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J, INTROOUCCION 

1.1.~Planteamiento del problema 

sumamente 

sus carac:ter1 sticas sensorial es y 

farmac-ol6gicas. Su cultivo se remonta varios cientos de 

arios. tieniendose noticias de aLle hace alrededor de B(H) af'íos 

sf? desarrolló una forma orlmit1va de su cultivo en China, 

1 lamada Hoang Ko. Otros aLttores Ltbicdn la aparición de las 

primeras técnicas de cultivo hacia el af'lo 1101) A.C. (31>. 

De los hongos comestibles cultivados Lentinus edodes 

mejor conocido como Shiitake actLtalmente ocupa el segundo 

lug~r en la oroducc16n mundial con 314 mil toneladas anuales. 

Esttt cifra es superada sólo por el champii-lon. Lo~ precios en 

el mercado de este hongo son muy variables; fluctuctn entre 60 

y 240 nuevos pesos el kilo de hongo seco. Esta variación 

dependo; de la calidad de los cuerpos fructl ft:O'ros. En los 

pal ses productores se consume en fresco y su precia fluctua 

entre 24 v :;o nuevos pesos el kilo .. Dependiendo de la humedad 

de los hCJriyns. un kilo de hongo seco se obtiene secando entre 

7 ':' tú ~-tlos de hon·~o fresco (humedad a.pro~ imada 90%) (12>. 

Considerando el valor comercial d~ LetLl(r:·1~. spp y la 

d1spon1b1l1dad 
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<utilizadas como sustratos) resulta una posibilidad sumamente 

atractiva para nuestro pais; ya que Mé~:ico es un pals 

básicamente agrlcola, con una extensior1 territorial ml.1v 

grande y por el lo, cuenta con una gran cantidad de el imas v 

tipos de vegetación, los cuales confluyen en la formación de 

mosaicas ecológicamente distintos y caracte::r1st1cas 

propias. En el sector agrlc.ola~ los cultivos de mayor 

importancia son el mal;:, el friJol, el sorgo, el tn90, l."] 

c:aNa de azúcar y el café, entre otro::.. los cuate-. c;wneran 

gran cantidad de res 1 duos l 1gnocelulós1c:os. estos 

cultivos; el café const1 tuye el producto más importante de 

exportación en México. Una de las opcione~. md.s viables 

prometedoras de la utilización orti.ct l ca de l º'-' desechos 

producidos en la industrialización del cate, la podrJa 

constituir el cultivo de los hongos comestibles como 

f'let1.rolus ostreall.l$ y Volvartell.a baP.i;:rt E:?n tale.·s medios, :•·" 

que el rápido crecimiento de estos organismos, repercut1rJa 

en la obtención de una biomasa con alto contenido de 

proteina en base seca. 

Cabe mencionar que desde el punto de vista 

etnomicológico, el papel que Juegan los hongos comestibles en 

México es de gran 1mportanc1a, ya que desde tiempos 

prehispánicos al presente se utili=an en la al1mentac16n. Se 

sabe que e:<isten más de 200 especies comestibles aue crecen 

en diversos tipos de bosQt.1es y que son consumidos en orandes 
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cantidades por la población indigena y campesina del pais, o 

en menor grado por la población urbana y suburbana, mediante 

la venta de estos hongos en los m~rcados locales <23l. Sin 

embargo las cepas act1.1ales presentan serias desventaJus entre 

las cuales podemos mencionar la eSpecificidad de sustratos y 

periodos de incubación mu~" prolong"'1dos. Por el lo ser-1 a 

necesario llevar a cabo un meJoramiento genético de J.as cepas 

disponibles en la actualidad, con el fin de mejorar las 

si9uientes caracterlsticas: t;.emp;,:1 de i ncubaci1.:in, 

especificidad de sustratos, rendimientos, con di c.:1ones 

ambientales y morfología. 

Existen en general dos formas de lograr un me3oram1ento 

genético de las cepas. Con el procedimiento convenc1onal se 

hacen fructificar las cepas que van a ser mejoradas, de los 

esporóforos obtenidos se recolectan las escoras y con estas 

se realiza un entrecruzamiento de las cepas comoa.t1bles. De 

esta manera se obtienen hl bridas que se orLteban en término!:: 

de irts car<::1cter1sti!.:aS que SE' dar.ccsr1 ne1or¿,•. E..:ote mt?t.odrJ 

resulta sumamentt• tai·dado y no asegura la obten.:._1r:_1n dE' rep.-i-; 

con las c.aracterisi1cas d'?seadas. debido que l ac;. c:el.1<1 -. 

obtenida~ son combinaciones aleatorias y ademas se obtienen 

después del proceso de meiosis, donde ya hubo recombinaciUr• 

genética. 
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El segt..\nda método de meJoramiento genético unicamente 

pL1ede aplicarse a cepas de tipo dicari6t1co. Dentro de los 

hongos comestibles cultivados en la actL1al1dad, L. edod.C>'i> y 

P. ostr".?alus presentan un ciclo de vida donde se alternan las 

fases monocarióticas y dicarióticas. Un dicariote 

caracterizado microscópicamente por la presencia de fibulas, 

es i:l resultad-::i de la fusión citowlasmática de dos micelios 

orimarios compatibles o rnanocariotes. Con este método se 

puede lograr L11' me1oramiento ge'1ético mediante la separ"ación 

de cepas dicarióticas con v1goro20 crecimiento miceliar, en 

sus dos compone11tes monocarióticos. Poste1iormente los 

componentes manocarióticos obtenidos de diferentes cepas 

dicar16ticas son apareadas en todas las posibles 

combinaciones para después evaluar a los dicariotes 

resultante=-. 

En este método se tiene la ventaJa de reducir el tiempo 

requer1do oara aislar los genotipos pres~ntes en las cepas 

·itca1·1ot:.1r:as • .-:.,:l.;1do a aue ne.. es necesar!c.. obtener el cuerpo 

Aunado .;l lo ant-eri-:r los mon.:.-:ar1otes separados de las ceoas 

dicarioticas se ubt1enen sin intervención de la cariogam1a y 

división reductora, lo que sign1f ica que de esta manera se 

obtiene el material genético or"iq1nal de los componentes 

monocarióticos de la cepa comercial, es decir sin la 

alteración causada por la d1v1siOn me1ot1ca. Sin embargo. 
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esta métodologia no ha sido probada hasta la fecha para cepas 

del género lent intts. 

La separación artificial de los dicariotes, también 

conocida como dedicariotización ha sido intentada en el 

pasado por varios procesos que pueden ser agrupados en 

métodos mecánicos y quimicos. El micelio sin fibula!"> 

recuperado después de la dedicariotización es l ldmado 

neohaplonte; término introducido por Fries v Aschan para 

designar un micelio monocariótico derivado de un dicariótico 

sin intervención de la cariogamia y división reductora. ( 10>. 

Harder introdujo la llamada operación micro-quirúrgica. 

Las cepas adecuadas para este proceso deben presentar celulas 

cortas, fibulas largas, hifas simples, ramificadas y no 

sensibles a la contaminación. < 13 >. La metodologia para el 

tratamiento de las células se ve fuertemente influenciada por 

numerosos factores del medio ambiente como: temperatura 

ambiente, humedad, edad y tipo de nutrimento en el medio. Por 

lo tanto el éxito de la operación era poco reproducible y los 

neohaplontes se recuperaban con muy bajas frecuencias.. La 

frecuencia más elevada se obtuvo para Schizophyl. tum calMl.une 

con tan solo el 20Y,. De acuerdo a los resulta dos de Harder Y 

Fries la dedicariotizaci6n quirurgica para cepas de: Phol.iota 

mutabt.tis. Shizophyl.l.tlll'I. commune, Polyporus abietinus y 

Cotlybia velutt.pes no fue satisfactoria. <10.14). 
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La dedicariotización q~imica inicialmente se realizó 

haciendo uso de sustancias altamente como 

desoxicolato de sodio o ácido cólico (26). Con este tipo de 

sustancias se observó que sólo un núcleo del dicari6n era 

recuperado 

sustancias 

( 10, 18,26,39). Adicionalmente, 

altamente tó:<i cas inhibia 

el uso 

fuertemente 

de 

el 

desarrollo micel1ar y los cultivos tenian que ser incubados 

de seis a dieciséis semanas. El único estudio realizado para 

Lenlinus spp, utilizó para la dedicariotizaci6n taurocolato 

de sodio, observándose la recuperación de un sólo núcleo de 

la cepa dicari6tica C27>. Hacia 1980 se instrumentó una 

técnica nueva que hace uso de una solución de peptona, como 

medio para propiciar la dedicariotización de las cepas. Con 

esta técnica se observó que para todas las cepas probadas fue 

posible recuperar ambos núcleos. Esto sugiere que el uso de 

sustancias tóxicas propicie la recuperación de un sólo 

núcleo. <20). Sin embargo, en este estudio no se probaron 

cepas de Len.t int.ts spp. 
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1.2 Hipótesis 

El método de dedicariotización que hace uso de peptonas 

ha sido probado en algunas cepas de basidiomicetos de los 

géneros Pteurotus y Coprlnus logrando recuperar ambos núcleos 

por lo que se espera pueda ser exitoso para cepas de género 

Lentlnus en las cuales éste método no ha sido aplicado. 

1.3 Objetivos 

A> Obtener al menos uno de los dos núcleos de cada una 

de las cepas de Lentlnus spp para su posterior mejoramiento. 

B> Observar si por simple entrecru=am1ento de los 

monocariates obtenidos es posible obtener nuevds cepas. 



I 1 • ANTECEDENTES 

2.1 Hongos comestibles. 

Los hongos crecen en forma de filamentos microscópicos 

llamados hifas las cuales forman el micelio al extenderse y 

ramificarse. El micelio constituye la fase vegetativa del 

desarrollo fúngico y puede presentar un desarrollo ilimitado 

en tiempo y espacio. La fase sexual de los hongos esta 

representada por la producción de basidiosporas. 

Debido a la naturaleza filamentosa de los hongos y a su 

caracter heterotr6fico se les ha clasificado dentro de un 

reino aparte del vegetal y animal. Dentro del reino fúngico 

se han reconocido cuatro clases que son: Zigomycetes y 

Oomycetes, Bas1diomycetes. Ascamycetes y Deuteromycetes. La 

mayor!a de los hongos comestibles pertenecen a la clase de 

los Basidiomicetes, con basidios no septados y generación de 

cuatro e5poras por cada basidio. El basidio es el sitio donde 

se lleva a cabo la división nuclear o meiosis y cada 

basidiospora recibe un núcleo derivado de la meiosis <9>. 

La Figura 1 describe el mayor agrupamiento de hongos 

comestibles; basados en la etapa se~:ual. Asi como los hongos 

cultivados son de interés, los Basidiom1cetos son los mas 

importantes; y de los cuatro subgrupos mencionados; los 

Agaricales representan la mayoria de los hongos producidos 
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(5) 

comercialmente, dentro del cual el género Agcrr~cus es el. ma.s 

popular (34l. 

FIGURA 1 

Clasificación general de los hongos comestibles. 

Hongos Comestibles 

Estructura sexual-asca 

Ascomicetos 

Os tropa les 
Pezizales 

Tuberales 

Estructura se::ual-basi dio 

Basidiomic:etos 

Auriculariales Agaricales 

Tremel la les 
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Además de la clasificación dada en la Figura 1: la cual 

esta basada en la estructura se::ual; Chang y Hayes 

clasificaron a los hongos comestibles de acuerdo a su habitat 

natL·.ral, detectando cir1co grupos: 

< i) Hongos q1.1e crecen sobre desechos frescos o semi frescos o 

en residuos de plantas; LenltntJ.s edades y Pl.eu.rot-us 

o~trealus. 

( i i) Hongos qL1e crecen en materiales 1 igeramente complejos; 

C i i i) Hongos qL1e crecen en sustratos muy complejos; Agaricus 

bisporus. 

( iv> Hongos que crecen en tierra y humus; Lepiot.a procera y 

Norchel. l.a escul.enla. 

<v) Hongos Micorrl sicos que requieren condiciones 

siint.1ót1cas; 8ol.l.etus edulis y Tuber m.el.anosporum. 

Este criterio utilizado por Chang para clasificarlos 

ayuda a !:iU 1dentificación y cultivo sobre nuevos sustratos. 

Otros criterios usados en estudios taxonómicos y 

filogenéticos de estos hongos son el color, tama~o y forma 

microscópica de las esporas. C34). 

El término hongo comestible se aplica a la estructura 

resultante de la fase reproductiva conocida como cuerpo 

fructtfero o carpóforu, perteneciente a especies cuyo consumo 
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no provoc:a ninguna manifestac1ón de to:ucidad par·a el género 

humano C34>. 

Los hongos comestibles son mac:romic:etos; que pueden 

ofrecer una alternativa barata y nutritiva de un alimento 

para humanos a gran escala y forraje para animales. El 

mejoramiento genético de los hongos comestibles requiere de 

investigaciones sistemáticas para establecer hec.:hos y 

princip1os para un desarrollo posterior. 

2.2 Hongos cultivados 

Los hongos comestibles cultivado:. sor1 aq>tellos C:l1yo:.-

cuerpos fruc:t1 feros se obtienen como resulta.do 

comerc:ialización del proceso de cultiva de 

comestibles <34). 

las 

de la 

cepas 

El cultiva de honqos comestibles en la actualidad, se 

ha manifestado coma una alternativa par.:i sat1sfacer en ord.n 

medida, la3 necesidad~~ proteicas y nut1·1c1as de la pobla~16n 

que habita en las paises subdesarrol iados; en func.ion de su 

baja costo de producc1ón, al to contenido orote1n1co y SI.• 

obtención en grandes cantidades en un lapso relah11amente 

corto. 
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De las qL1ince especie!:- de hongos c:ultivadCls 

comercialmente a gran escala en diferentes partes del mundo, 

trece se encuentran c:r·F"ciendo en forma natural en diferentes 

zonas bosi:.os.;5 de México y consecuentemente pueden 1 legar a 

producirse en el pais <Tabla 1) <5,7,23). 

Tabla 1 

Especies de hongos comestibles que crecen en México y que 

son susceptibles de ser cultivadas. 

N-:>l a: 
Do Los 

cubenst. s 

Agaricus bitorquis (Quél.> Sacc:. 
Flammulina uelutipes <Curt. ex Fr.l Sin9. 
f'haliota mt.Hr.r.bttis CScha eff. e:< Fr.) Kumm. 
Lentinus cubensls CB.~ C.> S1ng. 
Pleurotus smithii Guzmán. 
P. cJstreatus {Jac:q. e~ Fr.> ~<umm. 
P. corm.tcopiae (Paul. ex Fr.) Gill 
Votur.r.riello. bombycina <Shaeff, e:-. Fr.J Sing. 
v. ~~ker1 'Murr. 1 Shafter. 
Au1·1.-;.1_·!a1"ta /usco-5'JCt:Lnea (Mont.) Farl. 
A. polytri.-::ha (Mont. 1 ·;acc. 
Trem.el ltJ. / •..ic L/or-mt.s Derl • 
fJtc tyoph1:-ra tndu.stola <Vent. e:: Pers.) Des-.•. 

hongos eof"la.la.doe éela. la.bto., 
probQbl•menle ea un e~nónimo de L. edodea, 

12 
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La palabra combinada "hongos cultivados" se refiere a 

los cuerpos fructi feros macroscópicos u hongos comestibles 

los cuales son cultivados comercialmente. Estos hongos crecen 

artificialmente; bajo condiciones ambientales y 

nutrimentales controladas.. Para su cultivo se utilizan 

materiales de desperdicio que contienen grandes cantidades de 

lignina y celulosa o medios especificas. 

El primer hongo cultivado y en la actualidad el mas 

difundido, cultivado y estudiado, es el AgarLcus bisporus. 

Este hongo se cultiva sobre composta de estiercol de caballo 

y paja. Se consume principalmente en Europa y Estados Unidos 

de América. El desarrollo biotecnológico a 'través de los a~os 

ha hecho posible que las técnicas de cultivo puedan ser 

adaptadas para otros hongos. Los cuatro hongos más populares 

son: el hongo Japones 6 shiitake, L. edades; el hongo de 

invierno, F. uel.ulipes; el hongo Chino cul t 1 vado en 

cascarilla de arroz y paja, l'. volvacea y el honc;¡o ostra, P. 

ost.reatus, as1 como otras especies de Pleurotus. <:'.;4). 

Recientemente, se ha observado en México un marcado 

interés por la producción comercial de hongos comestibles. En 

la actualidad existen algunas empresas dedicadas al cultivo 

de Agaric1..1s bisporus y Pleurotus spp.. conocidos en el 

mercado nacional como c.hampii"ion y setas, respect1 vamente. 
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2.3. Ciclo de vida de los Basidiomycetes. 

En el ciclo de vida de un basidiomycete tlpico <Figura 

2), el micelio se obtiene de la germinación de las esporas, 

el cual rápidamente se convierte en micelio septado y 

uninucleado. Este micelio conocido como primario por lo 

general no es capaz de producir cuerpos fruct! teros. Para que 

é5t.os se produzcan, debe haber interacción entre dos micelios 

compatibles y asi dar origen al micelio binucleado o 

secundario. La compatibilidad de los micelios puede estar 

regulada por uno o dos factores CA ó A y B>. La organización 

del micelio secundario por factores genéticos y ambientales 

da origen al micelio terciario. Este constituye al 

basidiocarpo o cuerpo fructífero, donde se desarrolla el 

basid10 y ahi se generan las esporas. Para ello primero hay 

una fusión nuclear (siendo éste el único momento en el cual 

los hongos son diploides o 2n> a continuación se presenta la 

rneiosis, la cual da origen a cuatro núcleos haploides (n). 

Estos núcleos pueden generar esporas uninucleadas en las 

especies heterotálicas o binucleadas para las 

homotAlica.s. (15). 

14 
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C15) 

FIGURA 2 

Ciclo bil6gico general de los Basidiomiceles. 

HJCl!.10 TIF.CIARJO 
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2.4 Lentinus edad.es 

Traido probablemente de China hace cientos de aKos, 

Lentinus edades, mejor conocido como shiitake en el mercado 

internacional, es una especie comestible ámpliamente 

consumida en el sureste de Asia, donde se ha cultivado 

empleando técnicas bastante sencillas. La producción anual de 

este hongo a nivel mundial alcanza las 314,000 toneladas. 

Dicha producción tiene lugar fundamentalmente en Jnpón, 

China, Taiwan, Corea y Tailandia; donde se cultiva sobre 

troncos o aserrin de diversas especies de árboles; 

pertenecientes principalmente a la familia Fagaceae. 

Shiitake ha sido clasificado bajo diferentes nombres: 

Cort i.nel tus shiitake, Cort ine t tus edcdes, Cür t t.nel l us 

berkeleyans, Armillaria edades y Lenttnus edades (33). 

Actualmente se le clasifica dentro de la clase de los 

basidiomicetes; orden Agaricales, familia Trtcholomataceae. 

género Lentinus, especie ~dodes. Se conocen diferentes 

especies silvestres comestibles, sin embargo, Lenttnus edades 

es la más conocida y cultivada en el mundo. 

Este hongo se caracteri~a por presentar guanosina 5' 

monofosfato, compuesto que le confiere un sabor distinto. Por 

otra parte, contiene un compuesto conocido como lention1na, 

el cual es una substancia aromática que lo caracteriza. 

16 



Lentinus edades es un hongo que contiene vitamina D
2 

cuya 

formación es inducida por el secado de los cuerpos 

fructlferos al sal o con radiación ultrüvioleta. 

Shiitake es un hongo de la pudrición blanca de la 

madera (son aquellos que consumen a los componentes 

estructu~ales de los tallos de las plantas superiores: 

hemicelulosa, celulosa y lignina> que posee un complejo 

enzimático con grandes posibilidades de aplicación. En primer 

lugar la transformación de la madera en cuerpos fruct1feros 

utilizados en la alimentación del hombre, simultaneamente 

favorece la descomposición de la madera. para su posterior 

utili~ación como alimento de ganado 6 para la producción de 

pulpa de papel o de otros productos, dada la selectividad 

para descomponer la lignina. La transfcrmaci6n de la lignina 

en los productos se5alados depende de la eficiencia en la 

degradación de ésta (33). 

2.4.1 Ciclo de vida de Lentinus edodes~ 

El ciclo de vida de lentinus edodes es el mismo que 

presenta un Agarical tipico. Sus basidiosporas uninucleadas 

germinan sin presentar un tubo germinal, produciendo un 

micelio uninucleado haploide extendido, conocido como 

homocarións La división nuclear se presenta c:omo una 

constricción del núcleo elongado. El homocarión tiene cuatro 

17 



polaridades diferentes no diferenciadas morfológicamente. 

Durante la tase sexual la fu~ión de dos talos compatibles 

forma el dicari6n. El micelio sigue creciendo hasta la 

formaci6n de un primordio, que posteriormente se desarrolla 

en un estipite y un pileo. Esta última estf'uctura se 

encuentra formada por el himenio. El plegamiento del himenio 

produce las láminas, mismas que se forman continuamente en la 

parte inferior del cuerpo fructifero. El himenio desarrolla 

células terminales especializadas. El basidio es inicialmente 

binucleado y es el sitio en donde se lleva a cabo la fusión 

nuclear y la meiosis. La fase diploide es muy corta y del 

esterigma surgen cuatro basidiosporas sobre la superficie 

e:<tef'na del basidio. Las basidiosporas se liberan finalmente 

del esterigma y el ciclo se inicia nuevamente .(Fig.3) Una 

caracter1stica morfoló,.·ica de Len.tin11s edades es que carece 

de anillo y valva en el cuerpo fruct1fero <33). 
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FIGURA 3 

CICLO DE VIDA DE LENTINUS EDODES 

CAMllO DE f"$f 

ClllClllllNTO 
YlGlTATIVO 

I Primordios 
II Basidioma con ll>minas. 
III Desarrollo del basidio 
IV Basidioma macroscópico 
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2.4.2 Produc:c:ión' c:omerc.ial de! Lentinus edodes. 

La producci6n comercial de Lent Lnus edades se real i;:a 

sobre troncos de maderas duras incubados bajo condiciones 

naturales, de 12 a 24 meses, periodo en el cual se propicia 

su desarrollo vegetati~o. Una vez que los troncos son 

invadidas con micelio vegetativo se le dan las condiciones 

ne~es~r1~s p~ra promover la frL1ctificaci6n C33l. 

La producción y consumo de Lentinus edodes se han visto 

incrementadas a partir de la segunda guerra mundial, no sólo 

en el número de personas que lo consumen, sino también en 

cuanta al consumo per-capita <31). Actualmente el principal 

pais productor es Japón con un 80% de la producción mundial. 

No obstante, diferentes paises occidentales como Canada, 

Estados Unidos de Am8rica y algunos paises europeos han 

instt·umentado su producción. 

De los hongos comestible;; cultivados Shiitake ocupa el 

~egundo lugar en la producción mundial con 314 mil toneladas 

anuales (8), cifra sur•erada s6lo por el champifton (Tabla 2). 

Los precios en el mercado de este hongc son muy variables 

dependiendo de la calidad de los cUP-~pos fruct1feros. 

El shiitake fLte cultivado por primera vez en Mé:<ico en 

1984 por la empresa "Hongos Leben, S. de R.L. de C.V. 11
, en 



Guadalupe Victopia, estado de México. El cultivo se llevó a 

cabo usando como sutrato aserrtn de encino (especie no 

determinada>, almidón, levadura deshidratada y sulfato de 

calcio, empleando una modificación de la técnica descpita por 

la patente de la CompaKia Kinoko de E.E.U.U.C23). 

El cultivo cornepcial dal shiitake e~ nuestro pais es 

prometedor y representarla una actividad ct;n enorme potencial 

de expoptación, ya qu~ puede deshidratarse y comerc1ali=arse 

sin dificultad. Estados Unidos de América actualmente es uno 

de los mayores consumidores de shiitake seco proveniente del 

Japón. 

Gracias a las propiedades medicinales Cantivirales y 

antitumorales) recientemente descubiertos en esa especie, 

e:<iste una tendencia general izada de aumento en el consumo 

tanto en E.E.U.U. como en Europa (24). 

21 



Tabla 2. 

Producción mundial de hongos comestibles en 1986. 

ESPECIE NOMBRE COMUN PESO Y. 
<miles TON> ---

Agaricus bisporus Hongo en botón 1 227 56.2 
e champii'íon) 

Lent in.us edades Shittake 314 14.4 
Volvarielta votvacea Hongo de la paja 178 8.2 
Pteurotu:s spp. Hongo ostion 169 7.7 
Auricularia spp. Hongo oreja de 119 5.5 

la madera 
Flc::zmm.ullna velutipes Hongo de 100 4.6 

invierno 
Treme l. la ftlciform.is Hongo oreja de 40 1.8 

plata 
Photiota namako Nameko 25 1.1 

Otros 10 0.5 

TOTAL 2 182 100.0 

(6) 



2.5 Caracteristicas nutrimentales 

Es co.mún comparar entre si a los alimentos oor su 

contenido proteico. En el caso de los hongos ocurre lo mismo, 

de aqui que haya tablas que comparen el contenido proteico de 

los hongos con la carne u otros productos. Sin embargo, se 

han fijado otros parámetros de comparación tales como el 

contenido de aminoácidos esenciales presentes en el alimento, 

con respecto a los requerimientos de la dieta humuna ( lndi ce 

nutrimental) (31). En la Tabla 3 se reportan datos con 

algunos indices nutrimentales y en la cual se Ltb1ca Lé'n.t. tn.us 

edodes con sólo 13 puntos de valor nutrimental en comparación 

de los 54 puntos para el pollo y 31 para la soy.:.:t. oero encima 

de 11 puntos para el mal;: (30}. Por otra parte, en la tabL;i 4 

se muestran los datos comparativos de la campos l c.16n 

porcentual de diversos hongos comestibles, e:::) .Estos datos 

indican que Lenlinus edodes tiene baJo contenido de prote1nas 

( t3.4X> si se compara con otros hongu::. de c.ur.:::;umo usual en 

México como Ple'tl.rotus ost.reat.us C'.:!6 .. 6~~ de prote1na). s1n 

embargo Lent inus edades es un hongo r l c:o en hidratos de 

carbono (70.7Y.) y por lo tanto de alto valor energético (392 

Kcal/IOOgl. 

Finalmente en la tabla 5 se muestra que Lent.t.nus edades 

puede proporcionar cantidades apreciables de t1am1na y ~c1do 

nicotlnico y algunos nutr1mentos 1norganicos como calcio, 



sodio, fosforo y ·fierro· (2). 

Not. a.: 

Tabla 3. ----

Valor nutritivo de Lentinus edades en comparación 
con otros alimentos. 

INDICE NUTRIMENTAL ALIMENTO 

59 Pollo 
43 Carne de res 
35 Carne de cerdo 
31 Soya 
26 Espinacas 
21 Frijoles 
20 Cacahuate 
17 Col 
14 Pepino 
13 Len.tt'.nus edades 
11 Mal:. 
10 Nabo 

9 Papa 
8 Toma.tes 
6 Zanahotia 

(31)) 

El 1nd1.ce nulr1.menla.l ee proporc1.ona.l o.l conloni.do do o.m1.noác:i.doo 

eaencí.a.lee preoenles el o.l1.menl.o. rof•ri.doe loe 
r•quer1.mi.enloe de t.a. d1.el.a. humo.no.. 



~-

Composición quimica proximal de diferentes especies 

de hongos comestibles cultivados. 

ESPECIE PROTEINA CARBOHI DRATOS CENIZAS 
HUMEDAD CRUDA GRASAS COMO FIBRA Kcal 
INICIAL CNX6. Z5) GLUCOSA sobre 

---- " " Y. Y. " ~ ----
Agarictts 66.7 Z3.9 6.8 5Z.1 a.o B.O 361 
br-unnescen.s 
Lentinus 91. 8 13. 4. 4..9 70.7 7.3 3.7 39Z 
edades 
Pteurot:u.s 90.9 Z6.6 z.o 50.7 13. 3 6.5 300 
sa.jor-ca]'u 
PZ.eurotus 90.8 38.4. Z.2 48.9 8.7 9.8 345 
ost.reat.u.s 
Vol.variel. l.a 90.1 21.2 10. 1 47.5 11. 1 10. 1 369 
voZ.uacea 
Vol.tJa.riel. l.a 90.4 40.6 2.6 --- 17.4 11. 5 ---
dipl.a.sia 

(2) 

Holo.: 

t..o• da.Loo r•porlo.n •n ba.•• ••co., lo. hum•d(,~J c::orr••po"d• a.l 

porcenLo.jo de poao rroaco y ol va.lar onergéti.eo i;on la.a Kco.l/100 9 

p••O uaco. 
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Tabla 5. ----

Contenido de vitaminas y nutrimentos inorganicos Cmg/100g de 
peso seco) de diferentes especies de hongos cultivados. 

ESPECIE Agarlctis Ler,t. lnus Pleurot.us Vol'.·-:J.f·l'!?Lla 
brunnescens edod~s ostrt?at.1..1.~ l.IOlVCJ.C(..~t.:.L 

TI AMINA 8.90 7.ao 4.eo 1.:?t.1 
¡_.__ -~-----

RIBO-
FLAVINA 3.70 4.90 4.70 3,::;(1 

ACIDO 
NICDTI- 42.5 54.9 100.7 91.9 
NICO 

ACIDO 
ASCORBICO 26.5 o o 20.2 

Ca 71.0 9a.o 33.ú 71.0 

Fe a.a a.5 15.2 17 .1 

K 2a5o o 3793 3455 

Mg o o o o 

Na 106 61 a37 374 

p 912 476 1348 677 

12) 
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2.6 Propiedades medicinales. 

En la medicina tradicional China y Japonesa· Lentinus 

edodes ocup..:i Ltrl lugar importante por 

curativas qui? se le atribllyen (36). 

las propiedades 

Se ha probado la presencia de una st1stancia llamada 

er1tad2nina la Cltal reduce los niveles de colesterol en 

plasma. En pruebas realizadas en ratas, la excreción de 

colesterol se incrementa, debido quizá a la aceleración en el 

transporte C33>. En el hombre también se ha observado este 

efecto en individuos sometidos a la ingestión de Shiitake 

durante una semana (37). Algunas sustancias aisladas del 

cuerpo fructi fero como el polisacárido lentionina, por 

ejemplo, inhiben el sarcoma implantado en un ratón hasta en 

un BOX. Además, impide su desarrollo en un lOO:t. si la 

sustancia es administrada antes de la implantación. Los 

estractos de esporas de Lentinus edades se han utilizado de 

manera efectiva contra el virus de la influenza <37). Asi 

mismo, se han encontrado sustancias que estimulan la 

respuesta inmune y la producción de interferón. Por último, 

de los cLterpos fruct1 feros del hongo se han aislado algunas 

protelnas que pudieran ser utilizadas contra algunos virus de 

plantas. (19). 



2.7 Producción tradicional 

2.7.1 ln6culo 

Actualmente la producción de Lentinus edodes tiene 

lugar principalmente sobre troncos de árboles de madera dura. 

Como inoculo se utilizan trozos de troncos de encino en forma 

de bastón, generalmente de 1.5 cm de diámetro y ::.o cm de 

largo aproximádamente y salvado de trigo. ~stos 5e remojan y 

colocan en botellas para posteriormente ser esterili=ados en 

autoclave. Después de ello, se inocula con micelio. Las 

botellas se incuban entre 24 y 28°C (3), 

2.7.2. Preparación de inóculos 

La preparación de inóculos representa un paso 

importante en la producción de Lenttnus edades. En los 

cultivos sintéticos siguen empleándose peque~os troncos de 

encino suplementados con su l vado de ar ro::. Se h.n.n empl <:::·.'ldo. 

otros sustratos para el inóculo: granos de mal:: t:'S>, granos 

de arra;: suplementados con aserrin de encino v c;J.rbonato de 

calcio <30), granos de trigo me::clados ..:on as•?1~r1r. y ~alvado 

de trigo (1), aserrln me::clado con sal ... 'oJdo de arre:! y trozos 

de ~adera. Asi mismo se han propuesto medios liquidas como el 

Zapeck y melaza, e::tracto de malta y extracto de levadura, 

extracto de levadura, peptona glucosa y glucosa-alanina 
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entre otros, para prep~~ar in6culoS en cultivos sumergidos 

(35). 

2.7.3. Inoculación e incubación de troncos 

El tiempo óptimo de tala de los arboles que se emplean 

para el cultivo es entre otoRo y el inicio de la primavera. 

Se talan en otoKo debido a que en esta época la corteza de 

la madera es gruesa evitan do la invasión de otras especies 

de hongos. Por otra parte, el contenido de azúcar se 

incrementa considerablemente en los troncos permitiendo su 

fácil acceso al micelio que los invade. De los árboles 

talados se cortan leKos de a 1.5 metros de largo y de 5 a 

15cm de diámetro. Se hacen entre 15 y 20 cavidades por cada 

tronco de forma tal que coincida con el tama~o del in6culo. 

Una vez que los in6culos han sido insertados en cada 

incisión, Qsta se cubre con cera para evitar la evaporación. 

Después de :a inoculación. las "cumas de le~os" se 

colocan en oosición favorabl~ para el des.:J.rrollo del micelio 

en un patio de tendido que suelen ubicarse en los bosques. La 

humedad en los patios de ten di do no debe ser e:{cesi vamen te 

alta pues ello favorecerla la contaminación con Ascomicetes 

y/o Basidiomicetes principalmente. Por otra parte, si en 

estos patios no se mantiene la humedad suficiente, las pilas 

se secar!n. Este es el punto m~s importante a controlar. Es 



necesaria una buena circulación de aire en los patios de 

tendido. Las temperaturas óptimas de crecimiento micelial 

oscilan entre 24ºC y 2aºc. 

Generalmente el crecimiento del micelio sobre el tronco 

alcanza su máximo desarrollo en un periodo comprendido entre 

un a~o y un aNo y medio a partir del momentq de la 

inoculación. Al final del crecimiento vegetativo lo':. troncos 

suelen ser trasladados a un patio de c11lt;ivo para dar las 

condiciones de fructificación (3). 

2.7.4. Sustratos utilizados en la producción de 
Lent inus edades 

Se ha puesto mucho énfasis en la product•··i.dad y el 

crecimiento de Len.ttnus edades, que están mu:.1 Pelacionados 

con el tipo de madera que se emplea en su producción ( 12). 

Los productores japoneses se~alan a algunas especies de 

encinos como los mas aptos para su CL\l tivo. Los re::.1.\ l ta dos de 

la mayoria de los e;cperimentos real1:::a.dos con medios 

sintéticos, indican que los aserrines de e5pecies de Ouercu~ 

son los mejores para la producción. No obstante, se han 

empleado fuentes alternativas de aserrines de maderas duras y 

blandas suplementadas pa~a obtener mejores rendimientos. 
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En SLtstratos de aserri n el crecimiento micel ial se 

evalúa haciendo una estimación visual de su desarrolla 

vegetativo. También pueden estimarse los cambios que ocurren 

en la composición del sustrato, tales como la disminución de 

peso seco, cambios en el pH, en la humedad, en la 

concentración de gluc:osamina y por último, cambios en los 

tl tu los enzimáticos. 

El contenido de agua en los sustratos de aserrin afecta 

en Qran medida el crecimiento micelial de Lenttnus edades. En 

los sustratos cuyos contenidos de agua son menores al 40%, no 

se presenta crecimiento micelial. Los repartes en cuanto a 

lds cantidades óptimas de agua en el cultivo de aserrin son 

variables, aunque los rangos que han dado mejores resultados 

oscilan entre 70 y 90% ( 12>. 

En los experimentos realizados por Han C12>, en 

relación a las temperaturas de crecimiento de Lenttnus edades 

en sustratos de aserrin, se observó que las tres cepas con 

las que trabaJó crecieron a temperaturas que variaron entre 

22ºc y 32°C, con rangos de temperatura óptima entre 22ºc y 

28°C. Los crecimientos presentados en las temperaturas 

seKaladas dependieron en gran medida de las cepas utilizadas 

en los experimentos. 
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2.7.5 Fructificación 

Es deseable que durante la formación de los cuerpos 

fructlferos las temperaturas oscilen entre los 12°C y los 

20°C. Durante el periodo de fructificación la humedad 

relativa en los cuartos de cultivo debe ser .11as elevada y 

constante que durante su desarrollo vegetativo. Los cuerpos 

fructlferos del Shiitake crecen en primavera y en otoRo. En 

primavera son más abundantes, de mejor calidad y adecuados 

para el secado. 

En los cultivos que se mantienen en invernaderos, la 

inducción de la fructificación ocurre de manera diferente. 

los troncos inoculados que se mantien·en en condiciones secas 

se sumergen en agua fria para estimular la formación de los 

cuerpos fructiferos. Inmediatamente después los troncos son 

colocados en el invernadero. Con humedades bastante altas, el 

periodo de aparición de los hongos por este método oscila 

entre 7 y 14 dias. <31>. 

Los métodos para la inducc16n de los cuerpos 

fructiferos se han ido enriqueciendo con la finalidad de 

incrementar y acelerar la producción (33). Se han probado 

diferentes tratamientos qulmicos en cultivos de aserrin tales 

como ácido acético, ácido citrico y ácido nitrico <12>. De 

igual forma se han probado el ext•acto de levadura, y 



hormonas vegetales como gi berel i nas, clorahi dri na, c:olchicina 

<1~). Con los compuestos seKalados se han hecho diferentes 

diluciones acuosas en las cuales se sumergen los sustratos 

invadidos del micelio de Lentinus edod~s. Los resultados 

indicaron que el ácido tartárico en una solución de 3Q ppm y 

el extracto de levadura al 5X disminuyen el tiempo en la 

formación de primordios e incrementan el rendimiento en 

relación a los compuestos quimicos utilizados. No ocurrió as1 

con respecto al agua fria en donde no se aprecian diferencias 

significativas. Con las hormonas vegetales, s1 se observaron 

incrementos significativos en la productividad. 

LA aereación representa un factor importante en la 

fructificación, no sólo proveé al cuerpo fructifero de 

oxigeno, también remueve metabolitos volátiles como el 

dió:ddo de carbono q1..1e puede inhibir su desarrollo. La buena 

aeredc16n tiene mayor importancia durante el desarrollo del 

primordio C22>. 

2.7.6 Secado 

La etapa final para la conservación de Lenlinus edades 

es el secado, el cLtal se realiza, por lo general can calor 

artificial, en un secador de charolas para preservar el buen 

sabor y el brillo del b~sidiacarpo <31>~ 



2.0 Método de dedicariotización 

Como se habia mencionado anteriormente la separaci6n 

artificial de los dicariones se intentó en el pasado con 

varios procesos que pueden ser agrupados en métodos mecánicos 

y qui micos. Harder introdujo la 1 lamada operaci6n 

micro-quirúrgica (13). Esta se lleva acabo en tipos de hifas 

en el estado 111 o IV del proceso de formación de las fibulas 

(Figura 4) cortando la célula terminal A y la célula H con 

una aguja microbiológica <estado lV en la Figura 4). La 

división dicariotica de la célula <A> forma un crecimiento 

hacia afuera de la célula en forma de gancho (H) cuya punta 

se dirige hacia el lado contrario del crecimiento de la hifa. 

Uno de los núcleos aploides se divide m1toticamente en la 

célula <H>. Un núcleo permanece en la célula hiJa mientras 

que el otro regresa a la célula principal. Simultaneamente el 

segundo núcleo aploide se divide también y lo QLte resulta de 

la división emigra en direcciones opuestas a lo largo de la 

célula principal. Oespues de la formac!ón de la seota en la 

célula principal y en la célula <H>; resultan 3 c~lulas, (Al, 

(A'> y la célula CH). La célula (H) presenta u-. posterior 

crecimiento qLte se dirige a la nueva Célula subterm111c..l l'.A') 

fusionandose a ella. Oespué5, el núcleo de la Célula CH) 

migra hacia la célula (A') (29>. 
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Los neo~aplontes as! recobrados difieren entre cada uno 

y de los t..ipos originales respect.o a la morfologia, 

crecimiento y respuesta fisiológica. 

FIGURA 4 

Crecimiento de un dicarion por división nuclear conjugada 

y formación de fibulas. 
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Los métodos de ded1cariot1::aci6n por vla qu1mica hacen 

uso de sustancias qu1micas sumamente tóxicas lo cual provoca 

una inactivaci6n selectiva de uno de los núcleos por las 

sustancias tóxicas, causando una división asimétrica del 

dicarióte tratado. Miles y Raper (26) incubaron los 

dicariones por más de tres semanas en un medio liqujdo 

conteniendo 0.15~: de taurocolato de sodio ó 0.12Y. de ácido 

cólico. Esto dió buenos resultados en lotes, donde ya eHist1a 

la posibilidad de dedicariotizar para obtener monocariotes 

que forman oidias .. En lotes incapaces de producir oio1as. le. 

dedicariotización tuvo e:dto sólo con ciertas cepas de 

Favotus atueotaris, Pteurotus ostr~atus, Potyparus betutinus. 

y Potiporus verstcotor, que mostraron previamente altos 

niveles de dedicariotización en los controles <arriba del 

60\\). 

Takemaru C38) confirmó la eficacia de otros derivados 

del ácido cólico como el colato de sodio y oxagall para la 

dedicariotizaci6n de Col.l.ybia t.u;•l.utipe!;, Coprt:nu.s 

macrorhizus. Lentinus edodes y Phol.iota nam.eko, Cada especie 

requiri~ de diferentes concentraciones para llevar a cabo la 

dedicariotización. En un experimento con 3 diferentes 

dicariotes de C. vetutipes y 3 dicariotes de C. macrorhizus, 

exclusivamente uno de los componentes nucleares 

encontrado de 20 neohaplontes recuperados para 

fue 

cada 

dicarióte. Adicionalmente también se recuperaron algunas 

mutantes morfol69icas <39>. Para Coprinus mycetiocephatus en 
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un medio con o. 5Yt de .leido cólico la taza de 

dedicariotizaci6n fue muy ba~a-y-.5616_ Un .tipo de núcleo fue 

recuperado C 25 > • 

El efecto del tauroc:lorato de sodio fue comparado con 

el arseniato de sod1a, sulfato de cobre, dicromato de sodio, 

pentaclc:1rofenato de sodio, sulfato de zinc, creosota y ácido 

borico en lotes de 24 especies de basidiomicetos patógenos de 

la madera.. ( 18). Con excepción de un lote de Cori.ol.us 

sang1..lt n2us n l ngún efecto fue ob<;ervado con tau roe lora to de 

sodio a(in a concentraciones mLly altas (0.64'/.>. Ninguno de los 

otros tó;:icos mostraron un efecto dedic:ariotizante. En los 

caso5:'"- e::itosos, sólo uno de los componentes nucleares era 

recuperado. Puesto que se observó una marcada inhibición en 

el crecimiento, a:;oc:iada a las concentraciones de los tó:<icos 

quimicos usados para la dedicariotizaci6n, los cultivos 

fueron incubados por lo menos dP B a 16 semanas. Estos 

resultados fueron confirmados en pruebas con to:<icos 

similares y otras especies de Basidiomicetos <25). 

En resLtmen los métodos qutmicos y mecánicos utilizados 

para dedicariotizar eran poco satisfactorios. Es decir eran 

muy tardados y producian una regeneración asimétrica de los 

núcleos asi como monocariotes con caracteristicas diferentes 

a las cepas originales. En 1980 se introdujo un método nue•10 

que promete una ded1cariotizac16n simétrica y recuperac16n de 

ambos núcleos, a través del uso de una solución de peptona 
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como medio para 109rar la dedicariotizaci6n <20>. 

2.9. Desarrollo de.un nuevo método de dedicariotización. 

Durante el desarrollo del nuevo método para 

dedicariotizar se estudiaron las siguientes variables: 

- Fuentes de nitr69eno or9ánico e inorgánico. 

- Temperatura de incubación (b, 22, y 30ºC>. 

- Forma de esterilización <autoclave y filtración). 

- Volúmen de incubación. 

- Volúmen del medio. 

Los resultados indicaron que la dedicariotización se 

llevó a cabo en dos medios que contenian: 

- Glucosa al 21. y glicina en concentraciones desde el 0.1 

hasta el 0.6~. 

- Peptona P <Oxoid) al 0.5Y., glucosa al 2%, adicionado o no 

de glicina al 0.5%. 

En términos generales para lograr una completa 

dedicariotizaci6n Leal Lara <20) recomienda utilizar una 

solución al 2'l. de glucosa, conteniendo peptona P <OXOID> en 

concentraciones desde 2.5 hasta 30 g/l u otra peptona de 

carne, rica en glicina y pobre en fosfatos y magnesio, o 

glicina de 3 a B g/1, o mezclas de tales peptonas y glicina. 
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la dedicariotización es influenciada por varios factores como 

la cantidad de inóculo, la presencia de sustancias ~rgánicas, 

el método de esterilización, condiciones de espacio y tal vez 

la profundidad de la capa del liquido. 
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III. PARTE EXPERIMENTA~ 

3 .1 Diagramas de flujo. 

Mélodo para la ded!cariotizaci6n de las cepas. 

rr•pa.ra.r a11a.r ••l roe to 1 
d• ..... t la., 

1 

E'-9'' '• oopo do 1 
rna.yor cr•c: l m\. •T'>l o 

.... i.c•llor. 

l 

Adop'°' •' ... <odo do 1 1 Evo'"º' •' ""º do d>fo-
dedlca.rlollza.clÓ" -- r•l'l•• p•plona.e a. z• y 
pa.ra. una. •ola. c•po., za e, 

-·~L~·~·~·-~---~ 

1

-1 ::;::~~:.~=~~:~~:.:·::; 1 
l._ LonG. r10,.Qld1, 

::g~~ ----
.=:.....::'---~--- -1 ::·~~;:: le> ·~:::;:~~: 1 

Ded .. ccu·i.o\."zor loe 

D•l•l'"'\."a.r •l é•llo 1 
de la. d•dlc:a.ri.oll- -----
so.cl6n. 

ltLbrl.dlza.r loe neo..,a.plonl•• obl•l\•dos, 
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1 

Co•on<oo oon 1 
pr•••ncla. de 
!!bulo•, 



~ Mélodo alterno para la oblención de monocarioles. 

1 
M•1'Cla. d• a••rrln ean 
la11 •upl•,,.•nLo•, 

1 
R•mc:>Jo d• LG• "'•10cla.11 
dura.nt.• J.<& hora.11. 

1 ;::::. 1 

! ...... ~_. -~ 1 
&:11t.•r¡LltGcl.On 1 
d• la.• "'•10cl a.•. 

1 
'"ºº"'ºº'º" oon 1 
lON d• lnOculo 
•n bo• • hu,,.•da.. 

l lncuba.c~On ~· lo• ¡ 
•U11L r<1t.O• a. J.8 C. 

l lnducc~On d• Lo. rruct.Lrlcoel.On 
por l.nm•r•lón •n a.guo. rrl.o. du­
rGnl• 40 horo. 

1 
K\.br•d\soc\.On d• lo• ....,noca.rlot.•• 
obL •nldo11, 

D•L•rm•nGC•On d•l é11llo d• \.O. 1 
hlbrldltaclOn. 
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3.2 Materiales, reactivos y equipos 

3.2.1 Materiales 

3.2.1.1. Cepas fungicas 

Se utilizaron 9 cepas de Lentinus, las cuales se 

mantuvieron en refrigeración en cajas de Petri con medio 

sólido de agar extracto de malta <1.5Y. extracto de malta, 2% 

de agar>. 

Cepas dicarioticas de Lentínus: 

Nombre de la cepa Letra y No. de la cepa. 

Lent inus dac tytoides L-2 

Lentinus edodes L-3 

Lent inus ponderosus L-5 

Lent inus ti.gri.nus L-6 

Lent inus spp L-8 

Lent inus edades 5-1 L-9 

Lent ínus e do des 5-2 L-10 

Lentinus edades 5-3 L-11 

Len.tinus e do des Ch Chunchon L-13 
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3.2.1.2. Sustratos 

- Bagazo de cafia recolectado en el ingenio de 

Zacatepec, Morelos. 

Salvado de trigo 

naturistas. 

procedente de tiendas 

- Aserrin de pino procedente de la carpinteria 

de la Facultad de Quimica de la UNAM. 

3.2.1.3. Material de laboratorio 

- Matraces Erlenmeyer 1000 ml. 

- Matraces Erlenm~yer 125 ml. 

- Probeta de 1000 ml. 

- Tubos con rosca de 15 mm de diámetro. 

- Cajas de Petri estériles desechables. 

- Agitadore de tubos (Vortex>. 

- Embudos de filtración rápida. 

- Papel filtro Whatman No.l. 

- Pipetas de 25 ml. 

3.2.2 Reactivos 

Todos los reactivos son grado analltico 

- Agar bacteriológico <BioKon>. 

- Extracto de malta (Complelmentos alimenticios). 
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- De~<trosa anhidra en polvo lJ. T. Bakerl. 

- Cloruro de calc10 CMerckl, 

- Peptona de soya <Bio:~on l. 

- Peptona de case1na CBioxon). 

- Peptona de caseína (Me.rck). 

- Peptona de soya CMerck). 

- Peptona de carne <JVC>. 

- Peptona de soya <Bioxon). 

- Peptona de carne CBiaxon>. 

- Peptona p COxoidl. 

- Hidróiddo de sodio 1 N <Baker). 

3.2.3 Equipo 

- Campana de flujo laminar CVeco). 

- Incubadora <Felisa>. 

- Autoclave vertical <Tecnica lnd. Decovi>. 

- Balanza granataria CSartorius). 

- Homogeneizadora CWaring Commerc1al Blendar). 

- Micropipeta CPipetman Gilson 100 µl). 

- Jeringa de llenado continuo de 5 ml CSartorius>. 

3.3 METODDLOGIA 

Para la realización de este trabajo primeramente se 

resembraron todas las cepas en agar e:< tracto de mal ta al 1.SY. 

<Apéndice ó.1.1> con la finalidad de v1g~r1zarlas, obteniendo 
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micelio nuevo; ya que .se encontraban preservadas en 

refri9eraci6n: (Apéndice 6.2.1 y 6.2.2). 

3.·3.1 Adaptación del método de dedicariotizaci6n a 
cepas de Lent inu.s spp. 

Para adaptar el método de dedicariotizaci6n se eligió 

la cepa de mayor crecimiento miceliar <L6) evaluando el uso 

de diferentes peptonas en la so1Ltci6n es tan dar 

dedicarioti=adora (Apéndice 6.3.1) a 24 y 2aºc. 

3.3.2 Aplicación del método de dedicariotizaci6n a 
todas las cepas de tentinus spp. 

Una vez evaluado el efecto dedicariotizante de las 

diferentes peptonas con la cepa Lb, se eligió la que 

favoreció mas la obtención de monocariotes <Peptona P de 

Oxoid) para realizar la dedicariotización de las cepas 

restantes <Apéndice 6.3.3>, para lo cual se preparó la 

solución ded1carioti=adora <Apéndice 6.3.1) y la suspen~ión 

d~ hifas por homogeni=ado (Apéndice 6.3.2>. 

Cuando los micelios sean visibles en la solución 

dedicariotizadora se procede a determinar el é:d to de la 

dedicariotización <Apéndice 6.3.4) aislando las colonias con 

ausencia de fibulas. 
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Se decidió dedicariotizar nuevamente las cepas en donde 

se observó crecimiento dicariótico tApéndice 6.3.3) 

incrementando la concentración de peptona P de O>:oid a 20 y 

30 g/l y variando el volumen de in6culo a 0.1, 0.2, 0.3, 0.4, 

0.5, 1.0 y 2.0 ml y por otro lado se redujo el tiempo de 

homogeneizado a 1 minuto, con el objeto de determinar si con 

estas va~iaciones es posible obtener micelio manocnriót1co. 

Se procede a determinar el é:·i t•:i de la ded1cariot1::ac1ón 

<Apéndice 6.3.4) y se aislan las colonias con ausencia de 

fibulas. 

Una vez verificada la ausencia de fibulas se resiembran 

los neohaplontes obtenidos en agar extracto de malta 

<Apéndice 6.1.1). Los neohaplontes resembrados se hibridizan 

y se-determina el éxito de la hibridizaci6n <Apéndice 6.4> 

3.3.3 Aplicación del método alterno para la obtención 
de monocariotes. 

Al mismo tiempo que se vigorizan las cepas <Apéndice 

6.1.1, 6.2.1 y 6.2.2> se procede e realizar el método alterno 

con la finalidad de obtener monocariotes; para ello se 

prepara el in6culo de grano <Apéndice 6.5.1). Se le conoce 

como inóculo de grano al crecimiento miceliar obtenido en el 

grano de algún cereal como trigo, centeno o mijo. El inóculo 

de grano se utiliza para sembrar la cepa deseada en un 

sustrato determinado y obtener sus cuerpos fructlferos o 
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eSporoforos. En la Figura 5 se presenta el procedimiento para 

preparar el inóculo de grano. 

Figura 5 

Procedimiento en la preparación del inóculo. 

Proparo.ci.on do 1 
0.90.r oxt.ro.ct.o 
de mo.l lo. 

Inocula.ci.ón con 

mLcoli.o de 
L•nL\.nua 11p. 

1 Incubo.cLÓn o. zeºc 

1 

Lavado del grano 1 
con agua corrien­
te. 

1 E n f r i a d o 1 

Adicionar CaCO al • 
0.3 y caso. al 1.3% 

Ester1lizaci6n a 

121 ºe (2 horas>. 

Inoculación con 
micelio de 
Lentinus sp, 

1 Incubación a 2aºc j 
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Una vez que el micelio ha invadido el inóculo de grano 

se procede a realizar la mezcla de aserrín con los 

suplementos (Apéndice 6.5.2). Cuando la mezcla ha sido 

esterilizada se procede a realizar la incoluación <Apéndice 

6.5.3) y se dejan incubar las bolsas con sustrato inoculado 

en estufas de incubación <Apéndice 6.5.4). 

Al final del periodo de incubación se induce la 

fructificación por inmersión en agua fria. Posteriormente se 

colocan las bolsas en un invernadero hasta la obtención de 

cuerpos fructiferos <Apéndice 6.5.5>. Las esporas de los 

cuerpos frutiferos maduros se colectan como se indica en el 

apéndice 6.6. 

En la Figura 6 se observa el procedimiento general· 

para la producción y obtención de esporas de cepas de 

Lentinus spp. 
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Figura 6 

Procedimiento general para la obtención de esporas de 
cepas de Lent ínus sp. 

Mezcla de aserrin 
con los suplemen­
tos. 

Remojo de las 
mezclas durante 
24 horas. 

Drenado de agua.¡ 

Esterilización ¡ 
de las mezclas. 

Inoculación con 1 
10Y. de inóc:ulo 
en base humeda .. 

1 

Incubac:i6n de ~os 1 
sustratos a 28 C .. 

Índuc:c:16n de la 
fruc:tificac:i6n. 
(inmersión en 
agua 48 horas) .. 

Fruct1f1cac16n .. 

1 
Obtenc:16n de ¡ 
esporas. 
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Una vez recolectadas las esporas <Apéndice 6.6) se 

germinan y se aislan los monocariotes obtenidos <Apéndice 

6.7). Dichos monocariotes se hibridizan como se indica en el 

apéndice 6.4 y se determina el éxito de la hibridización 

examinando al microscopio la presencia de flbulas. 
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IV. RESULTADOS Y DISCUSION. 

De acuerdo a la c:aracter!stic:a de un desarral lo 

miceliar muy lento qL1e presentan las cepas de Lentin-us spp, 

la mayoria de las investigaciones realizadas a la fecha se 

han enfocado a estudiar diferentes aspectos relacionados con 

los sustratos. Dado lo anterior éste trabajo es parte de un 

proyecto que pretende í'E?duc:ir el periodo de incubación por 

medio de un mejoramiento genético de las cepas. Por lo cual 

se estudiaron las condiciones necesarias para llevar a cabo 

una separación de los dos componentes monocarióticos 

dedicariotizaci6n ) de las cepas de Lenlinus spp; a partir de 

una técnica de dedicariotización utilizada para los géneros 

de Pleurotus y Coprlnus <20). 

Al mismo tiempo se procedió a obtener micelio 

monocariótico aplicando el método alterno. 
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4.1 RESULTADOS 

En la Tabla se presenta el resultado de la 

evaluación del efecto de dedicariotizaci6n con diferentes 

peptonas, a 24°c y 2aºc con la cepa Lb de Lentinus tigrinus. 

Con las peptonas de soya <Bioxon>, de caseina CB1oxon> 

y de carne <Bioxon) el micelio encontrado en las seis 

repeticiones de cada una de éstas peptonas fue completamente 

C100Y.> dicari6tico a ambas temperaturas. 

Con la peptona de soya <Merck), el micelio de las seis 

repeticiones a 24ºC y el de cuatro repeticiones a ~aºc fue 

completamente dicariótico. En las dos repeticiones restantes 

a ésta última temperatura se encontró micelio 

predominantemente (80iD dicariótico. 

Con la peptona de case!na <Merck>, a 24°C el micelio de 

las seis repeticiones fue completamente dicar16tico, mientras 

que a 28°C existen mas va1'iaciones ya que de las seis 

repeticiones el mic:elio de c:uatro de el las fue 

predominantemente dicariótic:o, una presentó mic:el ío 

predominantemente monoc:ariOtic:o y una mas proporciones 

similares de hifa dicari6tica y monocariót1ca. 

Con la peptona de carne <JVCl, no se obtuvo 

crecimiento miceliar en ninguna de las temperaturas de 

incubación. 



Con la peptona de carne P (0:<oid) a 24ºC el micelio de 

las seis repeticiones fue predominantemente (80~) 

monocari6tico, y a 2sºc tres repeticiones presentaron más 

micelio dicari6tico, y las otras tres repeticiones 

presentaron igual proporción de micelio 

manocariótico. 

dicari6tico y 

En la Tabla 2 se presenta el efecto dedicariotiz~nte de 

la peptona de carne P <Oxoidl con distintas cepas de Lentinus 

spp, 

Las cepas L2, L3, LB y L9 a los cuarenta y cinco días 

de incubación no presentaron crecimiento, mientras que las 

cepas LlO, Lll y L13 a los treinta dias de incubación 

presentaron micelio completamente dicariótico; y solo para 

las cepas L5 y L6 a los tres dias de incubación, el micelio 

fue predominantemente monocariótico. 

Depués de estos experimentos sólo fue posible obtener 

micelio monocariót.ico para las cepas L5 y L6, procediendose 

a recuperar sus neohaplontes. 

Para la cepa L5 el número de neohaplontes recuperados 

fue de veintinueve y para la cepa Lb fue de cincuenta y 

seis. (ver Tabla 3) 
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Con las cepas L10, L11 y L13 como despues de 30 d!as de 

incubación se observó crecimiento dicariótico se decidió 

incrementar la concentracion de peptona de carne P <Dxoid) a 

10, 20 y 30 g/l así como el volúmen del inóculo a 0.1, 0.2, 

0.3, 0.4, 0.5, 1.0 y 2.0 ml y por otro lado reducir el tiempo 

de homogenizado a 1 min, con el objeto de determinar si con 

estas variaciones era posible obtener micelio monocariótico, 

Los resultados obtenidos se pueden observar en la Tabla 4. 

Con 10 gil de peptona y 0.1 ml de inóculo a los 24 dias 

de incubación la cepa L10 presentó micelio completamente 

dicariótico. Con la misma concentración de peptona y 0.2 ml 

de inóculo a los 30 dias de incubación no presentó 

crecimiento y con 0.3 ml de inóculo a los 24 dias de 

incubación el micelio fue predominantemente monocariótico. 

Con 20 y 30 9/l de pept~na, 0~1, 0.2 y 0.3 ml de inóculo, a 

los 30 d1as de incubación no se pre~cntó crecimiento. 

En la cepa Lll con 10 g/l de peptona y 0.4, 1.0 y 2.0 

ml de inóculo a los 11 dias de incubación el tipo de micelio 

observado fue completamente dicari6tico. Con 20 y 30 9/l de 

peptona y 0.4, laO y 2.0 ml de inóculo a los 30 d!as de 

incubación no hubo crecimiento. 

En la cepa L13 sólo en la concentración de 10 gil y con 

1.0 ml de inóculo a los 53 dias de incubación se encontró 
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crec1m1ento completamente dicariótico. Para el resto de las 

condiciones no hubo crecimiento miceliar. 

De las variaciones realizadas en las cepas LlO, Lll y 

L13 sólo se logró obtener crecimiento monocariótico en la 

cepa L10. Se procedió a recuperar los neohaplontes de ésta 

cepa, r2cuperándose solamente 21 neohaplotes <Tabla 5). 

En la Tabla 6 se presenta la obtención de micelio 

monocariótico desde la producción tradicional de cuerpos 

fructiferos hasta la obtención y germinación de esporas. 

Solamente para las cepas L3, LB, L9, LlO, L11 y L13 se 

obtuvieron cuerpos fructiferos. De las esporas recolectadas 

únicamente para la cepa L3 se pudieron germinar 3 de ellas 

presentando micelio monocariótico. 

En la Tabla 7 se presentan los resultados de 

entrecruzar los neohaplontes obtenidos por el método de 

dedicariotización. Todas las cruzas realizadas entre los 

neohaplontes obtenidos para las cepas L5, Lb y L10 fueron' 

negativas. 

Al entrecruzar las esporas obtenidas por el método 

alterno de la cepa L3, todas las cruzas fueron negativas. 
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TABLA 1 

Evaluación del efecto dedicariotizante al usar diferentes p€ptonas 
con la Cepa L6 de Lentinus ti9rinus a dos temperaturas de 
incubación. 

Tipo de Temperatura Tipo 
de 

Peptona. incubación. d d>m 
<ºC> ---

Soya 24 6 o 
<Bioxon) ---

28 6 o 
---

Soya 24 6 o 
<Merc:kl 

28 4 2 

Caseina 24 o 6 

<Merc:kl ---- ---
28 o 4 

--- ---
Caseina 24 6 o 

---
<Bioxon) 28 6 o 

---
Carne 24 6 o 

---
(Bioxon) 28 6 o 

---
Carne 24 o o 
(JVCl ---

28 o o 
---

Carne 24 o o 
P<Oxoidl 28 o 

---
3 

Expl l. ca.e\. 6n: 
EKclu•iv4monle monocariole. 

d comptatamenle d\.car1.otico. 
d>m Pr•domlna.nl•m•nl• dicariol\.co. 
d<m Pr•domi.nanL•m•nlo monocariolico. 

de micelio 

------
d<m d=m 

--- ---
o o 

--- ---o o 
--- ---o o 
--- ---o o 

o o 
---
---o (1 

--- ---
o o 

---
o o 

--- ---
o o 

--- ---o o 
--- ---

o o 
--- ---

6 o 
--- ---o 3 

d=m Proporcionoa at.mila.r•• do hiía dicariÓtica. Y 
monoco.r1.Ól\.Co.. 

Hola.: 

m 

o 

o 

o 

o 

o 

o 

o 
--

o 

o 

o 

o 

o 
--

(\ 

--o 

Po.ro. •vo.tua.r •l •feclo ded"ca.ri.ot.\.so.nl• d• la.• dt.f er•nl•• 
poptono.o •• hic1.eron 6 r•p•l\.C\.On•• la.• cua.le• eo \ndlcon con 
númor og. 
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TABLA 2 

Evaluación del efecto dedicariot.izant.e de la peplona 

de carne P COxoid) sobre distint.as cepas de Lentint.LS spp. 

Cepa Tiempo de incubación 
Cdias) • 

L2 45 

L3 45 

L5 3 

L6 3 

LS 45 

L9 45 

LlO 30 

L11 30 

L13 30 

NoLo.: 

Excluatvo.monL• monoco.ri.ot•. 
d Completo.mento di.ca.ri.oLi.co. 
d>m Pr•domi.no.ntomenle di.cori.oLi.eo. 
d<m Pr•domi.na.nLom•nle monoc:a.ri.oti.Co. 

Tipo de micelio .. 
Np 

Np 

d<m 

d<m 

Np 

Np 

d 

d 

d 

d=m Proporci.on•• ei.mi.la.rea do hi.to. di.ca.ri.oLi.co. y 
monoccir \. oL l ca.. 

Np No proaent.6 cr•clmi.enlo. 

Ti.empo da i.ncubnci.Ón en al euo.l &a ObQerv6 craci.mi.anlo. 
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TABLA 3 

Recuperación de neohaplontes por dedicariotiza­
ción de las cepas L5 y L6 de Lentintis spp. 
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TABLA 4 

Evaluación del efecto de la concentración de peptona de carne 
P<Oxoid> y del volúmen de inóculo sabre la dedicariotización 
de diferentes cepas de Lentin~s spp. 

Cepa e Pop lona. InÓeulo 1: ncuba.- Ti. po d• 
( g/l) e ml> Ct. Ón m1.coli. o 

( df o.¡;,l • 

L10 10 0.1 24 d 
0.2 30 Np 
0.3 24 d<m 

20 0.1 30 Np 
0.2 30 Np 
0.3 30 Np 

30 o .1 30 Np 
0.2 30 Np 
0.3 30 Np 

----
Lll 10 0.4 11 d 

t.O 11 d 
2.0 11 d 

20 0.4 30 Np 
t.O 30 Np 
2.0 30 Np 

30 0.4 30 Np 
t.O 30 Np 
2.CJ 30 Np 

----
L13 10 0.4 53 Np 

0.5 53 Np 
t.0 53 d 

20 0.4 53 Np 
0.5 53 Np 
1.0 53 Np 

30 0.4 53 Np 
0.5 53 Np 
1.0 53 Np 

Tt.ampo do i.ncuba.ci.Ón Qn o-l cuo.l soo obaervó croci.ml.anlo. 

Nola.: El Li.empo de homcgent.:i:a.do on t.odoa loa ca.ao11 íu• d• t. mi.n. 
on comparo.ci.ón con Ql que mo.rca. la. molodoloq!o. quo e» do ~ 

z. !I mi.n, 
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Recuperación de neohaplontes por dedicariotiza­
ci6n de la cepa L10 de Lentinus spp. 

~ Neohaplontes recuperados 

~-21-
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Tabla 6 

Aplicación del mét.odo alterno para la obtención da micelio 
monocariót.ico mediant.e la obt.enci6n 
germinadas . 

Cepa.e Cr•ci.mi.enlo ve gel o.L i. vo Cuerpos 

t. i.empo do tncuba.ei6n 
< eemo.no.e> 

2 3 

L2 o 1 e 

L3 3 3 

L5 3 3 3 

L6 e 

LB 3 3 4 

LB 3 3 4 

L10 3 3 4 

L11 3 

L13 o 2 a 
.___ 

Eaca.lo. hedoni.co.: 
o::: crocimienlo nulo. 

oaco.•o. 
r•9u.L o.r. 

.. 
4 6 

e e 

4 4 

e e 

e e 

4 4 

.4 4 

4 4 

3 3 

3 4 

rruct.iferoa 
obl eni doe 

o 

3 

o 

o 

2 

6 

3 

2 

2 

9= a.bundo.nle, 

•Ku.ber o.nl •. 
e,. conla.mi.na.do. 
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de esporas 

Eepor o.• 
germino.da.a . 

No. 
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Tabla 7 

Entrecruzamiento de los neohaplontes obtenidos por el método de 
dedicariotización. 

Cepa Neohaplontes 
recuperados 

L5 29 

L6 56 

LlO 21 

Tipo de mt.celi.o: 
m= mo"nocar i. ÓL i. co, 

No-de cruzas Tipo de micelio 
realiza das observado . 

58 m 

112 m 

42 m 
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Tabla B 

Entrecruzamiento de los monocariotes obtenidos por el método 
alterno de la cepa L3 de Lentinus spp. 

Cepa 

L3 

Monocariotes 
recuperados 

3 

TL po de mi. col i o: 

m= monocarL6ltco. 

No.de cruzas 
real izadas 

9 

63 

Tipo de micelio 
observado 

m 



4.2 DISCUSION 

De acuerdo con los resu 1 ta dos obtenidos en la 

evaluación del efecto dedicariotizante de diferentes peptonas 

sobre la cepa Lb de Lentinus ti9rim..1.s a y a 2aºc se 

puede observar que la peptona de qirne P CO::oid> fue la que 

presentó mejores resultados ya que su uso favoreció la 

obtención de monocariotes. De las dos temperaturas probadas 

la de 24°C fue la que permitió la obtención de micelio 

monocariótico en las 6 repeticiones realizadas para esta cepa 

{Tabla l l. 

De acuerdo con les resultados obtenidos en la Tabla 2; 

se obse1~v6 que las condiciones necesarias para obtener 

neohaplontes en las cepas L5 y Lb fueron: una concentración 

de peptona de 10 g/l y 0.02 ml de inóculo, una temperatura de 

24°C y un tiempo de hamagenei=ado de 2.5 min. Para las cepas 

Llü, L11 y L13, e'=itas condiciones no permitieron la 

dedicarioti=.ación de las cepas, por ello se decidió variar 

la concentración de peptona de carne P <O:m1d) y de 1nóculo 

para dichas cepas.Con las nuevas estudiadas 

únicamente se logró dedicariotizar la cepa L10 con 10 g/l de 

peptona, 0.3 ml de inóculo y un tiempo de homogeneizado de 

min. De acuerdo a lo anterior se observó que cada cepa 

requiere de diferentes condic1anes para la obtención de 

micelio monacari6tico. 
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De las cruzas realizadas entre los neohaplantes 

obtenidos para las cepas L5, L6 y LlO, no fue posible obtener 

dicariotes lo que indica que únicamente se logró recuperar 

con el proceso de dedicariotizaci6n uno de los núcleos. Estos 

resultados son semejantes a los obtenidos por Takemaru quien 

utiliza diferentes sustancias tóxicas para lograr la 

dedicarioti~ación de las cepas. Por ello es posible que la 

toxicidad de las sustancias qu!micas utilizadas en la 

dedicarioti~ación no influye sobre la recuperación de un solo 

núcleo. 

Al utili:ar el método alterno para la obtención de 

micelio monoc.ariótico se observaron una serie de 

inconvenientes como: largos periodos de incubación, elevadas 

contaminaciones, baja densidad de esporas recolectadas, 

dificultad para germinar las esporas. Poi· todo lo anterior 

únicamente se lograron obtener 3 esporas germinadas para la 

cepa L3, presentando micelio monocariótico. Al hibr1dizar las 

3 esporas obtenidas tampoco fue posible obtener micelio 

dicari6tico, lo que indica que las esporas recuperadas no son 

compatibles entre si. Es decir posiblemente las 3 esporas 

sean del mismo tipo de compatibilidad o pertenezcan a dos 

tipos que no son compatibles entre si. 
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V. CONCLUSIONES 

Al valorar el efecto dedicariotizante de las diferentes 

peptonas, de acuerdo con los resultados obtenidos, se observó 

que la peptona de carne P <Oxoid> fue la mas adecuada para la 

obtención de los neohaplontes, tomando en cuenta que solo fue 

aplicable a las cepas L5, Lb y L10. 

La dedicariotizaci6n reali=ada a diferentes cepas de 

Lentinus spp por medio de una solución de peptona de carne P 

<Oxoid) unicamente permitió para este género la recuperación 

de uno de los dos n~cleos. 

Las condiciones especificadas por el método de 

dedicariotización no son exitosas para todas las cepas de 

Lentínus spp; comprobandose al obtener neohaplotes solo en 

las cepas L5 y Lb bajo estas condiciones. 

Los neohaplontes obtenidos de las cepas en donde el 

método de dedicariotización fue exitoso no presentaron 

compatibilidad lo cual se comprobó al realizar el 

entrecruzamiento y no obtener el dicariote. 

La probabilidad de obtener manocariotes con el método 

nlterno fue muy baja, ya que de las nueve cepas de LentLnus 

spp utilizadas solo para la cepa L3 se lograron obtener 3 

~sporas germinadas. 

66 



SUGERENCIAS. 

Al determinar que el método de dedicaritoizaci6n puede 

ser exitoso para algunas especies de Lenlin~s spp, es 

recomendable seguir haciendo pruebas en lo que se refiere a 

las variaciones sobre dicho método, para asi lograr 

especificar las condiciones que se requieren para cada 

especie. Simultaneamente con los neohaplontes obtenidos 

determinar si presentan compatibilidad con neohaplontes de 

otros basidiomicetos para dar continuidad al proyecto~ 

Se recomienda continuar con el trabajo de dicha 

metodolog1a para con esto dar continuidad al proyecto y asi 

favorecer el desarrollo de la tecnologia aplicada a la 

investigación de alimentos para mejorar la calidad y cantidad 

de nuevas alternativas alimenticias en nuestro pais que 

demanda a la comunidad cientifica tecnolog1as eficientes y 

suficientes. 
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V l. APENDICE 

6.1 MEDIOS DE CULTIVO. 

6.1. l Medio para la preservación de cepas 

de Lentt'.nus spp. 

Las cepas se mantuvieron en refrigeración en cajas de 

Petri con agar, e:<tracto de malta. Para prepal"ar 500 ml de 

medio de agar extracto de malta, se pesan 7.5 g de extracto 

de mal ta y 10 g de agar y se colocan en un matraz Erlenmeyer 

de un 1 i tro. Se adicionan 500 ml de agua destilada 

grádualmente, procurando di sol ver los reactivos. A 

continuación se tapa el matra= y se deja reposar durante 20 

minutos. Posteriormente, se esteriliza en autoclave a 121°C y 

6 .. 8 Kq de presión ( 15 lbs) durante 30 minutos. El medio 

estéril se vacia en cajas de PetT'i de plástico de 9 cm de 

diá.metro. Una vez solidificado el medio !:;e guñrdan las cajas 

de Petri en bolsas de polietileno hasta :;u uso para evitar 

contaminaciones y deshidratación del medio. 

6.1.2 Medio de crecimiento. 

El medio de agar extracto de mal ta deproteinado <DPMA) 

fue preparado como lo describió Eger {8). Se prepara 

primeramente una solución concentrada de e:~tracto de malta 

deproteinado. Para esto se pesan 20 g de e:~tracto de malta y 
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se disuelven en 250 ml de agua destilada. Se mide el pH de la 

solución anterior y se eleva 1.5 unidades con una solución de 

NaOH 1N. Después se adicionan 1.4 g de CaC1z.2HzO, se mezcla 

y esteriliza en autoclave a t21°C y 6.8 ~9 de presión (15 

lbs) durante 20 minutos. Una vez frlo se filtra para obtener 

la solución concentrada. Posteriormente se toman 75 ml del 

filtrado y se mezc1an con 425 ml de agua destilada, se 

colocan 50 ml de esta solución en matraces Erlenmeyer de 125 

ml, se tapan, y esteriliza en autoclave a 121°C y 6.8 ~·y de 

presión ( 15 lbs> durante 31) minutos. 

6.2 CONDICIONES DE CULTIVO. 

6.2.1 Propagación vegetativa 

Las cajas con 15 ml de agar extracto de malta son 

sembradas colocando en su parte media un fragmento de agar 

(5x5 mm de lado) invadido con micelio, cortado de la 

periferia de una colonia en crecimiento (de cada una de las 

cepas obtenidas) en medio de agar e:.:tracto de malta. 

6.2.2 Condiciones de crecimiento m1celiar 

Para el crecimiento de micelio, las cajas de Petri 

después de ser inoculadas, se guardan en bolsas de 

polietileno y se incuaban en oscuridad a 25-2B°C. 
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6.3 METODO DE DEDICARIOTIZACION 

6.3.1 Solución estandar dedicariotizadora. 

Se prepara pesando 20 g de glucosa anhidra y 20 9 de 

peptona de case1na que se disuelven en un litro de agua 

destilada, de esta soluc16n se toman 51) ml que se colocan 

matraces Erlenmeyer de 125 ml 1 se tapan y se esterilizan en 

autoclave a 121°C y 6.8 Kg de presión C 15 lbs> durante 30 

minutos. Esta solución también se preparó utilizando las 

siguientes peptonas: 

1. Peptona de soya <Bioxon). 

2. Peptona de soya <Merck). 

3. Peptona de caseina CMerck>. 

4. Peptona de case! na C Biox.on >. 

5. Peptona de carne (Bioxon). 

6. Peptona d" c.:irnc <JVC>. 

7. Peptona de carne p COxoid>. 

6.3.2 Fragmentación de los cultivos fungicos. 

La suspensión de fragmentos de hifas es producida por 

homogenizaci6n. El micelio resultante de tres cultivos en 

agar con cerca de 4 cm de diámetro se coloca en un 

homogeneizador estéril previamente enfriado y se adicionan 50 

ml de agua destilada estéril a temperatura ambiente, el 
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micelio se homogeniza por dos minutos y medio a la velucidad 

ml>.s alta (20>. 

6.3.3 Dedicariotización. 

La solución dedicariotizadora es inoculada con 20 µl de 

la suspensión de hifas fragmentadas (homogenizado>, descrita 

en la sección 3.3.4. Dejar incubar hasta que los micelios 

sean visibles, a una temperatura de 24°C <20). 

6.3.4 Determinación del éxito de la dedicariotización. 

Cuando los micelios sean visibles en la solución 

dedicariotizadora, se homogeneiza nuev~mente esta solución 

<Apéndice 6.3.2). Se procede a 11 platear" sobre cajas de Petri 

con 10 ml de agar extracto de malta solidificado con 20µ1 del 

homogeneizado y se incuban a 24°C hasta la aparición de 

colonias aisladas, se procede a examinar al microscopio para 

observar la presencia 6 ausencia de fibulas. Finalmente se 

aislan las colonias que no presenten fibulas, se incuban a 

28°C hasta obtener crecimiento, se procede a examinar 

nuevamente al microscopio para verificar la ausencia de 

fibulas <20l. 
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6.4 HIBRIDACION DE LOS MONOCARIOTES OBTENIDOS 

Para hibridizar monocariotes se corta un cuadro de agar 

de 0.1 x 0.1 cm de lado de la periferia de una colonia en 

crecimientot de cada monocariote a hibridizar. Estos cuadros 

de agar se colocan en una caja de Petri con medio de extracto 

de malta lo más cercano posible. Por lo general se realizan 

en una misma caja de Petrí entre 5 y b cruzas. A cantinuacion 

se incuban las cajas de Petri a 2eºc por b dtas para ser 

observadas microsc6picamente con el ocular de 16 campos de 

amplificación. Una cru:?:a se determina como positiva cuando al 

observarla al microscopio se aprecian las fibulas. Para 

evitar errores se considera que la cruza es positiva cuando 

estas estructuras son observadas por lo menos en tres 

diferentes puntos situados de manera equidistante en la 

periferia de la colonia. La presencia de f!bulas que son 

e5tructuras que se forman únicamente cuando se lleva a cabo 

una fusión celular entre las cepas hibridizadas~ implica que 

los dos monocariotes apareados son compatibles y por lo tanto 

dan origen a la formación de un dicariote. 

6.~ METODO ALTERNO PARA OBTENER MONOCARIOTES 

6.5.1 Preparación del in6culo de grano. 

El grano de trigo se lava y se cuece en agua a 

temperatura de ebullición durante 50 minutos. A continuación 
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se drena el agua caliente y se enfrla el grano al chorro de 

agua. El grano frlo se pesa y se le adicionan CaS04 al l.3Y. y 

CaCOs al 0.3Y., se mezcla y se coloca en frascos de vidrio, 

que se llenan hasta la mitad de su capacidad. 

Los frascos de vidrio se tapan con hule espuma y papel 

aluminio. Posteriormente se esterilizan los fracos a 121ºC y 

6.8 kg de presión (15 lbs) durante dos horas. Una vez frio el 

grano se inocula cada frasca con el micelio proveniente de 

una caJa de Petri resembrada una semana antes. Los frascos 

inoculados se incuban a 28°C durante 15 dlas. 

6.5.2 Preparación de los sustratos lignocelul6sicos 
para la producc:16n de esporoforos. 

Para preparar el sustrato se dejaron remojar por 

separado el aserrin de pino, el bagazo de ca~a y el salvado 

de trigo durante 24 horas. Al final del remojo se drenó el 

exceso de agua, se rea1 i=r:i la mezcla en base humeda en una 

proporción de 50:50 de aserrin de pino : bagazo de caKa y 

10% de salvado de trigo para cada bolsa de kg de 

capacidad. Se mezclaron los sustratos y se colocaron en doble 

bolsa de polipapel para ser esterilizados a 121°C y 6.8 kg de 

presión (15 lbs> durante 2 horas. 
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6.5.3 Inoculación del sustrato. 

Dejar enfriar las bolsas de polipapel con el sustrato 

en el interior de la autoclave. Pesar 10 % de in6culo de 

trigo en base al peso humedo del sustrato. Mezclar el 

sustrato con el inóculo, y hacer peque~os orificios en la 

bolsa interior con una aguja de inoculación esterilizada a 

la flama. 

6.5.4 Incubación. 

Dejar incubar las bolsas con sustrato inoculado en 

estufas de incubación a 28°C entre 40 y 170 dias, dependiendo 

de la velocidad de crecimiento de las cepas. Realizar la 

medición del crecimiento micelial semanalmente con base en 

una tabla hedonica establecida previamente. Al crecimiento 

nulo asi9nar el valor de cero. Considerar este valor cuando 

no haya crecimiento en el sustrato y no se presente 

contaminación. Emplear el valor 1, para designar poco 

crecimiento. Tomar esta medición de los crecimientos 

miceliales que cubran un 30 % del sustrato. Codificar el 

crecimiento regular con el valor de 2, para identificar 

aquellas bolsas que presenten un crecimiento micelial que 

invada entre un 50 70 Y. del sustrato. Denotar los 

crecimientos abundantes por 3, reportarlos cuando el micelio 

cubra un 70 - 90 Y. del sustrato. Representar un crecimiento 



exhuberante con la calificación de 4, reportarlo cuando el 

micelio cubra 100 % del sustrato con un micelio vigoroso. Los 

hongos y/o bacterias desarrollados sabre los sustratos se 

determinaran como contaminantes representandose con la letra 

c. 

6.5.5 Condiciones de fructificación. 

Al final del periodo de incubación, cortar las bolsas 

con incisiones laterales y posteriormente sumergirlas en agua 

a 26ºc durante 48 horas. 

Colocar las bolsas en un invernadero previamente 

desinfectado y donde los periodos de iluminación y obscuridad 

serán los de la luz incidental del dia y la noche. La humedad 

relativa del medio ambiente se mantendrA entre 70 y 80% con 

la ayuda de un humidificador y la recirculaci6n del aire por 

medio de un ventilador. 

6.6 RECOLECCION DE ESPORAS 

El desarrollo de los primordios hasta cuerpos 

fructiferos maduros tarda de 3 a 5 dias. Las esporas de los 

cuerpos fructiferos maduras se colectan sobre un papel filtro 

estéril colocado dentro de una caja de Petri estéril. Para 

ello la base del pie del esporoforo se coloca sobre un cuadro 

de vidrio para evitar que el papel se humedezca. La caja con 
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el hongo se intPoduce en una cama1a húmeda. Esto es, una 

bolsa de pal ieti lena con agua en el fondo y 6 oradaciones a 

la altura del borde de la caja de Pe tri para permitir el 

intercambio gaseoso. La humedad se mantiene colocando Ltna 

tira de papel absorbente a lo largo de toda la bolsa. Estas 

cámaras húmedas se mantienen a temperatura ambiente y cicla 

de luz natural. Bajo estas condiciones se deja esporular de 

12 a 24 horas. Posteriormente se remueve el papel filtro con 

las esporas y se guarda dentro de un sobre estéril que se 

introduce en una bolsa de polietileno con unos granos de 

silica gel. Las esporas se almacenan en refrigeración a 4°C. 

6.7 GERM!NAC!ON DE ESPORAS y DE 
MONDCARIDTES 

Para la germinación de esporas se corta un peque~o 

pedazo del papel filtro que contiene a las esporas y se 

deposita en un tubo de ensaye con ml de agua destilada 

estéril y se agita. La suspensión de esporas resultante se 

diluye hasta obtener por conteo al microscopio 30 esporas por 

cada 20 µl de suspensión. Posteriormente diez caJas de Pctri 

con medio de extracto de malta se inoculan cada una con 20 µ1 

de la suspensión de esporas y se i.ncuban a 28°C durante Z 

dias. A partir de este momento se examinan todos los dias y 

durante 10 dias todas las cajas con la ayuda de un 

estereomicroscopio y se transfieren todas las esporas que 

germinen a cajas de Petri con media de extracto de malta. 
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