes evaluados en agar extracto de malta, fluctué desde 1.34 hasta 7.27 ecm en
comparacién con la cepa control que invadié completamente la caja (con un crecimiento de 8.50 cm
de didmetro). A los 16 dlas de incubacion, el crecimiento miceliar fluctué de 2.32 a 7.43 cm de
didmetro en comparacion con 10 cepas (mis el control, anteriormente mencionado) con completa
invasién del medio, 8.50 em de didmetro. A los 24 dias de incubacion los didmetros de las colonias
fluctuaron de 2.88 a 8.18 ¢m en comparacién con 13 cepas (incluyendo la cepa control con 8.50
cm). A los 32 dias de incubacién, el crecimiento miceliar fluctud de 3.55 a 8.30 cm de diametro ¢n
comparacién con 15 cepas que invadicron completamente la caja.

En la Tabla Il sc observa que a los 4 dias de incubacion los diametros de las colonias de los
difercntes monocariotes evaluados en paja de trigo, fluctud desde 0.61 a 2.67 cm. A los 8 dias de
incubacién los didmetros fluctuaron de 1.58 a 3.98 cm en comparacion con 8 cepas, incluyendo la
cepa control, presentando 4 cm de diametro (caja completamente invadida). A los 12 dias de
incubacién los didmetros fluctuaron de 2.55 a 3.95 c¢m, en comparacion con 16 cepas cuyo
crecimiento miceliar presenté 4 cm de difimetro. A los 16 dias de incubacién los didmetros
fluctuaron de 3.05 a 3.95 cm, en comparacion con 18 cepas cuyo didmetro aleanzé los 4 cm.

En este caso, 4 cm se toma como didmetro mdximo de la colonia y los tiempos de incubacion son la
mitad de los dias de incubacidn de las cepas inoculadas en agar, por presentar 4 indculos por caja, a
diferencia de las cajas con agar extracto de malta con un indculo.



Tabla I, Evaluacion del crecimiento miceliar (medin y desviacion estdndar de los didmetros)
de las 23 cepas inoculadas en agar, después de 8, 16, 24 y 32 dias de incubicion. (No hube
fruetificacion en agar extracto de malta).

DIAMETROS (x * o)

TIPOS DE CEPAS TIEMPO DE INCUBACION (dins)
8 16 24 32

Fructificantes
P 400 4122018 (7.1241.00 (850000 }8.50+0.00
P 405 642002 18.5020.00 (8.50£0.00 }8.50:%0.00
P 406 224£0.18 (4002038 [54620.27 {6.92£005
P 407 594 £0.10 (850£0.00 }8.50£0.60 }18.50%0.00
P 408 220+0,12 13564012 1570 0.26 |786+0.19
P 409 2.58:4+0.12 [160£0.06 (5952013 {745+008
P4i0 1.34£0.07 {232+£0.07 {2.88+£0.07 )3.55%£0.05
P 415 4.83+032 18.5040.00 |850£0.00 (850000
P 416 4.82+0.05 8504000 {850+0.00 }8.50+0.00
P417 6.15+0.16 (850000 850000 [RS50£0.00
Silvestres
P 403 3.74+£023 1642032 (8.500.00 }8.50£000
P 404 4,70+ 0,12 {8.50+£ 000 (8.50£0.00 |8.50%0.00
P41l 6.39£0.67 |8.50+£0.00 |8.50x0.00 }8.50+0,00
P412 284003 [523£040 {7.12£0.71 }8.30+0.26
s Progeniedelacepa P 11 ’

PILL 255+ 0.10 14.84%£0.07 16.82x0.16 {740£0.12

P12 3.64+014 |7432012 ({8.18+0.07 |8.50+0.00

P13 699+0.02 [8.50£000 |850+0.00 |8.50+0.00

Pli4 4.08+0.14 (641 £0.39 }7.67+0.34 [8.50+0.00

o Componentes mionocariotes de
lacepa P21
P21-] 691 £0.22 [8.50£0.00 {8.50+0.00 |8.50+0.00
P21-2 246+ 0.20 |3.87+025 |4.87+£0.25 |6.244£0.25

Componentes monocariotes
delacepa P 22

P 22-1 251005 {3.62+0.11 [458+032 |5.63%0.29
P 22-2 7.27£0.20 {8.50+000 8.50%£0.00 |8.50+0.00

Cepa contral
P14 8.50% 0.00 {8.50+0,00 [850£0.00 |8.50+0.00
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Tabla 11, Evaluacion del i iceliar (media y desviacion estandar de los didimetros) de lus
23 cepas inoculadas en paja, después de 4, 8, 12 y 16 dias de incubacion.

DIAMETROS (x * o)
TIPOS DE CEPAS TIEMPO DE INCUBACION (dias)
4 8 12 16

Fructificantes
400 2424022 14.00+ 0.00 [.L00 £ 0.00 |4.00£0.00
raos* 242024 13872025 |4.00£0.00 14.00+0.00
P 406 1.23£0.17 228+ 0.09 (295+0.13 [4.00+0.00
P 407 2,12+ 0.13 14.00+0.00 14.00 £ 0.00 [4.00+ 0.00
P 408 1.14£0.32 |2.08+0.47 |2.87 2029 13324033
P 409 1254031 [25920.19 {4.00£0.00 {4.00£0.00
P40 0.62+0,12 11.780.28 255024 [3.05£0.18
P415 1.90%0.14 [4.00 £ 0.00 |4.00£0,00 14.00+0.00
P 416 0.00%000 {0.00+0.00 [0.00%0.00 [0.00£0.00
P417 221024 |4.00%0.00 (4.00£ 0,00 14.00%0.00
Silvestres
P 403 1.2740.22 (2294 0.26 {395 £0.06 }4.00%0.00
P 404 061017 }1.58+0.27 J]2.66£0.16 {3.9520.10
P41t 1.90£0.30 {3.954£0.06 14.0040.00 14.00 +0.00
P412 B - 04920.17 |1.55+£0.25 (2742 0.4] [3.92%0.10
e Progenicde lncepaP 1}

Pll.L* . 1.31£0.22 {294+ 0.13 14.00£0.00 [4.00 £ 0.00

P11.2 : : : 161 £0.13 ]2.85+£0.21 (4.00£0.00 {4.00%£0.00

PIt3* 2674033 {4.00%0.00 {4.00%0.00 [4.00£0.00

Pll4 205+0.10 }4.00%0.00 }4.00£0.00 (4.000.00
« Componentes monocariotes de la

cepa P 2]

P2]-1* 2.28£0.20 [4.00%0.00 {4.00+0.00 {4.00 £ 0.00

P21-2 1.86£008 §2.86+0.07 )4.00£0.00 |4.00£0.00
Comy t iotes
de la cepa P22
P 22-1 ’ 1.05+£020 ]2.43+£0.16 |4.00+0.00 {4.00£0.00}.
p22-2 244+£007 ]3.98+0.05 {4.00+ 0.00 }4.00%0.00
Cepa control }
P14 242003 [4.00+0.00 {4.00+0.00 14,00+ 0.00

(*) Cepas con fructificacién positiva. - o e
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4.1.1.1 ANALISIS ESTADISTICO PARA LA VELOCIDAD DE CRECIMIENTO EN AGAR
EXTRACTO DE MALTA Y PASA DE TRIGO.

Se determin si se cumplia con la exigencia de homogeneidad de fa varianza por medio de la prucba
de Bartiett-Box y Hartley.

Se realizo un andlisis de varianza para ver si existia diferencia significativa entre lus cepas en cuanto
al didmetro de las colonias para ambos sustratos.

Cuando existio diferencia significativa en el analisis de varianza se aplicaron las prucbas de rango
miitiple de LSD, Tukey, SNK y Duncan para cada uno de fos tiempos de incubucion, con ¢ objeto
de observar las cepas que presentaron mayor crecimiento cada semana y aquella prucha donde se
obtuve el mayor niimero de grupos fuc ta que se utilizo para interpretar Jos resultados Tublas 1t y
.

a) Cepas inoculadas en agar extracto de malta, Para of primer periodo (8 dias de incubacion) se
obtuvieron 13 grupos en base o la prucha LSD de acuerdo @ su desarrollo miceliar, La cepa P 410
fue la que presentd el menor crecimiento ¥ ke cepa P14 fue K gue presentd mayor erecimiento. Para
el sepundo periodo (16 dias de incubacion). se obtuvieron 8 grupos en base a fa prucha de Tukey de
acuerdo a su desarrollo miceliar, la cepa P 410 fue nuevamente la que presento ¢l menor crecimiento
y las cepas P 405, P 407, P 415, P 416, P 417, P404, P 411, P 22-2, P {1.3, P 21-) y P’ 14, fueron las
que presentaron mayor crecimiento. Para of tercer periodo {24 dias de incubacidn) se obtuvicron 8
grupos en base a la prucba de Tukey; nuevamente la cepa P 410 presentd ¢l menor crecimiento
miceliar y las cepas P 400, P 405, P 407, £ 415, ¥ 416, P 417, P 403, P 404, P 411, 1P 22-2, P (1.3, P
21-1y P 14 presentaron mayor crecimiento miceliar, Para el cuarto periodo (32 dias de incubacion),
se¢ obtuvieron 8§ grupos en base a la prucha de LSD.; la cepa P 410 nuevamente presentd el menor
crecimiento miceliar y las cepus P 400, P 405, P 407, P 415, P416, P 417, 17403, P 404, P 411, P 22-
2, P 112, P 1L3, P 114, P 2{-1 y P 14 fucron las que presentaron mayor crecimiento miceliar
(Tabla UUI).
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Tabla I, Clasificacion de las cepas inoculadas ¢n agar en funcién del crecimiento miceliar,

A0 ry

[l 2" SR

Cepas | Periodo | Cepas | Perfodo | Cepas | Periodo | Cepas | Periodo

8 dias 16 dias i )24 dins 32 dias

(1.SD) (Tukey) - (Tukey) {LSD)
P 410 a P 410 a P4i0. .8 P410 a
P 408 b P 408 b P.22-1" b P22-1 b
P 406 b P2241 b pP21-2. b P21-2 c
P21-2 b P21-2 b P406 - [ P 406 d
P 22-1 b P 406 b P 408 - d P11 e
P11 c P 409 ¢’ P 409 d P 409 e
P 409 d P11.1 d Pl e P 408 f
P412 e Prdi2 e P412 e P412 g
Pil2 f P14 f P1L4 r P 400 h
P 403 f P 403 f Pl11.2 g P 405 h
Pl14 [ P 400 °f P400 [~ h P 407 h
P 400 g P12 g P 405 h P415 h
P 404 h P 405 h' | P407 h 416 h
P4i6 h P 407 h P4t5 h P417 h
P 415 h P415 - "h P4l6 h P 403 h
P 407 i P416 - h P417 h P 404 h
P 417 i P417 h P 403 h P41 h
P41l j P 404 h P 404 h P22-2 h
P 405 j P41l h P41 h PIL2 h
P 21-1 [3 P22-2 h P22-2 h P113 h
P13 k P1L3 h P113 h P14 h
pP22-2 1 P21-1 h P2i-1 h P21-1 h
P14 m Pi4 h P14 h P14 h

Nota: Letras diferentes para un mismo tigxﬁpo indica que cxiste diferencia significativa entre los
didmectros de las cepas para un nivel de sighiﬁcanciu’dcl 0.05.
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Al analizar ¢} disimetro de las colonias en agar con cespeeto a los cuatro tiempos de incubacion, se
abservd que existia diferencia altamente significativa, La prucba de Duncan indico que todas las
cepas presentaban crecimiento durante las 3 primneras semanas y no hubo diferencia significativa en
su erecimionto entre la tereera y cuarta semana (Tabla 1V),

Tabla IV, Clasificacion de las cepas inoculadas en agar en funcion de lus tiempos de incubacion,

Tiempo | Crecimicato promedio Clasifieacion
{dins) (; % &) (Prucha de Duncan)
8 4.49 & 198 a
16 6.65 & 2.1 h
24 7.38 & 1.64 ¢
32 7.86 £ 1.22 [

Nota: Letra diferente indica diferencia significativa entee los tiempos involuerados en el crecimiento
miceliar en las cepas para un nivel de sipnificancia det 0.05,

Con respecto a las repeticiones, el andlisis de varianza indicd que no existin diferencia significativa
entre las repeticiones, es decir, e} pimera de repeticiones para esta evaluacion (agar extracto de
malta) fue suficiente.

b) Cepas inoculadas en paja de trige. Para of primer perfodo (4 dias de incubacion), se obtuvicron
11 grupos con base en la prucba de Tukey, de acuerdo a su desarrollo miceliar: In cepa P 416 fue la
que presentd el menor crecimionto y las cepas P47, P 21-1, P 400, P 14, P 405, P 22-2y P 113
fueron las que presentaron mayor crecimiento. Para el segundo perindo (8 dias de incubacion), se
obtuvieron 7 grupos en buse o la prueba de Tukey, la cepa P 416 no presento crecimiento, la cepa P
412 fue fa que preseatd ¢l menor crecimiento miceliar ¥ las cepas 1 405, P 411, P 22-2, P 400, P
407,P 445, P 417, 0 113, P 114 P 201 v P 14 fucron las que presentaron mayor erecimiento. Para
el tereer periodo (12 dias de incubacion), se obtuvieron 6 grupos en base a la pruebha LSD, ta cepa P
416 continud sin presentar crecimiento, fa cepi PP 410 presentd el menoe crecimiento miceliar y las
cepas P 403, P 400, P 405, P 407, P 415, P12, P LT, P22, P 222, P UL, P I, P L3P
11.4, P 21-1, P 212y P 14 fueron fas que presentaron ma or crecimiento. PPara ef cuarta periodo (16
dias de incubueitn), se obtuvieron 4 grupos en bace a la prueba de Duncan (que es la mds exigente),
la cepa P 416 no presentd crecimicnto, la cepa con menor crecimiento fue * 410, seguida por la cepa
P 408 y ¢l resto de las cepas presentaran el mayor crecimiento miceliar (4 cm de didmetro) Tabla V.
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Tabla V. Clasificacion de las cepas inoculadns en pajn de trigo, en funcidn de su crecimiento
miceliar,

i ‘11 Ly ry
Cepas | Periodo | Cepus | Periodo | Cepas | Periodo | Cepas | Perfode
4 dias loBdims 12 dias 16 dins
(Tukey) S(Tukey) - o | (LSD) {Dunean)

P46 [ P416 [ ai [P 416 a P 416 a
Pdi2 b P412. [ bl {R4A10 b P 410 b
P 404 c P 404 b P 404 b P 408 v
P 410 [ P 410 o TP A2 ¢ P42 d
P 22-1 d P 408 Seeln | paos [ P 404 d
1408 d P406::f e’ T [P 406 ¢ P 400 d
P 406 [ PA0Y e P03 f P 405 d
P 409 e p22-1 od P 400 f P 406 d
P 403 ¢ P 409 © P 405 f P 407 d
Pt c P12 faaf P 407 f P 409 d
P12 f P22 . P.409 t 1415 d
P21-2 8 PILL f P415 f P 417 d
Pdif h P 405 -8 P47 f P 403 d
P4is i pan 8 P41l f Patt d
Pil4 j p22-2 B P 221 f P22-1 d .
P 407 i P 400 e P22.2 f P22-2 d
P47 k P 407 g P11 f Pl d
r21- k P 415 g fPi2 f P2 d
400 k P 417 B P13 f P13 d
P14 k P13 B P14 f Pild d
P 405 k P4 g P21} f p21-1 d
p22-2 k P21 8. p212 f p2l-2 d
riL3 k P14 g P40 r P14 d

indica ‘que existe diferencia significativa entre

Nota: Letras diferentes para un misma tiemp: ic
cancia del 0,05,

los didmetros de las cepas para un nivel de signi
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Al analizar el didmetro de las colonias en paja con respecto a los cuatro tiempos de incubacion se
observd que existin diferencia altamente significativa. La-prucba de Duncan’ indicé que todas fas
cepas presentaban crecimiento durante lus tres primeras mediciones .y no - hubo’ diferencia
significativa en su crecimiento entre la tercern y cuarta medicién. Tabla VI

Tabla V1. Clasificacion de las cepas inoculadas en puja de trigo en funcién a los tiempos de
incubaci6n,

-?l‘ricmpo Crecimiento promedio Clasificacion
(dias) (x + o) (Prucha de Duncan)
4 1.62 £ 0.75 a
8 3.00 £ 111
i2 3.56 £ 0.93 c
16 3.76 £ 0.84 <

Nota: Letras diferentes indican diferencia significativa entre los tiempos involucrados en ¢l
crecimicnto miceliar de las cepas para un nivel de significancia del 0.05.

Con respecto a las repeticiones el andlisis de varianza indicé que no existia diferencia significativa
entre las repeticiones, cs decir, el ntimerv de repeticiones para esta evaluacién fue suficiente.

Del andlisis estadistico se concluye que el didmetro de las colonias es diferente para las cepas a

evoluar en todos los tiempos; tanto para las ccpas inoculadas en lus cajas petri con paja, como las
cepas inoculndas en agar.
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4.1.1.2 FRUCTIFICACION.

Una vez evaluada la velocidad de crecimiento de las cepas inoculadas en agar extracto de malta y en
paja, se expusicron a luz (en cuanto el crecimiento miceliar invadio toda la caja), cuando aparecian
los primordios las cajas eran ahiertas para facilitar el desarrollo de cuerpo fructifero que
posteriormente era cosechado (con una navaja era cortado el estipite, justo en la base del tallo, en la
unidn con ¢l substrato) era pesado y recolectadas sus esporas. A continuacion se¢ presenta ol tiempo
que tarda cada cepa en las diferentes etapas involucradas parn la obtencion de cuerpos fructiferos

(Tabla VI

Tabla VII: Tiempos necesarios para la obtencién de cuerpos fructiferos en cajas petri,

TIEMPO (dias)
Exposicion a la luz
Cepas Repeticién { Incubacién Cajas Aparicién { Maduracion
de del hongo y
Cerradas | Abicrtas | primordios carte
Fruciificantes
b 405 1 8 59 3 + 3
2 8 59 13 + 4
3 8 59 100 .
4 8 59 100 -
Silvestres
e Progenic de
P o
Pl 1 10. 75 93 + 5
2 10 75 100 -
3 W78 100 .
4 10 7 “1007 .
P13 1 S 5 + 7
2 8 ~100* E .
3 -8 SR + 6:
4 g 100 -
e Componentc Lo
monocariote
P21 TR
P21 * 1 .8 0 + 4
2 8 100 -
3 8 - 100 .
4 8 100, -
* Caja cc inada pero con produccion del cuerpo fru
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Como se observa en la Tabla VII Gnicamente las cepas P 405, P 110, P 113 y P2l
presentaron primordios, los cuales s¢ desarrollaron como cuerpos fructiferos.

Para la cepa fructificante P 405, en la repeticion 1, se incubo por 8 dias bajo condiciones de
obscuridad a 28°C, después se expuso a b luz por 59 dias, despuds de 3 dias de haber sido abierta
presentd la aparicion de primordios, en 3 dias mds el cuerpo fructifero madurd y fue cosechado. La
repeticion 2 también se incubd por 8 dius, se expuso a la luz 59 dias y después de 13 dias de
permanecer abierta la caja, aparecieron los primordios, que tres dias después  dieron origen a
cuespos fructiferos maduros.  Para las repeticiones 3 y 4, después de haber invadido la cajn por
completo y dejarse abierta durante 100 dias, no se abservo la aparicion de primordios.

La cepa silvestre P11.1 (progenie de ke cepa P 1) repeticion |, se incubd por 10 dias, se expuso a la
luz por 75 dias y despuds de 93 dias de estar abiena presentd primordios, en 5 dias mas ¢l cuerpo
fructifero madurd y fue cosechado. Las repeticiones 2.3 y 4 se dejaron abiertas por 100 dias sin
observar la aparicién de primordios

La cepa silvestre P 11.3 (progenic de la cepa I 1) repeticion 1, se incubd por 8 dias, se expuso & la
luz por 42 dias y después de 5 dias de haber sido abierta presento la aparicion de primordios, en 7
dias mds madurd y se cosecho el cuerpo fructifero. La repeticion 3 también se incub6 por 8 dias, se
expuso a la luz 42 dias y después de 4 dias de abrir la caja aparccicron los primordios que 6 dias
después dieron origen a cuerpos fructiferos maduros. Para las repeticiones 2 y 4 después de haber
invadido la caja por completo y dejarse abiertas por 100 dias, no se observad la aparicion de
primordios.

La cepa P 21-1 (componente monocariote de {a cepa P 21) repeticion 1, se incubo por 8 dias se
expuso 85 dias a la fuz, aparecicron los primordios y In caja tuvo gue ser ablerta para que se¢
desarrollaran, lo cual tardé 4 dias y los cuerpos fructiferos fucron cosechados. Las repeticiones 2, 3 y
4 despuds de dejarse abiertas por 100 dias no presentaron primordios.

A continvacién se presentan las cepas que produjeron cuerpos fructiferos, indicandose el nimero de
cuerpos fructiferos y sus pesos respectivos (Tabla VILI).

Cabe mencionar que ninguna de las cepas fructificd en medio agar extracto de malta; sin embargo,
solo se observé la aparicion de primordios muy pequefios en Jas mismas cepas que fructificaron en
paja.

Nota: La cepa control no presentd fructificacion.
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Tabla VILL, Fructificacién en paja en cajas petri. -

i : Peso del
Cepas . Fructificacién . | Repeticién Namero hongo
’ e primordios | hongos (0]
Fructificantes
P 405 + ! ! i 1.25
1 14 ! 0.25
Silvestres
» Progeniede P 11
P11 + 1 3 1 0.20
P1L3 + 1 2 1 0.20
2 1 1 0.50
s Componcntes
monocarjotes - e
la P 21!
p21-1 + 1 1 1 * 0.57
Control
Pl4 -

*, Fructificaci6n en la misma caja 10 dias después
*, Caja contaminada (atin as{, hubo desarrollo del cuerpo fructifero).

Como se observa en la Tabla VI solo la cepa P 405 presentd 2 cuerpos fructiferos en la misma caja
(con un intervalo de 10 dias), dicha cepa dio uno de los cucrpos fructiferos més grandes.

La cepa P 11.1 presenté uno de los cuerpos fructiferos més pequedios. La cepa P 11.3 fue la tnica

que produjo cuerpos fructiferos en dos cajas; para todas las demds cepas solo fructificé una caja.

Una vez cortado ¢l cuerpa fructifero de cada cepa, se recolectaron las esporas en papel filtro y se
almacenaron con granos de silica gel bajo condiciones de refrigeracion (5°C).

Las cajas petri con sustrato agar y paja al estar expuestas a la {uz durante varios dfas (con poca
humedad ambiental) se comenzaron a deshidratar y al estar abiertas en un lugar poco aislado, s¢
contaminaban ficilmente con mohos. Después de aproximadamente 40 dias (bajo dichas
condiciones) las cajas fueron introducidas a un “invernadero” y al paso de 25 dias con medio

e

Iwimedo,

on a fructificar las cepas.
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Al observar lo anterior, se decidia repetir el experimento utilizando frascos de vidrio para impedir la
pérdida rdpida de humedad del susirato y facilitar la penetracion de la luz (yo que en las cajas petei
las cepus perdieron humedad rapidamente).

La cepa testigo no fructifico por las condiciones arbientales poco favorables para su desarrollo,

Gl nivel de fructificacion durante esta ctapa del experimento fue muy bajo, de las 23 cepas en
estudio solo fructificaron 4 cepas, todas ellas monocariotes,

4.1.2 SIEMBRA EN PAJA CON INOCULO DE GRANO AL 5% EN FRASCOS
DE VIDRIO,

Dados los problemas de deshidratacion del sustrato gue se presentaron en el experimento anterior,
se penso en repetirlo utilizando frascos de vidrio en donde ¢l drea de exposicion al medio ambiente
es menor, para ello se utilizaron {rascos de vidrio que contenian 20 g de paja hameda y en esta
ocasién se sembraron con inéeulo de grano para aumentar los puntos de inoculacion y facilitar ¢l
proceso de invasién del sustrato con ¢l micelio. Se sembraron 4 frascos por cada cepa, se incubiron
de 12 a 20 dias a 28°C cn condicivnes de obscuridad, cuando el sustrato era invadido en su totalidad
por el micelio, los frascos eran expuestos a la huz tapados con bolsas de polictileno con diversus
perforaciones que facilitan la respiracion de Ia cepa.

Cepa fructificante P 405: ¢l frasco # | tardd 12 dfas en invadir el sustrato, se expuso a Ia luz 21 dins
(el frasco cerrado) y despues de 24 dias de estar abierto aparecicron los prinordios, los cuales
tardaron 3 dias en madurar, Los frascos 2, 3, v 4 estuvieron abiertos y expuestos a la luz 100 dias sin
presentar primordios.

Cepa fructificante P 409: ¢l frasco # | tardé 12 dias en invadir el sustrato, se expuso a lIa luz 82 dins
(frasco cerrado) y despuds de 24 dias de estar abicrto aparecieron los primordios, los cuales tardaron
6 dius en madurar, Los frascos 2, 3 y 4 estuvieron abicrtos y expuestos a la luz 100 dias sin presentar
primordios,

Cepa silvestre P11.1 (progenie de P 11): el frasco # 1 tard6 12 dfas en invadir el sustrato, sc expuso a
la luz 25 dias, después de los cuales permaneci6 abierto 29 dias para la aparicién de los primordios,
los cuales tardaron 8 dias en madurar. Los frascos 2, 3 y 4 estuvieron abicrtos y expuestos a la luz
100 dias sin presentay primordios.

Cepa silvestre P 11.2 (progenie de P 11): el frasco # 1 tardd 12 dias en invadir el sustrato, se expuso
ala luz 27 dias y al aparecer los primordios el frasco fue abierto, los cuerpos fructiferos fueron
cosechados 6 dias despuds. Los frascos 2, 3 v 4 estuvicron abiertos y expuestos a la luz 100 dias sin
presentar primordios.
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Cepa silvestre P'11.3 (progenie de P 11): ¢l frasco # 1 tardd 12 dias en invadir ¢l sustrato, se expuso
ala luz 21 dias y después de 26 dias de estar abjerto aparecieron los primordios, los cuales tardaron
8 dins en madurar. Los frascos 2, 3 y 4 estuvieron abiertos y cxpuestos a la luz 100 dias sin presentar
primordios.

Cepa P 21-1 (Componente monocariote de P 21): ¢l frasco # 1 después de invadir ¢l sustrato se
expuso a la fuz 106 dias y al aparecer los primordios el frasco fue abierto, despuds de § dias s
cosecharon los cuerpos {ructiferos. Los frascos 2, 3 y 4 cstuvieron abicrios y expuestos a la luz 80
dias sin presentar primordios.

Cepa control P 14, el frasco # 1 tardd 12 dins en invadir el sustrato, se expuso a la luz 58 dias
apareciendo los primordios ¢l frasco fue abierto, en 4 dias los primordios maduraron y fueron
cosechados como cuerpos {fructiferos. El frasco # 2 se expuso a la luz 47 dius y al aparecer los
primordios ¢} frasco fue abierto, después de 6 dias los cucrpos fructiferos maduros fucron
cosechados. Las repeticiones 3 y 4 estuvieron abiertas y expuestas a la luz 100 dias sin presentar
primordios. Lo anterior s¢ resume en la Tabla IX.
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Tahla IX, Obtencidn de cuerpos fructiferos en frascos de vidrin, inoculados con granos de trigo al § %.

TIEMP O (diay)

F.xposicion a Ia luz

S8

Cepas Frasco # | Fncubacién Frascos Formacion Maduracion
Cerrados { Abiertos de del hongo y
primaordios corte
Fructificantes
P 405 I 12 21 24 + 3
2 12 21 100 -
3 12 21 100 -
4 12 21 100 .
P 409 1 12 82 24 + 6
2 12 82 100 -
3 12 82 100 -
4 12 82 100 .
Silvestres - co
* Progenie de e
P11l -
P11l o1 ‘29 - 8
2. S0 s s
3% 100 ] .
. 4= 1000 ) .
P12 Iz ROl 6
2 w000
3 21000 5L -
4 510000 ) e
P13 1: TT6 e [
2. =100 p T
3 1007 | .
4 100° B
o Componente :
monocariote de
laP2] )
P21-1 1 12 5
2 12
3 12
4 12
Control ’
Pl4 1 12 4
2 12 6
3 12
4 i




En la siguiente tabla se mdlcnn Ins cepas quc fructifi cnron, e} nimero de cuerpos {ructiferos y sus

pesos respectivos (Tabla X).

TABLA X, Peso ‘Vic}los cuemos fructiferos obtenidos en frascos de vidrio con paja.

Cepas Repeticion Nimero Peso del hongo
! ; primordios hongos ()
Fructificantes
P 405 | 1 i 0,52
P 409 ! 6 ! 0.60
Silvestres
e ProgeniedeP (1
Pint 1 3 3 0.51
0.40
0.93
P12 ] ! 1 247
P13 1 3 3 197
0.52
0.50
» Componente monocariote
de P21
P21 t 1 { 1.30
Control
Pi4 1 1 1 4.57
2. § { . 2.28

Como se observa en la Tabla X-la cepa ﬂfq¢tlﬁcfmie P 405 solo presentd fructificacion el frasco 4 1
con un primordio, el cual se desaﬁollé y luvo un’peso de 0.52 g al momento de ser cosechado.

Cepa fructificante P 409. El frasco # | prcsenlé 6 primordios, de los cuales solo uno se desarrolld

como cuerpo fructiferq de 0.60 g.

Cepa silvestre P 11.1 (progenie de P 11), él frasco # 1 presentd 3 primordios que se desarrollaron
como cuerpos {rucfiferos con pesos de 0.51;040y 0.93 g.
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La cepa silvestre P 11,2 (progenic de I 1 1) presentd un primordio, el cual se desarrollé con un peso
final de 2.47 g al momenio se ser cosechado,

La cepa silvestre P 11.3 (progenie de P 11) presenté 3 primordios que se desarrollaron como cuerpos
fructiferos con pesos de 1.97, 0.52 y 0.50 g, respectivamente. -

La cepa P 21-1 (componente monocaridtico de P 21) presentd un solo primordio que al madurar
pesd 1.30 g, . ‘

La cepacontrol P 14 presentd el cuerpo fructifero mds grande de 4.57 g.
Todas las cepas fructificaron en un solo frasco, a excepeién del control que fructificéd en dos [frascos.

La mayoria de las cepas presentaron un solo cuerpo fructifero por cada frasco, a c.xcr.puén de las
cepas P 11.1y P 11.3 que presentaron 3 cuerpos fructiferos en cada frasco.

El nivel de fructificacion en esta segunda etapa del experimento fue muyor que en’la. primer

fructificacién; de las 23 cepas, fructificaron 7 cepas, 6 de las cuales son monocuriotes 'y Ia cepa
dicarjote utilizada como control.
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4.1.2,1 RECOLECCION DE ESPORAS.

Para lus cepas que fructificaron, los hongos fueron cosechados, pesados y colocados en papel filtro
estéri] dentro de una bolsa de polietileno con perforaciones (cdmara hiimeda) durante 24 horas.
Posteriormente el cuerpo fructifero fue retirado y ¢l papel filtro doblado y guardado en una bolsa de
polietileno con unos granos de silica gel (la bolsa fue sellada y guardada o $°C hasta su utilizacion).
Tado bajo condiciones asépticas.

4.1.22 GERMINACION,

Se realizaron diluciones en vinl con la esporada (papel filtro) de los cuerpos fructiferos de la
fructificacion en la primera y segunda etapa. Las diluciones se sembraron en agar (10 ml) para
propiciar la germinacion.

La germinacidn fue negativa para todas las cepas.

Los cuerpos fructiferos fueron cosechados de 4-a 8 dias despuds de upnru:cr los prunord:os por lo
tanto se tienen tres posibilidades:

1) Son cuerpos fructiferos asporégenos.

2) Producen muy pocas esporas.

1 1 ol

ado:

3) Los cuerpos fructiferos fueron o tado tarde y | todas las esporas yu

habian sido soltadas y por lo tanto no hubo recoleccién en el papel.
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4,1.3 ESTUDIO COMPARATIVO ENTRE LAS FRUCTIFICACIONES DE LA
PRIMERA Y SEGUNDA FASE DEL EXPERIMENTO.

Las cepas que fructificaron en ambas etapas fueron:

P 405
PiLl
P13
P21-1

li en Jorma creci considerando el

Las cepas que fructificaron en ambas ctapas se
tiempo que tardaron en fructificar,

P11.3
P 405
P21y - PILLI
Lo anterior se observa en la Tabla X1y en la Gréfica I.

Tabla XL Resumen del tiempo necesurio para obtener cuerpos fructiferos tanto en cajas petri como
en frascos de vidrio.

, TIEMPO (dias) *

Cepas Contenedor
Cajas petri Frascos de vidrio

Fructificantes
P 405 67 45
P 409 - 106
Silvestres
P1L1 168 54
P1t2 - 27
P13 47 47
P.21-] 85 106
Control’
P14 .. . - 52

* Tiempo en dias que jas pdpi:s estuvieron éxpuestas a la luz higsta 1a aparicion de primordios.

( - ) no hubo fructificacién
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Grifiea §. Comparacién del tieapo en dias que tardo cad cepr en producir cuerpos fructiferos en
cajas petri y en frascos de vidrio,

FRUCTIFICACION
180 f] T 0
160 . '
140 | facajas potr {1* etapa) ) !
frascos de vidrio {2* otapa)
120
¥
B 10
[=]
% B
o B
S
60
40 {
20
] .
P 405 P 408 P11 P11.2 P13 P14
CEPAS

De las 7 cepas solo 4 fructificaron en ambas fases del experimento.

Con base ¢n lo anterior, s¢ observa qie la cepa P 113 es f\j,nu de las ini:jures cepas, ya que fructifics
en ambas fases del experimento en un perfodo relativamente “corto” de 47 dias,
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4.1.4 SIEMBRA EN PAJA (BOLSAS DE POLIPAPEL) CON INOCULO DE
GRANO AL 7.5 %.

Por haber obtenido fructificacion negativa en ¢l experimento anterjor y por el inconveniente de
trahajar en frascos de vidrio, se realizd nuevamente el experiimento, uuhmndo en esta ocasion bolsas
de polipapet (resistentes a la esterilizacion). -

Las cepas fucron resembradas en paja con indeulo de grano al 7.5 % (para acelerar el desarrollo
miceliar al haber mas puntos de inocufacién en la paja).

Se claboraron 6 bolsas de polipapel con 300 g de paja himeda para cada cepa, Se le hicicron
diversas perforaciones a las bolsas después de la inoculacion (con un asa estéeil) para facilitar el
intercambio de aire.

Después de ser invadida toda la paja con ¢l micelio (incubacién de 14 dias @ 28°C cn la obscuridad)
[as bolsas fueron expuestas u luz y a una humedad relativa del medio ambiente del 90%.

Ein este experimento ne hubo fructificacion, las cepas se deshidrataban o contaminaban ficilmente
{atn desde su incubacion) por estar perforadas las bolsas de polipapel, pero si esta operacién no se
realiza, no hay crecimiento miceliar por la faita de oxigeno. Cuando se trabaja a escala industrial se
realizan dichas perforaciones para favorecer ef crecimiento miceliar.

4.1.4.1 CLASIFICACION DE LAS CEPAS.

De las 22 cepas estudiadas se observé que 21 crecicron sobre paja de trigo y de estas solo 6
fructificaron. Solo 2 de las 10 cepas clasificadas previamente como (ructificantes, presentaron
fructificacién positiva durante el trabajo realizado en cf laboratorio, tales cepas son P 405 y P 409; 4
de las 12 cepas previamente clasificadas con fructificacion negativa, fructificaron, dichas cepas son:
PI1.L,P11.2,P 11,3y P21-1 (Tabla X1I).



Tabla XI}. Comparacién de la clasificacién de las cepas, previa al estudio y con base en los
resultados del experimento,

CLASIFICACION PREVIA | CLASIFICACION CON BASE
EN LOS RESULTADOS

Cepas con fructificacion positiva § Cepas con fructificacion positiva

P 400 P 404

P 405 P 409

P 406 Pt

P 407 P2

P 408 P13

P 409 P21

P 410 P 14 (Cepa control)
P 415

P 416

P47

P 14 (Cepa control)

Cepas con fructificacion negativa} Cepas con fructificacidn negativa

P 403 P 400
P 404 P 403
Pan P 404
P42 P 406
P1L] P 407
P12 P 408
P113 P 410
Pit4 P41
P21-1 P 412
P21-2 P 415
P22-1 P 416
P22.2 P 417

Pi14

P21-2

P22-1

P22-2

Nota: La clasificacion de las cepas, previa al estudio, se basa en la informacion proporcionada por
los donadores, . oo

65



4.1.5

HIBRINZACION.

DETERMINACION DE TIPOS DE: COMPATIBILIDAD E

L.as seis cepas monocariotes que fructificaron fueron hibridizadas entre si, para determinar su tipo de
compatibifidud Tabla XU,

Tabln XUz Aparcamiento de las cepas monocariotes con fructificacion positiva,

Cepas | V405 P21 | PiL3 | Pila_ Pli2 ¥ 40
7405 - - . . ¥

P 21-1 - - - . - +
PIId - - + 7 :
Pl - - T : -
P12 - - + -

P a9 ¥ 7 - - - "

La cepa P 409 presentd hibridizacion positiva o dicariotizacion con las cepas P 405 y P 21-1, La
cepa P 11.3 presentd dicariotizacion positiva con las cepas P {11 y P 11.2. De esta formu se

abtuvicron 4 cepas dicariotes Tabla XIV.

Tabla X1V: Cepas dicariotes obtenid

por hibridizacién

MONOCARIOTES

DICARIOTES ] -

Fructificantes

P 405
P 409

Silvestres

¢ Companente monocariotico de la cepa P 24
P21-1

Progenice de lacepa P U1

Pii

P12

Pil3 i

P 405 X P'409

P 409 X P21-1

PILIXPILI.
PI12XP1L3
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S clasificamos los monocariotes en tipos de compfﬂibilidud. s¢ observa que las cepas P 405 y P 21-1
pertenecen al grupo I, -1a P 11.3 al grupo I1, las cepas P 111y P11.2 al grupo [1L.y la P 409 al
grupo IV. : ; R .

De acuerdo a esta clasificacién, se sabe que solo es posible obtener dicariotes si se cruzan las cepas

de los grupos 1y 1V, asf como entre los grupos 11 y HI: Tabla XV (Eger, 1978q).

Tabla XV, Clasificacién de las cepas monacariotes con fructificacién positiva, de acuerdo a su tipo
de compatibilidad. - '

TIPOS DE COMPATIBILIDAD -

1 I e v

P 405 PILA | Pan | pdoo

P2i-1.
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4.1.6 SIEMBRA EN PAJA (BOLSAS DE POLIPAPEL) CON INOCULO DE
GRANO AL 10 %.

Las seis cepas monocariotes que fructificaron y las cuntro dicariotes obtenidos por compatibilidad de
las cepas monocariotes, fueron sembradas en bolsas que conteniun 1 Kg de paju himeda (7 bolsas
por cepa) con indeulo de grano al 10 %. Despuds de 24 horas de incubacion a 28°C se realizaron
perforaciones a lfus bolsas de polipapel  (con esta medida se disminuyd considerablemente Ja
contaminacion de las cepas). Se continud la incubacion 14 dias niis en obscuridad, cuando la pajat
estaba completamiente invadida por micelio. las bolsas fueron expuestas o luz y humedad, para
regular esta Gltima se utilizé un humidificador. Con este procedimiento las cepas comenzaron a
fructificar a los 10 dias de ser expuestas a dichas eendiciones. Los cuerpos fructiferos de las cepis
dicaridticas a estudiar, fucron pesados para posteriormente caleulir la eficiencia biologica.

Se obtuvieron cuerpos fructiferos de tas cepas dicaridticas pero no se recolectaron las esporas.

Por las condiciones de incubacion (cercania de las bolsas perfuoradas de las diferentes cepas), se
presentd un entrecruzamniento de las cepas monocariotes  obtenjendo  cepas dicariotes. Se
recolectaron los cuerpos fructiferos y las esporadas de estas nuevas dicariotes al pensar que eran
monocariotes, pero fueron desechadas posteriormente, al comprobar que no eran las cepas originales
(monocariotes).

Se comprobo que eran cepas dicariotes por su abundante esporada, o cual no se habia observado en
los experimentos anteriores, algunas esporas se sembraron en cajas petri con 10 ind de agar extracto
de malta incubindose de 2 a 3 dias, cf micelio obtenido por la germinacion de Ins esporas (después
de realizar las diluciones) fue observado al microscopiv comprobando la presencia de fibulas,
solamente presentes en cepas dicariotes (donde se ha presentado un apareamiento), ‘También se tome
un poco de paja de la bolsa de cada cepa y se sembro en agar, ¢l micelio fue observado al
microscopio 3 dfas despuds confinnando ¢f resultado anterior.

La ventaja de trabajar en bolsas de polipapel es la facilidad de cortarla (con navaja o tijeras estériles)
en cualquicr parte de su superficie permitiendo asi el desarrollo normal del primordio y el corte
posterior del cuerpo fructifero sin dano o pérdida de peso o esporas y sin dafar Ia cepa al ser
extraido el cuerpo fructifero (permitiendo asi lu produccion de nuevos cuerpos fructiferos).

Cuando sc trabaja con cepas monocariotes compatibles, estas deben ser separadas en grupos que no

sean compatibles entre si, para evitar la hibridizacion o entrecruzamiento accidental durante los
periodos de incubacidn y fructificacién.
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41.6.1 FRUCTIFICACION DE CEPAS DICARIOTES.

A continuacién se indica ¢l peso y nimero dc’ﬁpngos obtenidos en cada bolsa, ¢l ndmero de
cosechas y ¢! peso total de la produccion para cada cepa Tabla XV

Tabla XVL, Fructificacion de capas dicariote

o:# de: | Peso total| Peso total Peso

Cepas Bolsas que | Cosechas 4hnngos de todos de promedio de
fructificaron tos hongos| honges | un hongo por
‘ (9] por balsa holsa ()
P05 X P 400 1 1 4 13.05 13.15 28
2* 1 2 14.89 14.89 7 44
P409 X P2I-1 1 1 { 5792 89.02 4451
2 ] 30
2 [ 5 48.90 A8.90 9,78
PILIXPILS " 1 30 27.76 27.76 092
2 i 37 34.28 34.28 0.92
PH2XPI3 [ 1 32 171.65 205.90 541
2 1 3.15
3 5 3110
2» ! 33 11185 135.25 3.86
2 2 2340
kd ] 18 181.08 194.32 92.71
2 2 13.24
EY ] 14 72.73 83.18 5.19
2 2 10.45
5 13 9 108.45 136.13 12.37
2 2 27.68
o 1 3 45.12 150.22 25.03
2 3 105.10
i 1 3 57.67 RR8.77 22,19
2 1 3110
P4 [ 1 1§ 69.57 69.57 69.57
2 1 [ 83.00 §3.00 5.53
3 1 14 79.10 79.10 5.65
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Como se chserva en la Tabla XV, de las 7 bolsas inoculadas con lu cepa P 405 X P 409 solo dos
presentaron fructificacion, La bolsa # 1 con una cosecha de 4 cuerpos fructiferos de 13.15 g en total
y un peso promedio por cuerpo fructifero de 3.28 g. En la bolsa # 2 hubo una cosecha de 2 cuerpos
fructiferos con un peso total de 14.89 g y 7.44¢ de peso promedio por cuerpo fructifero,

Enlacepa P 409 X P 21-1 de las 7 holsas inoculadas solo 2 presentaron fructificacion. La bolsa # 1
en la I* coseeha presentd un cuerpo fructifero con un peso de 57.92 ¢ en la segunda cosecha se
observé un cuerpo fructifero con 31.10 g; el peso total de los cuerpos fructiferos fue 89.02 g, con un
peso promedio por cuerpo fructifero de 44.51 g. En la bolsa # 2 hubo una cosecha de 5 cuerpos
fructiferos con un peso total de 48.90 g v de 9.78 g de peso promedio por cuerpo fructifero,

Enlwcepa P 11.1 X P I1.3, de las 7 bolsas inoculadas solo 2 fructiticaron. La bolsa # 1 con una
cosecha de 30 cucrpos fructiferos de 27.76 g cn tetwl y un peso promedio por cuerpo fructifero de
0.92 g. En la bolsa # 2 hubo una cosecha de 37 cuerpos fructiferos con un peso total de 34.28 gy de
0.92 g de peso promedio por cuerpo fructitero,

La cepa P 11.2 X P 11.3 presento fructificacidn en las 7 bolsas inoculadas.

En la bolsa 1 se presentaron 3 cosechas, con 32, 1 y 5 cuerpos fructiferos respectivamente, su peso
total fue de 205.90 g v 5.41 g de peso promediv por cuerpo fructifero.

En la bolsa # 2 s¢ presentaron 2 cosechas, en hu primera fueron recolectados 33 cuerpos fructiferos y
en la segunda 2, su peso total fue de 135.25 g y 3.86 g es el peso promedio por cuerpo fructifero.

En la bolsa # 3 se presenturon 2 cosechas, en la primera se recolectaron 18 cuerpos fructiferos y en In
segunda 2, su peso total de produccion fue 19432 g ¥ 9.71 g como peso promiedio por cuerpo
fructifero.

En la bolsa # 4 se presentaron 2 cosechas, cn la primera con 9 cuerpos fructiferos y en la segunda 2,
con un peso total de 83.18 g y 5.19 g de peso promedio por cuerpo fructifero.

En la bolsa # 5 se presentaron 2 cosechas, al igual que la bolsit anterior con 9y 2 cuerpos fructfferos
respectivamente, su peso total de produccion fue de 136.13 g y 12,37 g como peso promedio por
cuerpo fructifero.

En la bolsa # 6 se presentaron 2 cosechas cada una con 3 cuerpos fructiferos, su peso total de 150.22
g y como peso promedio por cuerpo fructifero de 25.03 g.

En la bolsa # 7 se presentaron 2 cosechas con 3 y un cuerpo fructifero respectivamente su peso total
fuc de 88.77 g y 22.19 g de peso promedio por cuerpo fructifero,

La cepa control P 14 presenté fructificacion en las 3 bolsas inoculadas (con una sola cosecha), De la

bolsa 1 se cosechd un cuerpo fructifero de 69.57 g. De la bolsa # 2 se cosecharon 15 cuerpos
fructiferos con un peso total de 83.00 g v 5.53 g de pesn promedio por cuerpo fructifero, De la bolsa
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# 3 se cosccharon 14 ducrpos fructiferos con un peso total de 79.10 g y 5.65 g de peso promedio por
cuerpo fructifero, b

La Tubla XVII resume los resultados obtenidos en esta fase del experimento, indicando las mejores
cepas: :

Solo la cepa P 11,2 X P 11,3 tubo fructificacion en lus 7 bolsas inoculadas (al igual que la:cepn
control donde fructificaron las 3 bolsas inoculadas), obteniendo en promedio 18 cuempos fructiferos
de 11.96 g cada.uno. A diferencia de la cepa P 409 X P 21-1 con solo 3 cuerpos fructiferos de
27.14 g cada uno (peso promedio).

La cepa control sigue siendo la mejor con un promedio de 10 cuerpos fructiferos'de 26.91 g cadn
uno. ;

Las cepas restantes fucron catalogadas como dicariotes de bajos rendimicntos, Asf la cepa PP 405X P

409 produjo 3 cuerpos fructiferos de 5.36 g cada uno y la cepa P 11,2:X P '11.3 dio 33 cuerpos
fructiferos de 0.92 g cada uno. o

Tabla XV1I. Nimero y peso promedio de los cuerpos fructiferos en cada cepa.

Bolsas # promedio de hongos Peso
promedio

Cepas Sembradas Que por cepa de un hongo

- | fructificaron por cepa (g)
P 405 X P 409 7 2 3.00 5.36
P409 X P21-1 7 2 3.50 27.14
PH.IXPIL3 (AR SRy ] 33.50 092
PII2XPI13 7: T 1857 11.96
P14 KRR 10.00 26.91
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4.1.7 EFICIENCIA BIOLOGICA,

La eliciencia bioldgicn fue calculad i la siguiente formula (Gémez, 1987):

. Peso total de hongos frescos
Eficiencia Bioldgica = X 100
Peso del sustrato seco

Nota: En caso de utilizar indculo de grano, el peso del sustrato seco debe incluir la cantidad de
indeulo de grano utilizado en hase seca.

A continuacion se presenta la eficiencia bioldgica obtenida en Ia primer fructificacién, en cajas petri

y In segunda realizada en frascos de vidrio. ‘Tabla X VI y Gritica Il

Tabla XVHL  Eficiencin biologica de las cepss monocuriotes en la primera y segunda
fructificacion,

Eficiencin biolégica (% )

Cepas Cajas petri | Frascos de vidrio
Fructificantes

P 405 354 10,04

P 409 - 1t.70

Silvestres
e ProgenicdeP 11

Pl 4.0 3590

P12 - 48.19

P13 10.2 58.34
o Componente monocariote de P 21

p21-1 1.4 25.36
Control

P14 - 66.82

La eficiencia bioldgica se incrementd en la siembra en frascos de vidrio con respecto a la produccion
en cajas petri, a excepcion de la cepa P 405.

En cajas petri, solo 4 cepas presentaron fructificacion. La cepa con menor eficiencia biolégica fue P
11.1,con und4 %y la cepa con mayor eficiencia bioldgica fue P 405 con un valor de 35.4.
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En In segunda fase del experimento realizada en frascos de vidrio, 7 cepas presentaron {ructificacion
positiva. En la cepa P 405 se observé la menor eficiencia bioldgicd, con un valor de 10,14 %, siendo
Ja cepa P 11,3 fa que presentd la mayor eficiencia bioldgica, con un valor de 58.34 %, sin embargo
fue superada por la cepa control P14 con una eficiencia bioldgica de 66.82 %.

GRAFICA 1. Eficiencia biologica en la primera y segunda etapa.
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Con base en los resultados obtenidos se concluye que es mejor trabujar en frascos de vidrio que en
cajas petri, se picrde menor humedad y el riesgo de contaminacion disminuye por haber menos drea
de la cepa en contacto con el medio ambiente.

Por otro lado el nivel de fructificacién también se vié incr do, de las 23 cepas. probadas 7
fructificaron, mientras que en cajas petri solo 4 cepas fructificaron, La eficiencia biolégica tambié
se vio incr da en lu siembra en frascos de vidrio (a cxcepeidn de 1a cepa P 405 cuya eficiencia
biologica fue mayor en cajas petri).
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A continuaci6n se enlistan lns cepas en orden decreciente de eficiencia biolégica:

P14
P13
PIL2
[ 1R]
P21l
P409:
P405..

Como se puede obscrvar la cepa conlml es Ia de mayor eficiencia bmloglcu y lacepa
con menor eficiencin s In l’ 405.

La eficiencia biologica de las cepas dicariotes obtenidas por hibridimcién sé obscrva en la Tabla
XiX.

Tabla XIX. Eficiencia biologica de las cepas dicariotes.

Cepas Eficiencia biolégica (% )
P 405 X P409 4.87
P 409X P21-] 23,98
P’Il.lXPll.B 10.78
P11.2XP11.3 49.37
P14 26.85
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4.1.7.1 ANALISIS ESTADISTICO DE LA EFICIENCIA BIOLOGICA.

El anilisis de varianza indicd que existe diferencia altamente significativa cn la cficiencia bioldgica
de las 5 cepas evaluadas y también se observa que existe diferencia altamente significativa en ¢l
niimero de repeticiones.

Para clasificar las cepas de acuerdo a la eficiencia bioldgica, se aplicaron las pruebas de rango

miiltiple de LSD, Tukey, SNK y Duncan. La prueba de Duncan obtuvo un mayor niimero de grupos,
por lo tanto se utilizé para interpretar los resultados. Tabla XX y Grdfica UL .

Tabla XX. Clasificacion de las cepas.

CEPAS CLASIFICACION
{(Prucha de Duncan)
P 405 X P 409 a
PILIXPIL3 b
P409 x P 21-1 c
P14 d
PIL2XPIL 4

Nota: Letras diferentes indican difcrcnciu'signfﬁcaliva entre las cepas para un nivel de significancia -
al 0,05, U .

La diferencia altameénte significativa en la repeticiones indica que paca experimentos posteriores
hay que Incrementar ¢l nitmero de repeticiones, -
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EFICIENCIA BIOLOGICA (%)

Grifica I, Orden ereciente de eficiencia biolégica de las cepas dicariotes.
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4.2 DISCUSION.

A pesar de que las cepas presentian didmetros diferentes tanto en agar coma en paja, se observa que
algunas cepas sicmpre tienden a presentar cf mismo compontamiento; es decir, cuando presentan
eseaso crecimiento miceliar desde las primeros tiempos de incubacion dificilmente Hegan a mejorar
st comportamiento.

Existen algunas cepas cuyo crecimi varia totalmente de sustrato a sustrato; asf, para la cepa P
416 se observa que para agar extracto de malta su crecimiento fue de intermedio a abundante y ¢n
pajs de trigo no presentd desarrollo alguno.

Con respecto a los tiempos de incubacion se puede concluir que fanto en agur extracto de malta
como en paja de trigo, todas las cepas presentaron su mdximo crecimiento miceliar en el tercer
perioda de incubacion. : .

El andlisis estadistico nos pesmite concluir que tres y cuatro repeticiones durante las evaluaciones de
su crecimiento en agar y paja de trigo, respectivamente, fueron suficientes para este tipo de
evaluacidn.

Las cajas petri como contenedores para la fructificacion no fueron las més adecuadas, yu que se
abserva que la cepa control no presentd fructificacién alguna.

Las vondiciones manejadas tanto en cajas petri como en frascos de vidrio no legaron a ser las
Sptimas, observindose que los periodos necesarios para inducir la fructificacidn, en algunes casos se
prolongaron hasta 100 dias sin presentarse cuerpo fructifero alpuno. Sin embargo, es mejor
contencdor el frasco de vidrio que la caja petri para inducir la fructificacion, pues se incremento el
nimero de cepas que produjeron cuerpos fructiferos. 1 peso de los cuerpos fructifesos tambicn se ve
incrementado cuando se wtifizan frascos de vidrio, debida a que hay mayor retencion de ta humedad
del sustrata.

El inconveniente de trabajar en frascos de vidrio es que el drea disponible para obtener cucrpos
fructiferos que pueden Hegar a la etapa de maduracion es ymuy reducida, asi se obtuvieron una gran
cantidad de cuerpos fructiferos que por fas caracteristicas det contenedor no legaban al estado de
midurez o ¢n ocasiones no era posible su cosecha.

Por lo anterior se concluye que el mejor conlenedor es la bolsa de polipapel (resistente al tratamiento
de esterilizacion), por su fdcil manipulacion.

Las cepus monocaridticas no son susceptibles de ser wtilizadas como tales para la produccion
comercial del hongo, va que cuando se sembrason en bolsas de polipapel el sustrato se deshidrataba
o contaminaba con mucha facilidad; ademds, su eficiencia bioldgica estd muy por debajo de la
presentada en las cepas comerciales.
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CONCLUSIONES

De las 22 cepas estudindas se observé que 21 crecicran sobre paja de trigo y de estas solo 6
fructificaron, Por lo tanto se puede concluir que la paja de trigo es un sustrato adecuado par cl

desarrollo miceliar de Jas cepas idticas a excepeion de fa cepa P 416, la cual, no presentd
desarrollo.
Solo dos cepas monocariotes clasificadas previ te como fructificantes (P 405y P 409),

presentaron fructificacion positive.

Al observar el crecimiento miceliar en agar y de malta, se detecta que of mayor crecimiento
durante los cuatro tiempos de evaluacion se presenta en las cepas P 405, P 407, P 411, P 417, 1
11.3,P21-4,P222yP 14,

En funcién de su crecimiento miceliar se obscrva que las cepas inoculadas en paja de trigo P 400, P
405,P 417,18 11.3, P 21-1, P 22-2 y P 14 fueron las gue p n ¢} mayor crecimiento miceliar
en los cuatro tiempos de incubacion.

Dentro del grupo de las cepas que presentaron ¢f mayor crecimiento miceliar, algunas de clias
fueron fas tnicas que fructificaron (P 405, P 11.3 y P 21-1). Sin embargo, no se descarta la
posibilidad de que cepas con escaso crecimiento miceliar Heguen a fructificar, tal es ol caso de las
cepas 409, P 11.1 y P 11.2. Asi, para las cepas P 409 y P 11.1 se observa que en agar extracto de
malta su crecimi fue relati escaso; sin embarga, en paja de trigo mejord su crecimiento
miceliar a partir del tereer tiempo de incubacién y finalmente, logré fructificar. En la cepa P 11.2 se
observa un mayor crecimiento miceliar para ambos sustratos y se mejora a partir del segundo
tiempo de incubacion, observando que también es capaz de fructificar.

Es importante determinar los tipos de compatibilidad de las cepas monocaridticas que van a ser
evaluadas con resp a su capacidad para fructificar, debido a que si existe compatibilidad entee
cllas se pueden cruzar durante ¢l periodo de desarrollo miceliar y resulta prdcticamente impasible
evaluar su capacidad individual de fructificacion.

De todas las cepas que presentaron fructificacion positiva durante el estudio, se observo que
ninguna de cllas fue capaz de producir esporas, por lo tanto se cree que su ciclo de vida es
totalmente diferente al de las cepas dicarioticas. A diferencia de las otras cepas, las cepus
monocaridticas son estériles y por lo tanto, fa dnica forma de reproduccidén es por su desarrollo
miceliar, sin que se presente recombinacion genética (no hay fusion nuelear), Se piensa que su ciclo
de vida parte del micelio monocaridtico (proveniente del cuerpo fructifero), el cual se extiende bajo
ciertas condiciones ambientales y cambios genéticos produciendo un primordio que se desarrolla
hasta conventirse en cuerpo fructifero pero estéril, en el cual, no se generaron las 4 basidiosporas
caracteristicas de un basidiomiceto Figura 1,



ESTA TESIS M9 DR
SALIR €L in SBiB0TECA

Las condiciones ambientales y las propias para la proliferacion y fructificacion del hongo son
sumamente importantes para lograr eficiencias bioldgicas estables, ya que en este caso, para |y cepa
control se observa que su eficienciu bioldgica oscild considerublemente de experimento en
experimento.

Con respecto a los rendimientos obtenidos (cficiencia hioldgicay en las cepas monaocaridticas, s¢
observé que estd muy por debajo de Ia presentadin en las cepas comerciales, La eficiencia biologica
promedio en las cepas monocaridticas oscild de 4.0 a 58.0% en tanto que la cepa control presentd
una eficiencia bioldgica del 66.0%. Despuds de realizar un entrecruzamiento de las cepas
monocariticas que fructificaron se observa que su cficiencia bioldgica oscilo de 4.0 a 49.0%,
comparado con un 26% para la eepa control. A pesar de que se observa que las condiciones de
cultivo no fueron lns optimas, ya que fa cepa control presentd una eficiencia bioldgica muy baja.

El proceso de mejoramiento genético representa una alternativa para obtener cepas aptas para la
produccion comercial del hongo. En este proceso de mejoramiento genético es posible gue se
realicen entrecruzamientos entre aquellos monocariotes fructificantes que tienen la capacidad de
producir gran cantidad de cuerpos fructiferos de bajo peso, con aquellas que producen pacos cuerpos
fructiferos.

Finalmente, los resultados obtenidos nos permiten concluir que las cepas monocariotes no pueden

ser utilizadas para la produccion comercial del hongo; pero, con la simple hibridizacidn entre
monocariotes fructificantes se obticnen cepas mas productivas,

9
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Figura 1: Probable ciclo de vida de las cepas monocariotes
fructiticantes de Pleurotus ostreatus
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