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1. RESUMEN

El hongo comestible Pleurotus eryngii, también conocido como trompeta real o seta de
cardo, posee un estipite sumamente grueso, carnoso, no correoso y con caracteristicas
sensoriales muy agradables, ademas combina con una gran variedad de alimentos. Es
un hongo que ha adquirido popularidad debido a su sabor y textura y por ser superior

en calidad a los hongos tradicionalmente cultivados en el pais (champifién y setas).

Por las caracteristicas mencionadas, se realizd un programa de mejoramiento genético
con el propdsito de obtener nuevas cepas (hibridos) entre P. eryngii y cepas
comerciales de diferentes géneros y especies (Pleurotus spp. y Lentinula edodes).
Como resultado se pretende proveer al mercado nacional y al consumidor de material

novedoso, con caracteristicas sensoriales mas aceptables en el estipite y pileo.

Asi una cepa comercial de P. eryngiij, fue sometida al efecto de una solucién desdicariotizante
(glucosa-peptona) con lo cual se recuperaron e identificaron los dos componentes
monocaridticos 0 neohaplontes (nhl y nh2). Estos se aparearon con neohaplontes de L.
edodes, obteniéndose 11 hibridos; por apareamientos dicarion-monocarion entre cepas
dicaridticas de Pleurotus spp. con neohaplontes de A, eryngii se obtuvieron 28 hibridos.

Posteriormente se evalud el desarrollo micelial en AEM de las cepas hibridas, asi como
de sus respectivas cepas parentales para seleccionar las cepas que se llevaron a
fructificacion. Un total de 29 cepas hibridas y 10 cepas parentales se fructificaron para
evaluar su eficiencia bioldgica total después de 8 y 12 semanas de produccion. Se
observaron las caracteristicas morfoldgicas de las 29 cepas hibridas evaluadas, 11 se
probaron en el sustrato de 2. eryngiiy en el de L. edodesy las 18 cepas restantes solo

se evaluaron en sustrato de P. eryngi.

Como resultado del analisis estadistico se observd que la mayoria de las cepas hibridas
produjo mayor rendimiento que sus correspondientes cepas parentales. Con respecto a
la morfologia de las cepas se observd que los hibridos con fenotipo de Lentinula
produjeron mayores rendimientos en el sustrato de Lentinula. Para los hibridos con
fenotipo de P. eryngii dos produjeron mayores rendimientos en el sustrato de eryngii'y
dos en el sustrato de Lentinula, siendo en este sustrato donde uno de ellos rebasé el
100% de EB. En general se observd que las cepas hibridas produjeron EB mayores al

100%, lo cual las hace aptas para su uso a escala comercial.
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2. INTRODUCCION

Los hongos son organismos muy comunes en la naturaleza, puesto que viven
practicamente en todos los ecosistemas. Entre ellos las especies comestibles gozan de
especial importancia desde tiempos remotos y en los Ultimos afios su consumo se ha
incrementado paulatinamente por sus caracteristicas sensoriales, asi como sus

propiedades nutrimentales.

La produccion de hongos comestibles inici6 como una auténtica biotecnologia
tradicional, basada en técnicas sencillas de propagacion hace aproximadamente 1000-
1400 afios en China con el cultivo empirico de “las orejas de raton” (Auricularia spp.)y
shiitake (Lentinula edodes). El cultivo del champifion (Agaricus bisporus) de manera

similar comenzd hace mas o menos 350 afios en Francia.

A través del tiempo ha sido posible la incorporacidon y desarrollo de tecnologias que
han mejorado sustancialmente la produccion comercial, no sélo de los hongos
comestibles mencionados, sino también de especies potencialmente cultivables, como
Pleurotus (Chang y Miles, 2004; Martinez-Carrera, 2002).

En México el cultivo de los hongos comestibles tuvo sus inicios en 1933 con la especie
Agaricus bisporus, y hasta 1974 se empez6 de manera formal con la produccion de
Pleurotus spp., conocido comercialmente con el nombre de seta (Martinez-Carrera
et al., 1990). El champiidn y las setas son los hongos comestibles que en la actualidad

mas se consumen y cultivan en nuestro pais.

Hoy en dia la produccién comercial de hongos comestibles en México ofrece notables
ventajas sociales, econdmicas y ecoldgicas. Se estima que la produccion comercial en
fresco es aproximadamente 47,468 toneladas anuales. La importancia ecoldgica de
esta actividad econdmica radica en la utilizacion y reciclaje de mas de 474,000
toneladas anuales de subproductos agricolas, agroindustriales y forestales (Martinez
Carrera, 2002; Martinez Carrera et al., 2006).

Ademas de las diferencias entre los métodos de cultivo y/o composicion de los
sustratos, la seleccion de genotipos adaptados a sustratos es un camino para mejorar
la produccién de los diferentes hongos comestibles (setas y shiitake) con el fin de

obtener cepas altamente productivas, propias para la produccién a escala comercial y

2
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desarrollar informacion acerca de la adaptacion del hongo a sustratos lignoceluldsicos

especificos (Silva et al, 2005). La selecciéon de los genotipos puede lograrse mediante

un programa de mejoramiento genético.

Aunque actualmente hay un auge en el uso de técnicas modernas de ingenieria
genética (biologia molecular) para programas de mejoramiento genético, en el caso de
los hongos comestibles se presenta la dificultad de que son organismos complejos con
una amplia gama de caracteristicas, muchas de las cuales estan bajo el control de
varios genes. Por tal motivo la mayoria de los programas de mejoramiento genético
para hongos comestibles se basan en el sistema natural de recombinacién genética
producido por el apareamiento de micelios monocaridticos compatibles. El propodsito
del entrecruzamiento es combinar las caracteristicas presentes en cepas distintas
mediante cruzas controladas, para obtener asi cepas cuyo genoma posiblemente les
permitird expresar las caracteristicas de las cepas seleccionadas (Sonnenberg et al.,
2005).

En general, existen dos formas de lograr un mejoramiento genético siguiendo este
principio: 1) Aislamiento de la progenie meidtica (esporada) y 2) Desdicariotizacion

(obtencién de componentes monocaridticos).

a) Aislamiento de la progenie meidtica. Este método consiste en recolectar las esporas
producidas por los esporéforos de las cepas de interés y con aquellas compatibles
realizar apareamientos. La gran desventaja de este método radica en la variabilidad
genética de las esporas por ser producto de la fusidon nuclear y segregacion a partir del
proceso de meiosis. La literatura reporta que mediante esta metodologia los hibridos
casi nunca superan los rendimientos de las cepas parentales (Gaitan, 2000; Salmones
et al, 2004). Valencia del Toro (2002) reporta 11 cepas hibridas de Pleurotus
obtenidas por este método. Las hibridos presentaron esporéforos de coloraciones
novedosos, pero sus rendimientos fueron bajos (40.9 - 76.3%) lo cual no hace

atractivas a las cepas obtenidas para su uso comercial.

Por otra parte Andrade (2007) realizé6 un mejoramiento genético a cepas de Lentinula
edodes, obteniendo hibridos con bajos rendimientos (6-85%). La morfologia que
presentaron los hibridos fue anormal y no caracteristica del género Lentinula. Por ello,

como los hibridos no presentaron caracteristicas fenotipicas de interés comercial para
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L. edodes el autor concluyd que este método de mejoramiento genético no es el mas
adecuado para la obtencion de cepas mejoradas de hongos comestibles.

b) Desdicariotizacion: es la separacion artificial de un dicariote en sus componentes
monocaridticos, que se caracterizan por su micelio sin fibulas, el cual se denomina
neohaplonte. La desdicariotizacion puede efectuarse por métodos mecanicos Yy
quimicos, la segunda emplea sustancias de alta toxicidad como taurocolato de sodio,
acido cdlico o soluciones de peptona con glucosa que permiten la recuperacion de
neohaplontes (Arteaga et al., 1996). El efecto desdicariotizante de las soluciones de
glucosa-peptona se atribuye a la presencia de algin compuesto producido durante la
esterilizacion de la solucion desdicariotizante pero no se conoce con certeza el
mecanismo que provoca la desdicariotizacion de micelios dicaridticos. La ventaja de
este método radica en que la informacidon genética de una cepa se encuentra intacta
en los dos monocariotes recuperados, lo cual facilita el proceso de mejoramiento

genético.

En trabajos previos donde se empled esta técnica para el mejoramiento genético de
Pleurotus spp. se reportan cinco cepas hibridas a partir de tres cepas parentales
(IE200, IE201 y IE202) de las cuales sblo dos superaron en EB a una de sus cepas

parentales y una de ellas presentd una EB cercana al 100% (Valencia del Toro, 2002).

Por otra parte Ramirez et al. (2002) realizaron un trabajo de mejoramiento genético de
Lentinula edodes con cepas del género Pleurotus y obtuvieron 34 hibridos con EB muy
variables (7 al 161%). De estos hibridos, 11 presentaron EB mayores al 100% lo cual
las hace atractivas para su produccién comercial. Sin embargo en dicho trabajo no se
logré la expresion de las caracteristicas fenotipicas de L. edodes. Los resultados de
todos los trabajos previos de mejoramiento genético a partir de neohaplontes permiten

confirmar la eficiencia de este método para obtener cepas mejoradas.

En México se han conseguido ciertos logros en la produccién de hongos comestibles
pero todavia hay gran hermetismo y una gran cantidad de retos para contribuir a

mejorar la industria y adoptar nuevas tecnologias.

Por todo lo anterior y dado que el incremento a nivel mundial y nacional del cultivo de

hongos comestibles del género Pleurotus lo coloca como el segundo hongo mas
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cultivado, tanto a nivel nacional como internacional, existe la necesidad de desarrollar
tecnologias para su mejoramiento genético, con la finalidad de obtener cepas
comerciales que permitan ofrecer al consumidor un alimento con atributos comerciales
de calidad y al productor contar con cepas de alta calidad que garanticen elevados
rendimientos en la produccion, en tiempos cortos. Los programas de mejoramiento
genético por medio de técnicas tradicionales pueden ser una alternativa viable para

proveer de material novedoso al mercado nacional.

Por otro lado Pleurotus eryngii es un hongo con creciente interés para su cultivo y
comercializacién por el mercado nacional como producto gourmet, ya que posee un
estipite sumamente grueso, carnoso y con caracteristicas sensoriales muy agradables,
mientras que P. ostreatus presenta un estipite corto y de consistencia correosa. Por lo
tanto, con base en técnicas tradicionales de mejoramiento genético, se planted la
obtencidon de hibridos entre ambas cepas, para evaluar si las caracteristicas
organolépticas del estipite y pileo pueden ser mejoradas, buscando con ello la
obtencion de hibridos con diferentes texturas, tamafios y formas en estipite y pileo,

contribuyendo asi al mejoramiento genético del género.

Por otra parte la obtencidon de hibridos entre las especies Pleurotus y Lentinula
probablemente pueda proveer la obtencién de setas novedosas, cuya morfologia
presente caracteristicas organolépticas aceptables, y que posiblemente posean algunas
propiedades terapéuticas (antitumorales, hipocolesterolémicas y antivirales), como las

que presenta shiitake.
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3. ANTECEDENTES

3.1 (Qué son los hongos?

Los hongos son organismos eucaridticos, no poseen clorofila, son tipicamente
filamentosos y se reproducen por esporas. La pared celular de la mayoria de las
especies estd compuesta de quitina combinada con otros gltucidos complejos, entre los
que se encuentra en ocasiones la celulosa. Como tales son incapaces de sintetizar sus
nutrimentos y por consiguiente, llevan una vida saprdfita (viven sobre materia organica
muerta), parasita (provocan enfermedades en plantas, animales y el hombre) o
micorrizica (requiere un efecto simbidtico con las raices de arboles) (Martinez-Carrera
et al., 1990).

3.2 Taxonomia

Los hongos se clasifican en dos grandes grupos o divisiones: los Myxomycota y los
Eumycota. El primero se refiere a ciertos hongos gelatinosos en sus primeras fases y
polvorientos en sus fases adultas, los Eumycota son los hongos verdaderos, éstos se
dividen en cinco subdivisiones: Mastigomycotina, Zygomycotina, Ascomycotina,

Basidiomycotina y Deuteromycotina.

El grupo Mastigomycotina incluye todos los hongos que producen esporas flageladas
moviles (zoosporas) y sus hifas son no septadas. El grupo Zygomycotina no presenta
esporas flageladas moviles, las esporas sexuales se forman dentro de una célula
llamada esporangio y sus hifas carecen de septos. Los hongos del grupo
Deuteromycotina se diferencian por no tener reproduccion sexual incluye a todos los
hongos que rara vez presentan una etapa sexual, o bien se desconoce ésta, los del
grupo Ascomycotina producen sus esporas en estructuras especializadas denominadas
ascos Y los hongos del grupo Basidiomycotina se caracterizan por tener basidios en los
cuales se forman sus esporas sexuales (Deacon, 1988).

3.3 Morfologia
La mayoria de las especies de hongos esta constituida por filamentos largos y delgados
llamados hifas, en la mayoria de los casos, las hifas se ramifican y entrelazan formando

una estructura filamentosa denominada micelio.
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Los hongos se agrupan en microscépicos y macroscépicos dependiendo de si presentan
o no cuerpos fructiferos visibles a simple vista, cuyo nombre es esporoéforo o carpdforo
(Deacon, 1988).

Un esporéforo macroscopico esta formado por un pie o estipite, que sostiene un pileo
0 sombrero, y que algunas veces emerge de una cazoleta basal (volva). Las laminas
son estructuras folidceas dispuestas de forma radial desde el margen hacia el estipite y
cubiertas de basidios por ambas caras; el conjunto de basidios dispuestos en las
laminas membrandaceas constituyen el himenio. Algunos hongos poseen un anillo
alrededor del estipite por debajo del margen del pileo como se muestra en Figura 1
(Wainwright, 1992).

laminillas (contiene
las esporas)

Basidiosporas

Basidio

Figura 1. Esquema del cuerpo fructifero de un hongo macroscoépico (kalipedia, 2008).

3.4 Nutricion

Los hongos estan considerados generalmente como quimioheterétrofos estrictos, son
incapaces de realizar la fotosintesis y por consiguiente necesitan sustratos ricos en
energia para la biosintesis. Las moléculas organicas mas simples como monosacaridos,
aminoacidos y acidos organicos, se obtienen a través de la membrana celular. Sin
embargo, las moléculas mas complejas como los disacaridos, deben degradarse en el
exterior de la célula por medio de enzimas extracelulares, principalmente hidrolasas y

oxidasas (Deacon, 1988).
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Los carbohidratos de origen vegetal constituyen la fuente de energia mas abundante

para los hongos en la naturaleza, casi todos utilizan glucosa, maltosa, sacarosa,
almiddn, quitina, lignina, hemicelulosa y celulosa. Sin embargo, la celulosa es el
polimero mas disponible para los hongos en una amplia gama de ecosistemas.

La degradacion de las celulosas se lleva a cabo por dos enzimas producidas
comunmente por los hongos: la endo-B-glucanasa y la B-glocosidasa, la primera
rompe las cadenas de celulosa produciendo varias moléculas (como la celobiosa y la
celotriosa), mientras que la P-glucosidasa hidroliza los enlaces de las moléculas
producidas por la glucanasa para dar glucosa, la cual es asimilada por la célula. La
celulosa en forma cristalina requiere una tercera enzima, la exo-p—glucanasa, que
separa unidades sucesivas de celobiosa de los extremos de las cadenas de celulosa, es
una enzima de frecuencia mucho mas restringida, pues son pocos los hongos que la
producen, entre éstos se encuentran los ascomicetes y los basidiomicetes (Deacon,
1988).

Con respecto a los requerimientos de nitrogeno, se puede generalizar que todos los
hongos utilizan aminoacidos, la mayoria puede utilizar amonio y unos cuantos pueden
utilizar nitrato, presentando una preferencia marcada por el amonio. Otras fuentes
incluyen urea, hidroxilamina, L-aminoacidos y péptidos; siendo los D-aminoacidos
fuentes pobres de nitrogeno y en ciertos casos tdxicos. Dada una fuente de carbono
adecuada, muchos hongos crecen con nutrientes organicos simples, ya que pueden
sintetizar los constituyentes celulares necesarios a partir de nitrégeno inorganico,

fésforo, potasio, azufre, etc. (Wainwright, 1992).
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3.5 Reproduccion de hongos de tipo tetrapolar heterotalicos (Lentinula y
Pleurotus)
Cuando el micelio de un hongo ha acumulado suficientes nutrientes, se forman unos
pequefos nudos hifales o primordios del basidiocarpo (en la periferia de la colonia),
los cuales al desarrollarse forman diminutos esporoéforos, cuyos tejidos se expandiran
rapidamente dando lugar a la formacion de los esporéforos. Estas fructificaciones son
el resultado de los procesos de reproduccion sexual del hongo y constituyen los
cuerpos reproductores, en los que el hongo forma las esporas que constituyen la
semilla de dispersién del hongo. Las esporas son de origen sexual, y pueden ser
microscopicas 0 macroscopicas, en el caso de los basidiomicetos, las esporas son

sexuales (Deacon, 1988).

Cuando las basidioesporas caen sobre el sustrato adecuado, germinan produciendo
hifas que al ramificarse integraran el micelio. El micelio originado por una espora
produce micelio de tipo monocaridtico (un solo nucleo). Cuando el micelio
monocariotico o primario, se fusiona con otro micelio primario compatible se produce
un micelio dicaridtico o secundario, cuyas células tendran dos nuicleos cada una. Esta
union sexual se llama plasmogamia y constituye el primer paso en la reproduccién
sexual del hongo. En donde los nlcleos de dos cepas coexisten en un citoplasma
comun. Las fibulas constituyen la huella del intercambio nuclear entre las células, es
decir ha ocurrido la plasmogamia, ya que una fibula aparece debido a un intercambio
nuclear y es consecuencia de la conjugacion del micelio monocaridtico para originar el
micelio dicaridtico. En un principio se origina como una pequefia ramificacion en el
extremo de una hifa en crecimiento para posteriormente curvarse en forma de gancho
(Deacon, 1988). A partir del micelio secundario se forman los cuerpos fructiferos, en su
himenio se forman los basidios, en los que antes de madurar, se lleva acabo la
cariogamia (fusion nuclear) segunda etapa importante, que es la fusién nuclear
definitiva de los dos nulcleos que aparentemente se unieron en la plasmogamia. El
nucleo del zigoto resultante sufre rapidamente una meiosis (tercera etapa) en la cual
los genes de tipo reproductivo y los que controlan otras caracteristicas, se segregan en
los cuatro nucleos hijos resultantes. Es decir ocurre la recombinacion genética. El
basidio tetranucleado produce cuatro extensiones tubulares denominadas esterigmas
cuyos apices se expanden formando las esporas, finalmente los nucleos haploides

migran a través de los esterigmas hacia las basidiosporas.
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Los hongos son haploides en casi todo su ciclo de vida (desarrollo micelial y produccion
de fructificaciones), Unicamente la célula formada en la cariogamia es diploide. Sin
embargo, dicha célula con nucleo diploide se divide inmediatamente formando cuatro

células haploide o basidiosporas (Deacon, 1988).

Figura 2. Ciclo reproductivo de hongos tipo tetrapolar heterotalicos (Starr, 2008).

3.6 Patrones de sexualidad: homotalismo y heterotalismo

Después de la cariogamia el patron de sexualidad de los hongos puede ser homotalico
0 heterotdlico. El patron de sexualidad homotalico u homotalismo es la condicién
sexual de los hongos, en la que la conjugacion se realiza entre el micelio de un sdlo
individuo, es decir la estructura fructifera es producida por un soélo micelio

monosparico. Existen dos tipos de homotalismo entre especies autofértiles:

a) Homotalismo primario: las esporas que originaron el micelio son
uninucleadas y compatibles entre si, tiene la posibilidad de progresar a través
de heterocariosis a la culminacion del ciclo sexual.

b) Homotalismo secundario: se establece a partir de una espora que tiene dos
nucleos meidticos de diferentes tipos de apareamiento compatibles entre si y

son capaces de formar un micelio secundario (Guzman et a/., 2002).
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El heterotalismo se refiere a la formacion de micelio secundario a través de dos

individuos, puede haber heterotalismo unifactorial o bifactorial, segin exista uno o dos

juegos de caracteres genéticos.

El heterotalismo unifactorial, tiene como producto final cuatro esporas uninucleadas,
con un solo caracter genético cada una; en el heterotalismo bifactorial, las cuatro
esporas uninucleadas formadas poseen un juego de caracteres genéticos, ya que hay
cuatro genes (A;, Ay; By, B;) en dos cromosomas controlando los tipos reproductivos,
por consiguiente en cada basidio hay cuatro basidiosporas de tipos distintos (A;B;,
A,B, A;B,, A,B;). Para que tenga lugar la reproduccién sexual es necesario que se

encuentre dos tipos compatibles (Guzman et a/., 1993).

3.6.1 Compatibilidad bifactorial y tetrapolar

La compatibilidad bifactorial estd controlada por un sdlo factor, que suele ser
denominado factor A, dispuesto en un par de cromosomas homdlogos que necesitan
unirse durante la reproduccién sexual, para formar el par de genes alelos o alelomorfos
compatibles, A;A,. Los otros tipos de unidn (A;A;, AA;) son incompatibles y por lo

tanto estériles.

La compatibilidad tetrapolar, depende de dos factores situados en los pares de
cromosomas homdlogos y se denominan factores A y B, debido a que estan ubicados
en cromosomas diferentes, la segregacion de estos factores durante la meiosis es
independiente. Cada nucleo tiene su par de genes alelos o alelomorfos que controlan el
mismo tipo de caracteres; se presenta un alelo en cada lugar, en posicion idéntica
respecto a su cromosoma homologo formandose asi parejas de genes (Am,AnYy BoBp)
en dichos cromosomas, situados en su loci correspondiente. Sélo es fértil la unién
sexual en la que se relnen cuatro alelos diferentes para formar un micelio
heterocigdtico, por ejemplo con los alelos A;A;B1B,. Un talo con este juego de alelos
puede producir basidioesporas de cuatro genotipos diferentes: A;B;, A.B,, AiBo y
A,B;. También es posible que se produzcan espora solamente de dos tipos si la
combinacion de caracteres se efectiia de la siguiente forma: A;B1, A1B1, AsBs Y AsBo.
Esto depende del arreglo de los cromosomas homdlogos durante la meiosis y del
entrecruzamiento (crossing over) de un par o de ambos pares de cromosomas (Herrera
y Ulloa, 1990).

11
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3.7 Control genético del desarrollo del esporéforo.

Los genes de A y B regulan diferentes funciones celulares durante el apareamiento y la
formacion del dicarion. Los genes del loci del tipo de compatibilidad A controlan la
duplicacion de los dos nucleos parentales dentro del dicaridn e inducen la formacion de
fibulas en las células, sincronizando la division nuclear y consecuentemente la
formacion del septo (figura 3). Una vez efectuada la fusion de micelios monocaridticos,
los genes B son responsables de la disolucion del septo y la migracion nuclear. Por otra
parte en el dicarion ya establecido, los genes B controlan la fusion de fibulas después
la sincronizacion de la division nuclear y de este modo regulan la liberacion del nicleo

inicialmente atrapado dentro de la fibula no fusionada (Kues y Liu, 2000).

Figura 3. Papel de los genes de factores de incompatibilidad A y B en la regulaciéon y
mantenimiento del dicarion (Valencia del Toro, 2002).

12
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3.8 El hongo comestible Pleurotus eryngii

3.8.1 Nombres comunes y cientifico

"o\

"Seta de cardo”, “trompeta real” en castellano, "girgola
de panical" en valenciano, en chino xing bao gid

(Wikipedia, 2008). Nombre cientifico: Pleurotus eryngii

3.8.2 Clasificacion cientifica

Reino: Fungi, filo: Basidiomycota, clase:
Homobasidiomycetes, orden:  Agaricales, familia:

Pleurotaceae, género: Pleurotus, especie: eryngii.

3.8.3 Distribucion

Los nombres ya aluden a su lugar de crecimiento, que es en los campos sin cultivar
donde crece el cardo corredor o Eryngium campestris. Esta muy difundido por Europa
meridional, siendo muy frecuente en toda Espafa. Es una excelente seta comestible
tipica de los paises mediterraneos meridionales (sur de Europa, norte de Africa y Asia

central).

3.8.4 Descripcion

El sombrero es al principio hemisférico y luego aplanado de 3 a 12 cm de diametro,
con el borde incurvado y excéntrico con respecto al pie. De color muy variable desde el

crema palido hasta el pardo castafio oscuro.

Las laminas estan espaciadas, desiguales y decurrentes, color blanco al principio que
posteriormente se torna a crema. El pie o estipite es cilindrico, macizo "poco correoso",
color blanco, mide aproximadamente de 3 - 10 cm. La esporada es blanca, de forma
eliptica y alargada de 10-12 x 5-6 micras. Su carne es blanquecina y firme, con un
sabor dulce y un olor agradable. Por ello su carne blanca y compacta es muy valorada

culinariamente (Wikipedia, 2008).

13
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3.8.5 Habitat

Suele desarrollarse sobre raices muertas de distintas plantas. Fructifica en el otofio,
particularmente si el suelo ha recibido precipitaciones importantes y se producen
temperaturas suaves, ocasionalmente puede salir en primavera, siempre que haya sido

lluviosa y calida. Frecuentemente es atacado por larvas.

3.8.6 Recoleccion

Suele recolectarse junto a los cardos, sobre las raices de la planta desarrollada en el
ano anterior, de los que se nutre. Por lo tanto no tenemos que buscarlo en los

bosques. Se le encuentra desde el final del verano hasta el invierno.

En su recoleccién se debe cortar las setas por la base del pie, sin hurgar en el terreno,
de modo que no se estropee el micelio que esta creciendo en el sustrato, para que
puedan salir nuevas floraciones. No arrancarla, sino cortarla, para evitar dafar el

micelio y evitar la posibilidad de una segunda fructificacién (Gardencenterejea, 2008).

3.8.7 Usos culinarios

La seta de cardo es una de las setas mas apreciada por sus caracteristicas sensoriales
apropiadas para todo tipo de platillos. Su sabor es mas delicado que los champinones y
las setas (Pleurotus ostreatus). Su carne es blanca, suave, firme, de olor fungico y
sabor delicado. Es muy combinable con carnes, pescados y hortalizas, tiene un sabor

suave y textura fina (Wikipedia, 2008).

3.8.8 Cultivo de P. eryngii

Es una seta de mayor calidad que las otras del mismo género conocidas, pero su
cultivo es mas dificil y se presentan fracasos que han impedido hasta ahora su
explotacion a escala comercial, lo que le ha dado ain mayor posicionamiento como

alimento “Gourmet”.
La recoleccion del producto silvestre no esta al alcance de todos, ni es suficiente, ni

todos los afios es homogénea, y por ser también superior en calidad a los hongos

tradicionalmente cultivados (champifion y setas), se esta intentando desde hace
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muchos afos cultivarla sobre algunos sustratos tales como: paja de trigo
complementada con otros materiales como salvado en un 20% (Garcia, 1998).

Su crecimiento es lento, por ello es necesario esterilizar completamente el sustrato.
Posterior a la esterilizacion, cuando la temperatura ha descendido a 25°C
aproximadamente, se inocula el sustrato con el micelio puro y se incuba a 24-25°C. El
micelio crece bien a un pH de 7.5 — 8.0. Para que en la fructificacion el pH no
descienda, se debe adicionar carbonato de calcio al sustrato.

Cuando el micelio ha conseguido invadir totalmente el sustrato hay que inducir la
formacion de primordios, quitando el plastico de las bolsas o abriéndolas por arriba,
proporcionando una humedad ambiental de 95% y bajando la temperatura a 10 —
15°C. Durante la produccidn se suelen obtener dos oleadas o brotes bastante
distanciados, ademas requiere de ventilacion y luz. La cosecha puede representar

hasta un 30% del peso del sustrato seco (Garcia, 1998).

3.9 El hongo comestible Pleurotus spp.

3.9.1 Nombres comunes y cientifico

Pleurotus, girgola, seta comun, seta de ostra,
hongo ostra, orejon, seta de chopo. Nombre

cientifico: P. ostreatus, P. djamur, P. pulmonarius.

3.9.2 Clasificacion cientifica

Reino:  Fungi, filo: Basidiomycota, clase:
Homobasidiomycetes, orden: Agaricales, familia: Pleurotaceae, género: Pleurotus,

especie: ostreatus, djamury pulmonarius

15



[; o ANTECEDENTES E"‘%
3.9.3 Descripcion

Las especies de Pleurotus en general son conocidos por su forma de paraguas,
sombrero de 5-15 cm, muy excéntrico y variable, normalmente en forma de concha,
con el margen primero incurvado y después recto, a menudo ondulado. La cuticula,
que es separable, es lisa y brillante, de color muy variable, beige, gris claro, gris
negruzco o gris azulado. Laminas juntas, decurrentes hasta la base del pie, de color
crema. Esporada de color gris lildceo. Pie muy corto de 1-4 x 1-2 cm, excéntrico o
completamente lateral, recubierto de vellosidades de color blanco, carne firme y
fibrosa, blanca, de olor agradable a veces algo anisado (Garcia, 1998).

Las setas poseen su pie mas lateral que céntrico, por lo que su desarrollo se da en
forma de una ostra u oreja, de hecho a este hongo técnicamente se la llama Pleurotus,

término que deriva del griego pleura o pleurdn (costado o lado) y del latin otus, oreja.

Para que la seta se desarrolle adecuadamente se requiere de una temperatura y
humedad adecuadas, asi como aire que aporte oxigeno y cierta cantidad de luz
(Gaitan, 2004).

3.9.4 El cultivo de Pleurotus

Los hongos del género Pleurotus se han convertido en un producto comestible
ampliamente reconocido en la industria de los hongos cultivados. Su técnica de
produccién sencilla y barata, asi como su habilidad para crecer de manera rapida en
diversos residuos organicos y su adaptacién a diversas condiciones climaticas, son
caracteristicas atractivas que han aumentado el interés de muchos cultivadores. Las
setas crecen de manera natural en troncos en descomposicion o en diferentes
materiales obtenidos como subproductos de las actividades agricolas. Por esta razon es
posible cultivarlas en desechos de la agroindustria tales como pulpa de café, bagazo de

cana de azucar y diversas pajas de cereales (Martinez et a/., 2006).
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3.10 El hongo comestible Lentinula edodes

3.10.1 Nombres comunes y cientifico

Shitake en Japon y xiangu en China. Nombre
cientifico: Lentinula edodes.

3.10.2 Clasificacion cientifica

Reino:  Fungi, filo: Basidiomycota, clase:
Homobasidiomycetes, orden: Agaricales, familia: Marasmiaceae, género: Lentinula,
especie: edodes.

3.10.3 Descripcion

Es una seta de sombrero convexo de 4 a 16 cm de diametro y de color variable de ocre
parduzco claro a pardo-rojizo con cierto tono violaceo. Al madurar se torna mas oscuro
por el centro y suele agrietarse, viéndose la carne mas clara en el fondo de las grietas.
También son frecuentes las escamas, de tamafo y color variables, sobre todo en la
periferia, cuyo margen esta enrollado de joven. Sus esporas son alargadas y de color
blanco. El estipite a menudo excéntrico, blanquecino por arriba y de tono mas claro
que el sombrero por abajo, donde es algo escamoso. La carne es blanquecina, de
sabor acido agradable (Garcia, 1998).

3.10.4 Propiedades terapéuticas

L. edodes presenta diversas propiedades funcionales, como acciéon antitumoral e
hipocolesterolémica y en estudios recientes se ha confirmado su potencial
antimicrobiano y antioxidante (Good et a/, 2007). Dichas propiedades se deben a la
presencia de sustancias bioldgicamente activas en los esporoforos (principalmente en
la pared celular) y el micelio de L. edodesy en su mayoria se trata de polisacaridos y

complejos polisacarido-proteina.
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3.10.5 Técnicas de cultivo

Basicamente se distinguen dos tipos de cultivo de L. edodes: 1) Cultivo tradicional
sobre troncos y 2) Cultivo en bolsas con aserrin.

3.10.5.1 Cultivo tradicional sobre troncos

El cultivo sobre troncos ha sido el tradicional en Oriente utilizando troncos de arboles
de hoja ancha, tales como encino, hayas, abedul, dlamos y sauces de 5 a 20 cm de
diametro. Los troncos son talados en invierno y se apilan en el bosque formando capas
en direcciones cruzadas para permitir la circulacion del aire y reducir la humedad hasta
un 40-45%.

Los troncos son inoculados con micelio propagado en aserrin con 20% de salvado de

trigo o arroz y 3% de glucosa, humedecido y esterilizado. Cuando los troncos ya estan
invadidos por el micelio, después de 5 a 16 meses (dependiendo de la clase de tronco
y sobre todo de la temperatura), los troncos se llevan al sitio definitivo para la
fructificacion que sera inducida por las lluvias (o riegos) y los cambios de temperatura
que suceden naturalmente en primavera y otofo. La produccion de esporoforos en los
troncos sucede por oleadas o brotes separadas entre si por un tiempo muy variable (3
a 6 meses) y pueden mantenerse los troncos en produccidon por un periodo de 2 a 6
anos, obteniéndose rendimientos de 10 a 20% del peso seco de la madera (Garcia,
1998).

3.10.5.2 Cultivo en bolsas de aserrin

A principios de 1970 en Taiwan, Japdén y China, se empezd a producir shiitake
comercialmente en residuos madereros como el aserrin de maderas duras, bajo
condiciones controladas de temperatura, luz, humedad relativa del medio ambiente y

contenido de humedad del sustrato.

El gran progreso para el cultivo a escala comercial fue el uso de bolsas de plastico
esterilizables, en las cuales el sustrato puede comprimirse, esterilizarse, inocularse y
permitir la propagacion del micelio. El sustrato suele mezclarse con salvado de trigo o
arroz, restos de maiz o de semillas de algoddn, cascaras de cacahuates, etc., se ajusta
el contenido de humedad, se esteriliza y se inocula con el micelio del hongo. En estas

bolsas el micelio se propaga formando un bloque sdlido al cabo de 30-70 dias; cuando
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aparecen manchas himedas cafés sobre la superficie del bloque, el sustrato esta listo
para pasar a la etapa de fructificacion, en ese momento la bolsa es retirada. Para
estimular la formacidon de primordios se debe incrementar la humedad relativa por
medio de riegos continuos, disminuir la temperatura del ambiente (12 - 20°C) y dar
ciclos 12 horas de luz natural o artificial por 12 horas de oscuridad (Schmidt, 2006).
Los rendimientos que se reportan mediante el empleo de este tipo de cultivo son del
70-261% (Ramirez y Leal, 2002).

3.11 Mejoramiento genético de hongos comestibles

Ademas de las diferencias entre los métodos de cultivo y/o composicion de los
sustratos, la seleccion de genotipos adaptados a sustratos es un camino para mejorar
la producciéon de los diferentes hongos comestibles (setas y shiitake) con el fin de
obtener cepas altamente productivas, propias para la produccién a escala comercial y
desarrollar informacion acerca de la adaptacion del hongo a sustratos lignocelulosicos
especificos (Silva et al, 2005). La seleccion de los genotipos puede lograrse a través

de un programa de mejoramiento genético.

Cualquier programa de mejoramiento genético de hongos comestibles depende del
conocimiento bioldgico de la especie que se desea mejorar, por lo que es necesario
conocer su ciclo de vida, patron de sexualidad, habitat natural, sustrato en el que se
desarrolla, requerimientos nutricionales y ambientales, asi como su relacién con otros
organismos Y la disponibilidad de diversidad genética en el material (color, tolerancia a
la temperatura, resistencia a enfermedades, patrones de produccion durante la
fructificacion, nimero de brotes y periodo entre éstos, asi como el peso de los
esporoforos). De las variables involucradas dependera en gran medida el éxito del
programa, el cual buscara lograr la mejor combinacién de genes que controlen las

caracteristicas de interés comercial (Chang, 2000).

Actualmente hay un auge en el uso de técnicas de biologia molecular para programas
de mejoramiento genético con distintos tipos de organismos. En el caso de los hongos
comestibles, no obstante se presenta la dificultad de que son organismos complejos
con una amplia gama de caracteristicas, muchas de las cuales estan bajo el control de
varios genes. Por tal motivo la mayoria de los programas de mejoramiento genético
para hongos comestibles se basan en el sistema natural de recombinacién genética

producido al aparear micelios monocaridticos compatibles. El propdsito del

19



[; o ANTECEDENTES E&\"ﬁﬁ

entrecruzamiento es combinar las caracteristicas presentes en distintas cepas mediante

cruzas controladas para obtener asi cepas cuyo genoma posiblemente les permitira
expresar las caracteristicas de las cepas seleccionadas (Sonnenberg et a/., 2005). En
general, existen dos posibilidades para obtener el material inicial para un programa de
mejoramiento genético de este tipo: 1) Aislamiento y recuperacion de la progenie
meidtica (esporada) y 2) Desdicariotizacion (obtencion de componentes

monocarioticos).

3.11.1 Recuperacion de la progenie meidtica

Este método consiste en recolectar las esporas producidas por los espordforos de las
cepas de interés para efectuar apareamientos compatibles de una misma progenie. Sin
embargo, existen reportes de que mediante tal metodologia los hibridos no siempre
superan a las cepas parentales (Gaitan, 2000; Salmones et a/., 2004). Por otra parte es
un método lento debido a que es necesario fructificar las cepas en un inicio para
obtener la esporada y en una ocasion posterior para evaluar las caracteristicas de las
cepas obtenidas se llevan nuevamente a fructificar. Otra desventaja de este método es
la necesidad de realizar muchas cruzas ya que no se tienen las bases genéticas y
moleculares para asegurar la presencia de las caracteristicas deseadas en la progenie
obtenida. Esta incertidumbre sobre el aporte genético presente en las basidioesporas
se debe a que para su segregacion el micelio dicaridtico sufre primeramente la
cariogamia y posteriormente la meiosis. Durante la cariogamia se fusionan los nucleos
del micelio dicariético produciendo un nucleo zigético, el cual sufre la meiosis, fase en
la cual se da la recombinacién genética y se producen cuatro tipos de esporas que
contienen el material genético en una combinacion diferente a la que se encontraba en

las cepas monocaridticas que originaron el dicariote.
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3.11.2 Desdicariotizacion

La desdicariotizacion es la separacion artificial de un dicariote en sus componentes
monocarioticos, que se caracterizan por un micelio sin fibulas, el cual se denomina

neohaplonte.

Este método tiene la ventaja de reducir el tiempo requerido para aislar los genotipos
presentes en las cepas dicaridticas debido a que parte de cepas dicaridticas de las
cuales se pueden aislar sus componentes monocaridticos y no se requiere de la
esporada, por tanto no es necesario fructificar las cepas seleccionadas. Por otra parte
los componentes monocaridticos de una cepa representan la composicion genética
completa de la misma, por lo que aumentan las posibilidades de obtener cepas cuyo

genoma les permita expresar las caracteristicas deseadas.

La desdicariotizacion puede efectuarse por métodos mecanicos y quimicos. La
operacion microquirdrgica es un método fisico de baja reproducibilidad y muy escasa
recuperacion de neohaplontes. La desdicariotizacién quimica emplea sustancias de alta
toxicidad como taurocolato de sodio, acido cdlico o soluciones de peptona con glucosa.
El taurocolato de sodio utilizado por Nishibori y Kinugawa (1978) para la
desdicariotizacién de L. edodes es una sustancia fungistatica que desdicariotiza a la
cepa a concentraciones que inhiben seriamente el crecimiento micelial. Al utilizar
peptona de carne el crecimiento micelial de las cepas de L. edodes resulta muy lento
requiriéndose tiempos de incubacion de hasta 45 dias, sin embargo permite la

recuperacion de neohaplontes (Arteaga et a/., 1996).

El efecto desdicariotizante de las soluciones de glucosa-peptona se atribuye a la
presencia de algun compuesto tdxico producido durante la esterilizacion de la solucion
desdicariotizante pero no se conoce con certeza el mecanismo que provoca la
desdicariotizacion de micelios dicaridticos. Miles y Raper (1956) y Tokimoto et al.,
(1978) propusieron la siguiente hipotesis: la destruccion del dicariote por agentes
quimicos resulta en un defecto en la fusién entre las fibulas y la pendltima célula
durante el proceso, lo que ocasiona que la fibula y la pentltima célula contengan un

solo nucleo y se forme el neohaplonte.
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4. JUSTIFICACION

El cultivo de los hongos comestibles ha tomado gran importancia en los Ultimos afios,
debido a que se han convertido en una alternativa nutrimental por su contenido de
proteinas, fibra, vitaminas y minerales. Ademas su cultivo y comercializacion poseen un
alto potencial econémico que anualmente deja ganancias por millones de dolares.

Considerando que las setas corresponden al segundo hongo mas cultivado tanto a
nivel nacional, como internacional los programas de mejoramiento genético por medio
de métodos tradicionales, pueden ser una alternativa viable para proveer de material

novedoso al mercado nacional.

El hongo comestible Pleurotus eryngii no se produce a escala comercial en nuestro
pais, es introducido en el mercado nacional como producto de importacion en la
categoria “gourmet”. Este hongo posee un estipite sumamente grueso, carnoso, no
correoso y con caracteristicas sensoriales muy agradables, ademas de combinar con
una gran variedad de alimentos. Por ser superior en calidad a los hongos
tradicionalmente cultivados en el pais (champifion y setas) esta variedad es muy
apreciada y dado que su valor comercial es elevado ($400 — 500 /kg) resulta
interesante tratar de obtener hibridos con caracteristicas comercialmente
aprovechables entre cepas de P. eryngii con cepas comerciales de Pleurotus spp y/o L.

edodes.

Con la obtencion de hibridos entre cepas del mismo género (P. ostreatus y P. eryngii)
se planted obtener hibridos donde se mantuvieran las caracteristicas del estipite de
eryngii y se eliminaran las caracteristicas indeseables de las otras especies de
Pleurotus (estipite delgado y correoso) y se promueva la seleccion de cepas con
estipite delgado o grueso, no correoso, con grandes pileos con morfologias semejantes
ya sea a las tipicas de Pleurotus o a las de eryngii. Ademas se busco la obtencion de
colores novedosos en las nuevas cepas. En la obtencién de hibridos entre P. eryngii y
L. edodes se planted obtener cepas con caracteristicas sensoriales novedosas en
términos del grosor y tamafio del estipite, forma y color del pileo, asi como en sabores
y aromas novedosos. De esta manera podria diversificarse y ampliarse la capacidad de
los productores para competir con mayor cantidad de productos a nivel nacional e
internacional. Y con este tipo de proyectos de mejoramiento genético podria
contribuirse a incrementar la rentabilidad del proceso de cultivo de hongos comestibles

en nuestro pais y eliminar la dependencia cepas y tecnologia del extranjero.
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5. OBJETIVOS

5.1 Objetivo general

Obtener cepas hibridas de interés comercial por apareamientos entre neohaplontes de
Pleurotus eryngii con cepas monocarioticas y dicarioticas de Pleurotus spp. y Lentinula

edodes.

5.2 Objetivos particulares

e Obtener los dos componentes monocarioticos (neohaplontes) de una cepa
comercial de P. eryngi.

o Clasificar los neohaplontes obtenidos de A. eryngii para evaluar la recuperacion
los dos tipos de compatibilidad de la cepa dicaridtica original.

e Comprobar si la recuperacion de los 2 neohaplontes es en una proporcién 1:1.

e Aparear neohaplontes de P. eryngii con neohaplontes de L. edodes para la
obtencion de hibridos.

e Aparear neohaplontes de P. eryngii con cepas monocaribticas y neohaplontes
de Pleurotus spp. para obtener hibridos.

e Realizar cruzas tipo di-mono (dicarion—-monocarion) entre cepas dicaridticas
comerciales de P. ostreatus y neohaplontes de A. eryngii para la obtener
hibridos.

e En caso de obtener hibridos:

o Seleccionar las cepas hibridas que se llevaran a fructificacion.

o Evaluar la eficiencia bioldgica, caracteristicas  fenotipicas y
organolépticas de las cepas hibridas fructificadas.

o Seleccionar las cepas hibridas con altos rendimientos y caracteristicas

novedosas para su uso comercial.
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6. HIPOTESIS

Si se somete una cepa dicaridtica de Pleurotus eryngii a los efectos de una solucién
desdicariotizadora, es posible recuperar sus dos componentes monocarioticos

(neohaplontes).

Si se entrecruzan neohaplontes de P. eryngii con diferentes neohaplontes de L.
edodes, se obtendran dicariotes con caracteristicas combinadas de las cepas

parentales.

Si se efectlian cruzas dicaridn-monocarion entre una cepa dicaridtica de Pleurotus spp.
y neohaplontes de P. eryngii, los nuevos dicariotes presentaran caracteristicas

combinadas de las cepas parentales.
Con el apareamiento de neohaplontes de P. eryngii con cepas de Pleurotusy Lentinula

se obtendran hibridos con mayores eficiencias bioldgicas y fenotipos atractivos para la

produccién comercial.
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7. MATERIALES Y METODOS
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Figura 4. Diagrama general para llevar acabo el mejoramiento genético de cepas de
hongos comestibles a partir de neohaplontes de P. eryngii.
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7.1 Material biolégico
Se utilizd una cepa comercial de Pleurotus eryngii (dicaridtica), la cual fue sometida al
proceso de desdicariotizacion para la obtencion de sus dos componentes

monocarioticos o neohaplontes.

Para la obtencion de hibridos se utilizaron neohaplontes de Lentinula edodes y
Pleurotus ostreatus, asi como cepas monocarioticas y dicarioticas de Pleurotus spp.

Todas las cepas estan disponibles en el cepario del Departamento de Alimentos y
Biotecnologia de la Facultad de Quimica, UNAM. Para el mantenimiento de las cepas y
la propagacion micelial se utilizdé medio de agar extracto de malta (AEM).

7.2 Preparacion de medios de cultivo
7.2.1 Solucién de extracto de malta

Se preparé medio liquido de extracto de malta (EM) con 15 g de extracto de malta
Bioxon® disueltos en 1 litro de agua destilada, se dosificaron 50 ml del medio de
cultivo en matraces Erlenmeyer de 125 mL de capacidad y se esterilizaron a 121°C y
15 Ibs de presion durante 30 minutos. Este medio se utilizd para evaluar la viabilidad

del micelio posterior a su macerado.

7.2.2 Medio de agar extracto de malta

El medio agar extracto de malta (AEM) se prepard disolviendo 15 g de extracto de
malta y 20 g de agar bacterioldgico en 1 litro de agua destilada y se esterilizd en
autoclave a 121°C y 15 Ibs de presion durante 30 minutos. Se colocaron 10 mL del
medio estéril en cajas Petri estériles, una vez solidificado el medio, las cajas se
colocaron dentro de bolsas de plastico y se incubaron a 24°C durante 24 horas para
verificar su esterilidad. Este medio se utilizd para la propagacion micelial de todas las

cepas Yy para realizar los apareamientos.
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7.2.3 Soluciones desdicariotizadoras

Se prepararon soluciones desdicariotizadoras con diferentes concentraciones de
glucosa anhidra High Purity® (20, 25, 30, 40 y 60 g/L) y peptona bacterioldgica
Oxoid® (20, 25, 30, 40 y 60 g/L). Ambas disueltas con agua destilada en el mismo
matraz. Se dosificaron 50 mL de las soluciones desdicariotizadoras en matraces
Erlenmeyer independientes de 125 mL de capacidad y se esterilizaron a 121°C y 15 Ibs
de presién durante 30 minutos. Se incubaron a 24°C durante 24 horas para verificar la
esterilidad. Estas soluciones se emplearon para obtener los dos componentes
monocarioticos de la cepa de AP. eryngii.

7.3 Procedimiento para la desdicariotizacion de la cepa de P. eryngii
7.3.1 Preparacion del in6culo para la desdicariotizaciéon

Se resembroé la cepa de Pleurotus eryngii en medio de agar extracto de malta (AEM),
colocando 5 indculos de 0.3 mm de didmetro en 5 puntos equidistantes de la placa de
agar, a 1 cm de distancia del borde de la caja. Las cajas se incubaron a 24°C hasta
observar colonias de alrededor de 3 cm de didmetro. Las 5 colonias previamente
crecidas en AEM se colocaron en un vaso de homogeneizador estéril (waring blendor)
con 50 mL de agua destilada estéril y fria. El homogeneizador se operd por diferentes
tiempos (30, 60, 90, 120, 150, 180, 210, 240 y 300 segundos) a la velocidad mas alta.

Los matraces con solucién desdicariotizadora y solucion de extracto de malta se
inocularon con 50 y 100 uL del macerado y se incubaron a 24°C hasta la aparicion del

micelio.

7.3.2 Desdicariotizacion de la cepa de P. eryngii

Al observar desarrollo micelial en los matraces, se tomaron alicuotas de 25 y 50 uL de
la solucidon desdicariotizadora y se inocularon en placas con AEM. Las cajas Petri se
incubaron a 24°C hasta la aparicion de colonias. Ademas se homogeneizd el contenido
de los matraces en un vaso estéril de homogeneizador (waring blendor) durante 30
segundos y se inocularon 50 y 100 uL del homogeneizado en placas con AEM. Las
placas también se incubaron a 24°C hasta la aparicién de colonias. Se examind al
microscopio el micelio procedente de dichas colonias para determinar la presencia o

ausencia de fibulas. Las colonias en donde se observd ausencia de fibulas fueron
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aisladas y resembradas en AEM para verificar la ausencia de fibulas al desarrollarse

nuevamente.

7.3.3 Clasificacion de los neohaplontes en los dos tipos de compatibilidad

Para identificar los dos componentes monocarioticos de la cepa dicaridtica, se
seleccionaron cinco neohaplontes y se cruzaron con todos los neohaplontes obtenidos
en medio AEM. Las cajas se incubaron a 24°C hasta observar la aparicién de colonias.
Se examinaron al microscopio las colonias desarrolladas para determinar la presencia o

ausencia de fibulas.

7.3.4 Resiembra de neohaplontes de Lentinula edodes y monocariotes de

Pleurotus spp.

Para la propagacion micelial de las cepas monocariéticas de Pleurotus spp. existentes
en el cepario, éstas se resembraron en medio agar extracto de malta (AEM), colocando
5 indculos de 0.3 mm de diametro en 5 puntos equidistantes de la placa de agar, a una
distancia de los bordes de la caja de aproximadamente 1.5 cm. Las cajas se incubaron
a 24°C hasta observar colonias de alrededor de 3 cm de didmetro. Todas las colonias
se observaron al microscopio para confirmar, que las cepas estuvieran libres de

contaminaciones y que el micelio correspondiera a su caracter monocariético.

En las tablas 1 y 2 se presentan las cepas utilizadas tanto de Lentinula edodes, como

de Pleurotus spp.

Tabla l. Neohaplontes de Lentinula edodes utilizados
para la obtencion de hibridos

Clave de la cepa
L5-23 L10-4S L19-2
L5-25 L10-4S2 L20-6
L5-26 L15-5 L20-8
L9-2 L15-11 L21-7
L9- 3 L18-2 L21-8
LS- 8 L18-1S L21-2S
L9-16 L18-2S L21-3S
L10-1S L19-1 L21-20
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Tabla 2. Cepas monocariodticas de Pleurotus spp.
Clave de la cepa
Progenie monocariética | Neohaplontes obtenidos a partir de
cepas comerciales de Pleurotus spp
PM204 K1508-5 HK35-39
PM206 K1508-7 HK35-40
Monocariotes silvestres K1508-9 ASP 8

P400 K1508-12 ASP 17
P402 K1508-17 ASP 18
P403 K8501-1 ASP 21
P404 K8501-2 SOM 3015-11
P405 K8501-3 SOM 3015-12
P406 K8501-4 SOM 3015-14
P407 K8501-5 SOM 3015-15
P408 K8501-7 SOM 3015-16
P409 K8501-9 SOM 3015-17
P410 K8501-11 SOM 3015-19
P411 K8501-20 SOM 3015-24
P412 K8501-23 SOM 3015-25
P413 HK35-35 SOM 3015-28
P414 HK35-36 SOM 3015-29
P416 HK35-37 SOM 3015-30
P417 HK35-38

7.3.5 Cepas monocariotes y neohaplontes de Pleurotus spp. solicitadas a

otras instituciones de investigacion

En la Tabla 3 se presentan las cepas de tipo monocaridtico de la especie P. ostreatusy

P. pulmonarius, solicitadas al Dr. Gustavo Valencia del Toro (UPIBI) y a la Dra. Graciela
Huerta Palacios de El Colegio de la Frontera Sur, Unidad Tapachula (ECOSUR).

Tabla 3.

Cepas del género Pleurotus solicitadas a UPIBI y ECOSUR

Clave de la cepa

Especie

Tipo de micelio

Procedencia

UAP1

UAP2

POS1

SEC1

PCM1

P. ostreatus

Neohaplontes

UPIBI

ECS-0194

ECS-0186-6

ECS-0186-2

P. pulmonarius

Progenie
monocariotica

ECS-01103

ECS-01105

P. ostreatus

ECOSUR
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7.3.6 Resiembra de cepas dicaridticas para apareamientos di-mono.

La resiembra de las cepas dicaridticas procedentes del cepario de la UNAM se realizd
en medio agar extracto de malta (AEM), colocando 5 indculos de 0.3 mm de didametro
en 5 puntos equidistantes de la placa de agar, a una distancia de los bordes de la caja
de aproximadamente 1.5 cm. Las cajas se incubaron a 24°C hasta observar colonias de
alrededor de 3 cm de didmetro. Se inspeccionaron dichas colonias al microscopio para
confirmar, que el micelio de las cepas estuviera libre de contaminaciones y que hubiera

presencia de fibulas caracteristicas del micelio dicariotico.
En la Tabla 4 se presentan las cepas de Pleurotus ostreatus, resembradas para su

posterior apareamiento con los dos tipos de neohaplontes obtenidos de A. eryngii por

medio de cruza di-mono.

Tabla 4. Cepas dicaridticas de Pleurotus ostreatus.

Clave de la ) )
cepa Especie Procedencia

ASP14
Nh2-Vo8
PM12 P. ostreatus
P401
P411
P. ostreatus florida

CP253 P. djamur
CP50
HK35-39 P. ostreatus
K8501-6
IE201 P. djamur
IE200 P. ajamur
P. djamur

P. ostreatus blanco

Alemania

Colegio de Posgraduados, Puebla

Hongos Leben

Instituto de Ecologia, Xalapa

Cepas comerciales de Toluca
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7.4 Produccion de hibridos

7.4.1 Cruza de neohaplontes de AP. eryngii con monocariotes de Pleurotus

spp. y neochaplontes y de L. edodes.

Para la obtencion de hibridos se realizaron cruzas entre todos los neohaplontes
disponibles de P. eryngii en medio AEM con diferentes monocariotes de Pleurotus spp.
y neohaplontes de Lentinula edodes. Todas las cruzas se incubaron a 24°C hasta
observar desarrollo de las colonias. Posteriormente las colonias desarrolladas se

examinaron al microscopio para determinar la presencia de fibulas.

7.4.1.1 Revision microscoépica y aislamiento de dicariotes.

Las colonias desarrolladas se observaron al microscopio para determinar la presencia
de fibulas. Las colonias que presentaron micelio de tipo dicaridtico, es decir con
presencia de fibulas fueron aisladas en placas de AEM para su propagacion y posterior

inoculacién en inéculo de grano.

7.4.2 Cruza de neohaplontes de AP. eryngii con monocariotes de P,

pulmonarius y neohaplontes de P. ostreatus.

Se realizaron cruzas entre todos los neohaplontes disponibles de A. eryngii en medio
AEM con los diferentes monocariotes de Pleurotus pulmonarius y neohaplontes de A.
ostreatus. Las cruzas se incubaron a 24°C hasta observar desarrollo de colonias.
Posteriormente las colonias desarrolladas se examinaron al microscopio para

determinar la presencia de fibulas.

7.4.3 Cruza dicarion — monocarion (di-mono) entre cepas dicaridticas de

P. ostreatus y neohaplontes de P. eryngii.

Se colocaron 4 fragmentos de aproximadamente 2 mm de didmetro de un neohaplonte
(P. eryngi) en medio AEM, las cajas se incubaron a 24°C hasta que se observd
colonias de alrededor de 1 cm de didmetro, en ese momento se colocd un fragmento
de 2 mm de didmetro, de la cepa dicaridtica, en la periferia de la colonia

monocariotica.
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7.4.3.1 Revision microscopica y aislamiento de dicariotes obtenidos por

cruzas di-mono.

Las cajas se volvieron a incubar después de colocar el fragmento de la cepa dicaridtica
a 24°C y se inspeccionaron diariamente al microscopio hasta observar fibulas en la
periferia de la colonia monocariética en el lado opuesto donde se colocd el micelio de

la cepa dicaridtica, el nuevo micelio dicaridtico (hibrido) se aislo en AEM.

7.5 Evaluacién del crecimiento micelial de las cepas hibridas, parentales y
reconstituida de los géneros Pleurotusy Lentinula
Para seleccionar los hibridos que fueron llevados a la etapa de fructificacion se evalud
su crecimiento micelial en AEM. Para la evaluacion se resembrd cada cepa (hibrida,
parental y reconstituida). En el centro de una caja Petri se colocd un indculo de 8 mm
de diametro para todas las cepas y se resembraron 3 cajas por cepa. El crecimiento
micelial se midi6 (por duplicado en cada colonia) a los 3, 6 y 9 dias de incubacion. Con
los diametros obtenidos a los 9 dias de cada cepa hibrida y sus dos cepas parentales
se realizé6 un andlisis de varianza para observar si existian diferencias significativas
entre las cepas. Cuando se encontraron diferencias significativas se uso la prueba de
Duncan para clasificar a las cepas. En el Anexo 2 se reportan los resultados del analisis

estadistico (analisis de varianza y clasificacion de las cepas por Duncan).

7.6 Fructificacion de las cepas hibridas, parentales y reconstituidas de los
géneros Pleurotusy Lentinula

La obtencion de cuerpos fructiferos de las cepas se realizd en tres etapas:

1) Produccién del indculo de grano.
2) Preparacion de sustratos para la fructificacion.

3) Fructificacion.

7.6.1 Preparacion del in6culo de grano

Para preparar el inodculo de grano se utilizaron granos de trigo (previamente lavado y
libre de impurezas) los cuales se sometieron a una coccidén en agua a temperatura de
ebullicién durante 30-45 minutos. Transcurrido este tiempo se drend el agua y el grano
se enfrid al chorro de agua para detener la coccion. El grano frio se pesé y mezcl6 con
CaS0; al 1.3% y CaCOs al 0.3% en base himeda. De la mezcla anterior se colocaron
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0.5 kg en bolsas de polipapel. A continuacion las bolsas con grano se esterilizaron en
autoclave (2 h, 121°C y 15 Ibs/in?). Una vez frio el grano se inoculd con micelio
previamente propagado en medio de EMA de cada una de las cepas dicaridticas
(hibridos, parentales y reconstituidas). Las bolsas ya inoculadas se incubaron a 24°C
en condiciones de oscuridad durante 4 semanas, tiempo en el cual se consiguid la
invasion total del grano con el micelio. Bajo estas condiciones fue posible la
propagacion del micelio de todas las cepas dicarioticas seleccionadas para la etapa de

fructificacion.

7.6.2 Preparacion de sustratos para la fructificacion.

En esta etapa se utilizaron dos tipos de sustratos para la fructificacién de los hibridos
obtenidos. Para los hibridos obtenidos entre los neohaplontes de Pleurotus eryngii y
neohaplontes de Lentinula edodes, se utilizd tanto el sustrato empleado para la
produccién de P. eryngij, como el sustrato empleado para la produccion de L. edodes,
ya que ambos géneros (cepas parentales) requieren de diferentes sustratos (tanto en
componentes, como en proporciones) para su optimo desarrollo. Por otra parte para
los hibridos obtenidos entre Pleurotus eryngiiy Pleurotus ostreatus, sélo se evaluaron
en el sustrato utilizado para P. eryngii, ya que los requerimientos nutrimental de ambas

especies son similares.

En la tabla 5 se presentan las formulaciones de los dos tipos de sustratos utilizados

para la fructificacion de las cepas.

Tabla 5. Composicion de los sustratos utilizados en la etapa de fructificacion
de las cepas hibridas, reconstituidas y parentales de P. eryngiiy L. edodes

SUSTRATOS (Base humeda %0)
COMPONENTES L. edodes P. eryngii
Aserrin 50.0 20.0
Cascarilla de algodon 36.0 60.0
Mijo A
Sorgo molido 60 | @ -
Savadko | @ ----- 16.0
Sulfato de amonio 0.5 | @ -
Acido citrico 05 | @ -
Benlate 1.0 | @ -
Carbonatode calcio | ~  ---—-- 3.0
Sulfatodecalco | = ----- 1.0
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Para preparar los sustratos fue necesario hidratar durante 24 horas el aserrin, mijo y

cascarilla de algodon. Posteriormente se drend el exceso de agua y se peso la cantidad
establecida de cada componente dependiendo de la formulacion y se mezclaron todos
los componentes en forma homogénea. En todos los casos se ajustd la humedad al
60% aproximadamente.

Una vez preparada la mezcla se colocaron 1.5 kg del sustrato para Lentinula en bolsas
de polipapel (25x35 c¢cm). Para el caso del sustrato para Eryngii se colocé 1 kg en
bolsas de polipapel (17x45 cm). A continuacion se esterilizd el sustrato a 121°C y 15
libras de presion durante dos horas. Una vez frio el sustrato se inoculd al 5% con el
indculo de grano de cada cepa dicaridtica (hibrida, parentales y reconstituida). El
sustrato ya inoculado se incubd a 24°C en oscuridad. El sustrato para Lentinula, fue
incubado por 9 semanas y el sustrato para P. eryngii se incubd por 5 semanas en las

mismas condiciones.

7.6.3 Fructificacion

Completado el tiempo de incubacion de cada una de las cepas (hibridas y parentales),
inoculadas en sustrato de Lentinula, se retiraron las bolsas de plastico que cubrian
cada bloque de sustrato. Para los blogues inoculados en sustrato de F£ryngii solo se
descubrid la parte superior de la bolsa. Posteriormente fueron trasladados al cuarto de
fructificacion. La fructificacion se indujo mediante riegos regulares (4 veces por dia
durante 15 minutos), ventilacién con aire himedo e iluminaciéon continua. Los cuerpos
fructiferos se cosecharon antes de la apertura total del borde del pileo y se
recolectaron durante un periodo de 12 semanas para las cruzas de P. eryngii y L.
edodes. Mientras que para las cepas hibridas de P. eryngii y Pleurotus spp. fue de 8

s€manas.

7.7 Analisis estadistico de resultados

Con los valores de eficiencia bioldgica total de las cepas, tanto hibridas, como
parentales se realizd un analisis de varianza para observar si existian diferencias
significativas entre cepas. Ademas se efectué un segundo analisis de varianza donde
se incluyo la variable repeticiones con el objeto de observar si el nimero de réplicas en
cada caso fue el adecuado. Cuando se observaron diferencias significativas entre las
cepas se utilizd la prueba de rango mliltiple de Duncan para su clasificacion y asi

identificar las cepas mas productivas.
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8. RESULTADOS

El mejoramiento genético realizado en este trabajo partid de la recuperacién de los
componentes monocaridticos (neohaplontes) de una cepa de A. eryngii. Para ello se
buscaron las condiciones 6ptimas para la obtencién de dichos neohaplontes a través de

la técnica de desdicariotizacion.

8.1 Desdicariotizacion de la cepa de P. eryngii
Considerando la metodologia desarrollada por Leal-Lara (1980) y Arteaga Santillan et
al. (1996) para la desdicariotizacion de cepas de Pleurotus spp. y Lentinula edodes se
sometio la cepa de P. eryngii a las siguientes condiciones:

e Tiempos de macerado: 30, 60, 90 y 120 segundos.

e Concentracién de glucosa: 20 g/L.

e Concentracién de peptona: 20 g/L.

e Tiempos de homogeneizacion después de observar desarrollo micelial en

solucion desdicariotizadora: 120 segundos.

e Volumen de inoculacién en AEM: 25y 50 L.

En el primer experimento como se aprecia en la Tabla 6, que el crecimiento micelial no
disminuyd para los tiempos de maceracion de 30 y 60 segundos, mostrando un
abundante desarrollo micelial en los tres medios (SD, AEM y EM). La recuperacion del
micelio fue mas lenta al aumentar el tiempo de maceraciéon a 120 s, debido al dafo del
micelio, sin embargo, en ninguna de las condiciones se observd micelio de tipo
monocaridtico. Como resultado del primer experimento se concluyd que el volumen de
inoculacién debia ser disminuido para obtener una menor densidad de colonias en las

cajas, ademas se observd que el dafio que sufrid el micelio fue minimo.

En el segundo experimento (Tabla 6) se usaron los tiempos de maceracién en los que
hubo una recuperacion mas lenta del micelio (90 y 120 s) y se incluyé un tiempo
mayor de maceracién (150 s). Una vez que se observd desarrollo micelial en los
matraces se mantuvo el tiempo de homogeneizacién (120 s) y se disminuyd el indculo
usado 15 y 25 ulL. En este experimento se observd que la disminucién de inéculo a 15
uL favorecié el desarrollo de colonias (pero de tipo dicariético) en forma aislada, para

los tiempos de macerados mas amplios (120 y 150 s).
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Tabla 6. Condiciones experimentales para la desdicariotizacion de una cepa comercial de P. eryngii (experimentos 1y 2).

Condiciones Desarrollo micelial
SD (g/L) ~ Extracto de Malta Solucién . Extracto de Malta Tipo
\S 9 4. Liquido (EM) desdicariotizadora (SD) 2 Sélido (AEM) de micelio
Exp. |8 = . . - ] 8 Tiempo de en AEM
g @ g 2 % Tiempo de incubacion (dias) € incubacién (dias)
S 2 S |8 g

= & s | £ 3 5 8 3 5 8 2 3 5 8
30 20 20 25 A A A M A A 120 N I I Dicaridtico
50 A A A A A A M I I Dicariotico
60 20 20 25 M A A M A A 120 N M I Dicaridtico
1 50 A A A A A A M A I Dicariotico
90 20 20 25 E M A E M A 120 N M A Dicariotico
50 M A A M M A M M A Dicaridtico
120 20 20 25 N E M E M A 120 N M A Dicariotico
50 M A A M M A M M A Dicariotico
90 20 20 15 M M A E M M 120 N M M Dicariotico
25 M A A M A M M A Dicariotico
120 20 20 15 N N E E M M 120 N M A Dicariotico
2 25 N E M E M A N M A Dicariotico
150 20 20 15 N N E N E M 120 N M M Dicariotico
25 N E M E M M M M A Dicariotico

Desarrollo micelial. N: nulo, E: escaso, M: moderado, A: abundante, I: incontable.
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En el tercer experimento (Tabla 7) se realizd una doble desdicariotizacion, es decir, de
una SD con crecimiento micelial moderado, se tomo una alicuota y se volvié a inocular
en SD, esperando que al someter la cepa a una segunda exposicion a la solucion
desdicariotizadora, ello posiblemente facilitaria la separacion de los nucleos y por lo
tanto la obtencién de neohaplontes. Esto no produjo los resultados deseados, ya que
las colonias observadas fueron dicaridticas, exceptuando en el macerado de 150 s
(homogeneizacién 60 s e indculo de 15 uL), donde se encontraron colonias dicariotes,
con algunos sectores sin fibulas. Los resultados obtenidos dieron la pauta para

incrementar la concentracion de la SD en experimentos sucesivos.

En el cuarto experimento se incrementd la concentracion de glucosa y peptona en la
SD a 25y 30 g/L, mientras que el tiempo de maceracion no se modificd (120 y 150 s).
En la Tabla 7 es posible apreciar que hubo un mayor dano al micelio con el mayor
tiempo de macerado (150 s) y la mayor concentracion de glucosa y peptona (30 g/L).
Sin embargo, no se obtuvieron colonias de tipo monocaridticas. Como resultado de
este experimento se concluyd que el volumen de inoculacion (10 uL) debia ser

disminuido, para obtener una menor densidad de colonias en las cajas de AEM.

Para el quinto y sexto experimento (Tabla 7), se retomaron las condiciones,
disminuyendo el indculo a 5 L en el primero. Como resultado se observé un desarrollo
micelial escaso en extracto de malta (liquido y sdlido), pero para todos los casos las

colonias fueron mas aisladas y de tipo dicariético.

En el sexto experimento, se incrementd el tiempo de homogeneizacion (120 s) y el
inéculo (10 pL), teniendo como resultado un bajo desarrollo de colonias (aisladas). Con
los tres experimentos previos (4-6) se concluyd, que el tiempo de macerado debia
incrementarse y mantener una homogeneizacién y volumen de inoculacién moderados,

para obtener una menor densidad de colonias (Tabla 7).
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Tabla 7. Condiciones experimentales para desdicariotizacion de una cepa comercial de P. eryngii (experimentos 3-6).

Condiciones Desarrollo micelial
SD (g/L) — Extracto de Malta Solucién - Extracto de Malta
& 9 = Liquido (EM) desdicariotizadora (SD) k) Solido (AEM) Tipo
Exp. |§ b . . L 8 Tiempo de de micelio
g O g § % Tiempo de incubacion (dias) g 0 incubacion (dias) en AEM
& 2 S |8 g
2 & o | £ 3 5 8 3 5 8 £ 3 5 8
120 | *20,20 | *20,20 10 E M A N E A 60 N M A Dicaridtico
15 E A A E M A N A A Dicariotico
3 ,
150 | "2020 | 2020 | 49 N E A N E M 60 N M A Dicariético
15 E M A E M M N A A Dicaridtico
con hifas monocariéticas
120 25 25 10 E M A N E M 60 N A I Dicariotico
15 E A A N E M N A I Dicaridtico
4 120 30 30 10 E M A N E M 60 N M A Dicariotico
15 E A A N M M N M A Dicariodtico
150 25 25 10 E N N N E M 60 N M A Dicariotico
15 E N M N M M N M A Dicaridtico
150 30 30 10 E N N E N M 60 N M M Dicariotico
15 E N M E M A N M A Dicariotico
5 150 30 30 5 N N E N N E 60 N E E Dicariotico
10 N E M N E M N M A Dicaridtico
6
150 30 30 10 N N E N E E 120 N E E Dicaridtico
Desarrollo micelial. N: nulo, E: escaso, M: moderado, A: abundante, I: incontable. * Doble solucién desdicariotizante
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En la Tabla 8 se muestran los resultados obtenidos al incrementar el tiempo de
macerado en el séptimo experimento a 180 y 210 s, observandose un mayor dafio en
el micelio con el mayor tiempo de macerado (210 s) y al mismo tiempo un nimero
reducido de colonias con el indculo empleado (10 uL). Como resultado se obtuvieron
colonias dicaridticas con algunos sectores sin fibulas. De este experimento se concluyo

que el micelio de P. eryngii, presenta una gran resistencia al dafo mecanico.

En el octavo experimento se incrementaron las concentraciones de glucosa y peptona
respectivamente (30, 40 y 60 g/L) y se retomaron los tiempos de macerado con los
que se trabajo previamente (120, 150, 180 y 210 s). Se decidid disminuir la
homogeneizacion a 30 s para evitar la propagacion de los dicariotes, debido a que este
tipo de micelio se encuentra en mayor proporcion que el monocariote en la SD y al
homogeneizar mayores tiempos se favoreciera la fragmentacion del micelio dicariote.
El indculo en AEM se mantuvo en 10 uL con el objeto de favorecer el aislamiento de
colonias. Los resultados derivados del incremento en la concentracion fueron colonias
dicaridticas con algunos sectores sin fibulas para las mayores concentraciones (40 y 60
g/L de glucosa y peptona) y para los tiempos menores de macerado (120 y 150 s).
Para los tiempos mayores de macerado (180 y 210 s) se obtuvieron igualmente

colonias dicaridticas con sectores sin fibulas para todas las concentraciones.

En resumen para el octavo experimento el crecimiento y recuperacién del micelio en
los tres medios (SD, AEM y EM) fue mas lento y nulo para la concentracion de 60 g/L
glucosa y peptona y macerado de 180 s. Lo que indicé que el micelio sufrié un mayor
dano. Sin embargo, se obtuvo el mismo resultado que con concentraciones menores,
lo cual no hace sustentable el posterior uso de dicha concentracion, ésto debido
posiblemente a que la separaciéon de los componentes monocaridticos no depende de
la desestabilizacién producida por el medio desdicariotizante, sino que posiblemente
radique en el dafio mecanico producido al micelio por el macerado. Como se muestra
en la Tabla 9 el mejor tiempo de macerado de este experimento fue 210 sy como no
se observaron diferencias entre las concentraciones de 30 y 40 g/L de glucosa y
peptona, en los experimentos subsecuentes se utilizé la menor concentracion (30 g/L
de glucosa y peptona). Por otra parte se puede apreciar que el incremento en el
indculo en AEM favorecié el desarrollo de colonias, debido probablemente a que las
condiciones empleadas son mas severas, lo cual produjo una recuperacion del micelio

mas lenta.
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Tabla 8. Condiciones experimentales para la desdicariotizacion una cepa comercial de P. eryngii (experimentos 7 y 8).
Condiciones Desarrollo micelial
Solucién
o[£ e el [ ) Tt
g @ g g 3 Tiempo de incubacién (dias) % 0 (dias) en AEM
g :.f 5 2 3 5 8 3 5 8 § 3 5 8
e o -

180 30 30 10 N E A N E M 60 N E M Dicaridtico/secciones monocariéticas

’ 210 |30 30 101 N E M N E M 60 N E E Dicariético/secciones monocarioticas
120 | 30 30 10 N M A 30 |N M A Dicaridtico
120 |40 40 10 E M A N M A 30 | N E M Dicari6tico/secciones monocarioticas
120 | 60 60 10 N E M 30 |N M M Dicari6tico/secciones monocaridticas
150 |30 30 10 N E M 30 |N E M Dicaridtico

° 150 |40 40 10| N M A N E E 30 | N E E Dicaridtico/secciones monocariéticas
150 | 60 60 10 N E 30 N E Dicari6tico/secciones monocaridticas
180 | 30 30 10 M 30 E M Dicari6tico/secciones monocarioticas
180 | 40 40 10| N E M | N E E 30 | N E M Dicari6tico/secciones monocaridticas
180 | 60 60 10 N E E 30 | N E M Dicariético/secciones monocarioticas

Desarrollo micelial. N: nulo, E: escaso, M: moderado, A: abundante, I: incontable.
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Tabla 9. Condiciones experimentales para la desdicariotizacion de la cepa comercial de P. eryngii (experimentos 8-10).

Condiciones Desarrollo micelial
~ Extracto de Solucion
2 SD (g/L) - Malta Liquido desdicariotizadora s Exg,i(.:ctjo dEE'\:Aalta
£ 5 3 (EM) (SD) g olido (AEM) Tipo de micelio
XP- |3 e . . . . 2 5 Tiempo de en AEM
@ g o S Tiempo de incubacion (dias) g = . bacién (di
g S 8 8 g incubacion (dias)
o c ]
S | ¢ |~ | 4|8 |12 4|8 22| = 4 | 8 | 11
210 30 30 10 N E M 30 N E M Dicaridtico /secciones monocarioticas
8 210 40 40 10 N N N N N E 30 N E E Dicariético /secciones monocari6ticas
210 60 60 10 N N E 30 N N E Dicaridtico /secciones monocaridticas
150 25 25 25 E M --- 60 N A --- Dicaridtico
9 150 | 30 30 75 E A e M . 60 N A . Dicari6tico /secciones monocariéticas
150 40 40 75 N M . 60 N M . Dicaridtico /secciones monocarioticas
60 Dicaridtico
150 |60 60 25 N E E N N E
240
25 25 25 N E A 60 N M A Dicaridtico
240
30 30 25 N E M N E M 60 N M A Monocaridtico/ Dicaridtico
10 | 240 ,
40 40 25 N E M 60 N E M Dicariotico
240 o
60 60 25 N E E 60 N N E Dicariético

Desarrollo micelial. N: nulo, E: escaso, M: moderado, A: abundante, I: incontable.
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En el noveno experimento se reconsiderd el procedimiento de Valencia del Toro (1999)
para la desdicariotizacion de cepas de Pleurotus spp., cuyas condiciones de trabajo
fueron:

« Tiempo de macerado: 150 segundos.

e Concentracién de glucosa: 20 g/L.

e Concentracion de peptona: 20 g/L.

e Tiempos de homogenizacién después de observar desarrollo micelial en

solucién desdicariotizadora: 120 segundos.

e Volumen de inoculacién (AEM): 50 y 100 pL.

Considerando la experiencia y los resultados previos (experimentos 3-6 y 8) donde se
empled el mismo tiempo de macerado (150 s) y tomando en cuenta que la
concentracion de la SD afecta considerablemente al micelio, en el noveno experimento
se incrementaron las concentraciones de glucosa y peptona (25, 30, 40 y 60 g/ L) y se
disminuyeron los volimenes de inoculacion en AEM a 25 uL. Como se aprecia en la
Tabla 9 se confirmd que las concentraciones mas adecuadas para causar un mayor
dafio micelial son 30 y 40 g/L de glucosa y peptona. El inéculo usado permitié un
desarrollo moderado de colonias en AEM, lo que dio la pauta para mantener dicho

volumen posteriormente.

En el décimo experimento se retomd incrementar el tiempo de macerado a 240 sy se
mantuvieron las condiciones del experimento anterior, con ésto se obtuvieron dos
colonias con micelio monocariético en su mayoria y solo pequefios sectores de tipo
dicaridtico (Tabla 9). Nuevamente este experimento nos deja ver la resistencia tan

amplia de la cepa de P. eryngii al dafo mecanico.

En el décimo primer experimento (Tabla 10) se incrementd el tiempo de macerando a
300 s y se disminuyeron las concentraciéon de glucosa y peptona en la SD a 25 g/L y el
tiempo de homogeneizacién a 30 s para garantizar la conservacion de la cepa, dadas
las condiciones tan severas a las que se ha sometido, teniendo como resultado un
mayor dafio al micelio, reflejado en un incremento en el tiempo de recuperacion del
mismo (12 dias) en comparacién con los experimentos previos (3-8 dias). En su
mayoria se obtuvieron colonias dicarioticas y las primeras tres colonias tentativamente

monocaridticas (PeC1, PeC2 y PeC3), las cuales fueron aisladas y observadas al
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microscopio, para su posterior confirmacién y clasificacion (la colonia PeC2 no fue de
tipo monocariote, pues presentd fibulas en el micelio).

Paralelamente se realizd el décimo segundo experimento (12a) con las mismas
condiciones que el anterior, incrementando la concentracion de la SD a 30 g/L de
glucosa y peptona. Apreciando en la Tabla 10 que el dafo micelial en este caso fue
mayor que en el experimento 11 donde se uso la concentracion de 25 g/L de glucosa y
peptona. Estas condiciones permitieron el desarrollo moderado de colonias en forma
aislada y un incremento en la obtencion de monocariotes (PeC4- PeC8) los cuales se

aislaron y observaron al microscopio para su posterior clasificacion.

En los experimentos siguientes (12b -12e) se modificaron los volimenes del indculo en
AEM buscando incrementar la recuperacion de neohaplontes. El resultado fue el
aumento excesivo de colonias en los volimenes de 50 y 100 uL de indculo, dificultando
el aislamiento de monocariotes ya que la recuperacion de éstos en AEM es mucho mas
lento que las colonias de tipo dicaridticas (15-18 dias).

En la Tabla 11 se observa que las condiciones optimas para la desdicariotizacion de la

cepa de P. eryngii fueron:

e Tiempo de macerado: 5 minutos.

e Tiempo de homogeneizacion: 30 segundos.

e Concentracién de glucosa: 30 g/L.

e Concentracién de peptona: 30 g/L.

e Volumen de inoculacion en AEM: 25uL (con el cual se obtiene desarrollo
micelial moderado, que permite el aislamiento adecuado de monocariotes, Exp.
12d).

Inicialmente se obtuvieron 45 posibles neohaplontes, que al ser verificados para su
clasificacion, 10 de ellos fueron identificados de tipo dicaridtico. Por lo que el total de
neohaplontes obtenidos fue de 35. En la Tabla 11 se presenta un resumen de los
experimentos en donde fue posible la obtencién de neohaplontes.
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Tabla 10. Condiciones optimas de desdicariotizacion de la cepa comercial de P. eryngii (experimentos 11y 12).

Condiciones Desarrollo micelial
- Extracto de Solucién
N SD (g/L) > Malta Liquido desdicariotizadora 5 EX1S:I"aI?‘,(;:O d§E|\|<I/|a|ta
Exp S 3 (EM) (SD) g olido ( ) Tipo de micelio
. lg o © % Tiempo de incubacion (dias) % Q . Tie".‘Po de' en AEM
§ 15 8 ke g incubacién (dias)
o c <]
s & 5 |- 5|9 |12|15| 5| 9 |12 |15| * 5] 9|12 |15
11 300 25 25 25 | N E M A|N E E M 30 N N E M Dicariotico y monocaridtico
12a | 300 30 30 25 N E M M| N E E M 30 N N E E Dicariotico y monocaridtico
25 | N E M M|N E E M N N E M Dicariotico y monocaridtico
12b | 300 |30 30 30 . .
50 N E M A|N E E M N N E M Dicariotico y monocariotico
25 | N E M M|N E E M N N E M Dicariotico y monocaridtico
12c | 300 30 30 50 /N E M AN E E M 30 N N E M Dicariotico y monocaridtico
100 N E M AN E E M N E M A Dicariotico y monocaridtico
25 | N E M M|N E E M N N E M Dicariotico y monocaridtico
12d | 300 30 30 S .
50 N E M AIN E E M 30 N N E M Dicariotico y monocariotico
25 | N E M M|N E E M N N E M Dicariético y monocaridtico
12e | 300 30 30 . .
50 N E M AIN E E M 30 N N E M Dicariotico y monocariotico

Desarrollo micelial. N: nulo, E: escaso, M: moderado, A: abundante, I: incontable.
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35
0

Tabla 11. Experimentos y condiciones donde se dio la recuperacion de
neohaplontes

Exp.

Condiciones experimentales

Maceracion

(s)

Homogeneizacién

)

SD: g/L

Peptona | Glucosa

In6culo

(uL)

Tipo
de
micelio

Clave de los
neohaplontes
obtenidos

11

300

30

25

25

25

D>>M

PeCl
PeC3

12a

300

30

30

30

25

D>M

PeC4
PeC5
PeC6
PeC7
PeC8

12b

300

30

30

30

25

50

D>M

PeC9
PeC11
PeC12
PeC15

PeC17
PeC18
PeC19

12¢

300

30

30

30

25

50

100

D>M

PeC20
PeC21
PeC23

PeC24
PeC27

PeC29

12d

300

30

30

30

25

50

D>M

PeC30
PeC32
PeC33
PeC34
PeC35
PeC36

PeC37
PeC38
PeC39

12e

300

30

30

30

25

50

D>M

PeC40
PeC41
PeC42
PeC43

PeC44
PeC45
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8.2 Clasificacion de los neohaplontes en los dos tipos de compatibilidad

Después de la confirmacion del caracter monocariético se realizaron cruzas entre los
neohaplontes para su clasificacion en los dos tipos de compatibilidad. En la Tabla 12 se
muestran los cinco neohaplontes seleccionados al azar que fueron cruzados con todos
los neohaplontes obtenidos. Como resultado de las cruzas se aprecia claramente la

clasificacion de todos los neohaplontes en los dos tipos de compatibilidad (nh1 y nh2).

En la Tabla 12 se presentan los neohaplontes clasificados de acuerdo a su tipo de
compatibilidad. A estos datos se les realizd la prueba estadistica de CHI o JI cuadrada
(x2). En la Tabla 13 se observa que el valor de y2 calculado para una distribucién 1:1,
es mayor que el valor de 2 de tablas (a.= 0.05) por lo tanto se rechaza la hipdtesis de
una recuperacion igual de ambos tipos. Por otra parte el valor de 2 calculado para
una distribucién 2:1, es menor que el valor de y2 de tablas (o= 0.05) por lo tanto se
acepta la hipdtesis y se concluye que la distribucion de recuperacion entre ambos tipos

de neohaplontes fue 2:1.
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!E 2 e ;y
Tabla 12. Cruzas de los neohaplontes para su clasificacion en tipos de
compatibilidad

Neohaplontes Neohaplontes tomados al azar
totales
PeC7 PeC9 PeC23 PeC20 PeC24
PeC1 - - - + +
PeC3 - - - + +
PeC4 - - - + +
PeC5 - - - + +
PeC6 - - - + +
PeC7 - - - + +
PeC8 - - - + +
PeC9 - - - + +
PeC11 - - - + +
PeC17 - - - + +
PeC18 - - - + +
PeC19 - - - + +
PeC21 - - - + +
PeC23 - - - + +
PeC24 - - - + +
PeC30 - - - + +
PeC32 - - - + +
PeC33 - - - + +
PeC34 - - - + +
PeC36 - - - + +
PeC37 - - - + +
PeC38 - - - + +
PeC39 - - - + +
PeC40 - - - + +
PeC41 - - - + +
PeC43 - - - + +
PeC44 - - - + +
PeC12 + + + - -
PeC15 + + + - -
PeC20 + + + - R
PeC27 + + + - -
PeC29 + + + - N
PeC35 + + + - -
PeC42 + + + - -
PeC45 + + + - -

Tabla 13. Resultados de la prueba de ¢ para determinar la frecuencia de
recuperacion entre ambos tipos de neohaplontes (nhly nh2)

2
Neohaplontes | Tipos de compatibilidad Valores Cg:(s:’gr Ii?oi?:iséﬂe % para
totales I il 111 2:1
35 27 8 10.31 1.4165

x> de Tablas (¢=0.05) = 3.841
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8.3 Obtencion de hibridos

Posterior a la obtencién de los neohaplontes de P. eryngii, se realizaron diferentes
tipos de apareamientos entre éstos y neohaplontes de L. edodes'y Pleurotus spp., asi
como apareamientos con cepas monocaridticas de Pleurotus spp. y cepas dicarioticas
de P. ostreatus para la obtencion de hibridos de interés comercial.

8.3.1 Apareamientos entre neohaplontes de P. eryngii y neohaplontes de
L. edodes.

En la Tabla 14 se observa que el apareamiento de neohaplontes de A. eryngiiy L.
edodes, resultd en la obtencion de 11 hibridos. Teniendo asi que para los neohaplontes
de P. eryngii de tipo nh1 (PeC9, PeC23, PeC25, PeC38 y PeC40), sélo el neohaplonte
PeC40 se cruzd con 6 diferentes neohaplontes de L. edodes (L21-2S, L18-1S, L18-2S,
L10-1S, L10-4S, y L10-4S2) dando como resultado la obtencién de 6 hibridos. Por otra
parte se observo que todos los neohaplontes de tipo nh2 de P. eryngii (PeC12, PeC20,

PeC27, PeC29 y PeC45) se cruzaron con un mismo neohaplonte de L. edodes (L21-3S).

Todos los hibridos obtenidos se llevaron a la etapa de fructificacion, evaluandolos tanto
en sustrato para P. eryngi, como en sustrato para Lentinula. Al fructificar las cepas se
observo que la morfologia de los hibridos obtenidos con el neohaplonte de A. eryngii
de tipo I (PeC40), fue semejante a Lentinula en todos los casos, mientras que para los
hibridos obtenidos en las cruzas de los 5 neohaplontes de P. eryngii de tipo II con el

neohaplonte de Lentinul/a L21-3S presentan una morfologia semejante a ~. eryngi.

8.3.1.1 Fructificaciéon de los hibridos de P. eryngii x L. edodes en sustrato

de Lentinula con morfologia de Lentinula.

En la Tabla 15 se presentan los valores de la eficiencia bioldgica total obtenida en 12
semanas de produccidn para las 6 cepas hibridas. Se realizd un analisis de varianza
(Tabla 27: Anexo 2) en donde se obtuvieron diferencias altamente significativas entre
las cepas hibridas y no se obtuvieron diferencias significativas para las repeticiones (lo
cual indica que el nimero de réplicas fue el adecuado).

La prueba de Duncan nos permitidé observar que la cepa mas productiva corresponde
al grupo f (PeC40/ L21-2S) con una eficiencia bioldgica de 153% (Tabla 27.1: Anexo 2).
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Ademas en la Tabla 15 se observa que las cepas hibridas que corresponde al grupo e
superaron el 100% de EB total (119-124%), las cuales también superaron la EB de las
cepas parentales incluyendo a la cepa L9 (control mas productiva de L. edodes) con
EBs totales de 34 — 84%. Solo el hibrido PeC40 / L18- 2S no rebasé la EB de sus cepas
parentales (51%).

Los 4 hibridos mas productivos, presentaron las siguientes caracteristicas morfoldgicas
(Tablas 16 y 16.1).

e PeC40/ L21-2S: Esporodforos de tamafos medianos, grandes y gigantes, color
café oscuro con pocas escamas en el pileo, estipite mediano, largo y también
con escamas color beige.

e PeC40/ L10-4S: Espordforos de tamaios grandes y gigantes, color café oscuro
con abundantes escamas en el pileo, estipite largo, grueso, con escamas, color
beige con manchas cafés.

e PeC40/ L10-4S2: Esporoforos de tamafios chicos, medianos y grandes, color
café claro con abundantes escamas en el pileo, estipite mediano, grueso y
escamoso color blanquecino.

e PeC40/ L10-1S: Espordforos de tamanos chicos, medianos, grandes y gigantes,
color café claro con escasas escamas en el pileo, estipite largo, delgado, con

pocas escamas, color café claro.

8.3.1.2 Fructificacién de los hibridos de P. eryngii x L. edodes en sustrato

de P. eryngii con morfologia de Lentinula.

En la Tabla 15 se aprecia que por lo general las eficiencias bioldgicas para estos
hibridos son menores a los reportados en el sustrato de Lentinula. Asi por ejemplo
(Tabla 27.1: Anexo 2) se observa que la cepa mas productiva en los dos tipos de
sustratos fue la PeC40/ L21-2S, presentando una EB de 153 = 9 en el sustrato de
Lentinula, mientras que en el sustrato de P. eryngii (Tabla 28.1: Anexo 2) fue de 69 =
12. Sélo para la cepa (PeC40/L18-2S) los rendimientos fueron semejantes en ambos
sustratos (51 y 44% respectivamente). En general se observa que en el sustrato de
eryngii las EB de todas las cepas hibridas fructificadas fueron menores que las EB
obtenidas en el sustrato tipo Lentinul/a, lo que permite decir que el sustrato mas
conveniente para fructificar estas cepas es el de Lentinula.

49



Fc RESULTADOS 5553

Tabla 14. Cruzas de neohaplontes de Pleurotus eryngiiy Lentinula edodes

Neohaplonte Neohaplontes de L. edodes

de P. eryngii Tipo de
L21-2S | L21-3S | L18-1S | L18-2S | L10-4S | L10-1S | L10-4S2 micelio

control

PeC9 - - - - - - -
PeC23 - - - - - - -
PeC25 - - - - - - -
PeC38 - - - - - - -
PeC40 + - + + + + +
PeC12 -
PeC20 -
PeC27 -
PeC29 -
PeC45 - + - - - - -
(+) Micelio dicariotico (hibrido), (-) micelio monocaridtico, (M) monocariético.

I I XXX

Tabla 15. Eficiencia bioldgica total de las cepas hibridas con fenotipo de
L. edodes en sustrato de Lentinulay P. eryngii

Eficiencia bioldgica total
(g hongo fresco / 100 g de sustrato seco)
Cepas Sustrato de Lentinula Sustrato de P. eryngii
_ Clasificacién | _ Clasificacién
% = c % + o
por Duncan por Duncan

L10 33.82 + 9.22 a
PeC40 / L18 2S | 50.63 £ 16.25 b 44.17 £+ 8.04 a
L21 62.51 + 4.21 bc
L18 67.67 £ 7.53 C
L9 84.13 + 7.84 d
PeC40/L181S | 91.32 + 12.88 d 55.25 + 7.06 b
PeC40 / L10 1S [119.44 £ 15.27 e 53.68 + 3.18 ab
PeC40/ L10 452 123.64 £ 6.98 e 61.43 + 8.45 bc
PeC40 / L10 4S [123.64 £ 6.98 e 53.68 + 3.18 ab
PeC40/ L21 2S [153.38 £ 9.32 f 68.60 + 11.88 C

Letras diferentes indican diferencias significativamente entre las cepas.
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Tabla 16. Caracteristicas morfolégicas de las cepas hibridas (P. eryngii x L.
edodes) con fenotipo de L. edodes.

Cepa

Descripcion morfoldgica

PeC40/L21-2S

Esporoforos de  tamanos
medianos, grandes y gigantes,
color café oscuro con pocas
escamas en pileo, estipite
mediano, largo y también con

escamas, color beige.

PeC40/L10-4S2

Esporéforos de  tamafios
chicos, medianos y grandes,
color café claro con
abundantes escamas en el
pileo, estipite mediano, grueso
y escamoso de  color

blanquecino.

PeC40/ L10-4S

Esporoforos de  tamanos
grandes y gigantes, color café
0SCcuro con abundantes
escamas en el pileo, estipite
largo, grueso, con escamas,
color beige con manchas

cafés.
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Tabla 16.1 Continuacién de caracteristicas morfoldgicas de las cepas
hibridas (P. eryngii x L. edodes) con fenotipo de L. edodes

Cepa Descripcion morfoldgica a

PeC40/ L10-1S

Esporoforos de  tamanos
chicos, medianos, grandes y
gigantes, color café claro con
escasas escamas en el pileo,
estipite largo, delgado, con
pocas escamas, color café

claro.

PeC40/ L18-1S

Esporéforos de  tamafios
medianos, grandes y gigantes,
color café oscuro con pocas
escamas en el pileo con forma
acampanada, estipite mediano,
grueso, color café oscuro con

pocas esCamas.

PeC40/L18-2S

Esporoforos de tamano
medianos y grandes, color
café oscuro con  pocas
escamas en el pileo, forma
marcadamente acampanada,
estipite mediano, grueso en la
base y color beige con

€sCamas.
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8.3.1.3 Fructificacion de los hibridos de P. eryngii x L. edodes en sustrato

de Lentinula con morfologia de P. eryngii.

En la Tabla 17 se presentan las EB de los 5 hibridos con fenotipo semejante a
P. eryngii. Como resultado del andlisis de varianza de los resultados se obtuvieron
diferencias altamente significativas entre las cepas y no se obtuvieron diferencias
significativas para las repeticiones, lo cual indica que el nimero de replicas fue el
adecuado (Tabla 30: Anexo 2).

La prueba de Duncan (Tabla 30.1: Anexo 2) nos permitid observar que la cepa mas
productiva en este sustrato correspondid al grupo d (PeC45/L21-3S) con una eficiencia
bioldgica de 112 + 18, siendo esta la Unica cepa que rebasé el 100% de EB. El resto

de las cepas presentaron EB de 14 a 56%.
El hibrido mas productivo, presentd las siguientes caracteristicas morfoldgicas (Tabla 18).

e Pec45/L21-3S: Espordforos de tamafio grandes y gigantes, pileo color café

claro pardeado con bordes ondulados, estipite largo y grueso color blanco.

8.3.1.4 Fructificaciéon de los hibridos de P. eryngii x L. edodes en sustrato

de P. eryngii con morfologia de P. eryngii

En la tabla 18 se presentan las EB de los 5 hibridos con fenotipo semejante a ~.
eryngii. Como resultado del analisis de varianza (Tabla 29: Anexo 2) se obtuvieron
diferencias altamente significativas entre las cepas y no se obtuvieron diferencias
significativas para las repeticiones (lo cual indica que el nimero de replicas fue el
adecuado). La prueba de Duncan (Tabla 29.1: Anexo 2) nos permitid observar que
ninguno de los hibridos superd la produccion de la cepa parental de A. eryngij, con EB

de 13 a 67% con respecto a 151% de la cepa parental.

En resumen se observa que los rendimientos de las cepas con morfologia semejante 2.
eryngii en sustrato de eryngii fueron bajos (13-67%) y en ninguno de los casos superd
el 100% de EB. Ademas se observo que dos cepas (PeC20/ L21-3S y PeC29/ L21-3S)
produjeron mayores rendimientos en sustrato de eryngii 1o que hace suponer que
probablemente los requerimientos nutrimentales de estas cepas son semejantes a la

cepa parental de P. eryngi.
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Por otro lado en el sustrato de Lentinula las cepas PeC12/L21-3S y PeC45/L21-3S
produjeron mayores rendimientos en este sustrato y esta Ultima logré rebasar el 100%
de EB. Razon por la cual es probable que dichas cepas hayan heredado los

requerimientos nutrimentales del género Lentinula.

Tabla 17. Eficiencia bioloégica de cepas hibridas con fenotipo de P. eryngiien
sustrato de Lentinulay P. eryngii

EB total (g hongo fresco / 100 g
de sustrato seco

Cepa Sustrato de Lentinula Sustrato de P. eryngii

_ Clasificacién _ Clasificacion

X T c % + o

por Duncan por Duncan
PeC20/L21-3S| 14.12 £ 1.94 a 43.61 £ 7.02 b
PeC29/L21-3S| 21.42 + 5,94 ab 61.25 =+ 8.63 cd
PeC12/L21-3S| 33.47 + 3.61 b 13.16 + 1.91 a
PeC27/121-3S| 56.38 + 8.27 C 67.44 = 10.96 d
PeC45/L.21-3S5|111.79 + 17.55 d 56.13 =+ 6.00 C
P. eryngii 151.42 + 11.49 e

Letras diferentes indican diferencias significativamente entre las cepas.
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Tabla 18. Caracteristicas morfoldgicas de las cepas hibridas
(P. eryngii x L. edodes) con fenotipo de P. eryngii.

Cepa Descripcion morfoldgica

PeC45/ L21-3S

Esporoforos de tamafio grandes
y gigantes, pileo color café
claro pardeado con bordes
ondulados, estipite largo vy

grueso color blanco.

PeC12/L21-3S
Espordéforos de tamafio chicos,

medianos y grandes, pileo
color café claro con bordes
regulares, estipite mediano,
delgado a grueso, color

blanco.

PeC27/L21-3S

Esporoforos de tamafio chicos
y medianos, pileo color arena
con bordes ondulados, estipite
mediano, delgado a grueso,

color blanco.

55




e RESULTADOS 5T
C—
= g

Tabla 18.1 Continuacion de caracteristicas morfoldgicas de las cepas
hibridas (P. eryngii x L. edodes) con fenotipo de P. eryngii.

Cepa Descripcidon morfoldgica

PeC20/L21-3S

Espordéforos de tamafio chicos
y medianos, pileo color arena
con bordes regulares, estipite
mediano y grueso, estriado en
la parte superior y color
blanco.

PeC29/L21-3S

Espordéforos de tamafio chicos
y medianos, pileo color café
claro con bordes regulares,
estipite  mediano y grueso,
color blanco con manchas

color arena.
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8.3.2 Apareamientos entre neohaplontes de P. eryngii y cepas

monocarioéticas y neohaplontes de Pleurotus spp.

Con este tipo de apareamiento se buscd la obtencién de hibridos entre A. eryngii y
Pleurotus spp. para obtener cepas de este género con caracteristicas organolépticas y
morfoldgicas novedosas, asi como EB de interés comercial. Se realizaron 70
apareamientos entre los neohaplontes de P. eryngii con los monocariotes y
neohaplontes de Pleurotus spp. donados por ECOSUR y UPIBI respectivamente. En
ningun caso fue posible la obtencién de hibridos.

Por otra parte se realizaron 690 apareamientos entre 12 de los neohaplontes obtenidos
(6 del tipo nhl y 6 del tipo nh2) con cada una de las cepas que se muestran en la
Tabla 2, estas cepas corresponden a monocariotes silvestres y comerciales de
Pleurotus spp. En este caso posiblemente se presentaron algunos factores de

incompatibilidad genética que impidieron la obtencion de hibridos.

8.3.3 Apareamientos de tipo di-mono (dicaribnh—monocariéon) entre cepas
dicariéticas de tipo comercial de Pleurotus spp. y los neohaplontes

obtenidos de P. eryngii

Debido a la posible incompatibilidad genética observada entre los neohaplontes
obtenidos de P. eryngii y neohaplontes y cepas monocaribticas de Pleurotus spp. se
buscd producir hibridos con cepas dicaridticas de Pleurotus spp. y neohaplontes de P.

eryngii por medio de apareamientos de tipo di-mono.

En la Tabla 19 se presentan los 28 hibridos obtenidos a partir de cruzas de tipo
dicarion—-monocarién. Del total de hibridos obtenidos, 10 correspondieron a
neohaplontes de tipo nh1 y 18 al tipo nh2 y de ellos sélo 19 se llevaron a la etapa de
fructificacion. Los criterios de seleccidn para la etapa de fructificacion consideraron una

clasificacion de los hibridos en tres categorias:
1) Crecimiento micelial del hibrido mayor a las cepas parentales.

2) Crecimiento micelial del hibrido semejante a una de las cepas parentales.

3) Crecimiento micelial del hibrido menor a una de las cepas parentales.
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Se consider6 que de esta forma se contaria con cepas con diferentes caracteristicas
que al ser evaluadas en la etapa de fructificacion posiblemente se obtuviera una gran

gama de caracteristicas morfoldgicas y fisioldgicas entre las cepas evaluadas.

En el anexo 1 (andlisis estadistico), se presenta un ejemplo de cada una de estas
categorias. Asi las cepas seleccionadas para la etapa de fructificacion fueron:

Cepas con crecimiento micelial del hibrido mayor a las cepas parentales:

» PeC9/CP50 = PeC20 / IE 200 » PeC38/ P 401

= PeC12 / P401 = PeC35/ P. djamur = PeC38/ASP 14

= PeC12 / P. diamur = PeC35/ HK 3539 = PeC44 / P. diamur
= PeC20 / P. djamur » PeC38/ P. djamur = PeC44 /P 401

Cepas con crecimiento micelial del hibrido semejante a una de las cepas parentales:
= PeCl11 /CP50 =  PeC35 /P401
=  PeC35/ P. ostreatus blanco = PeC44 / CP 253

Cepa con crecimiento micelial del hibrido menor a una de las cepas parentales:
= PeC12 /CP 253 = PeC20/ASP 14 = PeC20/IE 201

8.3.3.1 Fructificacién de los hibridos de P. eryngii x Pleurotus spp. en

sustrato de P. eryngii

En la Tabla 20 se presentan las EB de los 19 hibridos con fenotipo semejante a
Pleurotus. Como resultado del analisis estadistico (Tabla 31: Anexo 2) se obtuvieron
diferencias altamente significativas entre las cepas y no se obtuvieron diferencias
significativas para las repeticiones (lo cual indica que el nimero de réplicas fue el

adecuado).

La prueba de Duncan (Tabla 31.1: Anexo 2) nos permitid observar que la cepa mas
productiva PeC11/CP50 corresponde al grupo k con una eficiencia bioldgica total de
323%. A continuacion se describen las cepas hibridas con mayor rendimiento para
cada neohaplonte.
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Asi para el neohaplonte PeC9 su hibrido mas productivo (PeC9/CP50) presentd una EB
total de 271% (grupo j). Para el neohaplonte PeC12 el hibrido PeC12/P401 (grupo i)
produjo una EB total de 207%.

La cepa mas productiva del neohaplonte PeC35 fue PeC35/P. ostreatus blanco produjo
una EB total de 177% (grupo h). En conjunto todas las cepas anteriores superaron en
EB total a sus correspondientes cepas parentales incluyendo a P. eryngii la cual
presentd una EB total de 151%.

Para el neohaplonte PeC20 la mejor EB total se obtuvo con el hibrido PeC20/P. djamur
(123%), el cual superd a la cepa parental de P. djamur (92% EB) pero no la cepa de P,

eryngli (grupo g).

Por otra parte para el neohaplonte PeC38 dos de sus hibridos PeC38/ASP14 vy
PeC38/P401) presentaron una EB total muy semejante (mismo grupo: def) con EB de
114%.

Para el neohaplonte PeC44 la mejor EB (111%) se obtuvo con el hibrido PeC44/CP253.

En la Tabla 20 se observa que solo tres hibridos (PeC20/IE201, PeC44/P~. djamur y
PeC38/ P. djamur) presentaron rendimientos inferiores al 100% de EB (grupos bcde).
Sin embargo, a pesar de sus relativamente bajos rendimientos (76-99%) éstos son

superiores a sus respectivas cepas dicarioticas parentales.

En general las caracteristicas morfoldgicas de todos los hibridos son interesantes dado
que se obtuvieron cepas con estipites medianos y largos de diferentes gruesos, al
mismo tiempo que las nuevas cepas adquirieron una gran diversidad en pileo, ya sea
en forma, color y/o textura. Estas diferencias se pueden apreciar en las Tablas 22-
23.4.

En la Tabla 21 se presenta un resumen del total de hibridos obtenidos, en el presente

trabajo de mejoramiento genético, tanto por apareamiento entre neohaplontes, como

por cruzas dicarion - monocarion.
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Tabla 19. Cruzas Di- mono

Cepas dicaridticas
S ) o —
Neohaplontes = E R S = 3 Q% g e o = g 2 %
P. eryngii w vy wl2la|l 52 |2|ad|a|0| s
Q S T ©
PeC9 - - - - - - - - - - -1+ M
PeC11 - - - - - - - - - - -1+ M
PeC38 -1+ ] - e - - - - - - | M
PeC40 - -1+ ] - - - - - - - - - | M
PeC44 -1+ + -1+ + - - - - - - M
PeC12 -+ |+ [+ ]+ |+ - - - - - - | M
PeC20 + |+ |+ |+ |+ | + - - - - - - | M
PeC29 - - - - - - - - - - - - | M
PeC35 -1+ + ]+ |+ ]+ + -1 +1 - - - | M
PeC45 -l -l - - -l -l -1 -1-1M

(+) Micelio dicaridtico (hibrido), (-) micelio monocariético, (M) monocariético.

Tabla 20. Eficiencia biolégica de las cepas hibridas con fenotipo de Pleurotus en
sustrato de P. eryngii

EB total (g de hongo fresco / 100 e s
Cepa de (sgustrato e% base seca ? | Clasificacién
— por Duncan
}{ + o

1E201 26,58 + 3.98 a
CP253 35.05 + 2.98 a
IE200 40.67 * 8.73 a
CP50 4347 =+ 974 a
PeC20/IE201 7591 <+ 11.82 b
PeC44/P. djamur 7827 + 3.84 b
P. ostreatus blanco 7866 * 17.56 b
P401 85.70 * 8.86 bc
P. diamur 92,11 =+ 8.75 bcd
PeC38/ A. djamur 99.54 + 2,15 bcde
PeC12/CP253 104.90 + 14.50 cdef
PeC44/P401 107.64 + 3.64 cdef
PeC35/P401 108.03 + 3.95 cdef
PeC20/IE200 108.44 + 12.80 cdef
PeC44/CP253 111.38 + 11.22 cdef
PeC20/ASp14 113.27 + 14.01 def
PeC38/ASP14 11454 =+ 2.49 def
PeC38/P401 11485 =+ 5.80 def
PeC12/A. djamur 119.83 + 21.84 ef
PeC20/AP. djamur 122.87 + 10.52 ef
PeC35/P. djamur 127.86 + 9.81 f
P. eryngii 15142 + 1149 g
PeC35/HK35-39 15640 + 6.67 gh
PeC35/P. ostratus b 177.20 £+ 4292 h
PeC12/P401 207.02 + 34.98 i
PeC9/CP50 27139 + 43.84 i
PeC11/CP50 323.02 £ 29.46 k

Letras diferentes indican diferencias significativamente entre las cepas.
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Tabla 21. Total de hibridos obtenidos

35
0

Neohaplonte y/o cepa Hibrido Tipo o_Ie
apareamiento
PeC9 CP50 PeC9 /CP50 Di-mono
PeC11 CP50 PeC11/CP50 Di-mono
PeC12 P. djamur PeC12/P. djamur Di-mono
CP253 PeC12/CP253 Di-mono
1E200 PeC12/IE200 Di-mono
Aspl4 PeC12/Aspl4 Di-mono
P401 PeC12/P401 Di-mono
L21-3S PeC12/L21-3S Monocariote
P. djamur PeC20/AP. diamur Di-mono
CP253 PeC20/CP253 Di-mono
IE200 PeC20/1E200 Di-mono
PeC20 IE201 PeC20/IE201 Di-mono
Aspl4 PeC12/Aspl4 Di-mono
P401 PeC12/P401 Di-mono
L21-3S PeC20/L21-3S Monocariote
PeC27 L21-3S PeC27/L21-3S Monocariote
PeC29 L21-3S PeC29/L21-3S Monocariote
P. ostreatus blanco PeC35/P. ostreatus Di-mono
P. djamur PeC35/P. diamur Di-mono
CP253 PeC35/CP253 Di-mono
PeC35 IE200 PeC35/IE200 Di-mono
Aspl4 PeC35/Aspl4 Di-mono
P401 PeC35/P401 Di-mono
HK35-39 PeC35/HK35-39 Di-mono
P. djamur PeC38/P. diamur Di-mono
PeC38 Aspl4 PeC38/Aspl4 Di-mono
P401 PeC38/P401 Di-mono
CP253 PeC40/CP253 Di-mono
L21-2S PeC40/L21-2S Monocariote
L18-1S PeC40/L18-1S Monocariote
PeC40 L18-2S PeC40/L18-2S Monocariote
L10-4S PeC40/L10-4S Monocariote
L10-1S PeC40/L10-1S Monocariote
L10-4S2 PeC40/L10-4S2 Monocariote
P. djamur PeC44/P. diamur Di-mono
PeC44 CP253 PeC44/CP253 Di-mono
Aspl4 PeC44/Aspl4 Di-mono
P401 PeC44/P401 Di-mono
PeC45 L21-3S PeC44/1.21-3S Monocariote
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Tabla 22. Cepas parentales de P. eryngiiy Pleurotus spp.

Cepa Descripcion morfolégica

P.eryngii

Esporéforos  de tamafo
grande; pileo color café
grisaceo con bordes regulares;
estipite largo, grueso, color

blanco.

P. djamur

Esporéforos de  tamafio
medianos y grandes; pileo
color arena con  bordes
ligeramente ondulados; estipite

corto, correoso, color blanco.

ASP14

Esporéforos de  tamafio
grandes; pileo color arena
intenso con bordes ondulados;
estipite corto, correoso, color

beige.

CP50

Espordéforos de tamafo
chicos y medianos; pileo color
hueso con bordes regulares;
estipite corto, correoso, color

blanco.
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Tabla 22.1 Cepas parentales de Pleurotus spp.

Cepa

Descripcion morfologica

CP253

Espordéforos de tamafios chicos
y medianos; pileo color hueso
con bordes ondulados; estipite

corto, correoso, color blanco.

IE200

Esporéforos de tamano chicos
y medianos; pileo color hueso
con bordes ondulados (forma
de estrella); estipite corto,

correoso, color blanco.

IE201

Espordéforos de tamafios chicos
y medianos; pileo color hueso
con bordes ondulados; estipite

corto, correoso, color blanco.

P. ostreatus blanco

Esporoforos de  tamafios
medianos y grandes; pileo
color blanco con bordes
regulares; estipite mediano,

color blanco.
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Tabla 22.2 Cepas parentales de Pleurotus spp y Lentinula edodes.

Cepa Descripcion morfologica

P401

Esporéforos de  tamafios
medianos y grandes; pileo
color café claro con bordes
regulares; estipite mediano,

color beige.

L. edodes

Esporéforos de  tamafios
chicos, medianos y grandes;
pileo color café oscuro con
escamas en la periferia, bordes
regulares; estipite mediano,

color beige con escamas.
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Tabla 23. Caracteristicas morfolégicas de las cepas hibridas (~.
eryngii/Pleurotus spp.) con fenotipo de Pleurotus.

35
0

Cepa

Descripcidon morfoldgica

PeC11/ CP50

Esporéforos de tamano
chicos, medianos y grandes,
pileo color café claro con
bordes regulares, estipite
mediano en forma de corneta,

delgado, color blanco.

PeC9/CP50

Esporoforos  de tamaiios
medianos y grandes, pileo
color beige con bordes
regulares, estipite mediano en
forma de corneta, delgado,

color blanco.

PeC12/P401

Espordéforos de  tamafo
grandes, pileo color café claro,
con bordes ondulados,
estipite largo, delgado, color

blanco.

PeC35/ P. ostreatus blanco

Esporoforos  de tamano
medianos y grandes, Dpileo
color café claro con bordes
regulares, con forma de
trompeta,  estipite  largo,
delgado a grueso, color

blanco.
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Tabla 23.1 Continuacion de caracteristicas morfoldgicas de las cepa:
hibridas (P. eryngii/Pleurotus spp.) con fenotipo de Pleurotus.

Cepa Descripcion morfologica

PeC35/HK35-39

Esporoforos de tamafio
grandes y gigantes, pileo color
café claro con  bordes
regulares, estipite mediano a

largo, grueso, color beige.

PeC35/ P.djamur

Esporoforos de tamano
medianos y grandes, pileo color
blanco con el centro color
arena con bordes ondulados,
estipite mediano, delgado,

color blanco.

PeC20/P. djamur

Esporéforos de tamafios chicos
y medianos, pileo color blanco
con bordes marcadamente
ondulados,  estipite  corto,

grueso, color blanco.

PeC12/P. diamur

Espordforos  de tamano
medianos y grandes, pileo
color hueso con bordes
ondulados,  estipite  corto,

grueso, color blanco.

66




F ] RESULTADOS

Tabla 23.2 Continuacioén de caracteristicas morfologicas de las cepa
hibridas (P. eryngii/Pleurotus spp.) con fenotipo de Pleurotus.

Cepa Descripcion morfoldgica

PeC38/ P401

Esporoforos de  tamaio
grandes, pileo color café claro,
con bordes ligeramente
ondulados, estipite  largo,

delgado, color beige.

PeC38/ASP14

Espordforos de tamafio
grandes, pileo color café claro
con bordes ligeramente
ondulados, estipite mediano,

grueso, color beige.

PeC20/Asp14

Esporéforos de tamafios
grandes, pileo color café
grisdceo con bordes ligeramente
ondulados, estipite  largo,

delgado, color blanco.

PeC44/CP253

Esporoforos de tamafios
chicos y medianos, pileo color
blanco con bordes  ondulados,
estipite corto, grueso, color

blanco.
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Tabla 23.3 Continuacién de caracteristicas morfoldgicas de las cepas
hibridas (P. eryngii/Pleurotus spp.) con fenotipo de Pleurotus.

Descripcion morfoldgica

Cepa

PeC20/IE200
Esporoforos de  tamafio
grandes y gigantes, pileo color
café claro con pigmentacién
concéntrica café oscuro, con
bordes regulares, estipite
largo, grueso, color beige.

PeC35/P401

Esporéforos de  tamafo
medianos y grandes, pileo
color café claro con bordes
regulares, estipite  largo,
delgado, color beige.

PeC44/ P401

Esporoforos de tamano
grandes y gigantes, pileo color
café claro con bordes café
oscuro  regulares, estipite

largo, grueso, color beige.

PeC12/CP253

Esporoforos de  tamafio
chicos y medianos, pileo color
blanco con el borde grisaceo y
ondulado, estipite  corto,
delgado, color blanco.
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Tabla 23.4 Quinta parte de caracteristicas morfoldgicas de las cepas
hibridas (P. eryngii / Pleurotus spp.) con fenotipo de Pleurotus.

Cepa

PeC38/P. djamur Descripcion morfoldgica

Esporoforos de tamano
medianos y grandes, pileo
color hueso con el centro color
beige, con bordes ondulados,
estipite mediano, delgado,

color blanco.

PeC44/ P. djamur

Esporoforos de tamano
mediano y grande, pileo color
hueso, forma enroscada, con
bordes ondulados, estipite
mediano,  delgado, color

blanco.

PeC20/ IE201

Esporoforos de tamano
medianos y grandes, pileo
color café claro con bordes
regulares,  estipite largo,

delgado, color beige.
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9. DISCUSION DE RESULTADOS

9.1 Desdicariotizacion de la cepa de P. eryngii y clasificacion de
neohaplontes en los dos tipos de compatibilidad.
En los estudios previos de desdicariotizacion realizados a las cepas de Pleurotus spp.,
se reportan tiempos de maceracion de 30 a 150 segundos (Leal-Lara, 1980) y
concentraciones de la solucidn desdicariotizadora de 20 g/L de glucosa anhidra y
peptona (Leal-Lara, 1999; Valencia del Toro, 2002), recuperando con dichas
condiciones ambos neohaplontes (nhl y nh2). Para Pleurotus eryngii no hay
antecedentes de trabajos de desdicariotizacion de esta especie. En este estudio al
realizar dicho procedimiento para una cepa comercial de P. eryngii, se encontrd una
marcada resistencia tanto a las altas concentraciones de glucosa y peptona, como al
efecto mecanico de la maceracidén, como se observa en las tablas de resultados (Tablas
6-10). En general en los trabajos de desdicariotizacion realizados se ha observado que
las cepas del género Pleurotus presentan una alta resistencia al efecto mecanico, es
decir toleran mayores tiempos de maceracion y altas concentraciones de peptona y
glucosa como se describe en los resultados de Valencia del Toro (2002). Por otro lado
con otros géneros como Lentinula, los tiempos de maceracion se reducen a rangos que
van entre 5 y 30 segundos (Ramirez y Leal, 2002), esta tolerancia puede ser

probablemente debido a la morfologia y composicion de la pared celular de P. eryngi.

9.2 Obtencién de hibridos

Este trabajo tenia como objetivo la obtencién de nuevas cepas con caracteristicas
morfoldgicas novedosas y atractivas para el consumidor, asi mismo se esperaba de las
cepas hibridas un mejoramiento genético que se viera reflejado en mayores eficiencias

bioldgicas que permitieran su competitividad frente a las cepas comerciales.

En trabajos previos de mejoramiento genético, de los géneros Pleurotus'y Lentinula,
se empled la técnica de desdicariotizacion y se encontrd similitud en los resultados, ya
que se observa que las cepas hibridas en general presentan valores de EB mayores
que las cepas parentales (Ramirez et al, 2007). Lo anterior confirma que la
desdicariotizacion es un método de mejoramiento genético que permite la obtencién

de hibridos con mayores rendimientos.
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Asi, tres de las cepas hibridas obtenidas en este estudio (con morfologia de Lentinula)
presentaron EB atractivas (119-153%), lo cual la hace aptas para su produccién a
escala comercial. Ademas dichas cepas presentaron caracteristicas morfoldgicas
interesantes tales como: pileo con mayor carnosidad y firmeza, asi como estipite de
mayor tamafio y grosor. Lo anterior hace suponer que se llevd acabo una aportacion
de genes de P. eryngii que contribuyeron al mejoramiento genético de la morfologia
del género Lentinula. Los mayores rendimientos de estas cepas se obtuvieron en
sustrato tipo Lentinula, esto debido posiblemente a que los requerimientos
nutrimentales de los hibridos fueron heredados del género Lentinula.

Una aportacion de este trabajo es la preservacion del fenotipo de Lentinula, ya que
uno de los dos tipos de compatibilidad (nh1) de los neohaplontes obtenidos de A.
eryngii, al ser apareado con distintas cepas de Lentinula edodes, permiti6 que se
expresara la morfologia del género Lentinula, lo cual no se habia observado en
trabajos previos. Ramirez et al. (2007) reportaron la obtenciéon de cepas hibridas entre
los géneros Pleurotus'y Lentinula donde prevalece la morfologia de Pleurotus. El otro
tipo de neohaplonte (nh2) expresé una morfologia orientada hacia P. eryngii, pero con
cierta influencia del género Lentinula, tales como pileo de color café mas intenso y

estipite de menor tamafio y grosor.

Por otra parte, se observd un efecto desfavorable en la desdicariotizacién de la cepa
original de A. eryngii ya que este proceso afectd de alguna forma la cepa al ser
reconstituida. Asi se observd que cuando la cepa reconstituida a partir de los dos
neohaplontes obtenidos fue llevada a la etapa de fructificacion produjo espordforos
hasta la octava semana después de la induccién. Sin embargo, las cepas hibridas
obtenidas entre AP. eryngii y Pleurotus spp. iniciaron la produccién de esporéforos
desde la cuarta semana de incubacién (primordios) y posteriormente al inducir su
fructificacion la produccién de espordforos se obtuvo en la mayoria de las cepas en las

dos primeras semanas posteriores a su induccion.

Es de hacer notar que los hibridos obtenidos del apareamiento de neohaplontes de ~.
eryngii y cepas dicaribticas de Pleurotus spp. llevados a la etapa de fructificacion,
presentaron el mismo patron de producir mayores EB que sus respectivas cepas
parentales, obteniendo EB de 75 a 3213%.
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De los 19 hibridos, 16 de ellos presentaron EB superiores al 100% a las 8 semanas de
fructificacion. Estas cepas mostraron una gran variedad de caracteristicas morfologicas
tanto en pileo (diversos tamafios, colores y formas), como en su estipite (en su
mayoria largo, grueso y carnoso) contribuyendo asi a la obtencion de cepas con

caracteristicas atractivas para su explotacion a escala comercial.

Por otra parte no fue posible la obtencion de hibridos entre los neohaplontes de ~.
eryngii y las cepas monocaridticas de Pleurotus spp., lo cual posiblemente fue debido a
la presencia de algun tipo incompatibilidad genética entre dichas especies.

Finalmente al comparar nuestros resultados de EB de los hibridos obtenidos a partir de
neohaplontes con respecto a los programas de mejoramiento genético a partir de
progenies meidticas (Andrade, 2007) se observa que los rendimientos de nuestras
cepas hibridas en casi todos los casos rebasan el 100% de EB, mientras que las cepas
obtenidas por mejoramiento genético de progenies meidticas del género Pleurotus en
trabajos previos presentaron EB de 40-73% (Valencia del Toro, 2002). Por otra parte el
mejoramiento genético de Lentinula edodes realizado por Galvan (2008) obtuvo
rendimientos de 13-73%, lo que sugiere que el mejoramiento genético a partir de
neohaplontes favorece la obtencion de hibridos con mayor rendimiento, mientras que
por el método a partir de progenies meidticas los hibridos que se obtienen

generalmente producen bajos rendimientos.
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10. CONCLUSIONES

> Las condiciones Optimas para la obtencién de neohaplontes de A. eryngii
fueron:
o Tiempo de maceracion: 5 minutos.
Concentracién de glucosa: 30g/L
Concentracién de peptona: 30g/L.

Tiempo de homogeneizacién: 30 segundos.

O O O O

Volumen de inoculacién: 25 uL

> Como resultado de la desdicariotizacion se recuperaron 35 neohaplontes.

> Entre los neohaplontes obtenidos se recuperaron los dos tipos de
compatibilidad (nh1 y nh2).

> Por medio de la prueba de x> se observd que la recuperacién de neohaplontes
de los dos tipos de compatibilidad no presentd una relacién 2:1.

> Se obtuvieron 11 hibridos resultado de los apareamiento de A. eryngii y L.
edodes, de los cuales 6 heredaron la morfologia de Lentinulay 5 de P. eryngi.

> No fue posible la obtencién hibridos a partir de apareamientos entre
neohaplontes de P. eryngiiy cepas monocaridticas de Pleurotus spp.

> Se obtuvieron 28 hibridos resultado de los apareamientos entre P. eryngii y
cepas dicaridticas de Pleurotus spp., de los cuales sélo 19 se llevaron a la etapa
de fructificacion.

> La mayoria de las cepas hibridas fueron mas productivas que sus respectivas
cepas parentales.

> El total de cepas hibridas fructificadas fue de 30, de los cuales el 70% (21
cepas) presentaron rendimientos mayores al 100%.

> Los hibridos cuyos rendimientos fueron superiores al 100%, son cepas
potencialmente explotables para su uso a escala comercial.

> La morfologia de las cepas hibridas muy probablemente fue el resultado de la

accion conjunta de los genes y el medio ambiente en el cual se desarrollaron.
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ANEXO 1.

Andlisis estadistico para la evaluacién del crecimiento micelial

A continuacion se presenta un ejemplo de los resultados del analisis estadistico
realizado al crecimiento micelial de los hibridos de A. eryngii x Pleurotus spp. para su
seleccion en la etapa de fructificacion. Para el andlisis estadistico se considerd el
crecimiento micelial a los 9 dias de incubacion de cada cepa hibrida y sus
correspondientes cepas parentales. Asi por ejemplo para el hibrido PeC9/CP50 las
cepas parentales que se incluyeron en el analisis estadistico fueron PeC9 y CP50.

Para el analisis estadistico primero se realizd una analisis de varianza para observar si
existian diferencias significativas entre el crecimiento micelial de las 3 cepas (Tabla
26). Cuando se encontraron diferencias significativas o altamente significativas entre
las cepas se utilizd la prueba de Duncan para clasificar a las cepas (Tabla 26.1). En la
Tabla 26.2 se presenta un resumen de los resultados del andlisis estadistico realizado a

cada cepa hibrida.

Tabla 24. Analisis de varianza para identificar diferencias significativas en el

crecimiento micelial de las cepas PeC9, CP50 y PeC9/CP50.

Fuente de| Suma de Cuadrado Valores de F .

variacion | cuadrados ||  medio Calculada Tablas Interpretacion
0.05 0.01

CEPA 22,75| 2 11,38 543,58 | 3.89- 6.93 *x

REP 0,30] 2 0,15 7,25|3.89- 6.94 *x

MEDIDA 0,04 1 0,04 1,7014.75- 9.33 NS

ERROR 0,25| 12 0,02

TOTAL 23,34| 17

** Diferencia altamente significativa, NS no existe diferencia significativa

Tabla 24.1 Prueba Duncan para crecimiento micelial del hibrido PeC9/CP50

y sus respectivas cepas parentales.

Clasificacion con el paquete estadistico SPSS
EBA Interpretacion
Cepas Grupos
I II II1
PeC9 4,68 468 £ 0,31a
CP50 6,93 693 £+ 0,10b
PeC9/CP50 7,18 718 + 0,12c¢

Letras diferentes indican diferencias significativas entre las cepas.
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Tabla 24.2 Clasificacion de la cepa hibrida y las dos cepas parentales

de acuerdo a la prueba de Duncan

Cepa EB total Clasificacion
¥ £ o por Duncan
PeC9 468 + 0,31 a
CP50 6,93 + 0,10 b
PeC9/CP50|7,18 + 0,12 C

Letras diferentes indican diferencias significativas entre las cepas

Como resultado del analisis estadistico las cepas hibridas fueron clasificadas en tres
categorias:

1) Cepas con crecimiento micelial del hibrido mayor a las cepas parentales.

2) Cepas con crecimiento micelial del hibrido semejante a una de las cepas parentales.

3) Cepa con crecimiento micelial del hibrido menor a una de las cepas parentales.

1) Cepas con crecimiento micelial del hibrido mayor a las cepas parentales.

Tabla 24. Andlisis de varianza para identificar diferencias significativas en el
crecimiento micelial de las cepas PeC9, CP50 y PeC9/CP50.

Fuente de| Suma de Cuadrado Valores de F .

variacion | cuadrados|®-| medio Calculada Tablas Interpretacion
0.05 0.01

CEPA 22,75| 2 11,38 543,58 | 3.89 - 6.93 *x

REP 0,30 2 0,15 7,2513.89 - 6.93 *x

MEDIDA 0,04] 1 0,04 1,70(4.75-9.33 |NS

ERROR 0,25]12 0,02

TOTAL 23,3417

** Diferencia altamente significativa, NS no existe diferencia significativa

Tabla 24.1 Prueba Duncan para el hibrido PeC9/CP50 y sus respectivas
cepas parentales en funsién de su crecimiento micelial.

Clasificaciéon con el paquete estadistico SPSS
EBA Interpretacion
Cepas Grupos
I II ITI
PeC9 4,68 468 £ 0,31a
CP50 6,93 693 £+ 0,10b
PeC9/CP50 7,18 7,18 £ 0,12c

Letras diferentes indican diferencias significativas entre las cepas.
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2) Cepas con crecimiento micelial del hibrido semejante a una de las cepas parentales.

Tabla 25. Analisis de varianza para identificar diferencias significativas en el
crecimiento micelial de las cepas PeC11, CP50 y PeC11/CP50.

Fuente de| Suma de Cuadrado Valores de F s

variacion | cuadrados ||  medio Calculada Tablas Interpretacion
0.05 0.01

CEPA 45,80| 2 22,90 1180,34|3.81- 670 *x

REP 0,16 2 0,08 4,24 3.81- 670 *

ERROR 0,25|13 0,02

TOTAL 46.21| 17

**Diferencia altamente significativa, * diferencia significativa.

Tabla 25.1 Prueba Duncan para crecimiento micelial del hibrido
PeC11/CP50 y sus respectivas cepas parentales.

Clasificacion con el paquete estadistico SPSS
EBA Interpretacion
Cepas Grupos
I II
PeC11 3,83 383 £ 0,10a
CP50 7,18 7,18 £+ 0,12b
PeC11 / CP50 7,25 7,25 £ 0,24b

Letras diferentes indican diferencias significativas entre las cepas.

3) Cepa con crecimiento micelial del hibrido menor a una de las cepas

parentales.

Tabla 26. Andlisis de varianza para identificar diferencias significativas en el
crecimiento micelial de las cepas PeC12, CP253 y PeC12/CP253.

Fuente de| Suma de Cuadrado Valores de F 3

variacion | cuadrados | ®|  medio Calculada Tablas Interpretacion
0.05 0.01

CEPA 1812] 2| _ 9,06| 22,67|3.68- 636 |

ERROR 6,00 15 0,40

TOTAL 24,12 |17

** Diferencia altamente significativa.
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Tabla 26.1 Prueba Duncan para crecimiento micelial del hibrido hibrido
PeC12/CP253 y sus respectivas cepas parentales.

Clasificacion con el paquete estadistico SPSS
EBA Interpretacion
Cepas Grupos
I II 111
PeC12 2,88 2,88 £ 0,24a
PeC12 / CP 253 4,4 440 + 0,47b
CP 253 5,32 532 £ 0,96c

Letras diferentes indican diferencias significativas entre las cepas.
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Andlisis estadistico de la eficiencia bioldgica total de las cepas

Tabla 27. Andlisis de varianza para identificar diferencias significativas en la
eficiencia bioldgica total (12 semanas de cosecha) entre 6 cepas hibridas
y 4 parentales con fenotipo de L. edodes en sustrato de Lentinula.

Fuente de| Suma de Valores de F .
g GL | Cuadrado Tablas Interpretacion
variacion |cuadrados redio | Calculada 0.05 0.01
CEPA 56617.33| 9| 6290.81 55.18 2.16 -2.96 *k
ERROR 3990.26 | 35 114.01
TOTAL | 60607.59| 44

**Diferencia altamente significativa

Tabla 27.1 Prueba Duncan para clasificar las 6 cepas hibridas y 4
parentales hibridas (con fenotipo de L. edodes en sustrato de
Lentinula) de acuerdo a su eficiencia biolégica total.

Clasificaciéon con el paquete estadistico SPSS
Eficiencia bioldgica total .
Interpretacion
Cepas Grupos
I| 1I IT1 v V VI
L10 33.82 33.82 + 9.22a
PeC40 / L18 2S 50.63 50.63 + 16.25b
L21 62.51 | 62.51 62.51 + 4.21bc
L18 67.67 67.67 + 7.53c
L9 84.12 84.12 + 7.84d
PeC40 / L18 1S 91.32 91.32 + 12.88d
PeC40 / L10 1S 119.44 11944 <+ 1527 e
PeC40/ L10 4S2 123.64 123.64 + 6.98e
PeC40 / L10 4S 123.64 12364 + 6.98e
PeC40/ L21 2S 153.38 153.38 =+ 9.32f

Letras diferentes indican diferencias significativas entre las cepas

Tabla 28. Andlisis de varianza para identificar diferencias significativas en la
eficiencia bioldgica total (12 semanas de cosecha) de 6 cepas hibridas con
fenotipo de L. edodes en sustrato de P. eryngii.

Fuente de| Suma de Cuadrado Valores de F .
variacion | cuadrados |®"|  medio Calculada Tablas Interpretacion
0.05 0.01
CEPA 1534.75 | 5 | 306.95 5.91 2.77 4.25 *x
REP 504.45 5| 100.89 1.94 2.77 4.25 NS
ERROR 934.82 |18| 51.93
TOTAL 3149.27 |28

**Diferencia altamente significativa, NS no existe diferencia significativa
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Tabla 28.1 Prueba Duncan para clasificar las 6 cepas hibridas (con fenotipo
de L. edodes en sustrato de P. eryngif) de acuerdo a su eficiencia
bioldgica total.

Clasificacion con el paquete estadistico SPSS

Eficiencia bioldgica total -

Cepas Interpretacion
grupos

I II ITI
Pec40/L18-2S 44.17 44,17 + 8.04 a
Pec40/L10-1S 53.68 53.68 56.67 + 3.18 ab
Pec40/L10-4S 53.68 53.68 53.68 + 3.18 ab
Pec40/L18-1S 55.27 55.27 + 7.06b
Pec40/L10-4S2 61.43 61.43 [61.43 + 8.45bc
Pec40/L21-2S 68.60 |68.60 + 11.88c

Letras diferentes indican diferencias significativas entre las cepas

Tabla 29. Analisis de varianza para identificar diferencias significativas en la
eficiencia bioldgica total (12 semanas de cosecha) entre 6 cepas hibridas
con fenotipo de P. eryngii en sustrato de P. eryngii.

Fuente de| Suma de Cuadrado Valores de F .

variacion | cuadrados|®-| medio Calculada Tablas Interpretacion
0.05 0.01

CEPA 51829.14| 5| 10365.83 187.01| 2.77 4.25 *%

REP 640.27| 5 128.05 2.31| 2.77 4.25 NS

ERROR 997.70| 18 55.43

TOTAL 62174.85| 28

** Diferencia altamente significativa, NS no existe diferencia significativa

Tabla 29.1 Prueba Duncan para clasificar las 5 cepas hibridas y 1 parental
(con fenotipo de P. eryngii en sustrato de P. eryngii) de acuerdo a su
eficiencia bioldgica total.

Clasificacién con el paquete estadistico SPSS
Eficiencia bioldgica total | L
nterpretacion
cepas grupos
I II IT1 I\Y; V

Pec12/L21-3S 13.16 13.16 + 1.91a

Pec20/L21-3S 43.61 43.61 + 7.02b

Pec45/L21-3S 56.13 56.13 £ 6.00c

Pec29/L21-3S 61.26| 61.26 61.26 + 8.63cd

Pec27/1.21-3S 67.43 67.43 + 10.96d
P. eryngil 151.42 |151.42 £ 11.4%

Letras diferentes indican diferencias significativas entre las cepas.
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Tabla 30. Andlisis de varianza para identificar diferencias significativas en la
eficiencia bioldgica total (12 semanas de cosecha) entre 5 cepas hibridas
y 1 parental con fenotipo de P. eryngii en sustrato de Lentinula.

Fuente de | Suma de Cuadrado Valores de F .
variacion | cuadrados || medio Calculada Tablas Interpretacion
0.05 0.01
CEPA 80384.04| 5| 16076.81 162.81]2.62 - 3.90 *x
ERROR 2369.95| 24 98.75
TOTAL 82754.00| 29

** Diferencia altamente significativa

Tabla 30.1 Prueba Duncan para clasificar las 5 cepas hibridas y 1 parental
(con fenotipo de P. eryngii en sustrato de Lentinula) de acuerdo a su
eficiencia bioldgica total.

Clasificacién con el paquete estadistico SPSS
Eficiencia bioldgica total .
Interpretacion
cepas grupos
I II ITI I\Y) V

PeC20/L21-3S 14.12 14.12 <+ 1.94a
PeC29/L21-3S 21.42| 21.42 21.42 =+ 5.94ab
PeC12/L21-3S 33.47 33.47 =+ 3.61b
PeC27/L21-3S 56.38 56.38 =+ 8.27c
PeC45/L.21-3S 111.79 111.79 £+ 17.55d

P.eryngii 151.42 |[151.42 £+ 11.49%e

Letras diferentes indican diferencias significativas entre las cepas.

Tabla 31. Andlisis de varianza para identificar diferencias significativas en la

eficiencia bioldgica total (8 semanas de cosecha) entre 19 cepas hibridas
y 8 cepas parentales con fenotipo de Pleurotus en sustrato de P. eryngii.

Fuente de| Suma de Cuadrado Valores de F .

variacion | cuadrados | C- | medio Calculada Tablas Interpretacion
0.05 0.01

CEPA 559418.44| 26| 21516.09 68.58|1.60- 1.93 *%

REP 1828.62 5 365.72 1.1712.30-3.19 NS

ERROR 33883.82 (108 313.74

TOTAL 596902.61|139

**Diferencia altamente significativa, NS no existe diferencia significativa.
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Tabla 31.1 Prueba Duncan para clasificar las 19 cepas (con fenotipo de Pleurotus en sustrato de P. eryngii) de acuerdo a su EB total.

Clasificacién con el paquete estadistico SPSS

Eficiencia bioldgica total (grupos)

INTERPRETACION
(Letras diferentes indican diferencias

Cepas I 1 1II v Vv VI VII VIII IX X XI significativas entre las cepas)
1E201 26.58 26.58 + 3.98 a
CP253 35.05 35.05 + 2.98 a
1E200 40.67 40.67 + 8.73a
CP50 43.47 43.47 + 9.74a
PeC20/IE201 75.91 75.91 + 11.82b
PeC44/P. djamur 78.27 78.27 + 3.84b
P. ostreatus blanco 78.66 78.66 + 17.56b
P401 85.70| 85.70 85.70 + 8.86bc
P. djamur 92.11| 92.11| 92.11 92.11 + 8.75bcd
PeC38/ A. djamur 99.54| 99.54| 99.54| 99.54 99.54 + 2.15bcde
PeC12/CP253 104.90| 104.90 | 104.90 | 104.90 104.90 + 14.50cdef
PeC44/P401 107.64|107.64 | 107.64 | 107.64 107.64 = 3.64cdef
PeC35/P401 108.03|108.03|108.03 | 108.03 108.03 + 3.95cdef
PeC20/IE200 108.44 | 108.44 | 108.44 | 108.44 108.44 + 12.80cdef
PeC44/CP253 111.38/111.38|111.38|111.38 111.38 + 11.22cdef
PeC20/ASp14 113.27|113.27 | 113.27 113.27 + 14.01def
PeC38/ASP14 114.54|114.54 | 114.54 114.54 + 2.49def
PeC38/P401 114.85|114.85|114.85 114.85 + 5.80def
PeC12/P. djamur 119.83/119.83 119.83 + 21.84ef
PeC20/P. djamur 122.87122.87 122.87 + 10.52ef
PeC35/P. djamur 127.86 127.86 + 9.81f
P. eryngii 151.42 151.42 + 11.49g
PeC35/HK35-39 156.40 | 156.40 156.40 + 6.67hg
PeC35/P. ostreatus 177.20 177.20 + 42.92h
PeC12/P401 207.016 207.016 + 34.98i
PeC9/CP50 271.392 271.392 + 43.8j
PeC11/CP50 323.016 323.016 + 29.46k
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