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l. RESUMENES
1.1 RESUMEN EN ESPARNOL

En el cultivo comercial del hongo comestible Lentinula edodes el uso de sustratos de dificil
degradacién y los largos periodos de incubacion hace poco eficiente el proceso. Una
alternativa para hacer mas rentable su cultivo es obtener cepas mejoradas, mas agresivas y
con mayor capacidad para crecer en una amplia variedad de sustratos. Esto podria lograrse
combinando el material genético de Lentinula con el de otro hongo comestible como
Pleurotus ostreatus que se caracteriza por su rapido desarrollo en muy diversos sustratos.
En este trabajo se planted realizar un mejoramiento genético de las cepas de Lentinula
edodes por medio de la produccion de hibridos con cepas de Pleurotus ostreatus, para tratar
de seleccionar cepas con las caracteristicas fisiologicas de Pleurotus y morfolégicas de
Lentinula.

El mejoramiento genético con progenies meidticas tiene la desventaja de la variabilidad
genética natural de las esporas, ademas de que no permite hibridizar cepas de especies
diferentes y menos audn si pertenecen a géneros distintos. Como método alterno de
mejoramiento genético, mediante fusion de protoplastos se han logrado producir hibridos
interespecies e inter géneros pero con muy poco éxito ya que son muy inestables y
generalmente estériles.

La desdicariotizacion es un método alterno que permite obtener los dos componentes
monocariéticos de una cepa sin pasar por el proceso de meiosis. De esta manera se evita la
diversidad genética de las progenies meidticas, habiendo permitido realizar programas de
mejoramiento genético con cepas de una misma especie. Por ello resultaba interesante
evaluarlo para la produccion de hibridos fértiles de géneros distintos. En una primera etapa 7
cepas de Lentinula edodes fueron desdicariotizadas recuperando para todas las cepas, los
dos tipos de compatibilidad. Sin embargo, se observé que el tiempo de maceraciéon del
micelio jugd un papel muy importante en la desdicariotizacion de las cepas. Asi, mientras el
micelio de Pleurotus ostreatus sobrevive a tiempos de maceracion mayores a 2.5 minutos, el
de Lentinula solo soporté tiempos de maceracion de 5 a 30 segundos como maximo.

Una vez desdicariotizadas las cepas de Lentinula edodes, los neohaplontes se clasificaron
en grupos de acuerdo a su tipo de compatibilidad. De 144 neohaplontes de Lentinula
recuperados, 27 se ubicaron en 4 diferentes grupos de compatibilidad (A;B1, A:B,, AsBs y
AsB;). Los 6 neohaplontes de Pleurotus también se clasificaron en 4 grupos, pero
sorprendentemente, todos ellos fueron compatibles con los 4 grupos de compatibilidad de
Lentinula. Tres de los grupos de compatibilidad de Pleurotus mostraron factores de
compatibilidad totalmente diferentes a los de Lentinula (AsBs, AsBs ¥ A;B-), resultando sin
embargo, aun mas inesperado que el cuarto grupo de las cepas monocarigticas de Pleurotus
presentara factores de incompatibilidad idénticos a uno de los tipos de compatibilidad de los
neohaplontes de Lentinula (A;B;), lo que indica una gran semejanza entre estos dos
organismos de géneros distintos.

Al hibridizar los neohaplontes de Lentinula y Pleurotus para la obtencion de hibridos, de 149
apareamientos positivos que se esperaban, se obtuvieron 138 hibridos y 11 apareamientos
resultaron negativos. Al evaluar el desarrollo micelial y capacidad de fructificacion de 34
hibridos en un sustrato formulado con paja de trigo fermentada y pasteurizada, 32 hibridos
fructificaron y sélo 2 no invadieron el sustrato. De los hibridos que fructificaron todos



presentaron morfologia semejante a Pleurotus. Con los valores de EB acumulada se realiz6
un andlisis estadistico para identificar la semana donde cada cepa alcanzé su rendimiento
maximo significativo (RMS) y con estos valores fue posible identificar 6 cepas precoces con
EB de 98 a 151% en un periodo de cosecha de 3 a 4 semanas de produccion La eficiencia
bioldgica (EB) de los 11 hibridos mas productivos fluctué entre 103 y 161%.

Al fructificar las cepas parentales de Lentinula edodes y Pleurotus ostreatus se observo en
ambos casos la morfologia tipica de cada especie. Para las cepas parentales de Pleurotus
ostreatus el RMS se alcanzo entre la 5% y 7™ semana de cosecha con EB de 55 a 137%,
menor a la obtenida para las cepas hibridas. Las cepas parentales de Lentinula edodes
fueron evaluadas en un sustrato comercial sin someterlo a choque térmico, ni hidratacién
después de la incubacién. La EB al tercer brote fluctué de 24 a 261%, valores que muy
probablemente contribuyeron para que las cepas hibridas también presentaran altos
rendimientos.

Los valores de EB de las 7 cepas parentales de Lentinula edodes obtenidos en tres brotes
también se utilizaron para identificar el brote donde cada cepa alcanz6 su rendimiento
maximo significativo (RMS). Para las cepas L18 y L21 se obtuvo su RMS en el primer brote,
mientras que las cepas L5, L19 y L20 lo alcanzaron al segundo brote y sé6lo para las cepas
L9 y L15 se obtuvo al tercer brote. Con los RMS de las 7 cepas se realiz0 un andlisis
estadistico y se observé que la cepa L9 fue la més productiva, seguida de las cepas L15y L5
con EB al RMS de 216, 170 y 130% respectivamente.

Finalmente se recolectaron y germinaron las esporas de tres hibridos. Con la prueba de y*
se encontro (p = 95%) que los 4 tipos de compatibilidad en sus progenies se distribuyen en
proporcion 1:1:1:1. Esto prueba la fertilidad de los hibridos y confirma que el sistema de
compatibilidad heterotdlico tetrapolar de las cepas parentales se mantiene y hereda en la
progenie de los hibridos. Dada la compatibilidad obtenida entre las cepas, la separacion de
estos dos organismos en dos géneros y especies morfoldgicas distintas deberia ser
analizada. Para ello seria conveniente realizar estudios de los hibridos y las cepas
progenitoras de Lentinula edodes Yy Pleurotus ostreatus con marcadores moleculares para
confirmar la obtencion de los hibridos y para aclarar las bases que sirven para separar estos
2 organismos en géneros distintos.

Palabras clave: Hibridos inter géneros, neohaplontes, Pleurotus, Lentinula, progenie feértil,
sexualidad, productividad.



1.2 ABTRACT

Cultivation of the edible mushroom Lentinula edodes is a long lasting process with low
efficiency, basically as a result of the difficulty to degrade lignocellulosic substrates that are
used and the requirement of long incubation periods. Breeding of improved strains, more
aggressive and able to grow on a wide range of substrates, is a promising option to increase
productivity of this process. This could be achieved by combination of the genetic material of
Lentinula edodes with another edible fungus like Pleurotus ostreatus, which shows fast
growth on a wide range of substrates. Therefore, the aim of this work was to produce hybrid
strains from these 2 genera in order to select strains with Pleurotus physiology but showing
the morphology of Lentinula.

Cross matings of monokaryotic progenies is the conventional method for genetic
improvement of edible mushrooms. It shows, however, various drawbacks, i.e. the natural
genetic variability found among the meiotic progeny (basidiospores) and, additionally, this
procedure cannot be used for hybridization of different genus. Interspecies and intergenera
hybrids have been produced by fusion of protoplasts, but such hybrids are generally sterile or
highly unstable.

Dedikaryotization is an alternative method that allows recovery of the two original
monokaryotic components of a strain since the meiosis step, which cannot be avoided when
using the monokaryotic progeny from basidiospores, is circumvented with this method.
Improved strains have been obtained from a single species with the aid of dedikaryotization
and it could prove useful for breeding fertile hybrids from different species. Therefore, in a first
stage, 7 strains of Lentinula edodes were dedikaryotized. Both monokaryotic components
were recovered for all strains and they were classified according to their mating types. From
144 Lentinula neohaplonts, 27 were allocated in 4 different incompatibility groups (A1B1, A2B>,
AsBs y A4By). The 6 Pleurotus ostreatus neohaplonts were classified in 4 groups. Surprisingly,
these groups were compatible with those of Lentinula, which points out a large similarity of
both species. Moreover, one of the 4 incompatibility groups showed identical mating types as
one group of Lentinula neohaplonts (A;B;), while the other 3 groups showed completely
different mating types (AsBs, AsBs y A7B7).

All Lentinula neohaplonts were mated with the monokaryotic Pleurotus strains in all possible
combinations, 138 hybrids were obtained and only 11 negative pairings were observed. The
resulting dikaryons were grown on malt extract agar to evaluate mycelium development.
According to these tests and to the ability of the corresponding parental Lentinula edodes
strains to grow on sterile substrate, 34 hybrids were selected for further production tests on
commercial Pleurotus substrate. Only 2 hybrids were unable to fruit on this substrate. Of the
remaining 32 hybrids, all of them produced fruit bodies with Pleurotus morphology. With the
biological efficiency values an statistic analysis was made to identified the week where each
strain obtained its maximum significant yield (MSY). With these values, 6 quick producing
strains were identified with biological efficiencies (BE) of 98 to 151%, obtained in 3 - 4
harvesting weeks. Yields of the 11 higher producing hybrids were 103 - 161% BE.

Parental strains of Lentinula edodes and Pleurotus ostreatus yielded fruit bodies with the
typical morphology for each species with biological efficiencies of 55 to 137% in 5 to 7 harvest
weeks for Pleurotus ostreatus and 24 to 261% for Lentinula edodes with a commercial
substrate without cold shock or water immersion after incubation period. The high biological



efficiency values of parental strains probably contribute for the high biological efficiency of
hybrids strains.

The biological efficiency values of the 7 parental strains of Lentinula edodes after 3 flushes
were used to identified the flush at which each strain obtained its maximum significant yield
(MSY) Strains L18 and L21 reached their MSY at the first flush; strains L5, L19 and L20 at the
2nd flush and only strains L9 and L15 at the 3rd flush. With the MSY of the 7 strains a second
statistic analysis was made and strain L9 was identified as the more productive (261%)
followed by L15 and L5 with 170 and 130 BE at MSY respectively.

Basidiospores from 3 hybrids were collected and germinated. According to y? test, the 4
mating types were present in the same proportion (1:1:1:1) in each of the 3 progenies
(p = 95%). Herewith, fertility of hybrids was confirmed and the tetra polar heterothallic
compatibility system of the parental strains was maintained throughout the breeding process.
Separation of these organisms into 2 different genera need to be reconsidered considering
the high compatibility of Pleurotus and Lentinula strains used in this study. In this context, it is
highly recommended to perform studies using molecular markers of hybrids and parental
strains of Pleurotus ostreatus and Lentinula edodes to confirm production of hybrid strains
and to elucidate the fundamentals to separate Pleurotus and Lentinula into 2 different genera.

Key words: Intergenera hybrids, neohaplonts, Pleurotus, Lentinula, sexuality, productivity,
edible mushrooms.



Il INTRODUCCION

En nuestro pais los Unicos géneros de hongos comestibles que se cultivan a escala
comercial son Agaricus bisporus (J.E. Lange) Pilat y Pleurotus spp. Lentinula edodes (Berk.)
Pegler empieza a ser cultivado pero a muy baja escala. Para su cultivo en forma tradicional
se utilizan troncos de arboles muertos de maderas duras, por lo cual son necesarios tiempos
de incubacion muy prolongados. Los estudios realizados a la fecha para este género se han
centrado principalmente en sustituir los troncos por aserrines y el estudio de diferentes tipos
de maderas como sustrato, mas no se ha trabajado en el mejoramiento genético de las
cepas. Sin embargo, es una especie que por sus caracteristicas organolépticas, nutricionales
y medicinales, su consumo y produccién se ha incrementado considerablemente en los
ultimos afios en todo el mundo.

Los hongos comestibles Pleurotus spp. también conocidos como setas ocupan el tercer lugar
a nivel mundial dentro de los hongos cultivados comercialmente en términos de su
produccion. Es un hongo que crecen en una gran variedad de sustratos y su demanda se ha
incrementado en todo el mundo. Los sustratos mas ampliamente utilizados para su cultivo a
escala industrial han sido la paja de trigo o de cebada. Sin embargo, existen numerosos
trabajos a nivel de laboratorio donde se ha probado una gran variedad de sustratos para su
cultivo como son: pajas de casi todo tipo de cereales (trigo, arroz, sorgo, maiz, avena, mijo,
centeno y cebada), rastrojo de frijol, pulpas de café y de cardamomo, mazorcas, rastrojo y
zacate de maiz, cascara de cacao, desechos de algodoén, seudo tallos de platano, bagazos
(cafia de azucar, citronela, maguey, henequén con y sin fermentacion), hojarasca de arboles
de parques y jardines y pasto. También se han evaluado diferentes mezclas de substratos
como pajas de trigo y maiz, maguey tequilero fermentado con paja de trigo, pulpa de café o
cascara de cacao; bagazo de cafia enriquecido con pulpa de café o paja de cebada (Gaitan-
Hernandez, 2005 y 2007; Gaitan-Hernandez et al., 2002; Mata y Salmones, 2003; Mayett et
al., 2006; Pérez-Merlo y Mata, 2005; Salmones et al., 2005; Velazquez-Cedefio et al., 2002;
Vogel y Salmones, 2000).

A pesar de que existe una gran cantidad de estudios relacionados con el género Pleurotus,
en términos generales existen muy pocos esfuerzos en aspectos relacionados con el
mejoramiento genético de las cepas. Los pocos trabajos en esta direcciéon, se han
desarrollado a partir de las progenies meiéticas o esporas de cepas silvestres, las cuales una
vez clasificadas en los 4 tipos de compatibilidad son utilizadas para obtener hibridos
interespécimen. Los hibridos obtenidos por lo general han sido evaluados en términos de sus
rendimientos a baja escala (bolsas de 1 o 2 kg de sustrato hUmedo). Este tipo de trabajos ha
permitido obtener cepas para uso a nivel local sin tener que depender del empleo de cepas
extrajeras. Sin embargo, lo anterior no ha permitido generar un banco de cepas para su uso
a escala comercial.

En el presente proyecto se desarroll6 un programa de mejoramiento genético por
apareamiento de neohaplontes de Lentinula edodes con monocartiotes y neohaplontes de
Pleurotus ostreatus, para poder ofrecer a corto plazo, una mayor disponibilidad de cepas
para los productores nacionales, dado que esta agro industria representa un gran potencial
de crecimiento por las caracteristicas nutricionales y medicinales que poseen los hongos
comestibles cultivados.



IIl.  ANTECEDENTES
3.1. IMPORTANCIA DEL CULTIVO DE LOS HONGOS COMESTIBLES.

Los hongos comestibles producen una estructura en su fase generativa conocida como
cuerpo fructifero, esporoma o carpéforo cuyo consumo no provoca ninguna manifestacion de
toxicidad en el género humano. Algunos de estos hongos comestibles son cultivados
artificialmente de tal manera que su ciclo de vida puede completarse de manera artificial bajo
condiciones controladas. Declaire (1978), indica que de 2,000 especies de hongos
comestibles conocidas, Unicamente 25 son consumidas por el hombre en el mundo. Para el
mismo afo en México Pérez-Silva, reportdé que de 48 géneros y 165 especies registradas en
el territorio nacional, solamente 39 géneros y 87 especies fueron consumidas como resultado
de su recoleccion y venta en los mercados locales. Actualmente la produccion mundial de
hongos comestibles cultivados en fresco supera los 7 millones de toneladas métricas
anuales, con un valor econémico aproximado superior a los treinta billones de doélares
(Chang y Miles, 2004). En general se puede apreciar que la industria productora de hongos
comestibles ha crecido en los ultimos 25 afios en forma acelerada, a pesar de ser muy
tradicional y rudimentaria en muchos paises. El champifion es la especie mas ampliamente
cultivada a nivel mundial con una produccion superior a los 2 millones de toneladas métricas
anuales, seguida por especies de Pleurotus y Lentinula que contribuyen con cerca de 2.5
millones de toneladas métricas anuales, a la produccion global de hongos comestibles. Cabe
sefialar también la importancia ecoldgica de esta actividad, que radica en la utilizacion y
reciclaje acelerado de millones de toneladas de subproductos agricolas, agroindustriales y
forestales utilizados como sustrato para su cultivo.

3.2. POTENCIAL DE LOS PROCESOS DE MEJORAMIENTO GENETICO DE CEPAS PARA SU USO
A ESCALA COMERCIAL.

A la fecha, la mayor parte de los esfuerzos para mejorar el cultivo comercial de los hongos
comestibles se han centrado en evaluar diferentes tipos de substratos, ya sea solos o
mezclados o en implementar diferentes métodos de su preparacion. En general no se ha
explotado el potencial que representa el mejoramiento genético de cepas. Los estudios de
mejoramiento genético para los hongos comestibles han sido sumamente escasos, no
obstante que para algunos hongos su ciclo de vida es bien conocido y para los de tipo
heterotalico, existe la posibilidad de mejorar diferentes caracteristicas que permitan
incrementar la eficiencia y rentabilidad del cultivo.

El mejoramiento genético de cepas de hongos comestibles ha sido un aspecto poco
estudiado no obstante el valor econémico de la produccion de esta industria a escala
mundial. Asi por ejemplo para el caso del champifién (el hongo comestible mas importante)
muy probablemente su naturaleza homotalica ha sido uno de los obstaculos de mayor peso
para realizar trabajos de mejoramiento genético. Sin embargo, se sabe que los programas de
mejoramiento genético de cepas han superado algunas dificultades aparentemente
insalvables, logrado incrementos sustanciales en la viabilidad y rentabilidad de esta industria.
Como ejemplo se pueden mencionar los trabajos desarrollados en Holanda, en donde a
pesar de la naturaleza homotalica del champifién (produccion de 99% de esporas sexuales
multinucleadas) se realizé un programa de mejoramiento genético con técnicas clasicas de
aislamiento de esporas uninucledas (1%) y después de aproximadamente 10 afios fue



posible obtener dos cepas altamente productivas, conocidas como Ul y U3, en las cuales se
basa mas del 80% de la produccion comercial del champifién en el mundo (Fritsche, 1983).

A pesar de que estos programas de mejoramiento genético son relativamente tediosos,
lentos y poco eficientes, este gran esfuerzo se justific6 debido a la relevante importancia
econdmica de la industria holandesa del champifidn, que exporta un volumen aproximado de
200 000 toneladas por afio.

Para el caso de Pleurotus ostreatus se sabe que por medio de un programa de mejoramiento
genético, por mutacion de neohaplontes fue posible resolver uno de los principales
problemas a los que se enfrenta la industria. Se desarrollaron cepas aspordgenas con lo que
se contrarrestd la gran cantidad de esporas que se producen durante la fase productiva,
causantes de reacciones alérgicas a los trabajadores en las plantas productoras (Leal-Lara,
1980).

Los ejemplos anteriores sirven para resaltar la importancia de los programas de
mejoramiento genético para el desarrollo de cepas con caracteristicas que permitan
satisfacer necesidades especificas para el cultivo comercial de los hongos comestibles.

3.3.  METODOS DE MEJORAMIENTO GENETICO UTILIZADOS EN HONGOS COMESTIBLES.

Ademds 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 géneros Pleurotus y Lentinula con el fin de obtener cepas altamente productivas, propias
para la produccién a escala comercial y desarrollar informacién 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 relaciéon con otros organismos y la
disponibilidad de diversidad en el material genético. Dentro de las caracteristicas fenotipicas
de importancia que deben considerarse se encuentran el color, tolerancia a ciertos rangos de
temperaturas, resistencia a enfermedades, patrones de produccién durante la fructificacién,
namero de brotes y periodo entre éstos, asi como peso de los esporéforos. 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 mudltiples
genes. Por tal motivo, la mayoria de los programas de mejoramiento genético para hongos
comestibles se basan en el sistema natural de recombinacion genética al aparear micelios
monocariéticos compatibles. ElI propésito del 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 al., 2005). En general, existen dos posibilidades para obtener
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el material inicial para un programa de mejoramiento genético de este tipo: 1) Aislamiento y
recuperacion de la progenie meibtica (esporada) y 2) desdicariotizacion (obtencion de
componentes monocarioticos).

3.3.1 RECUPERACION DE PROGENIE MEIOTICA.

Este método consiste en recolectar las esporas producidas por los esporoforos 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 al., 2004). Por otra parte, es un método lento
debido a que es necesario fructificar las cepas para obtener la esporada y después
nuevamente en una etapa posterior para evaluar las caracteristicas de fructificacién de las
cepas obtenidas. Otra desventaja de este método es la necesidad de realizar una gran
cantidad de apareamientos, 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 basidiosporas se debe a que para su
segregacion el micelio dicariotico sufre primeramente la cariogamia y posteriormente la
meiosis. Durante la cariogamia se fusionan los nucleos del micelio dicariético produciendo un
nacleo zigético, el cual sufre la meiosis, fase en la cual ocurre la recombinacidn 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 monocariéticas que dieron origen a la cepa
dicariote.

Los trabajos de mejoramiento genético realizados en nuestro pais a partir de la progenie
meiotica sélo han permitido obtener hibridos entre diferentes cepas de la misma especie. Asi
en el primer trabajo de mejoramiento genético reportado por Martinez et al. (1986), se realizd
la obtencion y caracterizacion de hibridos a partir de 3 cepas mexicanas de Pleurotus
ostreatus. Las cepas silvestres fueron aisladas de cuerpos fructiferos que crecian sobre
pulpa de café en la region de Jalapa, Ver. Cada cepa fue caracterizada considerando las
caracteristicas y desarrollo del micelio. De manera paralela se aislaron monospdricos de
cada cepa y se clasificaron de acuerdo a sus tipos de compatibilidad para posteriormente
efectuar cruzas inter espécimen para observar la compatibilidad entre la progenie de las 3
cepas y asi obtener cepas hibridas. Tanto las cepas parentales como los hibridos se
resembraron en medio de cultivo para caracterizar su desarrollo micelial. Ademas se evalud
la fertilidad de los hibridos, tanto en cajas Petri con medio de agar, como en frasco de vidrio
con arroz integral esterilizado, los cuales una vez que la cepa invadié el sustrato se
colocaron en camaras humedas para favorecer la formacion de primordios y posteriormente
su desarrollo en cuerpos fructiferos. De los 12 hibridos obtenidos 3 de ellos fueron evaluados
a mayor escala (planta de produccién) y presentaron eficiencias bioldgicas de 113, 115 y
118%. Sin embargo, no hacen referencia a los rendimientos de las cepas parentales para
determinar en forma cuantitativa el incremento en los rendimientos. Sélo se indica que los
hibridos inter espécimen son mas productores que los intra espécimen.

Por otro lado Morales et al. en 1995 reportan la caracterizacion de un hibrido de P. ostreatus
(CP-50) el cual presenta caracteristicas que lo hacen muy apto para emplearlo en la
produccion comercial. Entre las caracteristicas mas sobresalientes destacan: su capacidad
para crecer en un amplio rango de temperaturas (17-35°C), corto periodo de incubacion (25
dias), rendimientos del 65 al 95% de eficiencia bioldgica, asi como buena viabilidad y manejo
post-cosecha. Este tipo de trabajos ha permitido obtener cepas para su uso a nivel local, sin
tener que depender del uso de cepas extrajeras.



Diez afios mas tarde Navarro et al. (1996) realizaron un estudio comparativo de algunos
hibridos de Pleurotus ostreatus en Morelos. Para ello utilizaron 3 cepas nativas del estado y
3 cepas extranjeras (2 de EUA y una Europea). Para cada cepa obtuvieron micelios
monosporicos y los clasificaron en los 4 tipos de compatibilidad para posteriormente
aparearlos y obtener hibridos. A continuacion las cepas parentales y los hibridos fueron
caracterizados (velocidad de crecimiento y caracteristicas morfolégicas del micelio
vegetativo). Finalmente evaluaron la eficiencia bioldgica de las cepas parentales e hibridas a
mayor escala (bolsas con 5 kg de sustrato himedo). Los resultados indican que las cepas
parentales presentaron rendimientos del 20 al 65% de EB, mientras que las cepas hibridas
dieron rendimientos del 23 al 76% de E.B., con lo que se puede ver que los rendimientos en
las cepas hibridas no se incrementaron de manera significativa.

En este tipo de estudios de mejoramiento genético dado que no se tiene un control sobre las
caracteristicas que se estan introduciendo con cada una de las cepas apareadas, resulta
poco probable que los hibridos obtenidos realmente correspondan a cepas mejoradas. Para
que este tipo de trabajos redunden en la obtencion de cepas mejoradas, seria necesario
incrementar de manera exponencial la obtencion de hibridos y su evaluacion a escala de
produccién para asi potenciar la probabilidad de obtener cepas mejoradas.

3.3.2 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 parentales, debido a que parte de cepas dicaridticas de las cuales se
pueden aislar sus componentes monocarioticos y no se requiere de la esporada, por tanto no
es necesario fructificar las cepas seleccionadas. Por otra parte, los componentes
monocarioticos de una cepa representan la composicién 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 colico o soluciones de peptona con glucosa. El taurocolato de
sodio utilizado por Nishibori y Kinugawa (1978) para la desdicariotizacion 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 al., 1996).

El efecto desdicariotizante de las soluciones de glucosa-peptona puede atribuirse a distintos
factores, uno podria ser la presencia de algin compuesto téxico producido durante la
esterilizaciéon de la solucion desdicariotizante, otro podria ser la probable presencia de
alguna sustancia toxica generada durante la produccion de la peptona, ya sea que estuviera
presente en las materias primas usadas o bien que se produjera durante la hidrdlisis de la
proteina. De hecho, no se conoce con certeza el mecanismo que provoca la
desdicariotizacion de micelios dicaridticos. Miles y Raper (1956) y Tokimoto et al., (1978)

9



propusieron la siguiente hipétesis: la destruccidén 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 penultima célula contengan un solo nucleo y se forme el
neohaplonte.

3.3.2.1 EVIDENCIAS DE REPORTES PREVIOS DE MEJORAMIENTO GENETICO POR DESDICARIOTIZACION.
Obtencion de cepas aceluloliticas de Pleurotus.

Existen una serie de trabajos relacionados con la obtencién de cepas aceluloliticas de
Pleurotus ostreatus (Mancera et al., 1999). En ese proyecto se planteé la obtencion de cepas
aceluloliticas, como una alternativa para lograr un aprovechamiento integral de los
desperdicios lignocelulésicos. Es decir al desarrollar cepas con tales caracteristicas se
vislumbré la posibilidad de producir hongos para consumo humano y al mismo tiempo utilizar
el sustrato residual rico en celulosa para la alimentacion de rumiantes.

En la Tabla 1 se presenta un resumen de las diferentes etapas del proceso de mejoramiento
genético, en el que se puede observar como en cada etapa del mejoramiento genético fue
posible incrementar de manera significativa la recuperacion de cepas con caracter
acelulolitico.

Tabla 1: Frecuencia de recuperacion de cepas aceluloliticas en diferentes etapas del proceso
de mejoramiento genético (Mancera et al., 1999).

Recuperacion de cepas
aceluloliticas (%)

Mutacién de neohaplontes 0.001

Progenie obtenida a partir de:

Etapa de mejoramiento genético

Mutante x monocarionte silvestre 233
Hibridos obtenidos a partir de monocariontes:

C-xC+ 6.15
C+xC+ 6.97
Progenie de 2 monocariontes aceluloliticos 55.00

En etapas posteriores al proceso de mejoramiento genético, se evaluaron los rendimientos a
escala comercial de algunas cepas aceluloliticas. Los resultados mostraron que las cepas
obtenidas en las Ultimas etapas presentaron rendimientos semejantes a los obtenidos por
algunas cepas comerciales e inclusive, algunas lograron rebasar los rendimientos de las
comerciales. Las provenientes de las primeras etapas de mejoramiento genético presentaron
un desarrollo micelial muy lento y por lo mismo muy susceptible a las contaminaciones
(Mancera et al., 1999). Este es el tnico trabajo realizado en México que involucra toda una
serie de etapas de mejoramiento genético de un hongo comestible, desarrollado con el
objeto de obtener cepas de tipo acelulolitico y al mismo tiempo adecuadas para la
produccion comercial.
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Mejoramiento genético de cepas de P. ostreatus a partir de neohaplontes.

En otro reporte de mejoramiento genético de cepas de P. ostreatus, donde el objetivo fue
obtener hibridos a partir de neohaplontes con potencial para su cultivo a escala comercial
(Arias et al., 2000), de un total de 17 cepas, 7 fueron seleccionadas para el proceso de
mejoramiento genético. Este se realizé por medio de la desdicariotizacion de las cepas y sélo
para una cepa se obtuvo su progenie meiotica. A partir de los neohaplontes y esporas, por
hibridacion se obtuvieron y caracterizaron 13 hibridos, de los cuales 6 fueron seleccionados
por presentar mejores caracteristicas que las cepas parentales (maximo rendimiento a los 28
dias de fructificacion, eficiencias biolégicas del 96% y esporéforos mas grandes). Sin
embargo, las cepas hibridas presentaron algunas desventajas como mayor tiempo para
iniciar la fructificacién (62 dias con respecto a 37 dias de las cepas parentales).

Productividad de cepas hibridas coloridas de Pleurotus spp.

Finalmente Valencia del Toro et al. (2007) reportan la eficiencia biolégica (EB) de 4 cepas
hibridas coloridas obtenidas por apareamiento entre neohaplontes y 2 cepas control. El
andlisis estadistico de los resultados indico diferencias significativas entre las 6 cepas. Las 2
cepas control produjeron las mayores eficiencias biolégicas (182 y 148%), seguidas de una
de las cepas hibridas de color amarillo (IE201,xIE202,) con 109%, mientras que la EB del
resto de las cepas hibridas fue de 36 a 58%. En este caso a pesar de que la cepa hibrida
mas productiva (IE201,xIE202;) no logro rebasar la EB de las cepas control, si mostro
caracteristicas atractivas tanto para su cultivo a escala comercial, como para su uso en
programas de mejoramiento genético, debido al color amarillo, forma delgada y estipites
cortos.

3.3.3 PRODUCCION DE PROTOPLASTOS.

Este método utiliza enzimas liticas para romper la pared celular y los medios de recuperacion
deber estar osmoticamente regulados. Comparado con los métodos previos presenta
algunas ventajas como son:

¢ Recuperacion de ambos nlcleos en un 75% de las cepas evaluadas

e Tiempo de recuperacion de neohaplontes de tan solo 7 dias

¢ Reacciones normales de compatibilidad entre los neohaplontes obtenidos.

Por otro lado, se sabe que con este método ha sido posible romper con las barreras de
incompatibilidad sexual entre diferentes especies, géneros e incluso diferentes ordenes,
permitiendo asi la obtencion de hibridos. Sin embargo, Fukumasa et al. (1994) reportan la
desdicariotizacion de cepas de Lentinula edodes con la desventaja de encontrar variaciones
en algunas propiedades biologicas de los neohaplontes, las cuales fueron atribuidas a
posibles mutaciones ocasionadas por el método de regeneracion de protoplastos.
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IV. JUSTIFICACION Y OBJETIVOS
4.1 JUSTIFICACION:

Lentinula edodes también conocido como shiitake es un hongo comestible que se cultiva
principalmente en Jap6n y Asia Oriental. Su cultivo se realiza sobre aserrines de maderas
duras o en troncos de arboles muertos y por la naturaleza de los sustratos presenta la
desventaja de requerir de tiempos de incubacién muy prolongados (desde 4 a 5 meses hasta
dos afios). Sin embargo, con las nuevas técnicas de manipulacion genética se vislumbra la
posibilidad de obtener hibridos que reteniendo la morfologia de Lentinula, (mayor precio comercial y
apreciables cualidades organolépticas) presenten las ventajosas caracteristicas fisioldgicas de
Pleurotus (amplio espectro de sustratos para su desarrollo y una elevada velocidad de crecimiento).

4.2 OBJETIVO GENERAL:

Obtener cepas hibridas de Lentinula edodes y Pleurotus ostreatus mediante el apareamiento
de neohaplontes.

4.3 OBJETIVOS PARTICULARES:

4.3.1 MODIFICAR LA TECNICA DE PRODUCCION DE NEOHAPLONTES UTILIZADA PARA EL GENERO
PLEUROTUS PARA OBTENER NEOHAPLONTES DE DIFERNTES CEPAS DEL GENERO
LENTINULA.

4.3.2 OBTENER HIBRIDOS A PARTIR DE APAREAMIENTO DE LOS NEOHAPLONTES DE LENTINULA
CON NEOHAPLONTES O CEPAS MONOCARIOTICAS DE PLEUROTUS.

4.3.4 OBSERVAR LAS CARACTERITICAS DE FRUCTICACION DE LOS HIBRIDO OBTENIDOS Y DE LAS
CEPAS PARENTALES DE LENTINULA Y PLEUROTUS.

4.3.5 CARACTERIZAR EL SISTEMA QUE CONTROLA LA COMPATIBILIDAD SEXUAL EN LOS
HIBRIDOS INTER GENERO.

V. HIPOTESIS

5.1 A LA FECHA NO SE HABIA MODIFICADO LA TECNICA DE PRODUCCION DE
NEOHAPLONTES REPOTADA PARA EL GENERO PLEUROTUS, LA REDUCCION DEL
TIEMPO DE HOMOGENEIZACION DEL MICELIO PROBABLEMENTE PERMITA RECUPERAR
LOS DOS COMPONENTES MONOCARIOTICOS DE DIFERNTES CEPAS DE L. EDODES.

5.2 DE MANERA SEMEJANTE A COMO SE REPORTA CON LA TECNICA DE FUSION DE
PROTOPLASTOS SE OBTENDRAN HIBRIDOS INTER GENERO APAREANDO
NEOHAPLONTES DE LENTINULA CON NEOHAPLONTES Y/O MONOCARIOTES DE
PLEUROTUS Y SERAN FERTILES LOS HIBRIDOS OBTENIDOS.

5.3 DADO QUE LAS DOS CEPAS PARENTALES DE LOS GENEROS LENTINULA Y PLEUROTUS
PRESENTAN UN SISTEMA DE COMPATIBILIDAD SEXUAL DE TIPO TETRAPOLAR
HETEROTALICO, SE ESPERA QUE LAS CEPAS HIBRIDAS PRESENTARAN EL MISMO
PATRON DE SEXUALIDAD DE LAS CEPAS PARENTALES.
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VI. MATERIALES Y METODOS

6.1 PLANTEAMIENTO DE LA ESTRATEGIA GLOBAL DEL PROYECTO.

De acuerdo al objetivo general del proyecto y a los objetivos particulares en la figura 1 se
presenta un diagrama que ilustra las principales etapas que se realizaron experimentalmente

para lograr el mejoramiento genético de Lentinula.

Figura 1: Principales etapas experimentales involucradas durante el desarrollo global del
proyecto para obtener hibridos inter géneros

Desdicariotizacién de 7
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A 4
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Produccién de hibridos por
apareamiento de neohaplontes

Apareamiento de 27 neohaplontes de L. edodes con:

4 neohaplontes y 2 monocariotes de P. ostreatus.
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de distribucion en tipos de compatibilidad




En esta seccion se describen las metodologias utilizadas para el desarrollo del
proyecto que no fueron descritas en los articulos publicados.

6.2  MATERIAL BIOLOGICO.

Para la obtencion de hibridos se utilizaron los neohaplontes obtenidos por desdicariotizacion
de 7 cepas de Lentinula edodes (procedentes de Canad4, Corea y Estados Unidos). En la
Tabla 1 se presentan los neohaplontes de cada cepa que se utilizaron para su clasificacion
en tipos de compatibilidad.

Tabla 1: Neohaplontes de Lentinula utilizados para la obtencién de hibridos inter géneros

di Ce.'?"!s Neohaplontes utilizados Total de
icaridticas neohaplontes
L5 L5-1, L5-9, L5-15, L5-23, L5-25, L5-26, L5-30 7
L9 L9-2, L9-3, L9-8, L9-16 4
L15 L15-4, L15-5, L15-8, L15-11 4
L18 L18-1, L.18-2 2
L19 L19-1, L19-2 2
L20 L20-6, L20-8 2
L21 L21-1, L21-2, L21-7,1.21-20, L21-24, L21-25 6
Total de neohaplontes de Lentinula edodes 27

Las cepas de Pleurotus ostreatus utilizadas en la obtencion de hibridos inter géneros fueron
donadas por la Dra. Eger G. (Philipps University, Marburg, Lahn, Alemania Federal). En la
Tabla 2 se presentan las claves y caracteristicas de las cepas monocarioticas de Pleurotus
utilizadas en primera instancia para su clasificacion en tipos de compatibilidad y
posteriormente para la obtencién de hibridos por apareamiento con los neohaplontes de
Lentinula edodes.

Tabla 2: Cepas de Pleurotus ostreatus de tipo monocaridtico (donadas por Dra. Eger,

Alemania)
Clave | Caracteristicas
P403
P404
PA13 Neohaplontes
P414
P407 | Cepas monocaribticos
P408

Todas las cepas utilizadas para el desarrollo del proyecto procedian de diferentes regiones
del mundo, las de Pleurotus ostreatus procedian de Europa y las de Lentinula edodes de
Canada, Corea y Estados Unidos, siendo todas las cepas utilizadas para la produccion
comercial de los éstos 2 géneros. La razén de utilizar cepas de tipo comercial y que fueran
locales, fue porque este tipo de cepas asegura que la morfologia de sus hongos es normal y
producen altas eficiencias biolégicas en la etapa de fructificacion. Estas caracteristicas son
de suma importancia en la seleccién de cepas para programas de mejoramiento genético, en
donde se desea que las cepas mejoradas se utilicen para la produccion comercial de
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carpoforos con morfologia normal y rendimientos semejantes o superiores a las cepas
parentales. Las cepas que se utilizan en el mercado nacional para su explotacion comercial
por lo general son de tipo silvestre o domesticadas en diferentes centros de investigacion
pero presentan la desventaja de producir bajas eficiencia biolégicas (60 a 80% en el mejor
de los casos a escala de laboratorio) y cuando éstas son llevadas para su uso a nivel
industrial sus rendimientos puede disminuir de un 10 a 20%. Por esta razén en este proyecto
no se utilizaron cepas de origen local.

6.3 DETERMINACION DE TIPOS DE COMPATIBILIDAD.

Para identificar los tipos de compatibilidad de los neohaplontes de Pleurotus y Lentinula se
realizaron apareamientos entre los neohaplontes de cada género en todas las posibles
combinaciones en placas con 10 ml de medio de extracto de malta agar. Todos los
apareamientos se realizaron por duplicado para confirmar los resultados y también se
realizaron las cruzas mutuas entre cada neohaplonte como control negativo de la ausencia
de fibulas de cada cepa utilizada. Una vez realizados los apareamientos, las placas fueron
incubadas a 24°C. Después de 72 horas las placas fueron revisadas diariamente al
microscopio para identificar la formacioén de fibulas, caracteristicas del micelio dicariotico.
Para confirmar la obtencién de micelio de tipo dicariotico, éste fue resembrado en medio de
extracto de malta y cuando el micelio se desarroll6 huevamente fue revisado al microscopio
para verificar la presencia de fibulas.

6.4 APAREAMIENTOS ENTRE CEPAS DE P. OSTREATUS Y L. EDODES.

Para la obtencién de hibridos entre los géneros Lentinula y Pleurotus se realizaron todos los
apareamientos entre los 27 neohaplontes de Lentinula con 4 neohaplontes y 2 monocariotes
de Pleurotus en placas con 10 ml de medio de extracto de malta agar. Todos los
apareamientos se realizaron por duplicado para confirmar los resultados. Una vez realizados
los apareamientos las placas de agar fueron incubadas a 24°C. Después de 72 horas las
placas fueron revisadas diariamente al microscopio para identificar la formacion de fibulas,
caracteristicas del micelio dicariético. Para confirmar la obtencién de micelio de tipo
dicariotico, éste fue resembrado en medio de extracto de malta y cuando el micelio se
desarrolld, nuevamente fue revisado al microscopio para verificar la presencia de fibulas.

6.5 GERMINACION DE ESPORAS PARA LA OBTENCION DE PROGENIES.

Las esporas de los cuerpos fructiferos de las cepas hibridas de L. edodes x P. ostreatus se
colectaron colocando el cuerpo fructifero sobre papel filtro o aluminio y se dej6 esporular de
12 a 24 horas. Posteriormente se retird el cuerpo fructifero y se guardd el papel con las
esporas en bolsas de polipapel, las cuales se almacenaron a temperatura de refrigeracion.

Para la germinacion de esporas se cortd bajo condiciones de esterilidad un pedazo de papel
de 1 x 1 cm con las esporas, y se depositdé en un frasco vial que contenia 5 ml de agua
destilada estéril, se agitd y con la suspension de esporas resultante se realizaron diluciones
desde 10™ hasta 10®. Para cada dilucién se inocularon con 50 pl, 2 cajas Petri con 10 ml de
agar extracto de malta y se incubaron a 28°C durante 3 dias. A partir de ese momento se
examinaron diariamente todas las cajas con la ayuda de un microscopio y en caso de
encontrar colonias monocaritticas aisladas, éstas fueron recuperadas transfiriéndolas a
cajas Petri con medio de agar extracto de malta. Una vez que se observd desarrollo micelial
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en las colonias resembradas (4 colonias por caja Petri) se llevo a cabo una segunda revision
microscopica y sélo se resembraron las colonias monocariéticas en cajas individuales con
medio agar extracto de malta. En los casos en donde no fue posible aislar monocariotes (por
la elevada cantidad de colonias) se prepar6 nuevamente una suspension de esporas y solo
se inocularon entre 5 y 10 cajas con las diluciones en donde previamente se observo una
baja concentracién de esporas viables (20 a 40 colonias por caja). Una vez que se cont6 con
las colonias monocaridticas crecidas, éstas fueron identificadas con una clave como la
siguiente: L19-1 x P414-E1, en donde L19-1 corresponde al neohaplonte # 1 aislado para la
cepa L19 de L. edodes, el simbolo “x” significa la cruza con; el nUmero P414: corresponde al
neohaplonte 414 de P. ostreatus y finalmente E1: corresponde al niumero de la espora
aislada para este hibrido.

6.6 CLASIFICACION DE LAS PROGENIES DE LAS CEPAS HIBRIDAS (PLEUROTUS X LENTINULA) EN
LOS CUATRO TIPOS DE COMPATIBILIDAD.

Para clasificar la progenie monocariética de cada hibrido en los 4 tipos de compatibilidad, en
una primera etapa todos los cultivos monospoéricos (monocariotes progenie) fueron
apareados con los dos neohaplontes parentales y después de 3 dias de incubacién se
revisaron diariamente al microscopio para observar la formacion de fibulas. La obtencion de
fibulas es el resultado de la compatibilidad entre dos cepas, razoén por la cual es posible
identificar a los monocariotes con los tipos de compatibilidad I y II.

Los monocariotes que no fueron compatibles con los neohaplontes parentales, significa que
pertenecen a alguno de los dos tipos recombinates (lll y IV). Para su clasificacién en estos
dos tipos de compatibilidad se tomaron al azar dos monocariotes del grupo que dio
reacciones negativas con los dos nechaplontes parentales (es decir con probable tipo Il o
IV) y se aparearon con todas los monocariotes sin clasificar. Con resultado de dichos
apareamientos se presentaron las siguientes posibilidades:

1) Que los dos monocariotes pertenezcan al mismo tipo de compatibilidad con lo cual se
obtiene el mismo patrén de apareamiento con todas las cepas, identificando asi un solo
tipo de compatibilidad (lll) y suponer que los monocariotes restantes (que no se
aparearon) pertenecen al tipo de compatibilidad contrario (IV). Para confirmar que los
monocariotes sin apareamiento positivo realmente pertenecen al tipo 1V, éstos se deben
aparear con algin monocariote clasificado en el grupo lil.

2) Que un monocariote pertenezca al tipo Ill y el otro al tipo IV. Con lo cual se logra la
clasificacion de todas los monocariotes progenie.

3) Que uno de los monocariotes pertenezca al tipo Il o IV y el otro no se aparee con ningln
de los monocariotes progenie. Con lo cual sélo se identifica un tipo y para confirmar los
monocariotes del tipo faltante es necesario aparearlos con un monocariote del tipo de
compatibilidad contrario.

Finalmente para los monocariotes progenie que no pudieron ser clasificados en alguno de
los cuatro tipos de compatibilidad, se tomé un monocariote progenie representante de cada
tipo de compatibilidad (monocariotes referenciales) y se aparearon con todas los
monocariotes que previamente no fueron clasificados. Este tipo de apareamientos se
realizaron en medio de agar agua con el objeto de tener la menor cantidad de nutrientes
disponibles en el medio y asi forzar el apareamiento entre las cepas.
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VIl. RESULTADOS Y DISCUSION.

Para lograr el objetivo final de este proyecto, es decir obtener cepas hibridas de Lentinula
edodes y Pleurotus ostreatus mediante el apareamiento de neohaplontes, se planteé una
estrategia global que consistié de varias etapas. En primer lugar se realiz6 la obtencién de
neohaplontes de Lentinula para después aparearlos con neohaplontes o cepas
monocaridticas de Pleurotus. A continuacion se fructificaron tanto los hibridos obtenidos,
como las cepas parentales de Lentinula y Pleurotus. Finalmente, por medio de analisis de
progenies, se caracterizo el sistema que controla la compatibilidad sexual en los hibridos
interespecies.

En este capitulo se describen los experimentos realizados para cada una de las etapas del
proyecto, asi como los principales resultados obtenidos. Cuando la informacion reportada ya
fue publicada se indica la referencia bibliografica del articulo y en la seccion de Anexos se
incluye la versién completa de cada articulo.

7.1 RECUPERACION SIMETRICA DE LOS COMPONENTES MONOCARIOTICOS DE LENTINULA
EDODES POR DESDICARIOTIZACION.

Inicialmente se intentd recuperar los componentes monocariéticos de 7 cepas de Lentinula
por desdicariotizacion utilizando la técnica reportada para los géneros Pleurotus y Coprinus
(Leal, 1980). Con la técnica original, el tiempo de incubacion se prolongé demasiado y
cuando se observé desarrollo micelial éste siempre fue de tipo dicariético Como no se logré
la desdicariotizacion directa con esta técnica, se evalud el efecto del tiempo de
homogeneizacién y volumen de inoculacion sobre la viabilidad del micelio en medio liquido
de extracto de malta y en solucion desdicariotizadora.

El tiempo de homogeneizacion influyé marcadamente tanto en la viabilidad del micelio, como
en la recuperacion de neohaplontes. Estudios previos con la misma técnica de
desdicariotizacion reportaron que las cepas de Pleurotus soportaron tiempos de
homogeneizacion mayores de 150 segundos (Leal, 1980; Valencia del Toro y Leal, 2002).
Las cepas de Lentinula dificilmente sobrevivieron a tiempos de homogeneizacion mayores a
30 segundos, al evaluar su viabilidad en medio de extracto de malta, la cual disminuy6é aun
mas cuando el micelio homogeneizado fue inoculado en la solucién desdicariotizante. La
cepa L21, por ejemplo, fue un caso extremo, donde no se observd desarrollo micelial con
tiempos de homogeneizacion mayores a 5 segundos. Para la mayoria de las cepas el tiempo
O6ptimo de homogeneizacion, en donde sobrevivié el micelio y se recuperaron neohaplontes
fluctud entre 5 y 30 segundos como maximo.

La recuperacion de neohaplontes se llevé a cabo en las tres etapas del proceso de
desdicariotizacion: 1) A partir de micelio homogeneizado, 2) Inoculacion del micelio
homogeneizado en solucion desdicariotizadora e incubacion a 25°C por 14 dias y 3)
Homogeneizacion por 5 segundos de la solucion desdicariotizadora después de su
incubacién por 14 dias. Bajo estas condiciones fue posible desdicariotizar las 7 cepas de
Lentinula estudiadas, lograndose en todos los casos obtener sus dos componentes
monocarioticos en una proporcion 1:1. Unicamente con una cepa, L19, la recuperacion de
los componentes monocariéticos no presentd una proporcion 1:1.
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Con este estudio se confirmo la gran sensibilidad que presenta el micelio de L. edodes al
dafio mecanico, previamente reportado Kawasumi et al. (1987) y Arteaga et al. (1996),
donde los autores observaron que la homogenizacion impidio en el primer caso la
produccion de protoplastos y en el segundo caso la sobrevivencia del micelio. En el presente
estudio tal obstaculo fue eliminado reduciendo los tiempos de homogeneizacién a un rango
entre 5 y 30 segundos, con lo cual fue posible recuperar los dos componentes
monocaridticos de las 7 cepas de L. edodes. La modificacion realizada en este estudio sobre
la técnica reportada por Arteaga et al. (1996) para el género Lentinula, resulta de gran
importancia para el mejoramiento genético de este género, ya que los resultados obtenidos
con la técnica de produccién de protoplastos han reportado una gran variabilidad e
inestabilidad en los neohaplontes obtenidos (Eichlerovd and Homolka, 1999; Eichlerovéa et
al., 2000).

Los resultados de esta etapa del proyecto se reportan en el Anexo 8.1 correspondiente al
articulo: Ramirez-Carrillo R., H. Leal Lara, 2002. Symmetric recovery of monokaryotic
components from Lentinula edodes using dedikaryotization. In: Mushroom biology and
mushroom products, Sanchez et al. (eds). UAEM. ISBN: 968-878-105-3), pp 141- 149.

7.2 CLASIFICACION DE ACUERDO AL TIPO DE COMPATIBILIDAD DE LOS NEOHAPLONTES DE L.
EDODES Y MONOCARIOTES Y/O NEOHAPLONTES DE P. OSTREATUS.

7.2.1 APAREAMIENTO DE TODOS LOS NEOHAPLONTES DE LAS CEPAS DE LENTINULA PARA
CLASIFICARLOS DE ACUERDO A SU TIPO DE COMPATIBILIDAD.

De un total de 144 neohaplontes recuperados para las 7 cepas de Lentinula, se
seleccionaron 27 neohaplontes de los dos tipos de compatibilidad de cada cepa y se
realizaron apareamientos en todas las posibles combinaciones para clasificarlos en tipos de
compatibilidad.

En las tablas 3 y 5 se presentan los resultados de todos los apareamientos realizados entre
los 27 neohaplontes de Lentinula. A pesar de que las 7 cepas dicaridticas de Lentinula
procedian de diferentes regiones del mundo se observd que, 6 de ellas presentaron los 2
mismos tipos de compatibilidad (A;B1, A2B,) y solo los dos neohaplontes de la cepa L18 se
clasificaron en tipos de compatibilidad diferentes (AsBs y A4B4). Como se observa en la tabla
3 se realizaron un total de 351 apareamientos y por la clasificacion obtenida en 4 tipos de
compatibilidad diferentes, se esperaba obtener 207 apareamientos positivos y 144 negativos,
de los cuales se obtuvieron 188 apareamientos positivos, lo que representé un 91% de éxito.
Estos valores indican que el nimero de apareamientos negativos entre los neohaplontes de
Lentinula fue muy bajo (9%). Probablemente esta incapacidad de aparearse de ciertos
neohaplontes no haya sido ocasionada por el proceso de desdicariotizacion. Algo similar
habia sido reportado por Fukumasa et al. (1994) en la desdicariotizacién de cepas de L.
edodes por medio de la produccion de protoplastos. Si bien estos autores indican la
recuperacion de los dos tipos de compatibilidad, al realizar los apareamientos para clasificar
los neohaplontes en los dos tipos de compatibilidad correspondientes a la cepa progenitora
identificaron un tercer grupo de cepas incompatibles, presentes en una mayor proporcion
(22%) a la encontrada en el presente estudio (9%). Los resultados semejantes obtenidos en
estudios de indole diferente, uno por produccion de protoplastos y en otro por
desdicariotizacion, sugieren fuertemente la posibilidad de la existencia de factores, a la fecha
desconocidos, diferentes de los tipos de compatibilidad pero que también participen en la
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regulacion de las reacciones de compatibilidad. Estos factores se manifiestan al inducir la
separacion de la estructura dicariética, independientemente si es debido a la produccién de
protoplastos o por desdicariotizacion. No obstante, es de hacer notar, que la presencia de
este grupo de neohaplontes incompatibles es en todo caso mucho menor con la
desdicariotizacion. Este tipo de comportamiento se observd también al clasificar las
progenies meiéticas de las cepas hibridas, en donde ademéas de los cuatro tipos de
compatibilidad esperados, se obtuvo siempre un quinto grupo de monocariotes progenie
totalmente incompatibles, fortaleciéndose asi la hipotesis de la existencia de un factor
adicional en el control de las reacciones de compatibilidad. Probablemente este es un
fenomeno que se presenta de manera frecuente en los hongos con sexualidad heterotalica
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Tabla 3: Clasificacion de los neohaplontes de Lentinula edodes en tipos de compatibilidad

Tipos de compatibilidad de los neohaplontes de Lentinula edodes

A.B; A,B, AsBs| AB,
L5-1 L9-8 | L15-4 L21-1 L5-23
L5-25 L5-15L5-30 Lo-16lL15-11 L19-1|L20-8] L21-20 JL5-9 L5-26 L9-2L9-3] L15-5 | L15-8 | L19-2 | L20-6 | L21-2 | L21-7 {L21-25] L18-1 § L18-2
L21-24
II:?%S — — — — — — — — + + - — + + + + — + — + +
L5-15 — —_ —_ — —_ —_ — — + + — — + — + + + + — + +
L5-30 — — — — — — —_ —_ + + + + + + + + + + + + +
tg?G — — = — — — | — — = + + + + + + + + + + + +
A1B1 tig‘lll — — — — — — — — + + + + + + + + + + + + +
L19-1 — — — — — — — — + + — + + + + + — + — + +
L20-8 — — — — — — — — — + + + + + + + + + + + +
L21-1
L21-20 — — — — — — — — + + + + + + + + + + + + +
L21-24
L5-9 + + + — + + — + — — — — — — — — — — — + +
L5-23
1526 + + + + + + + + — — — - — — — — — — — + +
L9-2 — — + + + — + + —_ - — | — —_ —_ - —_ —_ —_ — + +
L9-3 — — + + + + + + — — — M — — — — — — — — + +
L15-5 + + + + + + + + — — — | — — — — — — — — + +
A2B2 |L15-8 + — + + + + + + S D S — — — — — — — + +
L19-2 + + + + + + + + — — — | — — — — — — — — + —
L20-6 + + + + + + + + e e — — — — — — — + +
L21-2 — + + + + — + + — — — i — — — — — — — — + +
L21-7 + + + + + + + + — — — i — — — — — — — — + +
L21-25 — — + + + — + + — — — | — — — — — — — — + +
AsB3 |L18-1 + + + + + + + + + + + + + + + + + + + — +
AsBs |L18-2 + + + + + + + + + + + + + + — + + + + + —

+ |Apareamiento positivo = formacién de micelio dicariético

— JApareamiento negativo = incompatibilidad entre las cepas

Apareamiento negativo que por diferencia en tipos de compatibilidad se esperaba que fuera positivo
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tetrapolar pero, que a la fecha ha pasado desapercibido, debido a la forma como se
identifican los 4 grupos de compatibilidad de las progenies. Normalmente se seleccionan 1 6
2 colonias monosporicas para aparearlas con otras 10 o 20 colonias monospoéricas; de ahi se
identifican 2 o hasta los 4 tipos de compatibilidad y no se le da importancia a las reacciones
negativas y por lo general tampoco se realizan apareamientos extensivos entre todas las
colonias monosporicas de la progenie.

7.2.2 APAREAMIENTO DE TODOS LOS NEOHAPLONTES Y/O MONOCARIOTES DE LAS CEPAS DE
PLEUROTUS PARA CLASIFICARLOS DE ACUERDO A SU TIPO DE COMPATIBILIDAD.

En las Tablas 4 y 5 se observa que las 6 cepas monocariéticas de Pleurotus se clasificaron
en 4 diferentes tipos de compatibilidad (AsBs, AsBs, A7B7 y AgBsg). En este caso no se obtuvo
ningun apareamiento negativo entre cepas compatibles.

Este resultado de compatibilidad total entre las cepas monocariéticas de Pleurotus era el
esperado, ya que las 6 cepas utilizadas en esta etapa del proyecto se agruparon en 4 tipos
de compatibilidad totalmente diferentes, que al ser apareadas se present6 la compatibilidad
esperada.

Tabla 4: Clasificacion de los neohaplontes y monocariotes de Pleurotus ostreatus en tipos de
compatibilidad

Tipos de compatibilidad de los neohaplontes y monocariotes de Pleurotus
ostreatus
TipOS de CepaS AsBs AsBs A;B, AgBsg
compatibilidad | Pleurotus | P403 = P413 | P404 @ P414 | P407 | P408
P403 — — + + + +
AsBs P413 — — + + + +
P404 + +
AcBs P414 + +
A;B; P407 +
AgBs P408

+ Apareamiento positivo = formacién de micelio dicariotico
— Apareamiento negativo = incompatibilidad entre las cepas

Tabla 5: Clasificacion en tipos de compatibilidad de los neohaplontes de Lentinula edodes y
neohaplontes y monocariotes de Pleurotus ostreatus

Cepas Tipo_ d_(_a
compatibilidad
Lentinula edodes (dicariotes)
L5, L9, L15, 119, L20, L21 AiB; X A:B;
L18 AsBs X A4B4
Pleurotus ostreatus (neohaplontes y monocariotes)
P403, P413 AsBs
P404, P414 AsBe
P407 A;B7
P408 AgBs
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7.3 PRoDUCCION DE HIBRIDOS DE P. OSTREATUS X L. EDODES.

7.3.1 APAREAMIENTO DE 27 NEOHAPLONTES DE LENTINULA CON 4 NEOHAPLONTES Y 2
MONOCARIOTES DE PLEUROTUS.

En la Tabla 6 se presentan los resultados de todos los apareamientos realizados entre los 27
neohaplontes de Lentinula y las 6 cepas de Pleurotus (4 neohaplontes y 2 monocariotes). En
la etapa previa donde se clasificaron los 27 neohaplontes de Lentinula y las 6 cepas de
Pleurotus en tipos de compatibilidad, se consideré que como se trataba de dos géneros y
especies diferentes era muy probable que los tipos de compatibilidad fueran totalmente
diferentes. Por ello para los neohaplontes de Lentinula se asignaron 4 tipos de
compatibilidad (A1B1, A2B>, AsBz y A4B,) y para las cepas de Pleurotus se asignaron otros 4
tipos de compatibilidad diferentes (AsBs, AsBs, A7B7 y AgBsg). Sin embargo, al realizar los
apareamientos entre los 27 neohaplontes de Lentinula con las 6 cepas de Pleurotus, se
observé que de los 4 tipos de compatibilidad previamente identificados para las 6 cepas
monocaridticas de Pleurotus, el correspondiente a la cepa P408 clasificado en el ultimo
grupo como AgBg (Tabla 4) presentd el mismo patrén de compatibilidad que los neohaplontes
de Lentinula correspondientes al primer tipo de compatibilidad (A;B;). Este comportamiento
inesperado de una compatibilidad sexual entre cepas de géneros distintos sugiere que muy
probablemente existe una gran similitud en los patrones de compatibilidad sexual de estos
dos organismos aparentemente diferentes. Asi los estudios de los factores de compatibilidad
para cepas de L. edodes originarias de Japon revelan la presencia de 40 a 65 alelos para el
factor A y entre 63 y 100 alelos para el factor B, lo cual indica que es probable la presencia
factores de compatibilidad semejantes entre estos dos organismos (Fox et al., 1994).

Una vez que se comprobo que tanto los neohaplontes de Lentinula, como los de Pleurotus
se clasificaron en 3 tipos de compatibilidad totalmente diferentes y que en ambos casos se
compartié un tipo de compatibilidad, se observé como resultado que de 149 apareamientos
positivos que se esperaban considerando las diferencias en los tipos de compatibilidad, se
obtuvieron 138, es decir el nUmero de apareamientos negativos fue sélo del 7%. Como se
observa en la Tabla 7 es probable que la incapacidad de aparearse de ciertos neohaplontes
no haya sido ocasionada por el proceso de desdicariotizacién, debido a que este mismo
comportamiento fue observado cuando se realizaron los apareamientos entre los
neohaplontes de Lentinula.

La fusion de protoplastos ha sido un método utilizado para la obtencion de hibridos cuando
los métodos convencionales de hibridacion no permiten el apareamiento entre diferentes
especies o incluso entre diferentes géneros. Un ejemplo es el trabajo realizado por Kim et al.
(2000) donde reportan la obtencién de hibridos inter género por medio de la transferencia de
material nuclear de L. edodes dentro de protoplastos de Coriolus versicolor. Sin embargo, los
autores observaron que la mayoria de las cepas progenie presentaron menor crecimiento
que las cepas parentales. Razdén por la cual éste método no ha sido aplicado en programas
de mejoramiento genético de cepas de interés comercial.

El trabajo realizado por Dhitaphichit y Pornsuriya (2005) reporta la obtencién de fusantes
entre P. ostreatus y P. djamor. En dicho estudio el nUmero de colonias aisladas después de
la fusion fue de 412, de las cuales s6lo 2 presentaron fibulas, razon por la cual fueron
seleccionadas como fusantes. Con estos resultado los autores concluyen que la técnica de
fusién de protoplastos es un método apropiado para la obtencion de hibridos inter especies
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en hongos comestibles, particularmente para el género Pleurotus. Si comparamos los
resultados de la técnica de fusion de protoplastos con el método de desdicariotizacion se
puede concluir que este Ultimo método resultdé mucho mas exitoso para la obtencion de
hibridos, que en nuestro caso fue de tipo inter género. Asi, mientras que Dhitaphichit y
Pornsuriya (2005) reportan un 0.004% de éxito en la obtencién de fusantes, en este caso
nosotros reportamos 93% de éxito.

Por otro lado, Valencia del Toro et al. (2007) reportan la eficiencia biol6gica (EB) de 4 cepas
hibridas coloridas obtenidas por apareamiento entre neohaplontes con respecto a 2 cepas
control. El andlisis estadistico indicé diferencias significativas entre las 6 cepas. Pese a que
las 2 cepas control fueron las que produjeron las mayores eficiencias biolégicas (182 y
148%), en el siguiente grupo figura una cepa hibrida de color amarillo (IE201,xIE202;) con
EB de 109%, mientras que el resto de las cepas hibridas produjeron EB muy baja (36 a
58%). En este caso, a pesar de que la cepa hibrida més productiva (IE201,xIE202;) no logro
rebasar la EB de las cepas control, si mostr6é caracteristicas atractivas tanto para su cultivo a
escala comercial, como para su uso en programas de mejoramiento genético, debido al color
amarillo, forma delgada y estipites cortos Lo anterior permite concluir que la
desdicariotizacion es un método muy apropiado para la obtencién de fusantes tanto de tipo
inter especie (Valencia del Toro et al., 2007) como inter género.

Como ya se mencion0 previamente las barreras de incompatibilidad sexual entre diferentes
especies, géneros e incluso diferentes ordenes ha sido posible eliminarlas al utilizar métodos
como la fusién de protoplastos, que permite la obtencién de hibridos. En forma semejante
también se sabe que a través de las nuevas tecnologias que hacen uso de la biologia
molecular es posible transferir material genético de un organismo a otro; y asi obtener cepas
mejoradas a partir de material genético que anteriormente era practicamente imposible de
pensar en la obtencion de un hibrido. Por lo anterior, se plantea que la compatibilidad en
estos casos es de tipo somético y existen evidencias que indican que la compatibilidad en
términos generales parece estar controlada primariamente por genes nucleares que no estan
ligados con los genes que regulan la compatibilidad sexual (Worral, 1997).

Dado que en este estudio la obtencién de hibridos se logré utilizando como material inicial
los neohaplontes obtenidos por desdicariotizacidén, este método puede ser utilizado para la
obtencién de hibridos inter especie e inter género eliminando asi las barreras naturales de
incompatibilidad sexual entre diferentes especies e incluso como en este caso entre
diferentes géneros. Esto permitié lograr resultados similares a los reportados por la técnica
de fusion de protoplastos, o incluso por la nuevas técnicas de biologia molecular donde se
transfiere el material genético de un organismo en otro organismo, redundando en una
mayor facilidad y éxito para la obtencion de hibridos.

La compatibilidad entre las cepas de Lentinula y Pleurotus dio como resultado la obtencién
de 138 cepas hibridas de las cuales un total de 34 hibridos fueron llevados a la etapa de
fructificacion. Las 34 cepas hibridas fueron seleccionadas considerando que hubiera
representantes de los 14 diferentes tipos de nechaplontes correspondientes a las siete cepas
parentales de L. edodes, asi como y de las 6 cepas parentales de P. ostreatus (4 neohaplontes y
2 monocariotes).
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Tabla 6: Apareamiento de neohaplontes de L. edodes con 4 neohaplontes y 2 monocariotes
de P. ostreatus

Neohaplontes
de Lentinula
edodes

Cepas de Pleurotus ostreatus

Neohaplontes

Monocariotes

AsBs

AsBs

A;/B~

AB;

P403

P413

P404

P414

P407

P408

L5-1

+

L5-25

L5-15

L5-30

L9-8

L9-16

A,B, |L15-4

L15-11

+ |+ i+ |+

L19-1

L20-8

L21-1

L21-20

L21-24

L5-9

L5-23

L5-26

+ i+ |+ o+ |+

L9-2

L9-3

L15-5

A,B
272 | L15-8

L19-2

L20-6

L21-2

L21-7

L21-25

AsB; | L18-1

4+ |||+ |+ |+ ||+ + o+

+l+ |+ |+ |+ |+ |+ |+ |+ |+ [+ |+ ]+ |+ |+ ]+ [+ |+ |+ |+][++]|+]+]+

4+ + |||+ | |+ |+ |+ +

S IR R R I R o I o U o I RS (S (S S IR IRTA TS RS IS

A,B, [L18-2

+

+

+

T N e N IR R

+ | Apareamiento positivo = formacion de micelio dicariético

—| Apareamiento negativo = incompatibilidad entre las cepas
Apareamiento negativo que por diferencia en tipos de compatibilidad se
esperaba que fuera positivo
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Tabla 7: Tasa de compatibilidad en los apareamientos entre los neohaplontes de L. edodes y
las cepas de P. ostreatus (4 nechaplontes y 2 monocariotes)

Compatibilidad
Apareamientos Total Positivos | Negativos
No.| % | No.| %
Lentinula x Lentinula 207 | 188 | 91 | 19 9
Lentinula x Pleurotus 149 | 138 | 92 | 11 7
Pleurotus x Pleurotus 13 13 {100| O 0

7.4 FRUCTIFICACION DE LAS CEPAS HIBRIDAS DE PLEUROTUS X LENTINULA, Y CEPAS
PARENTALES DE PLEUROTUS Y LENTINULA.

7.4.1 PRODUCTIVIDAD DE CEPAS HIiBRIDAS DE PLEUROTUS X LENTINULA Y CEPAS PARENTALES
DE PLEUROTUS.

Considerando el éxito de la obtencién de 138 hibridos en la etapa previa, resultaba entonces
de sumo interés observar las caracteristicas morfologicas de las cepas hibridas. Por ello se
seleccionaron 34 cepas hibridas y 4 cepas de P. ostreatus como control para evaluar sus
caracteristicas de fructificacion y eficiencia bioldgica. La fructificacién se realizé en dos
experimentos, registrando el peso fresco de los hongos producidos en seis réplicas durante
ocho semanas de corte. Posteriormente se calculo la produccion semanal acumulada y la
eficiencia biolégica (EB = g de hongo fresco/100 g de sustrato seco). Con la EB acumulada
se realizé un analisis estadistico para identificar la semana donde cada cepa alcanzé su
rendimiento maximo significativo (RMS). Con el valor del RMS fue posible identificar cepas
precoces, las cuales representan material importante para estudios de mejoramiento
genético.

En el primer experimento solo dos no fructificaron y el RMS se obtuvo a partir de la segunda
semana para dos cepas con muy bajos rendimientos, y el resto de las cepas alcanzé dicho
valor entre la tercera y séptima semana de corte; mientras que en el segundo experimento
so6lo una cepa alcanzo su RMS hasta la octava semana de corte. En el primer experimento
las cepas control de P. ostreatus produjeron EB entre 55 y 57%, mientras que con las cepas
hibridas se obtuvieron EB entre 7 y 125%. Para el segundo experimento las cepas control
produjeron EB entre 65y 137% Yy las cepas hibridas entre 34 y 161%. Al realizar un analisis
estadistico de las EB obtenidas para las dos cepas control evaluadas en ambos
experimentos, se observl que no se presentaron diferencias significativas, razon por la cual
se realizé el andlisis estadistico en forma conjunta para todas las cepas evaluadas. Asi las
11 cepas mas productivas dieron valores de EB mayores al 100% (103 a 161%) y
presentaron morfologias adecuadas para la produccién comercial (tamafio, forma del estipite
y pileo). Solo una cepa presenté estipites largos y pileo en forma de trompeta.

Por otro lado, la evaluacion del RMS permitié identificar dentro del grupo de las once cepas
mas productoras seis cepas precoces, las cuales presentaron altos rendimientos en un
periodo de cosecha de 3 a 4 semanas (L9-2 x P4142, L19-2 x P4041, L9-2 x P4132, L9-8 x
P4132, L19-1 x P4131, L15-11 x P4072), razon por la cual representan material importante
tanto para la produccién comercial como para estudios de mejoramiento genético. Ademas el
RMS también permitié identificar otras cepas precoces aunque con bajos rendimientos, es
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decir, su RMS oscil6 entre 41 y 79% de EB en un periodo de cosecha de 2 a 4 semanas, lo
cual las hace atractivas para estudios de mejoramiento genético. Dentro de estas se
encontraron las cepas: L18-1 x P4081, L5-23 x P4072, L19-2 x P4031, L18-1 x P4131, L5-23
x P4082, L9-8 x P4072, L19-1 x P4141.

Los valores de EB obtenidos para las cepas parentales de P. ostreatus en general fueron
menores a los obtenidos para las cepas hibridas. Sin embargo al comparar dichos valores
con los reportados en la literatura se puede decir que estan dentro del rango esperado
(Upadhyay et al., 2002; Lahmann y Rinker, 1995). Asi por ejemplo Zervakis y Balis (1992)
reportan EB para cepas de P. ostreatus entre 72 y 94%, que al ser comparados con las EB
de 55422 hasta 137 +17 obtenidos con las cepas parentales en este estudio, las ubican
dentro del rango esperado. De igual forma Martinez Carrera et al. (1990), reportan valores de
EB entre 14 y 96 al utilizar como sustratos bagazo de cafia solo y en mezclas con paja de
cebada y pulpa de café. Estos resultados indican que la seleccién de cepas parentales del
género Pleurotus para la produccion de hibridos fue adecuada.

Considerando que las cepas parentales presentaron valores de EB dentro del rango
reportado en la literatura se puede decir que las 11 cepas hibridas mas productiva al
presentar EB por arriba del 100% y morfologia adecuadas para la produccién comercial son
aptas para su uso a mayor escala.

Finalmente, a partir de la definicion convencional de «hibrido» (Font Quer, 1977), se puede
decir que los aqui obtenidos son de tipo inter genérico, ya que implicd la unién sexual de
individuos pertenecientes a géneros distintos, y al mismo tiempo se les puede considerar
como falsos hibridos o hibridos goneoclino por presentar una preponderante influencia
fenotipica de uno de los progenitores (P. ostreatus), que hace que los caracteres del otro
progenitor (L. edodes) pasen inadvertidos.

Los resultados de esta etapa del proyecto se reportan en el Anexo 8.2 correspondiente al
articulo: Ramirez Carrillo R., O. Hernandez Vargas, F. Galvan Pallach, H. Leal Lara, 2007.
Productividad de cepas hibridas de Pleurotus x Lentinula. En: El cultivo de setas Pleurotus
spp en México, Sanchez et al. (eds). El Colegio de la Frontera Sur, Tapachula México. ISBN:
978-970-9712-40-7. pp 55-64.

7.4.2 EVALUACION DE LAS CARACTERISTICAS DE FRUCTIFICACION DE LAS CEPAS PARENTALES
DE LENTINULA.

Para corroborar las caracteristicas morfoldgicas de las cepas de Lentinula se evaluaron los
rendimientos de las 7 cepas parentales de Lentinula (utilizadas para su desdicariotizacién)
en un sustrato comercial, sin someterlo a un choque térmico y/o hidrataciéon del sustrato
después de la incubacion. El inéculo se preparé con grano de trigo esterilizado (2 horas),
inoculado e incubado por 21 dias. Para evaluar los rendimientos se inocularon al 5%, 3
bolsas de 2 kg de sustrato humedo (54% de humedad) por cada cepa y se incubaron a 24°C
por 70 dias (invasion total del sustrato y formacion de primordios, sin la formacién de la
cubierta obscura indicativa de su maduracion). La fructificacion se indujo incrementando la
humedad con 3 riegos de 20 minutos por dia y ventilando con aire humedo (1 hora después
de cada riego por 2 horas). Una semana después de la induccion inicié la cosecha de los
primeros cuerpos fructiferos. En el primer brote la eficiencia biolégica (EB = g de hongos
frescos /100 g de sustrato seco) fluctué de 4 a 138%; en el segundo de 17 a 176% Yy en el
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tercero de 24 a 261%. También se observé que las cepas se pueden clasificar en dos grupos
dependiendo de sus rendimientos y la humedad necesaria para su desarrollo. En un grupo
se identificaron a las cepas L5, L9 y L15 que requieren elevados niveles de humedad para el
desarrollo de los hongos y presentan alta EB (143 a 261), mientras que las cepas L18, L19,
L20 y L21 requieren menores niveles de humedad y su EB fue baja (24 a 83%).

En la literatura se reportan eficiencias biolégicas entre 60 y 80% para la produccion comercial
de L. edodes (Royse, 2001; Shen et al., 2008; Bruhn y Mihail, 2009; Brunh et al., 2009;
Peralta Marquez y Frutis Molina, 2010). Rendimientos semejantes fueron obtenidos en
este estudio para las cepas menos productivas (63 — 83%). Previo a este estudio los
mayores rendimientos reportados a nivel laboratorio fluctdan en un rango de 107 a 121%
(Royse y Sanchez, 2000). En este trabajo se observa que las cepas evaluadas presentaron
rendimientos muy superiores a los reportados en la literatura (143, 170 y 261%). Asi los
valores de EB obtenidos para las cepas parentales de L. edodes en este trabajo sélo
son superados por los resultados reportados por Hiromoto (1991), quien describe la
obtencién de altas EB (325% =+ 100), pero con la desventaja de no indicar detalles de
composicion del sustrato o condiciones de crecimiento debido a la proteccién de toda la
informacioén por una patente. Sin embargo, los resultados obtenidos con las cepas
parentales de Lentinula en este trabajo son mucho mayores a los reportados
previamente en la literatura y muy probablemente la seleccién de estas cepas como
parentales de los hibridos fue lo que contribuy6é para que las cepas hibridas también
presentaran altos rendimientos.

Los resultados de esta etapa del proyecto se reportan en el Anexo 8.3 correspondiente al
articulo: Ramirez Carrillo R., H. Leal Lara, 2002. Culture conditions for increasing yields of
Lentinula edodes In: Mushroom biology and mushroom products, Sanchez et al. (eds).
UAEM. ISBN: 968-878-105-3), pp 289- 294.

7.4.3 INTRODUCCION DEL TERMINO RENDIMIENTO MAXIMO SIGNIFICATIVO (RMS).

Los valores de eficiencia bioldgica obtenidos para las 7 cepas parentales de Lentinula en tres
brotes de produccion se utilizaron para identificar el brote donde cada cepa alcanz6 su
rendimiento maximo significativo (RMS). Para ello se realizaron en todos los casos 2 analisis de
varianza con los valores de produccion de cada cepa, por un lado un analisis univariable en
donde se consideré Unicamente a los brotes como variable independiente, y también un
analisis multivariable, en donde se consideraron como variables independientes a los brotes y
las repeticiones. La interpretacion para cada caso se realizé de acuerdo con el andlisis de
varianza donde se obtuvieron los valores mas altos de F .acuiada Para el factor brotes, dado que
ésta es la variable se interés para determinar el RMS.

Con el andlisis univariable se obtuvo un valor mayor de Fecuada para las cepas L5, L9, L15y L21.
Por otro lado, con el andlisis multivariable se obtuvo un mayor valor de Feqcuada para las cepas
L18, L19y L20 y solo para la cepa L20 se observé una diferencia altamente significativa entre
las repeticiones, lo que sugiere que el nimero de repeticiones no fue suficiente y en
experimentos posteriores se debe incrementar.

Para las cepas L18 y L21 el andlisis de varianza indic6 que no hubo diferencias significativas
entre los tres brotes, es decir el rendimiento maximo se obtuvo en el primer brote. Para el resto
de las cepas se observaron diferencias significativas entre los tres brotes. Por medio de la
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prueba de Duncan se determiné que las cepas L5, L19 y L20 alcanzaron su rendimiento
maximo significativo al segundo brote y sélo las cepas L9 y L15 alcanzaron su rendimiento
maximo al tercer brote, ya que se observaron incrementos significativos en los rendimientos
de cada brote.

Una vez determinado el brote donde cada cepa alcanzé su rendimiento maximo significativo,
se identificaron las cepas mas productivas. Para ello con los valores de RMS se realizaron
nuevamente dos andlisis de varianza, uno de tipo univariable (donde las cepas fueron
consideradas con la variable independiente) y otro de tipo multivariable (donde las variables
independientes fueron cepas y repeticiones). El analisis multivariable fue el que presento el
mayor valor de F .acuada para la variable “cepas” e indic6 nuevamente diferencias altamente
significativas para las repeticiones. Por medio de la prueba de Duncan se identifico a la cepa
L9 como la mas productiva (grupo f) seguida de las cepas L15 (e) y L5 (d), L20 (c) y L21 (b),
siendo las cepas L18 y L19 las menos productivas (grupo a).

Al comparar la clasificacién de las cepas usando la prueba de Duncan, en funcién de la
eficiencia biolégica total y el rendimiento maximo significativo se observaron diferencias
importantes. Para la eficiencia bioldgica total sélo se obtienen 5 grupos, mientras que de acuerdo
al RMS se obtienen 6 grupos. Es decir, el rendimiento maximo significativo permiti6 una mejor
separacion de las cepas en grupos estadisticamente diferentes y como ventaja adicional permitié
conocer el brote donde cada cepa alcanza su rendimiento maximo significativo o tiempo
Optimo de cosecha.

El parametro del rendimiento maximo significativo es muy valioso para la producciéon comercial,
no Unicamente de Lentinula, sino de todos los hongos comestibles cultivados. Por medio del
conocimiento de este parametro se puede incrementar la productividad de la capacidad instalada ya
que la duracién de los ciclos de cultivo se reduce al niamero minimo de semanas de
produccién que se requieren para alcanzar la maxima produccién de hongos. Asi se puede
optimizar el uso de las instalaciones y reducir los costos de operacidn en una planta
productora de hongos.

Los resultados de esta etapa del proyecto se reportan en el Anexo 8.4 correspondiente al
articulo: Ramirez Carrillo R., H. Leal Lara, 2001-2003. El rendimiento maximo significativo
para el andlisis estadistico de la produccion de Lentinula edodes en sustrato comercial de
aserrin. Rev. Mex. Mic. 17: 7-10.

7.5 CARACTERIZACION DEL SISTEMA DE CONTROL DE COMPATIBILIDAD SEXUAL EN LA
PROGENIE DE LOS HIBRIDOS INTER GENEROS.

Para evaluar la fertilidad de los hibridos se recolectaron y germinaron las esporas
correspondientes a seis hibridos que fueron fructificados en el primer experimento. En la
tabla 8 se presentan los resultados de la germinacion de esporas de las 6 cepas hibridas de
Lentinula x Pleurotus. Cabe aclarar que la recoleccibn de esporas se realizé bajo
condiciones poco controladas. Es decir no se llevé a cabo en papel filtro previamente
esterilizado y el manejo no fue posible realizarlo bajo condiciones controladas de asepsia
(dado que esta etapa se realizé durante el periodo de la huelga en la UNAM). Por ello
durante la germinacién de las primeras esporadas se observaron muy bajos niveles de
viabilidad, a pesar de la alta concentracién de esporas en la solucibn. Como se puede
observar en la primera esporada tomada para cada cepa, s6lo fue posible recuperar
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progenie monocariética para 2 de las 6 cepas hibridas (L19-1 x P414 y L19-2 x P404). En
una segunda esporada (seleccionadas entre las mas recientes) ya fue posible recuperar
progenie monocariotica para 3 cepas hibridas en la 2 y 3a dilucién y para dos cepas solo a
partir de la solucién concentrada. Considerando lo anterior y ademdas los tipos de
compatibilidad de las cepas hibridas, s6lo fueron seleccionadas 3 cepas hibridas para
caracterizar el sistema de compatibilidad sexual en su progenie.

Tabla 8: Germinacién de esporas de cepas hibridas de Lentinula x Pleurotus

Cepas hibridas/

Germinacion a partir de

Cepas

tipo de compatibilidad Diluciones dlferlentes esporgdas seleccionadas
10° - +
""" i’d-’l""" T +
L19-1x P404 | 10 | R + N
(ABiXABe) | 10° | T . ©
______ 100 |-l
10° - -
______ 100 e
______ ot -
L19-1xP413 | 107 | - - N
(AiB1 XAsBs) | 10° | - - ©
______ 100 |l
10° - -
______ 10° |+ o+
107 + +
L19-1 x P414 | 10° | - + s
(AiB1xAsBs) | :_I-_Q_?i _____________ -l -
______ 100 |l
10° - -
109 + +
""" i’d-’l""" + +
L19-2x P404 | 10% | + + S
(ABox AsBs) | 10° | - + I
______ 100 e
10° - -
10° - +
______ 100 |l
L19-2x P413 | 0% | - - s
(AB:xAsBs) | 10° T S T !
______ 100 |-l
10° - -
10° - +
______ 00 |l
L19-2x P414 | 0% | R - N
(A2B2x AsBs) | 10° | - - °
______ 00 e
10° - -
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7.5.1 CLASIFICACION DE LA PROGENIE DEL HIBRIDO L19-1 X P414.

Para clasificar la progenie, una vez aislados los monocariotes y confirmada la ausencia de
fibulas en cada colonia se procedié en una primera etapa ha identificar las colonias con los
tipos de compatibilidad de las 2 cepas parentales (L19-1 y P414). En este caso se aislaron
30 monocariotes progenie y se identificaron con nimeros consecutivos del 1 al 30. Todos los
monocariotes progenie se aparearon con los dos neohaplontes parentales. Al revisar los
apareamientos al microscopio fue posible identificar 3 monocariotes del tipo L19-1 y 6 del
tipo P414 (Tabla 9).

Para identificar los monocariotes con tipo de compatibilidad recombinante se tomaron los
monocariotes E1 y E4 (con probables tipo de compatibilidad Il o IV) y se aparearon con los
21 monocariotes que no habian sido clasificadas. En este caso s6lo con el monocariote E4
fue posible identificar 7 monocariotes con el tipo Il y por lo tanto se suponia que los 14
monocariotes restantes pertenecian al tipo IV (Tabla 10). Para confirmar este resultado en la
tercera etapa se tomaron los monocariotes E6 y E7 (previamente clasificados como tipo Ill) y
se aparearon con los 14 monocariotes con probable tipo IV. Como resultado 7 monocariotes
dieron una reaccion positiva con ambos monocariotes clasificAndose asi en el tipo IV (Tabla
11). Finalmente los 7 monocariotes sin clasificar se aparearon con los 4 monocariotes
representantes de cada tipo de compatibilidad (E33, E3, E4 y E6) De esta forma 4
monocariotes fueron clasificados en el tipo I, y sélo 3 monocariotes permanecieron sin
clasificar (Tabla 12).

En la Tabla 13 se presenta la clasificacion de la progenie monocariética del hibrido L19-1 x
P414 en los 4 tipos de compatibilidad. También se observa que 10% de la progenie
monocariética no fue posible clasificarla en ninguno de los 4 tipos de compatibilidad.

Tabla 9: Monocariotes progenie que dieron apareamientos positivos con los dos
neohaplontes parentales (L19-1 y P414).

Monocariotes progenie con tipo de Monocariotes progenie con tipo
compatibilidad L19-1 de compatibilidad P414
. Apareamientos con
Apareamientos con
neohaplontes
Cepas | neohaplontes parentales Cepas
parentales
L19-1 P414 L19-1 P414
E23 - + E 3 + -
E33 - + ES + -
E59 - + E12 + -
Total =3 E13 + -
E20 + -
E22 + -
Total = 6
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Tabla 10: Identificacion de monocariotes con tipo de compatibilidad recombinante (Il 'y 1V) por

apareamiento con los monocariotes progenie E1 y E4 (seleccionados al azar)

Monocariotes progenie con
tipo de compatibilidad I

Cepas

El

E4

E 6
E 7
E9
E10
E19
E24
ES3

+

+ + + + + +

Monocariotes progenie con

probable tipo de compatibilidad IV

Cepas

El

E4

E1
E 2
E 4
E 8
Ell
E1l4
E15
E16
E17
E18
E21
E37
E39
E49

Total = 14

Tablas 11: Confirmacién de monocariotes con tipo de compatibilidad IV por apareamientos
con los monocariotes E6 y E7 (tipo I1I)

Monocariotes progenie tipo 1V Monocarlotes_ progenie sin
clasificar
Cepas Monocariotes tipo IlI Cepas Monocariotes tipo IlI
E6 E7 E6 E7
E 4 + + E 1 - -
El4 + + E 2 - -
E15 + + E 8 - -
E17 + + E11l - -
E37 + + E16 - -
E39 + + E18 - -
E49 + + E21 - -
Total =7 Total =7
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Tabla 12 Apareamiento de monocariotes sin clasificar con los 4 monocariotes referenciales
en medio agar agua

Monocariotes | Apareamientos con monocariotes referenciales Tipo de
proge_n_ie sin I (L19-1) Il (P414) 1 v compatibilidad
clasificar E33 E3 E6 E4
E1 - + - - I
E 2 - + - - I
E 8 - - - - Sin clasificar
E1l1 — + - - I
E16 - - - - Sin clasificar
E18 - - - - Sin clasificar
E21 - + - - I

Tabla 13: Clasificacion de la progenie del hibrido L19-1 x P414 en los 4 tipos de
compatibilidad

Tipos de compatibilidad . .
. Monocariotes sin
Parental Recombinante clasificar
I (L19-1) | Il (P414) 1 \Y%
E 1 E 3 E 6 E 4 E 8
E 2 E5 E 7 El4 El6
E1ll E12 E 9 E15 E18
E21 E13 E10 E17
E23 E20 E19 E37
E33 E22 E24 E39
E59 E53 E49
7 6 7 7 3 (10%)

7.5.2 CLASIFICACION DE LA PROGENIE DEL HIBRIDO L19-2 X P404.

En este caso se aislaron 42 monocariotes progenie y al aparearlos con los dos nechaplontes
parentales se obtuvieron 9 monocariotes del tipo L19-2 y 11 del tipo P404 (Tabla 14). En la
segunda etapa para identificar los monocariotes con tipo de compatibilidad recombinante (llI
y IV) se tomaron los monocariotes E7 y E17 (con probable tipo Il o IV) y se aparearon con
los 22 monocariotes que no habian sido clasificados. Como se observa en la tabla 15 sélo
con el monocariote E17 fue posible identificar 9 monocariotes del tipo Ill y por lo tanto se
suponia que los 13 monocariotes restantes pertenecian al tipo IV. Para confirmar este
resultado en la tercera etapa se tomaron los monocariotes E2 y E4 (previamente clasificadas
como tipo lll) y se aparearon con los 14 monocariotes con probable tipo IV. Como resultado 7
monocariotes dieron reaccidn positiva con ambos monocariotes clasificAndose asi en el tipo
IV (Tabla 16). Finalmente los 6 monocariotes sin clasificar se aparearon con los 4 monocariotes
representantes de cada tipo de compatibilidad (E12, E1, E2 y E17). De esta forma 3 monocariotes
fueron clasificados en el tipo 1ll, 1 en el tipo | y s6lo 2 monocariotes permanecieron sin clasificar
(Tabla 17). En la tabla 18 se presenta la clasificacion de la progenie monocaridtica del hibrido
L19-2 x P404 en los 4 tipos de compatibilidad. También se observa que 5% de la progenie
monocariética no fue posible clasificarla en ninguno de los 4 tipos de compatibilidad.
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Tabla 14: Monocariotes progenie que dieron apareamientos positivos con los dos

neohaplontes parentales (L19-2 y P404)

Monocariotes progenie con tipo Monocariotes progenie con tipo de
de compatibilidad L19-2 compatibilidad P404
Apareamientos con Apareamientos con
Cepas | neohaplontes parentales Cepas | neohaplontes parentales
L19-2 P404 L19-2 P404
E5 - + E1l + -
E9 - + E 6 + -
E12 - + E 8 + -
E13 - + E14 + -
E29 - + E16 + -
E32 - + E21 + -
E34 - + E25 + -
E36 - + E26 + -
E40 - + E31 + -
Total =9 E41 + —
E42 + -
Total = 11

Tabla 15: Identificacién de monocariotes con tipo de compatibilidad recombinante (Il y 1V) por

apareamiento con los monocariotes E7 y E17 (seleccionados al azar)

Monocariotes progenie con
tipo de compatibilidad Ill

Cepas

E7

E17

E 2
E 4
E10
E15
E18
E22
E30
E35
E38

+

+ + + 4+ + + + o+

Total =9

Monocariotes progenie con
probable tipo de compatibilidad 1V

Cepas

E7 E1l7

E 3
E 7
Ell
El7
E19
E20
E23
E24
E27
E28
E33
E37
E39
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Tabla 16: Confirmacion de monocariotes con tipo de compatibilidad IV por apareamiento con
los monocariotes E2 y E4 (tipo 1lI)

Monocariotes progenie tipo IV Monocarlotes_ progenie sin
clasificar
Cepas Monocariotes tipo Il Cepas Monocariotes tipo Il
E2 E4 E2 E4
E3 + + E7 - -
E17 + + E11 - -
E19 + + E27 - -
E20 + + E33 - -
E23 + + E37 - -
E24 + + E39 - -
E28 + + Total = 6
Total =7

Tabla 17: Apareamiento de los monocariotes sin clasificar con los 4 monocariotes
referenciales en medio agar agua

Monocariotes | Apareamientos con monocariotes referenciales Tipo de
proge_n_ie sin I (L19-2) | Il (P404) 1] v compatibilidad
clasificar E12 E1l E2 El7
E7 - - - + 1]
E1l1 - - - + 1]
E27 - - - - Sin clasificar
E33 - - - + 1]
E37 - - - - Sin clasificar
E39 - + - - I

Tabla 18: Clasificacion de la progenie del hibrido L19-2 x P404 en los 4 tipos de compatibilidad

Tipos de compatibilidad Monocariotes
Parental Recombinante progenie sin
| (L19-2) | Il (P404 11 [\ clasificar
ES E1l E 2 E 3 E27
E 9 E 6 E 4 E17 E37
E12 E 8 E 7 E19
E13 El4 E10 E20
E29 E16 E11 E23
E32 E21 E15 E24
E34 E25 E18 E28
E36 E26 E22
E39 E31 E30
E40 E41 E33
E42 E35
E38
10 11 12 7 2 (4.8%)
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7.5.3 CLASIFICACION DE LA PROGENIE DEL HIBRIDO L19-2 X P413.

En este caso se aislaron 30 monocariotes progenie y al aparearlos con los dos neohaplontes
parentales se obtuvieron 8 monocariotes del tipo L19-2 y 6 del tipo P413 (Tabla 19). En la
segunda etapa para identificar los monocariotes con tipo de compatibilidad recombinante (11l
y IV) se tomaron los monocariotes E2 y E20 (con probable tipo Il o IV) y se aparearon con
los 16 monocariotes que no habian sido clasificados. Como se observa en la tabla 20 con el
monocariote E2 se identificaron 11 monocariotes de tipo Il y con el monocariote E20 se
identificaron 4 monocariotes de tipo IV. Finalmente el Unico monocariote sin clasificar se
apareo con los 4 monocariotes representantes de cada tipo de compatibilidad (E3, E1, E20 y
E2) y al no dar ningln apareamiento positivo, este monocariote permanecié sin clasificar
(Tabla 21).

En la tabla 22 se presenta la clasificacion de la progenie monocariética del hibrido L19-2 x
P413 en los 4 tipos de compatibilidad. También se observa que 3% de la progenie
monocaridtica no fue posible clasificarla en ninguno de los 4 tipos de compatibilidad.

Tabla 19: Monocariotes progenie que dieron apareamientos positivos con los dos
neohaplontes parentales (L19-2 y P413)

Monocariotes progenie con tipo de Monocariotes progenie con tipo de
compatibilidad L19-2 compatibilidad P413
Apareamientos con neohaplontes Apareamientos con nechaplontes
Cepas parentales Cepas parentales
L19-2 P413 L19-2 P413

E3 - + E 1l + -

E10 - + E13 + -

E11 - + E15 + -

E18 - + E19 + -

E21 - + E29 + -

E23 - + E30 + -

E24 _ + Total = 6

E27 - +

Total = 8
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apareamiento con los monocariotes E2 y E20 (seleccionados al azar)

Monocariotes progenie con
tipo de compatibilidad 11l

Cepas

E2

E20

E4
E6
E8
E9
E12
E16
E1l7
E20
E22
E26

E28

+ + + + + + 4+ + o+

+

Total = 11

Monocariotes progenie con tipo
de compatibilidad IV

Cepas E2 E20
E 2 - +
E 7 - +
El4 - +
E25 - +

Total = 4

en medio agar agua

Monocariotes
sin clasificar

Apareamientos con monocariotes referenciales

I (L19-2)
E3

Il (P413)
El

i
E20

\%
E2

Tipo de

compatibilidad

ES

Sin clasificar

Tabla 22: Clasificacion de la progenie del hibrido L19-2 x P413 en los 4 tipos de compatibilidad

Tipos de compatibilidad : :
- Monocariotes sin
Parental Recombinante clasificar
| (L19-2) Il (P413) 11 v
E3 E 1 E4 E 2 E5
E10 E13 E6 E 7
El1 E15 E8 E14
E18 E19 E9 E25
E21 E29 E12
E23 E30 E16
E24 E17
E27 E20
E22
E26
E28
8 6 11 4 1(3.3%)

Tabla 20: Identificacion de monocariotes con tipo de compatibilidad recombinante (Il 'y 1V) por

Tabla 21: Apareamiento del monocariote sin clasificar con 4 los monocariotes referenciales
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7.5.4 FRECUENCIA DE DISTRIBUCION DE LOS CUATRO TIPOS DE COMPATIBILIDAD EN LAS
PROGENIES DE LOS TRES HIBRIDOS INTER. GENEROS.

Una vez clasificada la progenie monocariética de cada hibrido en los cuatro tipos de
compatibilidad se utilizé la prueba de y? para determinar si la distribucion en los 4 tipos de
compatibilidad fue 1:1:1:1. Los valores de y? obtenidos para la progenie de los 3 hibridos fue
menor a 7.81 con lo cual se confirma con una probabilidad del 95% que la distribucién en los
4 tipos de compatibilidad fue 1:1:1:1. Estos resultados permitieron comprobar la fertilidad de
los hibridos obtenidos y confirma que el sistema de compatibilidad heterotalico tetrapolar de
las cepas parentales se mantiene y hereda en la progenie de los hibridos (Tabla 23). Este
tipo de comportamiento en la progenie de los hibridos era el esperado, ya que se partié de
dos organismos de tipo tetrapolar heterotalico en donde la segregacion de los cuatro tipos de
compatibilidad se ha reportado que presenta una distribucion 1:1:1:1 (Chiu et al., 1998;
Tokimoto et al., 1973).

Con respecto a los monocariotes sin clasificar se observé que éstos estuvieron presentes en
las progenies de las tres cepas hibridas analizadas en una proporcién del 3 al 10%. Es
posible que este tipo de monocariotes siempre Sse encuentre presente en una cierta
proporcion en las progenies monocarioticas, sin embargo por la forma en que en este caso
se identificaron los monocariotes del tipo IV fue posible detectar su presencia en las tres
progenies analizadas. Es decir por lo general los tipos de compatibilidad 11l y IV se identifican
tomando uno de los monocariotes de cualquiera de estos dos grupos y se realizan cruzas
con todos los monocariotes de estos dos grupos, como resultado se obtiene apareamientos
positivos y negativos. Asi los monocariotes que dan apareamientos positivos se clasifican en
un grupo y el resto en el otro grupo, sin llevar a cabo la confirmacion de los monocariotes
pertenecientes al IV grupo. Es por ello que en este caso al confirmar el tipo de compatibilidad
de los monocariotes de tipo IV, al mismo tiempo nos permitié identificar algunos
monocariotes que no presentaron compatibilidad con ninguna de las cepas representantes
de cada tipo de compatibilidad. Este tipo de monocariotes posiblemente son el resultado de
una alteracion durante el proceso de la meiosis (Larraya et al., 1999).

Tabla 23: Distribucién de la progenie monocariética de tres hibridos de Lentinula x Pleurotus
en los 4 tipos de compatibilidad.

Hibridos _IFjirogegie monocgr?ética Valor_es _de XZ, para
los pos de compatibilidad distribuciéon
parenta Cln [ v 1:1:1:1
L19-1xP414| 7 6 7 7 0.14
L19-2 x P404 | 10 11 12 7 1.40
L19-2 x P413| 8 6 11 4 3.85

v% de Tablas (o =g s) = 7.815
x* de Tablas (o =g01) =11.345
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VIII ANEXOS



8.1 SYMMETRIC RECOVERY OF
MONOKARYOTIC COMPONENTS
FROM LENTINULA EDODES USING
DEDIKARYOTIZATION
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ABSTRACT

The dedikaryotization method proposed for Pleurotus spp. and other basidiomycetes by Leal-Lara and
Eger-Hummel in 1982 was modified in order to recover the monokaryotic components of seven Lentinula
edodes strains. By decreasing the time that agar culture were blended, mycelial death was reduced
and more neohaplonts were recovered. If agar culture homogenates were plated on malt extract agar, L.
edodes strains barely survived 30 seconds blending. Agar cultures of L. edodes blended for more than 5
seconds did not yield viable mycelium when agar cultures homogenates were inoculated in
dedikaryotization liquid media. Optimum blending time of agar cultures was determined for each strain.
An attempt was made to recover nechaplont types at different stages of the dedikaryotization procedure
either directly from agar culture homogenates or from dedikaryotization media inoculated with such
homogenates and incubated for 14 days at 24°C or from homogenates incubated for fourteen days in
dedikaryotization media. All seven L. edodes strains were successfully dedikaryotized. In all cases, both
monokaryotic components were recovered and in six cases, they were isolated in a 1:1 ratio.

INTRODUCTION

Lentinula edodes is an edible fungus which is not easy to cultivate ,because it is grown in substrates
difficult to degrade and long incubation periods are required. Therefore, selection of L. edodes strains
able to grow rapidly on a wide range of substrates and produce high yields is of utmost importance.
However, breeding of improved strains by conventional methods is a labor intensive and time
consuming procedure (Eichlerovd and Homolka 1999). Dedikaryotization represents an interesting
alternative, since it allows recovery of the two monokaryotic components (also known as neohaplonts) of
selected dikaryotic strains. By pairing neohaplonts from selected stocks, new strains can be easily
produced, in which the desired characteristics of the original stocks are combined. The deleterious side
effects which are frequently produced by mutation are thus avoided. This straight-forward method shows
potential for producing commercial strains with defined characteristics, and may be superior to the
conventional breeding method, which randomly pairs monokaryons from meiotic offsprings.

Dedikaryotization was initially attempted with Schizophyllum commune (Harder 1927) using a
micro-surgery approach for a mechanical separation of the two nuclei of a terminal cell. Two cells,
each one containing one nucleus, were recovered by cutting the clamp cell from the terminal cell, at
the moment when one nucleus has migrated into the clamp connection. However, environmental
factors, such as temperature, humidity and type of nutrients, favored a low recovery of neohaplonts
(20%). Fries and Aschan (1952) confirmed that Pholiota mutabilis, S. commune, Polyporus
abietinus and Collybia velutipes neohaplonts were difficult to recover by this procedure. Ginterova
(1973) suggested a second approach for mechanical dedikaryotization the application of shearing
forces during homogenization at high speed. However, dedikaryotization was again unsymmetrical,
since the most sensitive nucleus was selectively eliminated and only one nucleus was recovered.
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Milles and Raper (1956) introduced chemical dedikaryotization with toxic substances producing
selective inactivation of one nuclear type, and causing asymmetrical splitting of the dikaryon. Using
sodium taurocholate (0.15%) or colic acid (0.12%) success was attained with stocks which
produced monokaryotic oidia or with strains of Favolus alveolaris, Pleurotus ostreatus, P. betulinus
and P. versicolor. However, these already showed a high level of natural dedikaryotization (60%).
Other derivatives of cholic acid, such as sodium cholate or ox-gall produced dedikaryotization of C.
velutipes, Coprinus macrorhizus, L. edodes and Pholiota nameko (Takemaru 1964). However, each
species required a specific concentration for its dedikaryotization and only one nuclear type was
recovered in all cases. Additionally, morphological mutants were frequently observed and the
serious inhibition of mycelium growth produced by toxicants, resulted in long incubation periods to
achieve dedikaryotization (6 to 16 weeks). In large trails with stocks of 24 species of wood
pathogenic basidiomycetes (Kerruish and DaCosta 1963), toxic chemicals like sodium arsenate,
copper sulphate, sodium dichromate, sodium pentachlorophenate, zinc sulphate and boric acid were
not able to dedikaryotize any strain. Sodium taurocholate did not prove to be an effective
dedikaryotizing agent. It split only one stock of Coriolus sanguineus and only one nuclear type was
recovered. Similarly, Nishibori and Kinugawa (1978) were able to recover only one nuclear type of
various strains of L. edodes by using sodium taurocholate. A method for symmetrical
dedikaryotization was reported by Leal-Lara and Eger-Hummel (1982) to be effective with
Kuehneromyces mutabilis, Flammulina velutipes and strains of various Pleurotus species (P.
ostreatus, P. cornucopiae and P. eryngii). Dedikaryotization occurred in a medium made of glucose
and peptone. Mycelium growth was promoted and dedikaryotization inhibited if the medium was
filter sterilized instead of autoclaving and when mineral salts or organic nutrients were added. However,
when Arteaga et al. (1996) used this technique for dedikaryotization of Lentinus spp. strains, only
one neohaplont type was recovered.

Production of protoplasts have been used recently for dedikaryotization of the edible fungus.
Fukumasa et al. (1994) used it for dedicaryotization of L. edodes. After just seven days incubation,
both nuclear types were recovered from 75% of all tested strains. Though neohaplonts showed
normal compatibility reactions, considerable variations in other biological characteristics were
observed. These variations were attributed to mutation, since similar variations were found among
protoclones derived from the parental monokaryotic strains. In later studies, however, the two
monokaryotic components were recovered only in certain cases and the proportion of each
monokaryotic component among nechaplonts was not always reported. In a study carried out with
L. lepideus, various factors affecting regeneration and isolation of protoplasts were reported: culture
media, lytic enzymes, osmotic regulators for production and regeneration of protoplasts, and
optimal pH and incubation time to obtain protoplasts (Kim et al. 2000).

Dedikaryotization of commercial strains of L. edodes is of great importance and a dedikaryotization
method for symmetric recovery of neohaplonts is urgently required. However, most existing
methods for dedikaryotization present serious drawbacks. They are time consuming, produce in
most cases an unsymmetrical splitting of the dikaryon and they yield neohaplonts showing
considerable deviations from the parental types. In spite of the failure reported for dedikaryotization
of L. edodes in peptone-glucose solutions, this is a very promising alternative since it avoids the
previously-mentioned drawbacks. With L. edodes strains of different origins, the effect of
modifications in the various stages of the procedure have yet to be tested.
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MATERIALS Y METHODS
Biological material.

Seven strains of L. edodes were used: strain L5 from Dr. lan Reid (National Research Council of
Canada), strains L9 and L15 from Dr. Tai-Soo Lee (Forest Research Institute of Korea), strains L18,
L19 and L20 from Dr. Rosa L. Andrade (Instituto Tecnoldgico Querétaro, México) and strain L21
from Amyecel (strain 4005). All strains were stored in the culture collection of the Department of
Food Science and Biotechnology, Faculty of Chemistry, UNAM.

Culture Media

Malt extract agar (MEA) was prepared dissolving malt extract (15%) and agar (2%) in distilled
water. It was sterilized in autoclave at 121°C for 30 minutes, and 10 ml sterile medium were
poured into sterile Petri dishes. Plates with solidified medium were wrapped in plastic bags and
incubated at 24°C for 2 days to check sterility and then used for storage of strains and propagation
of mycelium. Liquid malt extract medium (ME) was prepared dissolving 1.5% malt extract in
distilled water, fifty ml ME was poured in 125 ml Erlenmeyer flasks, which were sterilized in an
autoclave at 121°C for 30 minutes.

Dedikaryotization solution

Using the dedikaryotization method recommended for Pleurotus spp. & Coprinus spp., a basic
dedikaryotization solution was prepared in distilled water with 2% glucose and 2% peptone P
(Oxoid) (Leal-Lara and Eger-Hummel 1982). Fifty ml of this solution were poured into 125 ml
Erlenmeyer flasks and sterilized at 121°C for 30 minutes.

Blending of mycelial cultures

Four agar cubes (ca. 0.5 cm) were cut from the edge of a growing colony and distributed on each
MEA plate to produce mycelial cultures. After four days incubation at 24°C, colonies reached ca. 4
cm diameter. Fifty ml sterile cold water was poured into a sterile jar of a laboratory blender, and the
four colonies were cut and added into the jar. Agar cultures and water were blended at high speed
for 5 to 150 seconds. Neohaplonts were recovered from MEA plates and from dedikaryotization
solutions inoculated with suspensions of blended agar cultures.

Recovery of neohaplonts from dedikaryotization solution

Flasks with dedikaryotization solution were inoculated with 20 or 50 ul suspension of blended agar
cultures and incubated at 24°C. When mycelium growth was visible, 100 or 200 ul solution were
taken to inoculate MEA plates. The solution in the flask was poured into the sterile jar of
the blender and then homogenized for five seconds at high speed. MEA plates were inoculated with 20
or 50 ul homogenate and then incubated at 24°C until mycelium growth was noticeable. Mycelium
without clamp connections, (monokaryotic type), was identified under the microscope (160x). Each
colony was repeatedly cultivated in MEA to verify the absence of clamp connections.

Identification of the two types of neohaplonts

To identify the two component monokaryotic types of a dedicaryotized strain, two neohaplonts
were randomly selected and paired in MEA plates with all recovered neohaplonts from this strain.
Plates were incubated at 24°C. After 72 hours, plates were regularly inspected under the microscope
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to identify dikaryotic mycelium. To confirm a correct identification of all neohaplonts, two new
neohaplonts were selected and paired again with all available neohaplonts.

RESULTS

In previous work in our laboratory, the dedikaryotization method proposed by Leal-Lara and Eger-
Hummel (1982) could not be successfully applied to L edodes strains. Only three of nine strains were
dedicaryotized and in all cases only one monokaryotic component was recovered (Arteaga et al. 1996).

Seven new L. edodes strains were processed Table 1. Effect of blending time of two agar
according to the same method and inoculated cultures on mycelial development of

in dedikaryotization solutions and MEA Lentinula edodes strains.

plates. After 30 days of incubation, growth Strain  Blending of Mycelium development
was  absent in all  flasks ~ with agar cultures Dedikaryotizatior MEA
dedikaryotization solution and, surprisingly, .

in all MEA plates as well. This indicated that () solution*  (CFU)
mycelia of the L. edodes strains tested did not Incubation time = 30 days

survived the first stage of the dedikaryotization 120 N 1

method when agar cultures were blended for

150 seconds. Such extreme sensitivity to 90 N 1
mechanical damage was confirmed when 60 N 18
strain L19 was blended for 120, 90, 60 and 30 30 N 36

seconds, since mycelium growth was again

absent in all dedikaryotization solutions. L19  Incubation time = 10 days

However, in spite of the lack of colonies on 25 N 66
MEA plates inoculated with homogenates 20 N 55
blended for 120 and 90 seconds, an increased

number of colonies were produced on plates 15 S 47
from the 60- and 30- seconds homogenates 10 S 50
(Table 1). This sensitivity to blending was 5 S 43
confirmed with strains L18 and L19, which

showed a considerable increase in mycelial 25 N 59
survival upon further reduction of blending 20 N 18
time, i.e. 25, 20, 15, 10 and 5 seconds. L18 15 S 53
However, mycelium growth in

dedikaryotization solutions was insignificant, 10 S 34
even when flasks were inoculated with 5- 5 S 52
second homogenates. * Mycelium development: N = None, S = Scarce

Inoculum volume 20 pl.

The effect of blending time on mycelium survival was evaluated with four additional L. edodes
strains (Table 2). Strains L5, L9 and L15 proved to be more resistant to blending. However, strains
L20 and L21 were able to survive only after short blending times of 5 to 25 seconds. For
dedikaryotization of very sensitive strains like L21, a larger inoculation volume, e.g. 50 ul, should
be used to increase the number of viable mycelia. However, the number of colonies obtained with
the two inoculation volumes are not proportional. Probably, it is not possible to obtain particles of
similar size with such blending times and reproducibility is limited by the rather small inoculation volumes.
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Table 2. Effect of blending time of agar cultures on viability of Lentinula edodes strains in MEA
inoculated with 20 and 50 pl
CFU in MEA (14 days incubation)

Blending of Inoculation volume (ul)
agar 20 | 50
cultures Strains
(seconds) — =575 120 21 L5 Lo L5 L20 L2
5 30 10 14 17 1 39 46 62 58 5
10 34 10 31 39 3 20 12 39 67 5
15 8 6 18 3 1 43 8 22 18 7
20 13 0 11 0 0 19 0 26 1 2
25 3 5 8 0 1 18 11 29 2 3
30 14 1 7 0 0 13 3 19 0 2
60 3 1 2 0 0 5 0 7 3 0
90 0 0 2 0 0 1 2 5 2 0
120 0 1 3 0 0 0 0 3 0 1
150 0 0 0 0 0 1 0 1 0 0

Lentinula edodes strains (L5, L9, L15, L20 y L21) were blended 5, 30, 90 y 150 seconds and
inoculated either in dedikaryotization solution or in liquid malt extract medium to evaluate whether
the composition or type of media, or even mechanical damage affected the ability of L. edodes
strains to grow. Mycelial death due to mechanical damage by blending was again observed. After
90 seconds blending no growth was found on either liquid media. L. edodes mycelium was not able
to grow in the rather poor dedikaryotization solution (Table 3). With short blending times, most
strains showed a poor mycelium development in dedikaryotization solutions while abundant growth
was encountered in ME solutions.

Recovery of neohaplonts had to be attempted by alternative methods, since mycelium growth of L.
edodes strains in dedikaryotization solutions was hindered by the mortality rate produced when
agar cultures were blended. MEA plates were directly inoculated with agar cultures homogenates
from various blending times (5 to 150 seconds). Dedikaryotization solutions were also inoculated
with five-second homogenates. Once mycelium growth became evident, it was used to inoculate
MEA plates. Thereafter, the remaining solution was homogenized for five seconds, and then used to
inoculate MEA plates.

From all strains, neohaplonts were recovered after each stage (blending, dedikaryotization solution
before and after homogenization). They were classified according to the two monocaryotic
components (Type | and I1), a third group of a non-compatible type (Table 4). Blending time proved
to be crucial for recovery of neohaplonts. Recovery was favored when agar cultures were blended
for more than twenty seconds, since dicaryotic mycelium predominated with shorter times (data not
shown). Neohaplonts were recovered from blended agar cultures in four of five strains tested.
Furthermore, dedikaryotization of strain L20 was achieved only by this method, since it always
produced dicaryotic mycelium when inoculated in dedikaryotization solution. For certain strains,
recovery of neohaplonts in non-homogenized dedikaryotization solutions was slightly better, and
for strain L19, it was the only condition required for recovery of both monokaryotic components.
With four strains, a meager recovery of neohaplonts was attained from homogenized
dedikaryotization solutions, and no neohaplonts at all were recovered from the remaining three
strains.
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Table 3. Effect of blending time of agar cultures on mycelium development of five strains of Lentinula
edodes in liquid media.

Bl_endmg Mycelium development in liquid media
. times-
Strains seconds
ME Dedikaryaotization solution

5 A S

30 - N

L5 90 S N
150 N

5 A S

30 - S

L9 90 N N
150 - N

5 A S

30 - N

L15 90 S N
150 - N

5 S S

30 - N

120 90 N N
150 - N

5 S S

30 - S

L21 90 N N
150 - N

* Mycelium development: N = None, S = Scarce A = Abundant
Media were inoculated with 50 ul agar culture homogenates and incubated 14 days

In order to evaluate if the various strains were symmetrically dedicaryotized, y* values were
calculated for the proportion of the two neohaplont types recovered for each strain at the three
stages in the dedikaryotization method (Table 5). By comparison to the reference value,
symmetric recovery of both neohaplont types was achieved in all cases with exception of strain
L19. Neohaplonts from strain L19 were recovered only from non-homogenized dedikaryotization
solution; Type | neohaplonts predominated over those of Type II.
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Table 4: Recovery of both neohaplont types at each stage of the dedikaryotization process.

Stages in the dedikaryotization process

_ Blending Dedikaryotization solution Recovered neohaplonts
Srains - ofagar  without With
cultures  homogenization homogenization Non Types
Total .
! | I | I compatible |
L5 4 7 4 5 4 27 1 16 10
L9 2 1 7 0 0 17 1 13
L15 0 0 8 8 1 1 21 3
L18 NT NT 1 1 0 1 3 0
L19 NT NT 15 3 0 0 18 0 15
L20 7 15 0 0 0 0 24 2 7 15
L21 4 2 11 6 9 2 34 0 24 10
Total 42 72 23 144 7 75 62

NT: Not tested

Table 5: Evaluation of symmetric recovery (1:1) of neohaplonts at each stage of the dedikaryotization
process.

x* values for symmetric recovery (1:1)*

Stages of the dedikaryotization process

Strains Dedikaryotization solution All recovered

Blending of Without neohaplonts

agar cultures . Homogenization
homogenization

LS 0.66 0.83 0.20 1.38
L9 2.00 4.50 * 6.25
L15 * 0.00 0.00 0.00
L18 NT 0.00 * 0.50
L19 NT 8.00 * 8.00
L20 2.90 * * 2.90
L21 0.66 1.44 4.16 5.76

%2 values less than 6.63 (a= 0.01) indicate a 1:1 ratio for 2 neohaplont types
NT: Not tested
* No recovered neohaplonts

DISCUSSION

This study confirmed the great sensitivity to mechanical damage of L. edodes mycelium previously
reported by Kawasumi et al. (1987). He could not prepare inoculant mycelia of L. edodes for
protoplast production by fragmentation with a blender, homogenizer or glass beads. It was
necessary to cut mycelial cultures into very minute fragments with a thin razor. A combination of
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fragmentation by razor cutting followed by filtration with a nylon mesh was recommended not only
for L. edodes but also for other basidiomycetes comparatively difficult to grow in liquid medium.
Table 1 shows that homogenization times usually employed for blending of Pleurotus spp.
mycelium (more than 150 seconds) resulted in an extensive death of L. edodes mycelium. However,
sensitivity to mechanical forces is not similar for all strains (Table 2). Some were extremely
sensitive, like strain L21 which barely survived five seconds blending. No strains of L. edodes
tested in this study, were able to survive blending for more than 30 seconds.

After blending of agar cultures, mycelium damage was so extensive that growth in the peptone-
glucose dedikaryotization solution was dramatically diminished (Table 3). The very short times
used in this study for blending and homogenization of agar and liquid cultures reduced mycelial
damage. Therefore, monokaryotic mycelium of both nuclear types had more chances for survival.
This is particularly important when dealing with slow growing or sensitive monocaryons and
probably favors recovery of both nuclear types in equal proportions (1:1).

Any of the factors previously mentioned could explain the failure of previous attempts to
dedikaryotize L. edodes strains with this method (Arteaga et al. 1996). It was also impossible to
recover nuclear types by dedikaryotization using toxic chemicals either with L. edodes (Takemaru
1964, Nishibori and Kinugawa 1978) or with the other tested species of basidiomycetes. Before this
study, successful dedikaryotization of L. edodes had been achieved only by Fukumasa et al. (1994)
with the aid of protoplast production. Both nuclear types were recovered in twelve of the sixteen
tested strains; however, they were present in equal proportions in only six of these strains. Such
low efficiency (i.e. 37% of all strains) may be the result of the production and regeneration of
protoplasts, steps representing stressing situations that affect the component nuclei of the dikaryon
to a different extent. Both nuclear types were recovered from all tested strains but symmetrical
recovery (1:1) was achieved in only 85% of the cases. Nevertheless, it should be noted that
considerable variations in different biological characteristics were observed among the recovered
neohaplonts. A third group of non-compatible nechaplonts was present in four of the seven L.
edodes strains dedicaryotized in this study. Nevertheless, such non-compatible monokaryotic strains
have also been recovered in our laboratory from meiotic progenies of various species with tetrapolar
incompatibility systems (unpublished data). However, non-compatible neohaplonts were present
with a low frequency varying according to the strains. Recovery of monokaryotic strains unable to
mate probably resulted from unknown factors already present in the parental dikaryons and were
not necessarily induced by the dedikaryotization method.

The dedikaryotization procedure utilized in this study is therefore suitable for obtaining the
component monocaryons from highly producing L. edodes strains. This approach is of great
relevance in view of the large variability in the characteristics found among protoplasts populations
as well as in basidiospore derived monocaryons (Eichlerova and Homolka 1999, Eichlerova et al.,
2000).
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RESUMEN

El cultivo de setas en México se ha incrementado en los Gltimos afios, especialmente por pequefios
productores con cepas extranjeras o silvestres. Dado que la produccién y la comercializacién de este
hongo en el pais puede alentarse seleccionando cepas precoces y vigorosas, se evaluo la eficiencia
bioldgica de 34 cepas hibridas de los géneros Pleurotus x Lentinula que previamente habiamos
desarrollado en nuestro laboratorio. Se utilizaron cuatro cepas de P. ostreatus como control.

La fructificacion se realiz6 en dos experimentos, registrando el peso fresco de los hongos producidos en
seis réplicas durante ocho semanas de corte. Posteriormente se calcul6 la produccion semanal acumulada
y la eficiencia biol6gica (EB = g de hongo fresco/100 g de sustrato seco). Con la EB acumulada se realiz6
un analisis estadistico para identificar la semana donde cada cepa alcanz6 su maximo rendimiento
significativo (MRS). De los hibridos evaluados, solo dos no fructificaron y los restantes once produjeron
valores de EB mayores a 100% (103 a 161%). Las cepas mas productivas presentaron morfologias
adecuadas para la produccién comercial (tamafio, forma del estipite y pileo). Solo una cepa presentd
estipites largos y pileo en forma de trompeta. Con el valor del MRS fue posible identificar cepas precoces,
las cuales representan material importante para estudios de mejoramiento genético.

Palabras clave: hibridos inter especie, hongos comestibles, neohaplontes, mejoramiento genético,
eficiencia bioldgica.

INTRODUCCION

En nuestro pais los unicos géneros de hongos comestibles que se cultivan a escala comercial son:
Agaricus, Pleurotus y Lentinula. EI champifién Agaricus bisporus es la especie mas cultivada; no
obstante, las especies de Pleurotus y de Lentinula contribuyen en forma significativa a la produccion
mundial y representan también un interés en el pais (Chang 1996, Royse 1997, Martinez Carrera 2000). El
cultivo de setas (Pleurotus spp) en México se ha incrementado en los Ultimos afios por pequefios
productores con cepas silvestres o extranjeras. Una alternativa para incrementar la rentabilidad del proceso
es utilizar cepas mejoradas genéticamente, las cuales puedan satisfacer tanto necesidades del productor
como del consumidor. Para la produccion de esporéforos en el cultivo comercial de setas se emplean
cepas dicarionticas, producto de la hibridacion de dos cepas monocarionticas compatibles. La
fructificacion es la culminacion del ciclo reproductivo de estos organismos, en el cual los dos ndcleos
haploides presentes en el dicarionte se reproducen por meiosis en el basidio para dar origen a cuatro
nucleos haploides, que serdn repartidos en cuatro esporas sexuales. Los métodos tradicionales de
mejoramiento genético parten de este material uninucleado y por medio de entrecruzamientos entre cepas
compatibles se obtienen nuevos hibridos; segin el Diccionario de botanica (Font Quer 1977) un hibrido
implica la unién sexual de individuos que presentan en su genotipo uno o varios pares de diferencias
genéticas. Sin embargo, bajo estas condiciones no es posible fusionar cepas de diferentes especies y
mucho menos de diferentes géneros.

En 1980 Peberdy desarroll6 una metodologia para obtener protoplastos a través de la cual fue posible
fusionar cepas que por medio de las técnicas tradicionales no podian fusionarse. Sin embargo, al utilizar
dicha metodologia para la obtencién de hibridos de hongos comestibles, por lo general resultaban
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hibridos estériles o con una gran inestabilidad. Este hecho ha limitado hasta ahora su utilizacion como
material inicial para un programa de mejoramiento genético (Toyomasu et al. 1986, Young Bok et al. 1986
y 1989, Kawasumi et al. 1987, Ohmasa et al. 1987).

La desdicariotizacion es un método alterno que permite obtener los dos componentes monocarionticos de
una cepa sin que hayan pasado por el proceso de meiosis. De esta manera se evita la diversidad genética
de las progenies meidticas. Esta situacion ha permitido realizar programas de mejoramiento genético con
cepas de una misma especie, y resultaba interesante evaluarlo para la produccion de hibridos fértiles de
especies distintas (Leal Lara y Eger 1982, Arteaga Santillan et al. 1996). Por ello, en una primera etapa
siete cepas de Lentinula edodes fueron desdicariotizadas, recuperando para todas las cepas los dos tipos de
compatibilidad (Ramirez Carrillo y Leal Lara 2002a). Una vez desdicariotizadas las cepas de L. edodes se
clasificaron en grupos de acuerdo con su tipo de compatibilidad. Los catorce neohaplontes de L. edodes se
ubicaron en cuatro diferentes grupos de compatibilidad (A1B1, A2B2, A3B3 y A4B4). Por otro lado, seis
cepas monocarionticas de P. ostreatus (cuatro neohaplontes y dos monocariontes progenie) se clasificaron
de igual manera en cuatro grupos de compatibilidad (A5B5, A6B6, A7B7 y A1B1). Al realizar los
apareamientos entre los neohaplontes de L. edodes y las cepas monocariéticas de P. ostreatus y observar a
través de revisiones microscopicas la formacion de fibulas, indicativas del apareamiento exitoso, y la
formacidn de dicariontes, se obtuvo un total de 137 hibridos; lo cual indicd una gran compatibilidad entre las
dos especies. Resultaba entonces de sumo interés observar las caracteristicas morfoldgicas de las cepas
hibridas, por lo que se seleccionaron algunas de ellas para evaluar sus caracteristicas de fructificacion y
eficiencia bioldgica.

MATERIALES Y METODOS
Material biolégico
Para este trabajo se utilizaron 34 cepas hibridas de Pleurotus x Lentinula, obtenidas por apareamiento de
progenie monocariéntica o neohaplontes de Pleurotus ostreatus con neohaplontes de Lentinula edodes.
Como control se utilizaron cuatro cepas de P. ostreatus (tres procedentes de Alemania y una mexicana) y
siete cepas de L. edodes (de Canada, Corea y Estados Unidos), las cuales fueron previamente

desdicariotizadas (Tabla 1).

Tabla 1: Cepas control de P. ostreatus y L. edodes

Cepas de P. ostreatus (donadas por G. Eger, Cepas dicarionticas de L. edodes
Alemania)
Clave | Tipo de cepa |Clave del dicarionte | Clave | Donador Pais
P403 L5 Reid Canada
8x3
P404 L9
Neohaplontes Lee Corea
P413 P413 x P414 L15
P414 L18 Andrade
P407 Monocariontes L19 (ITEM EU, Virginia
P408 progenie P40 x P408 L20 Querétaro)
IAP Dicarionte (México) L21 Amycel EU, California

Medio de cultivo

Se disolvid extracto de malta (1.5%) y agar (2%) en agua destilada y una vez hidratado el agar se
esteriliz6 en autoclave a 121°C y 1.05 kg/cm2 por 30 minutos, luego se virtieron 10 ml del medio estéril
en cajas Petri desechables estériles. Las cajas Petri con el medio sélido se guardaron en bolsas de plastico
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y se incubaron a 24°C por 2 dias para verificar la esterilidad del medio. ElI medio estéril se utilizd tanto
para la resiembra de las cepas como para su propagacion.

Produccion del indculo de grano

Se le conoce como semilla al grano portador de micelio, el cual puede ser trigo, mijo, centeno, etc., y se
utiliza para propagar la cepa deseada en el sustrato. En este caso para preparar la semilla de grano se
utilizé trigo, al cual se le dio una coccion en agua a temperatura de ebullicion durante 50 minutos.
Transcurrido ese tiempo se lavo con agua corriente para enfriarlo y eliminar los residuos de almidon. Se
dreno el exceso de agua y a continuacion se adiciond, en base himeda, 1.3% CaSO, y 0.3% CaCOs. De
la mezcla anterior se colocaron 0.5 kg en bolsas de polipapel. Posteriormente se esteriliz6 a 121°C y 1.05
kg/cm? de presion durante 2 horas, una vez frio el grano se inocul6 cada bolsa con el micelio desarrollado
en las cajas resembradas una semana antes. Las cajas con crecimiento de micelio se cuadricularon
cortando cuadros de aproximadamente 1 cm® y se inocularon en bolsas de semilla de grano de trigo
preparado con anterioridad. Las bolsas ya inoculadas se incubaron a 24°C hasta la invasién total del grano
con el micelio (dos semanas) en condiciones de oscuridad.

Fructificacion de las cepas hibridas de Pleurotus x Lentinula y cepas control de P. ostreatus

La paja de trigo pasteurizada fue donada por la empresa Hongos de México. El contenido de humedad del
sustrato fue 80%, para cada cepa se inocularon a 5% 6 bolsas con 2 kg de sustrato. El sustrato inoculado
fue incubado a 24°C por un periodo de 16 a 25 dias (hasta total invasién). Una vez invadido el sustrato
con el micelio proveniente de cada cepa, las bolsas fueron transferidas a un cuarto a 18-20°C, donde se
indujo la fructificacion con la ayuda de riegos regulares (3-5 veces al dia por 5 minutos y 1 vez en la
noche por 20 minutos), 2 h de ventilacion con aire himedo después de cada riego y un periodo de 12 h de
iluminacion al dia.

Fructificacion de las cepas control de L. edodes

El sustrato, proporcionado por la empresa Hongos Leben y con un contenido de humedad de 54%, fue
empacado en bolsas de polietileno de 32 cm x 49 cm con un filtro microporo de 4 x 4 cm. Para cada cepa se
inocularon 3 bolsas con 2 kg de cada sustrato previamente esterilizado por 2 h a 121°C y 1.05 kg/cm2. Cada
bolsa fue inoculada a 5% con semilla de trigo ya invadida y fue incubada en oscuridad a 24°C por 70 dias.
Transcurrido el tiempo de incubacion las bolsas fueron transferidas al cuarto de fructificacién (18- 20°C),
sin ningun otro tratamiento (choque térmico o inmersién). Para inducir la fructificacién se incrementd la
humedad con 3 riegos de 20 minutos por dia ventilando con aire humedo (1 hora después de cada riego
por 2 horas) y un periodo de 12 h de iluminacion al dia. Una semana después de la induccion de la
fructificacidn inici6 la cosecha de carpdforos, procurando antes que el borde del pileo se abriera por
completo. Cabe aclarar que las condiciones de fructificacion de las cepas de Lentinula y los resultados
obtenidos fueron publicados anteriormente por los autores (Ramirez Carrillo y Leal Lara 2002b), y se
publican en este articulo con permiso de los editores.

Analisis de datos

Para cada cepa se registro el peso fresco de los hongos producidos. Con los resultados obtenidos se calcul6 la
produccion por brote, la produccion acumulada por brote, y su eficiencia biol6gica (EB = g de hongo
fresco/100 g de sustrato seco). Una vez obtenidos los valores de EB acumulada se realizé un analisis estadistico
para identificar el brote donde cada cepa alcanzé su maximo rendimiento significativo (MRS). Finalmente,
con los valores MRS para cada cepa se realizé un segundo analisis de varianza, y por medio de la
clasificacion obtenida a partir de la Prueba de Duncan se identificaron las cepas mas productoras.
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RESULTADOS
Evaluacién de la eficiencia biolégica

Cepas hibridas de Pleurotus x Lentinula

Se realizaron dos experimentos de fructificacion para evaluar la eficiencia bioldgica de 34 cepas hibridas
de Pleurotus x Lentinula, con respecto a cuatro cepas control de P. ostreatus. Para cada cepa se registro
el peso fresco de los hongos producidos en seis réplicas durante ocho semanas de corte. Del total de cepas
evaluadas solo dos no fructificaron. Para las restantes se presentan en las Tablas 2 y 3 los valores de
eficiencia biolégica acumulada y se indica la semana donde cada cepa alcanzé su MRS. El MRS se obtuvo
a partir de la segunda semana para dos cepas con muy bajos rendimientos, y el resto de las cepas alcanzo
dicho valor entre la tercera y séptima semana de corte; mientras que en el segundo experimento solo una
cepa alcanz6 su MRS hasta la octava semana de corte. En el primer experimento las cepas control de P.
ostreatus produjeron EB entre 55 y 57%, mientras que con las cepas hibridas se obtuvieron EB entre 7 y
125%. Para el segundo experimento las cepas control produjeron EB entre 65 y 137% y las cepas hibridas
entre 34 y 161%. Al realizar un analisis estadistico de las EB obtenidas para las dos cepas control
evaluadas en ambos experimentos, se observo que no se presentaron diferencias significativas, razén por
la cual se realizé el analisis estadistico en forma conjunta para todas las cepas evaluadas (Tabla 4).

Como resultado del andlisis estadistico se observa que once cepas produjeron valores de EB mayores a
100% (103 a 161%). Para dichas cepas el MRS se obtuvo a partir de la tercera semana de corte. El analisis
estadistico también permiti6 identificar dos cepas hibridas como las mas productivas (L15-11 x P407,
y L15-11 x P414,) con EB entre 151 y 161%, de las cuales la cepa L15-11 x P414, presentd morfologia
adecuada para la produccion comercial (tamafio, forma del estipite y pileo), mientras que la cepa L15-11 X
P407,, a pesar de presentar alta EB, no se recomienda para la produccion comercial por tener estipites
largos y pileo en forma de trompeta (Figura 1).

Por otro lado, la evaluacion del MRS permitié identificar dentro del grupo de las once cepas mas
productoras seis cepas precoces, las cuales presentaron altos rendimientos en un periodo de cosecha de 3
a 4 semanas (L9-2 x P414,, L19-2 x P404,, L9-2 x P413,, L9-8 x P413,, L19-1 x P413,, L15-11 x
P407,), raz6n por la cual representan material importante tanto para la produccién comercial como para
estudios de mejoramiento genético. Por otro lado, con dicho parametro también fue posible identificar
otras cepas precoces aunque con bajos rendimientos, es decir, su MRS oscil6 entre 41 y 79% de EB en un
periodo de cosecha de 2 a 4 semanas, lo cual las hace atractivas para estudios de mejoramiento genético.
Dentro de estas se encontraron las cepas: L18-1 x P408,, L5-23 x P407,, L19-2 x P403;, L18-1 x P413,,
L5-23 x P408,, L9-8 x P407,, L19-1 x P414,.

Finalmente, dada la definicion de «hibrido» en el Diccionario de botanica (Font Quer, 1977), se puede decir que los aqui
obtenidos son de tipo inter genérico, ya que implico la union sexual de individuos pertenecientes a generos
distintos, y al mismo tiempo se les puede considerar como falsos hibridos o hibridos goneoclino por
presentar una preponderante influencia fenotipica de uno de los progenitores (P. ostreatus), que hace que
los caracteres del otro progenitor (L. edodes) pasen inadvertidos.
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Tabla 2: Eficiencia bioldgica acumulada de cepas hibridas de Pleurotus x Lentinula y cepas control de
P. ostreatus (Experimento 1).

Eficiencia bioldgica acumulada (g de hongo fresco /100 g de sustrato seco)
Cepas Semanas de produccién

1 | 2 | 3 | 4 | 5 | 6 | 7 | 8
Control de Pleurotus
P407 xP408 | 0+0 [14+28| 14+28| 38+27| 48+11| 55+22| 69+24 | 74+16

8x3 4+9 |24+17| 24+17| 35+24| 38+20| 49+13| 56+8 | 6710
Hibridos de Pleurotus x Lentinula
L18-1 x P403| 0+0 7+15| 7+15| 7+15| 11+23| 11+23| 11+23| 13+28

L18-2xP413|26+21 |34+12 | 34+12 | 34+12| 39+12| 41+11| 41+£11| 4111
L18-1xP408| 4+8 |21+7 | 21+7 | 41+16| 41+16| 44+12| 44+12| 45+10
L19-2xP403| 9+15|41+7 | 43+9 | 65+12| 69+13| 73+16| 80+21| 80+21
L18-1xP413|41+11|49+9 | 49+9 | 666 | 69+2 | 715 | 73+4 | 73+4

L19-1xP414| 6+13|43+34| 43+34 | 79+33| 79+33 | 96 +27 (104 +27 |104 + 27
L19-2x P404|65+11|70+20 | 87 +24 110 +22 |110+£22 |114 +21 |117 +£22 |120 + 16
L19-1xP413| 84 +11 |84 £11 (102 +21 |125+15 |125+15 (132 +17 |134 +15 |134 £15
L19-2xP408| 0+0 |31+5 | 31+5 | 68+30| 78+16| 78+16| 82+17| 8919
L18-1xP404|32+37 |57 £12| 62+20| 78 +25| 92 +17 {101 +22 {101 +22 |101 + 22
L19-1xP404|35+30 |67 +14 | 67+14| 87 +20| 96 +£18 |109 +11 |110 +£13 |110 +13
L18-2x P408| 0+0 |0 0 6+13| 13+15| 15+18| 4714 | 47+14 | 5312
L18-1xP414|34+24 |44 +8 | 46+11| 56+16| 56+16| 64+7 | 65+8 | 76 +11
L18-2x P403| 0+0 |36 +24| 39+27| 53+8 | 60+14| 83+6 | 83+6 | 875

L19-2xP413|57+16 |59 14| 59+14 | 76 +28 | 77+27| 88+20| 88+20| 92+24
L19-1 xP403|47+8 |56 +5 | 59+4 | 83+9 | 84+8 | 92+13| 94+12| 99+8

L19-2xP414|24+27 |38 £36| 63+26| 7517 | 79+24| 98+20 | 98 +20 104 £25

Semana de produccion donde cada cepa alcanza su maximo rendimiento significativo

Cepas parentales de L. edodes

De forma paralela también se realizé la fructificacion de las siete cepas parentales pertenecientes a L.
edodes, con el objeto de comparar la morfologia y eficiencia bioldgica de las cepas hibridas con sus
respectivas cepas parentales (tanto del género Pleurotus como del género Lentinula). En este caso se
utilizé para la fructificacién de las cepas el sustrato que es empleado para la produccion comercial de este
hongo (shiitake) por un productor local (Hongos Leben).

En la Tabla 5 se presentan los resultados de la EB acumulada para las siete cepas de L. edodes. Como se
puede observar la productividad de las distintas cepas mostré diferencias importantes. En el primer brote
la eficiencia biol6gica (EB = g de hongos frescos /100 g de sustrato seco) fluctud entre 4 y 138% para las
cepas L19 y L9, respectivamente. En el segundo brote los valores correspondientes a estas dos cepas
fueron de 17y 176%, y en el tercero 24 y 261%. El tiempo en dias para la obtencién de cada brote, a partir
del momento en que las bolsas se colocaron en el cuarto de produccion, fue de 9 a 16 dias para el primero;
22 a 40 dias para el segundo brote y 38 a 60 para el Gltimo. A partir del valor MRS obtenido para cada
cepa, al realizar un segundo analisis estadistico, se observa en la Tabla 6 que las cepas se clasificaron en
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seis grupos, siendo la cepa L9 la méas productiva con una EB de 216%, en segundo lugar aparece la cepa
L15 con EB de 170%, y le sigue L5 con una EB de 131%. Las cepas con menor EB fueron L19 y L18 con
19 y 30%. Por otro lado, la morfologia de las cepas de L. edodes fue la tipica para esta especie. En
particular, si bien la cepa L9 se caracterizd por presentar eficiencia bioldgica muy alta, presentd la
desventaja de producir hongos pequefios, mientras que las cepas L15 y L5 produjeron hongos de mayor
tamafio; las que presentaron los hongos mas grandes fueron L18, L19, L20y L21 (Figura 1).

Tabla 3: Eficiencia bioldgica acumulada de cepas hibridas de Pleurotus x Lentinula y cepas control de P.
ostreatus (Experimento 2).

Eficiencia bioldgica acumulada (g hongo fresco/100 g de sustrato seco)
Cepas Semanas de produccion

1 | 2 | 3 | 4 | s 6 | 7
Control de Pleurotus

P407 x P408 00 25+14 | 43+£15 | 4950 | 687 71+8 74+ 8
P413xP414 | 13+35 | 88+43 | 103+ 19 | 107+ 24 |137+17 | 141+ 13 | 141+ 13
8x3 00 8+18 | 307 50+ 6 50+ 6 65+ 9 65+ 9
IAP 50+12 [103+9 | 107+15 |122+11 | 128+7 |136+11 |[139+14
Hibridos de Pleurotus x Lentinula
L9-8xP407 | 54+12 | 74+13 | 7713 | 82+17  83+15 | 83+15 | 84+ 16
L5-23xP407 | 26 +28 | 46+ 9 50+ 7 66+ 9 73+8 75+ 9 75+ 9
L9-2xP413 | 15+28 | 82+18 |112+13 | 121+ 11 129+7 |131+8 |131+8
L9-2xP414 | 33+27 | 53+13 | 767 98+7 |[104+10 109+5 |114+10
L9-8 x P413 2732 | 52+ 7 74+x4 | 112+9 |112+9 | 114+x6 |120+9
L15-11 x P407 90+26 |125+22 141+9 |152+9 |158+9 | 161+7 |163%7
L15-5xP408 | 0+0 00 2+5 25+15 | 343 35+4 37+5
L9-2xP408 | 16+7 | 167 46+ 6 75+ 9 89+ 3 95+ 14 95+ 14
L5-23xP414 | 10+22 | 33+12 | 62+22 | 75+29 1103+13 [113+6 |119+9
L15-5xP413 | 32+31 | 57+12 | 607 86+ 15 | 109+8 |[114+12 |123+9
L15-11xP414 77+22 [ 110+ 22 130+15 | 152+ 10 | 161+ 12 | 167+ 10 | 176+ 13
L5-23xP408 | 00 00 14+12 | 44+11 | 587 66 + 5 68+ 6
L15-5xP414 | 35+9 | 402 83+4 |[114+7 |119+15 |127+10 | 132+ 14
L5-23xP413 | 49+ 19 1 103+17 |103+17 | 117+ 14 130+15 |138+ 11 | 143+ 10
L9-8xP414 | 48+ 12 53+5 73+13 | 105+ 11 | 115+ 11 | 115+ 11 | 127+ 14

Semana de produccién donde cada cepa alcanza su méximo rendimiento significativo
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Cepas

Méaximo rendimiento significativo

Prueba de

X + o Duncan* Semana

P. ostreatus (control)

P407 x P408; 55 + 22 cae 6
8x3; 57 + 8 caet 7
8x 3, 65 + O detg 6
P407 x P408, 68 + 7 defghi 5
IAP, 136 + 11 P 6
P413 x P414, 137 + 17 P 5
Hibridas de Pleurotus x Lentinula

L18-1 x P403, 7 + 15 a 2
L15-5 x P408, 34 + 3 b 5
L18-2 x P413, 34 o+ 12 b 2
L18-1 x P408, 41 + 16 be 4
L18-2 x P408, 47 + 14 bed 6
L5-23 x P407, 50 + 7 bed 3
L18-1 x P414, 64 + 7 detg 6
L19-2 x P403, 65 + 12 detg 4
L18-1 x P413, 66 + 6 defgh 4
L5-23 x P408, 66 + 5 defgh 3
L9-8 x P407, 74 + 13 efghy 2
L19-2 x P408, 78 + 16 Tanijk 5
L19-1 x P414, 79 + 33 ghijie 4
L18-2 x P403, 83 + 6 ghijkd 6
L19-2 x P413, 88 + 20 higklm 6
L9-2 x P408, 89 + 3 1jkim 5
L19-1 x P403, 92 + 13 JKimn 6
L18-1 x P404, 92 + 17 JKimn 5
L19-1 x P404, 9% + 18 Kimn 5
L9-2 x P414, 98 + 7 Kimn 4
L19-2 x P414, 99 + 20 Kimn 6
L5-23 x P414, 103 + 13 fmn 5
L15-5 x P413, 109 + 8 mno 5
L19-2 x P404, 110 + 22 mno 4
L9-2 x P413, 112 + 13 o 3
L9-8 x P413, 112 + 9 o 4
L19-1 x P413, 125 + 15 op 4
L15-5 x P414, 127 + 10 op 6
L9-8 x P414, 127 + 14 op 7
L5-23 x P413, 138 + 11 P 6
L15-11 x P407, 151 + 9 ar 4
L15-11 x P414, 161 + 12 " 5

L2 Experimento de evaluacion

*Letras diferentes indican diferencias estadisticamente significativas entre las cepas de acuerdo a
la prueba de Duncan (o = 0.05).
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Tabla 4: Clasificacion de las cepas de acuerdo a la Prueba de Duncan considerando el maximo
rendimiento significativo (Experimentos 1y 2)
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Tabla 5: Eficiencia bioldgica acumulada de las Tabla 6: Clasificacién de las cepas parentales

cepas parentales de L. edodes de L. edodes de acuerdo a la prueba de Duncan
Eficiencia Bioldgica (EB) considerando su MRS.
(g de hongos frescos /100 g de sustrato seco) Maéaximo rendimiento
Cepas Lo
Brotes Cepas significativo
1ro. 2do. 3ro. — *
. . - x =*o Brote
L18 | 29.6 + 23 548 + 257 | 63.6 + 17 19 171 + 0 3 2%
L21 | 536+18 ®| 705+ 11°%| 782+ 8 * 18 29.6 " 53 8| 1o
L19 46+ 7% 171+ 0°] 240+10 ° 21 53.6 " 18 o 19
L20 | 448 +51 %] 792 +31°| 835+34 ° 20 79'2 n 31 ¢ 2®
L5 | 834+ 7°1305+ 5°[1439+11 ° 5 11305 = 5 O o®
L15 1025+ 6 */151.2+ 4°/1701+10 °© L15 170'1 " 10 ¢ 3°
+ a + b G . -
L9 11389+10 *|176.8+ 6°|261.3+ 7 Lo 12613 = 7 | 39

Brote donde se obtiene el maximo rendimiento significativo.
Letras diferentes en una misma cepa indican diferencias
significativas entre brotes (Prueba de Duncan o = 0.05).
Reimpreso de Proceedings of the fourth Conference on
Mushroom Biology and Mushroom Products. Sanchez et al.
(eds) 2002, 289-294. Con permiso de los editores.

Letras diferentes entre cepas indican diferencias

significativas (Prueba de Duncan o= ogs).

* Brote donde se obtiene el maximo rendimiento
significativo

Reimpreso de Proceedings of the fourth
Conference on Mushroom Biology and
Mushroom Products. Sanchez et al. (eds)
2002, 289-294. Con permiso de los
editores.

DISCUSION

Los valores de EB obtenidos para las cepas parentales de P. ostreatus en general fueron menores a los
obtenidos para las cepas hibridas. Sin embargo al comparar dichos valores con los reportados en la
literatura se puede decir que estan dentro del rango esperado (Upadhyay et al., 2002; Lahmann, y
Rinker, 1995). Asi por ejemplo Zervakis y Balis (1992) reportan EB para cepas de P. ostreatus entre 72 y
94%, que al ser comparados con nuestros resultados de EB de 55+22 hasta 137 +17 estan dentro del rango
esperado. De igual forma Martinez Carrera et al. (1990), reportan valores de EB entre 14 y 96 al utilizar
como sustratos bagazo de cafia solo y en mezclas con paja de cebada y pulpa de café. Estos resultados
indican que la seleccion de cepas parentales para la produccion de hibridos fue adecuada.

Los valores de EB obtenidos para las cepas parentales de L. edodes resultaron muy variables. Para las
cepas L18 y L19 los valores entre 17 y 30% de EB estan por debajo de los reportados en la literatura
internacional (60 a 80% de EB) pero dentro del rango de los valores reportados en estudios realizados en
México (3-60% EB) (Morales y Carrera, 1990; Hiromoto, 1991; Royse y Sanchez, 2000; Royse, 2001). Sin
embargo para el resto de las cepas (L21, L20, L15, L5 y L9) los valores obtenidos de EB entre 53 y 261%
son semejantes o0 incluso mayores a los reportados en la literatura. Asi por ejemplo Royse y Sanchez
(2000) reportan EB entre 107 y 121%. Los altos valores de EB obtenidos para algunas cepas parentales
posiblemente influyeron para obtener cepas hibridas que produjeran altos valores de EB. En general se
puede decir que valores de EB mayores al 100% representan valores atractivos para la seleccion de cepas
aptas para la produccion comercial y, como se indicé en los resultados en este caso de 34 cepas evaluadas
11 presentaron valores de eficiencias biologicas mayores al 100 y de ellas s6lo una cepa presentd una
morfologia poco atractiva para la produccién comercial.
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Cepas control de Pleurotus Cepas control de Lentinula
P407xP408 1AP L15

PRIMERA COSECHA
AIXI00.

Cepas hibridas de Pleurotus x Lentinula (mé&s productivas)
L15-11xP414 L15-11xP407 L5-23xP413 L9-8xP414 L15-5xP414

Cepas precoces
L9-2xP413 L9-8xP407 L5-23xP407

- 15231 P407 R
B ot Y .l -

Figura 1: Caracteristicas morfoldgicas de las cepas control de P. ostreatus y L. edodes y de las cepas hibridas de
Pleurotus x Lentinula
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8.3 CULTURE CONDITIONS FOR INCREASING
YIELDS OF LENTINULA EDODES
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ABSTRACT

The low yields and long cultivation periods associated with the traditional shiitake production on logs
have been improved by using sawdust substrates and controlled indoor cultivation. Important parameters
to increase yields were identified in this study: strains selection and incubation conditions,
which avoid browning, cold shock or water immersion at the end of the incubation period. Seven
Lentinula edodes strains tested (from USA, Canada and Korea) could be clearly classified in two types
of strains. The first group of strains (L5, L9 and L15) are rather high yielding, with biological
efficiencies ranging from 143 to 261%. They require high levels of air humidity and produce three
flushes of abundant light brown mushrooms in less than 45 days cropping after 70 days incubation at
24°C. A second group of strains (L18, L19, L20 and L21) are lower yielding (B.E. from 24 to 83%) but
can fruit at lower air humidity and produce larger and darker mushrooms.

INTRODUCTION

Shiitake production worldwide has increased more than seven-fold from 1983 to 1997 and it is currently
the second most cultivated mushroom in the world (Chang 1996, Royse 1997). Most of the increase
during this 14 years period occurred in China, where shiitake is widely consumed and exported.
Traditionally, shiitake is produced on logs with relatively low yields varying with climatic events, and the
whole cycle is very long (three to five years). In the last decades, indoor shiitake production has been
introduced in USA and in Europe substituting wood logs by so-called “synthetic media”, sawdust
being the basic ingredient for substrate formulation (Pryzbylowicz and Donoghe 1998). Very strictly
controlled conditions of cultivation are required for both mycelium propagation and fruiting, and therefore
very costly investments are required.

The indoor method holds two important advantages over natural logs, cultivation time and
efficiency. While the natural log cultivation cycle usually lasts six years, only four to six months are
normally required from time of inoculation to cleanout for synthetic medium cultivation. Low biological
efficiencies (less than 33%) from natural log cultivation are improved to 45 to 65 % using synthetic
substrate cultivation (BE = g of fresh mushrooms/100 g dry substrate) (Delpech and Olivier 1991, Rinker
1991, Levanon et al. 1993). Recently even higher yields (75 to 125%), have been reported by Royse
(1997). To achieve such high yields, bags are removed to expose the substrate blocks after 20 to 25
days spawn-run in an environment conductive to browning of the exterior substrate blocks. As the
browning process nears completion after 4 weeks, primordia begin to form about 2 mm under the
surface of the substrate, indicating the onset of mushroom production. According to Royse (1997) the
substrate has to be soaked in water for 3 to 12 hours to stimulate the maturation of primordial, as water
rapidly displaces carbon dioxide contained in air spaces and provides enough moisture for one flush of
mushrooms.

Browning and soaking, however, present various drawbacks. Large quantities of water are used, the
processes are labor and cost intensive and the substrate is easily contaminated during these operations.
Furthermore, there are contradictory opinions about its usefulness. Extending incubation
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time to 13 and 15 weeks has been found to preclude the need for browning and soaking although the
risk of Trichoderma contamination can be increased (Pryzbylowicz and Donoghe 1998). Such
contradictory reports may be explained by a genotype effect, since responses to environmental
conditions are highly variable depending on strain (Delpech and Olivier 1991, Rinker 1991, Levanon et
al, 1993). Therefore, in this study various commercial Lentinula edodes strains were evaluated for their
ability to produce mushrooms without browning and soaking.

MATERIALS Y METHODS
Biological material

Seven strains of L. edodes were obtained from various sources: strain L5 from Dr. lan Reid
(National Research Council of Canada), strains L9 and L15 from Dr. Tai-Soo Lee (Forest Research
Institute of Korea), strains L18, L19 and L20 from Dr. Rosa L. Andrade (Instituto Tecnoldgico
Quereétaro, México) and strain L21 from Amycel, Inc. (strain 4005). All strains are stored in the
culture collection of the Department of Food Science and Biotechnology, Faculty of Chemistry,
UNAM.

Culture media

Malt extract agar (MEA) was prepared dissolving malt extract (1.5%) and agar (2%) in distilled
water. It was sterilized in an autoclave at 121°C at 1.2 kg/cm? for 30 minutes and ten ml of the sterile
medium were poured into sterile petri dishes. Once the medium solidified, the plates were wrapped in plastic
bags and incubated at 24°C for two days to check sterility and then used for storage of strains and
propagation of mycelium.

Spawn

Wheat grains were washed and cooked for 50 min and then washed again to cool. Excess water was
drained, CaSO, (1.3%) and CaCO; (0.3%) were added (w/w), 500 g supplemented grain were
packed in polypropylene bags and autoclave sterilized (2 h at 121°C at 1.2 kg/cm2). Bags with this sterile
grain were inoculated with mycelium from a seven days agar colony and incubated 21 days at 24°C.

Conditions for substrate incubation and fruiting

Sawdust substrate was provided by a commercial grower (Hongos Leben, Edo. Mexico). It was watered to
about 54% water content and 2 kg were packed in polypropylene-ethylene bags (32 cm x 49 cm) with a
4 cm x 4 cm micropore filter 13 cm from the top. The substrate was sterilized in an autoclave for two
hours at 121°C at 1.2 kg/cm?. Once cooled, three bags for each strain were spawned (5%) and
incubated at 24°C for 70 days. Bags were then transferred to the fruiting room without any further
treatment (thermal shock or soaking). Fruiting was induced by regular watering (three times a day for 20
min), two hours ventilation with humid air after each watering period and 12 h illumination per day.

RESULTS

After 70 days incubation, the substrate was fully invaded by mycelium but it lacked a brown cover, since
it had remained wrapped in the closed bags during the whole incubation period. On most bags, however,
the first primordia had already appeared by this time. Bags were then transferred to the
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fruiting room and the part of the bags above the substrate was cut off. The conditions in the fruiting
room, ie. high humidity, regular ventilation and illumination, promoted formation of addition
primordia and their maturation into fruit bodies. Nevertheless, developing primordia had to be
monitored closely to prevent their death. In order to obtain fruit bodies, some bags had to be placed
in the lower rack, close to the floor, where high humidity conditions prevailed. Other bags
preferred upper racks where the humidity was lower. Accumulated BEs of the seven L. edodes
strains are shown in Table 1. Biological efficiencies ranged as follows: 1st flush: 4-138 %, 2nd flush:
17-176 % and 3" flush: 24- 261 %.

Table 1. Accumulated biological efficiency
of Lentinula edodes after three flushes
Biological efficiency (BE)

Table 2. Time (days) for completion of each flush
after induction of fruiting
Time for completion of each flush

Strains (g fresh mushroclJ:rPusQ](;(S)gdry substrate) Strains lz(fiuels)r/1335
1st 2nd 3rd * 1st 2nd 3rd
L19 46 + 7 171+ 0 240+ 10?2 L19 14 32 + 11 47
L18 296 + 23 548 + 25 636 + 17 ° L18 15 + 2 39+ 1 51 + 9
L20 448 +51 792 + 31 835 + 34° L20 16 + 2 37 + 1 51 + 6
L21 536 + 18 705+ 11 782+ 8° L21 15 + 2 39 50 + 1
L5 834+ 71305+ 51439 +11° L5 16 + 2 28 + 3 48 + 3
L15 1025 + 61512 + 4170.1 + 10 ° 115 15 + 2 31 + 2 48 + 2
L9 1389 + 101768 + 62613 + 7 ° L9 9+0 22+ 0 38 + 1

* Different letters indicate significant differences in BE
values at 3" flush (Duncan's Multiple Range Test p = 0.05
level)

(\Values without standard deviation indicate that only
one replicate produced mushrooms for this flush).

Variance analysis indicated significant differences in the data of the 3" flush. Strain L9 showed the
highest productivity (261 % BE), followed by L15 and L5 with 170% and 143 % BE, respectively.
Strains L18, L20 and L21 formed a lower-producing group and L19 was the least productive. As
shown in Table 2, Strain L9 is not only the most productive but also the most promising in regards
to precocity since it completed the three flushes in just 38 days. Strains L5 and L15 are also good
candidates for commercial production. In addition to being high-producing they completed the three
flushes in just ten additional days. It should be stressed that substrate bags were neither soaked in
cold water nor subjected to cold shock to accomplish fruiting. Once spawn run was completed,
substrate bags were simply transferred to the fruiting room, where humidity was kept high by fine
spraying 20 min, three times a day.

Table 3: Production rate* of seven Lentinula edodes strains by flush
Production rate (PR) Classification

Strains Flushes by Duncan's
1 2" 3" test*>
L19 0.06+0.08 0.17+0.01 0.22+0.06 a
L18 0.35+0.27 056+0.25 0.55+0.17 b
L20 052+058 0.81+041 0.72+0.27 b
L21 0.63+£0.21 0.75+£0.01 0.68+0.10 b
LS5 097+0.10 1.33+£0.07 1.22+0.12 ¢
L15 1.21+0.08 149+0.06 1.44+0.07 ¢
L9 1764013 192+0.06 2.43+0.09 ‘

* Production rate (PR) = BE/days for obtaining each flush including incubation time
** Different letters indicate significant differences in PR values at all flushes

(Duncan's Multiple Range Test p = 0.05 level)
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According to values shown on Table 3, Strain L9 was the most productive, continuously increasing
its productivity at each flush. Strains L5 and L15 showed high BE values and production rates
above 1.0. Strain L15 reaches almost 1.5 at the second flush but displayed no further increase at the
third flush. Production rate for strains L18, L20 and L21, rather low in comparison to the most
productive ones, increases up to the second flush. Finally, strain L19, which had the lowest BE,
showed the lowest production rate. Like the most productive strain (L9), however its production
increased with each flush. Statistical analysis indicated the same significant differences among
strains after each flush as shown on Table 3, a classification identical to that reported on Table 1 for
biological efficiency.

Table 4: Major characteristics of fruity bodies of Lentinula strains
Quantity Mushroom size Brown color
Strains . . o | very | very light | | very

low | middle | high | small medlumg large large | light | dark

L19
L18
L20
L21 |

L5 i N
L15 |

L9

Table 5: Humidity requirements for fruiting of Lentinula edodes strains
Primprdia | Frumng

Relative

humidity | aborted | normal | null | slow normal | 200rted

Strains

bodies

Low
L19 |Middle

L18 |Middle

L20 |Middle

L21 | Middle

L5 |Middle
High
Low
L15 |Middle
High
Low
L9 |Middle
High
N.D. Not determined
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Although the characteristics of the fruit bodies produced by each strain remained fairly constant
throughout the flushes, a wide variation was observed between strains. Two types of strains could
be identified (Table 4). Within the first group, Strain L9 produces a large quantity of small, light
brown mushrooms. Strains L5 and L15 produced a reduced number of mushrooms, but they were a
bit darker in color and of larger size. Fewer mushrooms were produced by strains L18, L19, L20
and L21, but they were larger and dark brown. Such variations in morphology and mushrooms yield
were associated with two markedly different humidity levels, required by the respective group of
strains (Table 5). Fruiting of the highest-producing strains (L9, L15 and L5) required high relative
humidity. At low ambient humidity, their primordia aborted or deformed fruit bodies were
produced. The second group of strains (L21, L20, L18 and L19) produced lower yields at low
ambient humidity. At high humidity, primordia aborted and no production was obtained. These
strains were also slow producers, probably as a result of the low ambient humidity, which they need
for fruiting.

DISCUSSION

Maximum BEs of 60 to 80% have been reported for commercial L. edodes production on synthetic
substrates (Hiromoto, 1991; Royse, 2000). Such yields were produced in this study even by the
lowest producing strains (63 to 83% B.E.). Before this study, the highest yields reported for L.
edodes even under laboratory conditions were in range of 107 to 121% (Royse and Sanchez,
2000) but as Table 1 indicates, the high producing strains in this study showed much higher yields
(143%, 170% and 261%). One report by Hiromoto (1991), describes even higher yields (B.E. =
325% + 100) but does not provide details of either subtrate composition or growing conditions,
citing patent protection. The yields obtained in this investigation, then, are much above those
obtained in previously.

It is generally accepted that yields are influenced by the type of strain, substrate composition and of
course, growing conditions. Spawn running time, mycelial maturation by browning and water
soaking of the substrate have been considered as critical factors. Incubation periods from 4 to 15
weeks have been tested with contradictory results (Badham 1988, Delpech and Olivier 1991, Rinker
1991). Controversy exists about the necessity of soaking substrates in cold water. Royse (1997)
recommended short periods of two to four hours at 12°C but Stamets (1993) indicated that good
fruiting is promoted by soaking for larger periods, i.e. 24 to 48 h, and between flushes. After the
long incubation period (ten weeks) used in our study, primordia were already developing on
substrate. At this time bags were removed and substrate transferred to the fruiting room, where high
ambient humidity was maintained. This precluded mycelium maturation (browning) and soaking the
substrate. The discontinuation of these procedures represents a potential savings of substantial
amounts of water and energy for the grower. Badham (1988) proposed increasing spawn-running
time to 13 weeks and then transferring the substrate to the fruiting room for substrate hydration.
Although the browning and soaking were eliminated, only one flush was cropped in his
investigation due to the high incidence of contamination, and low biological efficiencies were
achieved, 42%. In our study, even the low-producing strains produced comparable results after the
first flush, and high-producing strains produced yields two or three times greater (83 to 138%).

The results published by Rinker (1991) indicating that daily misting of substrate was not sufficient
to optimize production and that soaking substrate in water (12 h immersion) was essential for
production may be similarly explained. Yields in that study varied from 25 to 83% and misted
sawdust logs did not produce any mushrooms after the second break. However, these results may be
related to genotype. In our study, two of the four low-producing strains yielded even lower BE
values for the first flush (ca. 5 and 30%), but strains L15 and L9 showed higher values, (102 and
139%). This highlights the influence of the genotype, a factor that has not been adequately
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considered up to now. Variations in the individual responses of strains to environmental factors
have been clearly shown here, and Tables 4 and 5 indicate that the extreme reactions of strains to
environmental conditions are associated with their rather opposite characteristics in regards to fruit
body morphology.
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8.4 EL RENDIMIENTO MAXIMO SIGNIFICATIVO
PARA EL ANALISIS ESTADISTICO DE LA
PRODUCCION DE LENTINULA EDODES
EN SUSTRATO COMERCIAL DE ASERRIN
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EL RENDIMIENTO MAXIMO SIGNIFICATIVO PARA EL ANALISIS ESTADISTICO DE LA
PRODUCCION DE LENTINULA EDODES EN SUSTRATO COMERCIAL DE ASERRIN
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Departamento de Alimentos y Biotecnologia, Facultad de Quimica, Conjunto E, UNAM.
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ABSTRACT

THE MAXIMUM SIGNIFICANT YIELD FOR STATISTICAL ANALYSIS OF PRODUCTION OF LENTINULA EDODES ON COMERCIAL
SAWSUST SUBTRATE. Rev. Mex. Mic. 17: 7-10 (2001-2003). Seven strains of L edodes were grown on a commercial
sawdust substrate. Data of accumulated biological efficiencies (BE = g fresh mushrooms /100 g dry substrate) were
compared with maximum significant yield. To account the effect of replicates, univariable and multivariable analysis of
independent variables resulted necessary for a correct interpretation of production data. Statistical analysis was simplified
by using the maximum significant yield. Since this parameter allows detection of higher yielding strains and optimum
cropping time for each strain, three strains of L edodes with high BE were identified and statistically separated, L9 (261%),
L15 (170%) and L5 (130%).

Key words: Statistical analysis, maximum significant yield, mushroom production, Lentinula edodes.

RESUMEN

Se cultivaron 7 cepas de L edodes en un sustrato de aserrin comercial y para cada cepa se comparo la eficiencia bioldgica
total (EB = g hongos frescos/100 g sustrato seco) con el rendimiento maximo significativo. Para la interpretacion estadistica
de los resultados se realizaron dos andlisis de varianza, uno de tipo univariable y otro multivariable para evaluar el efecto de
las repeticiones. El analisis estadistico puede simplificarse y hacerse mas eficaz al utilizar el rendimiento maximo
significativo, parametro de gran utilidad ya que ademas de identificar a las cepas mas productivas permite conocer el tiempo
Optimo de cosecha para cada cepa. De esta manera se identificaron 3 cepas con eficiencias bioldgicas elevadas y
significativamente distintas, L9 (261%), L15 (170%) y L5 (130%).

Palabras clave: Anélisis estadistico, rendimiento maximo significativo, produccion de hongos comestibles, Lentinula edodes.

Introduccion

Por lo general el analisis e interpretacion de los
resultados de produccion de hongos comestibles se
realiza considerando el peso de hongos frescos
cosechados respecto al peso del sustrato (base
humeda o base seca). Este valor se reporta por brote,
semana de produccién, o bien al final del ciclo de
cultivo. Si bien la eficiencia bioldgica (EB = g de
hongo fresco/100 g de sustrato seco) es el parametro
més utilizado para indicar el rendimiento (Tschierpe &
Hartmann, 1977), con frecuencia se reportan
también los valores de produccion total (g de hongo
fresco/unidad de cultivo). No obstante, el uso de estos
parametros para la interpretacion estadistica de los
resultados sélo sirven para identificar las cepas,
sustratos o condiciones con las que se logra la mayor
produccion de hongos (Calvo-Bado et. al., 1996; Villa
Cruz et. al.,1999; Sanchez et al., 2002, Shen &

Royse, 2002). El objetivo de este trabajo fue evaluar
la produccion de 7 cepas de L. edodes durante 3
brotes e introducir para la interpretacién estadistica
de los resultados, el pardmetro del rendimiento
maximo significativo (rms), el cual esta relacionado
con el brote donde una cepa alcanza su maximo
rendimiento.

Materiales y métodos

Material bioldgico. Las 7 cepas de Lentinula edodes
utilizadas en este estudio se encuentran depositadas
en el cepario del Departamento de Alimentos y
Biotecnologia de la facultad de Quimica, UNAM. En
la tabla 1 se indica el origen de cada cepa y sus
principales caracteristicas.

Produccion de espordforos de Lentinula edodes. Se
evaluaron los rendimientos de 7 cepas de L. edodes
en un sustrato de aserrin proporcionado por laempresa
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Tabla 1: Principales caracteristicas de las
cepas de Lentinula edodes

RAMIREZ & LEAL

Rendimiento méximo significativo. En la Tabla 2 se
presenta la eficiencia biologica acumulada para las 7
cepas de L. edodes en 3 brotes de produccion. Para

Clave
UNAM Donador

Principales caracteristicas

identificar el brote donde cada cepa alcanzo su
rendimiento méaximo significativo (rms) se realizaron

L5 I.Reid (Canadd) Fructifican en medio PDA.

L9 T.S. Lee
L15 (Corea)
L18

Recomendadas por alta
productividad

L19 R.L. Andrade Comerciales de EUA, Virginia.
L20 (Querétaro)
L21 Amycel Comerciales de EUA, California.

2 andlisis de varianza con los valores de produccion
de cada cepa. El anélisis univariable considerd
Unicamente a los brotes como variable independiente,
mientras que para el anlisis multivariable, las
variables independientes fueron brotes y repeticiones.
La interpretacion se realizo con el anlisis de
varianza donde se obtuvieron los valores més altos

Hongos Leben. Se empacaron 2 Kg de sustrato
himedo (54% de humedad) en bolsas de
polipropileno/etileno (32x49 cm), provistas con un
filtro de microporo (4x4 cm) ubicado a 13 cm de la
orilla superior. Las bolsas con sustrato se
esterilizaron en autoclave por 2 h a 121°C y 15 Ib/in?.
El sustrato se enfrié a temperatura ambiente y se
inocularon tres bolsas de sustrato para cada cepa, con
in6culo de grano al 5%. Posteriormente las bolsas
inoculadas fueron incubadas a 24°C durante 70 dias.
Las bolsas de sustrato invadidas con micelio fueron
transferidas al cuarto de fructificacion, la cual se
indujo mediante riegos (3 al dia de 20 minutos),
ventilacion por dos horas con aire himedo (una hora
después de cada riego) e iluminacion (12 h por dia)
(Ramirez & Leal, 2002). Con la produccion de
hongos frescos de cada bolsa se calculd la EB (g
hongos frescos/100 g de sustrato seco) por brote y la
EB acumulada.

Anélisis estadistico. Con el analisis de varianza se
detectaron diferencias (significativas o altamente
significativas) entre las variables independientes.
Cuando se encontraron diferencias se utilizé la
prueba de rango maltiple de Duncan para identificar
la variable que permiti6 obtener mayores
rendimientos (Montgomery, 1994).

Resultados y discusion

No obstante que Unicamente es posible obtener
conclusiones vélidas por medio del analisis
estadistico, existen diferentes maneras de aplicar esta
herramienta a los resultados experimentales
(Robinson, 2000). La produccion de 7 cepas de L.
edodes (en 3 brotes) se interpretd considerando la
eficiencia bioldgica total y se compar6 con el
pardmetro del rendimiento maximo significativo.

de F e para el factor brotes. El analisis univariable
presentd un mayor valor de Fcalculada para las cepas L5,
L9, L15 y L21, mientras que el andlisis multivariable
dio un mayor valor de Feeuaia para las cepas L18,
L19 y L20 e indico sdlo para la cepa L20 diferencias
altamente significativas entre las repeticiones
(sefialando que con la cepa L20 el nimero de
repeticiones no fue suficiente). Para las cepas L18
y L21 el analisis de varianza indico que no hubo
diferencias significativas entre los tres brotes, es decir
el rendimiento méaximo se obtiene en el primer brote.
Para el resto de la cepas donde se observaron
diferencias significativas entre los tres brotes, por
medio de la prueba de Duncan se determiné que las
cepas L5, L19 y L20 alcanzaron su rendimiento
maximo al segundo brote y sélo las cepas L9 y L15
alcanzaron su rendimiento maximo al tercer brote, ya
que se observaron incrementos significativos en los
rendimientos de cada brote.

Una vez identificado el brote donde cada cepa
alcanz6 su rendimiento méximo, con estos valores
fueron realizados nuevamente dos analisis de
varianza, uno de tipo univariable (donde ahora las
cepas fueron consideradas con la variable
independiente) y otro de tipo multivariable (donde las
variables independientes fueron cepas y repeticiones).
El andlisis de varianza multivariable fue el que
presento el mayor valor de Fcalculada para la variable
cepas e indico diferencias altamente significativas
para las repeticiones. Por medio de la prueba de
Duncan (Tabla 3), se identifico a la cepa L9 como la
mas productiva (grupo f) seguida de las cepas L15
(e)y L5 (d), L20 (c) y L21 (b), siendo las cepas L18 y
L19 las menos productivas (grupo a).

Eficiencia biolégica total. En la Tabla 3 también se
presentan los valores correspondientes a la eficiencia
bioldgica total (al tercer brote). Para su interpretacion
estadistica se realizd nuevamente un analisis de tipo
univariable, el cual considero a las cepas como la
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Tabla 2. Determinacién del rendimiento maximo
significativo de cada cepa de L. edodes.

Eficiencia Bioldgica (EB)
(g de hongos frescos /100 g de sustrato seco)

Cepas Brotes
1ro. 2do. 3ro.

L18 | 296 £+ 23 ® 548+ 25% 636+ 17 @
L21 ' 536+18 ° 705+ 11?% 782+ 8 2
L19 46+ 7°/ 171+ 0° 240+10 °
L20 448 +51 2% 792+31° 835+34 °
L5 834+ 721305+ 5° 1439+11 °
L15 1025+ 6 ® 1512+ 4°/1701 + 10 °©

L9 1389+10 * 1768+ 6° 2613+ 7

c

- Brote con el rendimiento maximo estadisticamente significativo.
Letras diferentes en una misma cepa indican diferencias significativas

entre brotes de acuerdo a la prueba de Duncan (a=0.05).

variable independiente y otro de tipo multivariable,
donde las variables independientes fueron cepas y
repeticiones. La interpretacion se realizé con el
anélisis multivariable, el cual indicdé que ambas
variables presentaron un efecto altamente significativo.
En experimentos futuros deberd por lo tanto
incrementarse el nmero de réplicas. Con la prueba de
rango multiple de Duncan se identifico a la cepa L9
como la méas productiva (grupo E), seguida de las
cepas L15 (D) y L5 (C), mientras que las cepas L18,
L20 y L21 se ubicaron en un solo grupo (B) y la cepa
L19 fue la menos productiva (grupo A).

Tabla 3. Comparacion de la produccién de 7 cepas de L.
edodes de acuerdoala EB total y el rendimiento méximo
significativo (g de hongos frescos /100 g de sustrato seco)

Eficiencia Rendimiento maximo
Cepas biologica total significativo

x *o x *o Brote”
L19 240 +£10 A~ 171+ 0 @ 2%
L18 636 + 17 B 548 +25 @ 2®
L21 782 + 8 B 536 +18 P 17
L20 835 +34 B 792 +31 ¢ 2®
L5 1439 +11 © 1305 + 5 ¢ 2®
L15 1701 + 10 P 1701 + 10 ¢ 3°
L9 2613+ 7 B 2613+ 7 ' 3"

Letras diferentes en cada pardmetro indican diferencias significativas
entre cepas de acuerdo a la prueba de Duncan (o = g).
Brote con el rendimiento méximo estadisticamente significativo

En la Tabla 3 también se presenta una comparacion
de la clasificacion de las cepas usando la prueba de

Duncan, en funcién de la eficiencia biologica total y el
rendimiento maximo significativo. Como se puede
observar la clasificacion de las cepas utilizando la
eficiencia biologica total y el rendimiento méximo
significativo es diferente, ya que con el primer pardmetro
sdlo se obtienen 5 grupos y con el segundo parametro 6
grupos. Es decir el rendimiento maximo significativo
permite una mejor separacion de las cepas en grupos
estadisticamente diferentes y como ventaja adicional
permite conocer el brote donde cada cepa alcanza su
rendimiento méximo o tiempo éptimo de cosecha.

El pardmetro del rendimiento méximo significativo es
muy valioso para la produccién comercial, no
Unicamente de Lentinula, sino de todos los hongos
comestibles cultivados. Aumenta la productividad de la
capacidad instalada ya que la duracion de los ciclos de
cultivo se reduce al minimo ndmero de Semanas
produccion que se requieren para alcanzar la méxima
produccion de hongos. Se optimiza asi el uso de las
instalaciones y se reducen los costos de operacién.
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IX CONCLUSIONES
DESDICARIOTIZACION

¢ Las modificaciones realizadas a la técnica de desdicariotizacion que permitieron
recuperar los dos componentes monocariéticos de las 7 cepas de L. edodes fueron la
disminucion del tiempo de maceracion (150 segundos a de 5 - 30 segundos) y
recuperacion de neohaplontes en las tres etapas del proceso de desdicariotizacion.

¢ Para seis de las siete cepas evaluadas fue posible recuperar los dos monocariéticos en
una proporcionl:1.

CLASIFICACION DE LOS NEOHAPLONTES DE LAS CEPAS DE LENTINULA Y PLEUROTUS EN
TIPOS DE COMPATIBILIDAD.

¢ A pesar de que las 7 cepas dicarioticas de Lentinula procedian de diferentes regiones
del mundo, 6 de ellas presentaron dos tipos de compatibilidad idénticos (A;B; y A:B)) vy
sélo los neohaplontes de la cepa L18 se clasificaron en tipos de compatibilidad
diferentes (Ang Yy A4B4).

¢ La gran similitud en los tipos de compatibilidad en 6 de las cepas de L. edodes, no
necesariamente indica que existe poca variabilidad genética en este género.

¢ Las 6 cepas monocaridticas de Pleurotus presentaron mayor variabilidad genética en su
sistema de compatibilidad, debido a que fueron clasificadas en 4 diferentes tipos de
compatibilidad.

APAREAMIENTO DE NEOHAPLONTES DE LENTINULA CON NEOHAPLONTES Y MONOCARIOTES
DE PLEUROTUS.

¢ La similitud observada al obtener un tipo de compatibilidad idéntico entre los
neohaplontes de Lentinula y las cepas monocaridticas de Pleurotus sugiere que muy
probablemente existe una gran semejanza en su sistema de compatibilidad entre estos
dos organismos pertenecientes a géneros distintos.

¢ El apareamiento de neohaplontes de Lentinula con neohaplontes y monocariotes de
Pleurotus permiti6 la obtencion de hibridos de tipo inter géneros, siendo asi la
desdicariotizacion un método muy apropiado para la obtencion de hibridos entre
diferentes géneros.

¢ El hallazgo observado de la compatibilidad de los neohaplontes de Lentinula con los
monocariotes de Pleurotus, aunado al hecho de que se presentara un tipo de
compatibilidad idéntico en ambos géneros, refuerza la idea de la existencia de una
barrera adicional a los tipos de compatibilidad que es la que evita que en la naturaleza
ocurran apareamientos exitosos al encontrarse fortuitamente micelios monocariéticos de
Lentinula y Pleurotus
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FRUCTIFICACION DE LAS CEPAS HIBRIDAS DE PLEUROTUS X LENTINULA, Y CEPAS
PARENTALES DE PLEUROTUS Y LENTINULA

¢ De los 34 hibridos que fueron fructificados; 11 hibridos produjeron eficiencias bioldgicas

mayores al 100% (103 a 161) y presentaron morfologias adecuadas para su produccion
comercial.

La introduccion del término de maximo rendimiento significativo (MRS) permitio
identificar dentro del grupo de los once hibridos mas productivos a seis hibridos
precoces, los cuales presentaron altos rendimientos en un periodo de cosecha de 3 a 4
semanas.

Los hibridos precoces representan material importante tanto para la produccion
comercial como para estudios de mejoramiento genético posteriores.

La seleccion de cepas parentales de los géneros Pleurotus y Lentinula con altas
eficiencias bioldgicas fue probablemente un factor de gran relevancia para la obtencién
de hibridos altamente productivos.

CARACTERIZACION DEL SISTEMA DE CONTROL DE COMPATIBILIDAD SEXUAL EN LA PROGENIE
DE LOS HIBRIDOS INTER GENEROS.

¢

¢

La recuperacion de los 4 tipos de compatibilidad en las progenies de tres hibridos en una
distribucion 1:1:1:1 confirma la fertilidad de los hibridos.

Estos resultados también permiten confirmar que el sistema de compatibilidad
heterotdlico tetrapolar de las cepas parentales se mantiene y hereda en la progenie de
los hibridos.
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X APORTACIONES DE LA INVESTIGACION.

La modificacién realizada en este trabajo a la técnica de desdicariotizacién permitié
obtener los dos componentes monocarigticos de las siete cepas de L. edodes. Previo a
esta investigacion en el reporte de Arteaga-Santillan et al. (1996), el tiempo de
homogeneizacibn no fue modificado y como resultado sélo fue posible la
desdicariotizacion de 3 de 9 cepas de L. edodes y para las 3 cepas desdicariotizadas en
ese trabajo, so6lo se recuperd un tipo de neohaplonte. Asi la reduccion del tiempo de
maceracion de 150 segundos a un intervalo entre 5y 30 segundos permitié en este caso
la desdicariotizacién de las 7 cepas de L. edodes y la recuperacion de los dos
componentes monocariéticos de todas las cepas evaluadas. El avance obtenido con la
modificacion de la técnica de desdicariotizacion permitird realizar investigaciones
relacionadas con el mejoramiento genético tanto del género Lentinula, como de otros
hongos comestibles por medio de la desdicariotizacibn de cepas que presenten
caracteristicas de interés para su uso en programas de mejoramiento genético.

La importancia de la desdicariotizacion de cepas de interés comercial de los géneros
Pleurotus y Lentinula radica en que no sélo puede ser utilizada como un método para
obtener sus componentes monocariéticos para emplearlos en programas de
mejoramiento genético, sino que también los nechaplontes obtenidos pueden servir para
la preservacion de sus caracteristicas genéticas intrinsecas. Para ello seria necesario
evaluar tanto la eficiencia biolégica, como el fenotipo de los dicariotes regenerados a
partir del apareamiento de los neohaplontes y si al compararlo con las cepas parentales
no se encuentra diferencia significativa entre los dos tipos de dicariotes, este método
puede ser muy util para la preservacion de cepas de interés comercial. En la actualidad el
método mas comun de preservacion de cepas de interés comercial es la crio génesis
(almacenamiento a bajas temperaturas por medio del uso de nitrégeno liquido), en donde
se corre el riesgo de perder el vigor de las cepas (Salmones et al., 2007).

El apareamiento de los neohaplontes de L. edodes con neohaplontes y monocariotes de
P. ostreatus dio como resultado la obtencion de hibridos inter géneros que por métodos
clasicos de mejoramiento genético no ha sido reportado para los hongos comestibles.
Esta técnica la hemos utilizado para la obtencion de hibridos inter especie de manera
exitosa (Valencia del Toro et al., 2007). Sin embargo, este es el primer reporte donde es
posible obtener hibridos de tipo inter géneros, lo cual abre la posibilidad de realizar
programas de mejoramiento genético para obtener cepas con caracteristicas novedosas
y de interés para la industria productora de hongos comestibles.

Los resultados de eficiencia biolégica obtenidos para las cepas parentales de Lentinula
edodes, Pleurotus ostreatus y las cepas hibridas fueron utilizados para encontrar un
pardmetro que permitiera identificar con métodos estadisticos el tiempo éptimo de
cosecha para cada cepa evaluada. Asi el maximo rendimiento significativo (MRS) nos
permitié conocer la semana de cosecha en donde se obtiene el maximo rendimiento. Este
valor es de gran utilidad para los productores, ya que nos indica el tiempo 6ptimo de
cosecha para cada cepa, con lo cual se evitard prolongar la etapa de cosecha sin
redundar en un beneficio econémico para el productor. Como se sabe la produccién de
hongos comestibles es una actividad que requiere de altas inversiones de capital sobre
todo en las &reas relacionadas con la fase productiva por lo que un uso ineficiente de
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estas &reas resulta en bajas muy cuantiosas en la rentabilidad de la operacién, por ello la
importancia de identificar para cada cepa el tiempo 6ptimo de cosecha (MRS). A nivel de
investigacion el MRS también nos permite identificar cepas precoces, es decir que
producen altos rendimientos en cortos periodos de produccion (3 a 5 semanas), las
cuales se pueden utilizar en programas de mejoramiento genético. EI RMS fue un
pardmetro que se aplicé a todas las cepas evaluadas en la etapa de produccion y que
previamente no habia sido reportado para la produccion de hongos comestibles.

Finalmente, si bien las cepas hibridas obtenidas cumplieron con el objetivo general del
proyecto, no fue posible obtener cepas con las caracteristicas morfologicas del género
Lentinula y fisiolégicas del género Pleurotus. Sin embargo, el material obtenido
representa una nuevas fuente de cepas para los productores de género Pleurotus, con
algunas caracteristicas novedosas como son: estipites menos correosos, con un ligero
aroma y sabor del género Lentinula; faltaria por estudiar si los hibridos inter género
heredaron algunas de las propiedades medicinales del género Lentinula.
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