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1. INTRODUCCION -

lanteamiento del problema

T Lenti edodes  e@s un, hongo comestible sumamente

"a'nfe:igado".v CpOR S sus caracteri{sticas sensoriales vy
‘f‘armaddlégi:cés. Su cultivo se remonta a variaos cientos de
aﬁros.utier‘\iendose noticias de que hace alrededor de 8Q0 afos
75@ deéarm;lfb una forma or:imitiva de su cultive en China,
llamada Hoang Ko. Otros autores ubican la aparicién de las

primeras técnicas de cultivo hacia el affo 1100 A.C. (31).

De los hongos comestibles cultivados Lentinus edodes
mejor conccido como Shiitake actualmente ocupa el segundo
lugar en la producciédn mundial con 314 mil toneladas anuales.
Esta cifra es superada s&lo por el champifion. Los precias en
el mercado de este hongo son muy variables: fluctuan entre 60
y 240 nuevos pesos el kilo de hongo seco. Esta  variacidn
deperd: de la calidad de los cuerpos fructiferos. En los
pai ses productores se consume en fresco v su precio fluctua
entre 24 v 20 nuevos pesos el kilo. Dependiendo de la humedad
de los hongos, un kilo de hongo seco se obtiene secando entre

7 v 10 kilos de honyo fresco (humedad aprorimada 904) (12).

Considerando el valor comercial de Lentinrus spp v la

arasn disponibilidad local de desperdicins angricolas
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(utilizados como sustratos) resulta una posibilidad sumamente
atractiva para nuestro pais; ya que Mexico es un pais
basicamente agricola, con una extension territorial muyv
grande y por ello, cuenta con una gran cantidad de climas v
tipos de vegetacion, los cuales caonfluyen en la formacisn de
mosaicos ecolédgicamente distintos y con caracteristicas
propias. En el sector agricola, los cultivos de mayor
importancia son el mat:z, el frijol, el sorgn, el +%rigo, 1la
cafla de azdcar y el café, entre otros. les cuale~ generan
gran cantidad de res:iduos lighoceluldsicos. b2 estos
cultivas; el café constituye el producte mas importante de
exportacién en México. Una de las opciones mas viables v
prometedoras de la utilizaciéen opractica de los desechos
producidos en la industrializacisen del cafe, la podria
constituir el cultivo de los hongos comestibles como
Fleourotus ostreatus v Voluarielia bakeri en tales medios, «va
que el rapido crecimiento de estos organismos, repercatiria
en la obtencién de una biomasa con alto contenido  de

proteina en base seca.

Cabe menciaonar que desde el punto de vista
etnomicolégico, 21 papel que juegan los hongos comestibles en
México es de gran importancia, ya que desde tiempos
prehispanicos al presente se utilizan en la alimentacién. Se
sabe gque existen mas de 200 especies comestibles aue crecen

en diversas tipos de bosques y gque san consumidos en  grandes
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cantidades por la poblacién indigena y campesina del pais, o
en menor grado por la pablacidn urbana vy suburbana, mediante
la venta de estos hongos en los mercados locales (23)., Sin
embargo las cepas actuales presentan serias desventajas entre
las cuales podemos mencionar la especificidad de sustratos vy
periodes de incubacién muy prolongados. Por ello seria
necesario llevar a cabo un mejoramiento genético de las cepas
disponibles en la actualidad, con el fin oe mejorar las
siguientes caracteristicas: tiempa de 1ncubacion,
especificidad de sustratos, rendimientos, condiciones

ambientales y morfologia.

Existen en general dos formas de lograr un mejoramiento
genetico de las cepas. Con el procedimiento convencional se
hacen fructificar las cepas que van a ser mejoradas, de ios
esporéforos obtenidos se recolectan las esporas y con estas
se realiza un entrecruzamiento de las cepas compatibles. De
esta manera se obtienen hibridos que se prueban en  términos
de ias caracteristicas que se desvan neioras. LEszte méetocdn
resulta sumamente tardado y no asegura la obtencian de cepas
con las caracterisiicas deseadas. debido a que las cepa-=
obtenida:s son combinaciones aleatorias v ademas se obtienen
después del proceso de meiosis, donde va hubo recombinacidn

gendtica.

TESIS CON :
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El segundo m2todo de mejoramiento gengtico unicamente
puede aplicarse a cepas de tipo dicaridtico. Dentro de 1los
hongos comestibles cultivados en la actualidad, L, edodes vy
P,  ostreatus presentan un cicle de vida donde s= alternan las
fases monccaridticas y dicaridticas. Un dicariote
caracterizado microscépicamente por la presencia de fibulas,
es 21 resultado de la fusion citoclasmatica de dos micelios
primarios compatibles o monocariotes. Con este métado se
puede lograr ur meloramiento genético meaiante la separacién
de cepas dicaridticas con vigorozo crecimienta wmiceliar, en
sUS dos componentes monocaridticos. Posteriormente los
companentes monocaridticos obtenidos de diferentes cepas
dicaridticas son apareadas en todas las posibles
combinactiopes para despueés evaluar a los dicariotes

resultantes.

En este método se tiene la ventaja de reducir el tiempo
requerido para aislar los genotipos presentes en las cepas

Lido a aue no es necesar:o obtener el cuerpo

lcacieticas,
fructt ferc del nongo pars i3 recupe-acién o2 la  progenie.
Aunado a 1o anter1sr los monoTariotes separados de las cepas
dicarioticas se obtienen sin i1ntervencién de la cariogamia v
divisién reductora, lo que sianifica que de esta manera se
abtiene el material genético original de los companentes
monocaristicos de la cepa comercial, es decir sin la

alteracién causada por la division meiotica. 5in embargo,
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esta m¢tadologia no ha sido probada hasta la fecha para cepas

del género Lentinus,

La separacidén artificial de 1los dicariotes, también
conocida como dedicariotizacién ha sido intentada en el
pasadoc por varios procesos que pueden ser agrupados en
métodos mecanicos y quimicos. El micelio sin  fibulas
recuperado después de la dedicariotizacion es 11l amado
neohaplonte; término introducido por Fries <+ Aschan para
designar un micelio monocaridtico derivado de un  dicaridtico

sin intervencién de la cariogamia y divisién reductora.(10}.

Harder introdujo la llamada operacién micro—-quirdargica.
Las cepas adecuadas para este proceso deben preseantar celulas
cortas, fitbulas largas, bhifas simples, ramificadas y no
sensibles a la contaminacién. (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 operacidén era poco reproducible y los
nechaplontes se recuperaban con muy bajas frecuencias. La
frecuencia mas elevada se obtuve para Schizophyllum comnune
con tan solo el 20%. De acuerds a los resultados de Harder y
Fries la dedicariotizacién quirurgica para cepas de: Pholiota
mutabilis, Shizophyllum commune, Polyporus abletinus . ¥

Collybia velutipes no fue satisfactoria. (10,14).

2}



t.a dedicariotizacion qu].mica inicialmente se realizé
haciendo usoe de sustancias 4ltamente tounicas como
desoxicolato de sodio o acido cédlico (26). Con este tipo de
sustancias se observd que sélo un nucleo del dicarién era
recuperado (10,18,26,39) . Adicionalmente, el uso de
sustancias altamer.\te taxicas inhibia fuertemente el
desarrollo miceliar y 1os cultivos tenian que ser incubados
de seis a dieciséis semanas. El unice estudio realizado para
Lentinus spp, utilizéd para la dedicariotizaciéan taurocolato
de sodio, observandose la recuperacidén de un sélo nuclec de
la cepa dicaridtica (27). Hacia 1980 se instrumentd una
técnica nueva gue hace uso de una solucién de peptona, como
medio para propiciar la dedicariotizacién de las cepas. Con
esta técnica se observé que para todas las cepas probadas fue
posible recuperar ambos nucleos. Esto sugiere que el uso de
sustancias téxicas propicie la recuperacién de un sélo
nacleo. {(20). Sin embargo, en este estudio no se probaron

cepas de lLentinus spp.



1.2 Hipétesis

£l método de dedicariotizacién que hace uso de peptonas
ha sido probado en algunas cepas de basidiomicetos de los
géneras Pleurotus y Coprinus logrando recuperar ambos nicleos
por lo que se espera pusda ser exitoso para cepas de génera

Lentinus en las cuales éste método no ha sido aplicado.

1.3 Objetivos

A} Obtener al menos uno de los dos ndcleos de cada una

de las cepas de Lenttnus spp para su posterior mejoramiento.

B) Observar si por simple entrecruramiento de los

monocarictes obtenidos es posible obtener nuevas cepas.



1I.

ANTECEDENTES

2.1 Hongos comestibles.

Los hongos crecen en forma de filamentos microscépicos
llamados hifas las cuales forman el micelio al extenderse y
rami ficarse. El micelio constituye la fase vegetativa del
daesarrollo fungico y puede presentar un desarrollo 1limitado
en tiempo y espacio. La fase sexual de 1los bhongos esta

representada por la produccién de basidiosporas.

Debido a la naturaleza filamentosa de los hongos y a su
caracter heterotrdfico se les ha clasificado dentro de un
rei1no aparte del vegetal y animal. Dentro del reino fungico
se han reconocido cuatro clases que son: Zigomycetes vy
Oomycetes, Basidiomycetes. Ascomycetes y Deuteromycetes. La
mayoria de los hongos comestibles pertenecen a la clase de
los Basidiomicetes, con basidios no septadns y generacién de
cuatr2 esporas por cada basidioc. El basidio es el sitio donde
2 lleva a c¢abo 1la division nuclear o meiosis y cada

basidiospora recibe un nucleoc derivado de la meiosis (9).

La Figura 1 describe el mayor agrupamiento de hongos
comestibles; basados en la etapa sexual. Asi como los hongos
cultivados son de interés, los Basidiomicetos son los mas
importantesy y de los cuatro subgrupos mencionados; los

Agaricales representan la mayoria de los hongos producidos



camercialmente, dentro del cual‘el ggnero Agoricus es el. mas

popular (34).
FIGURA 1

Clasificacién general de los hongos comestibles.

Hongos Comestibles

Estructura sexual-asca Estructura sexual-basidio

VRN

Ascomicetos Basidiomicetos

RN VRN

Ostropales Tuberales Auriculariales Agaricales
Pezizales

Tremellales

(3)




Adem4s de la clasificacién dada en la Figura 1: la cual
esta - basada - en: la estructura senualj Chang y Hayes
clasificaron a los hongos comestibles de acuerdo a su habitat

natural, detectando cinco grupos:

(i) Hongos que crecen sobre desechos frescos o semi frescos o
en’ résiduos de plantas; Lentinus edodes y Pleurotus
ostreatus

tii) Hongos gue crecen en materiales ligeramente complejos;

Volveriella volvacen y Coprinus comatus.

(iii) Hongos que crecen en sustratos muy complejos; Adgaricus

bisporus.

(iv) Hongos gue crecen en tierra y humus; Lepiota procera y

Horchella esculenta,
(v) Hangos Micorrigsicos que requieren condicianes

simbidticas; Bolletus edulis y Tuber melanosporum,

Este criterio utilizado por Chang para clasificarlos
avuda a su identificacion y cultivo sobre nueves sustratos.
Otros criterios usados en estudios taxondémicos y
filogenéticos de estos hongos son el color, tamafio y fufma

microscépica de las esporas. (34).

El término hongo comestible se aplica a la estructura
resultante de la fase reproductiva conocida como cuerpo

fructi fero o carpdforou, perteneciente a especies cuyo consumo
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no provoca ninguna manifestacign de toxicidad para el. genero

humano (34).

Los hongos comestibles son macromicetos; que pueden
ofrecer una alternativa barata y nutritiva de un alimento
para humanos a qran escala y forraje -para animales. E1
mejoramiento gensdtico de los hongos comestibles reauiere de
investigaciones sistematicas para estabiecer hechos v

principios para un desarrollo posterior.
2.2 Hongos cultivadas

Los hongos comestibles cultivados son agtellos cuyos
cuerpos fructi feros e obtienen como resultado de la
comercializacién del proceso de cultivo de las cepas

comestibles (34).

El cultivo de hongos comestibles en la actualidad, se
ha manifestado como una alternativa para satisfacer en aran
medida, las necesidades proteicas y nutricias de 1a poblacidn
que habita en los paises subdesarroliados; en funcien ode su
baio costo de produccidn, alto contenido oprotefnico y su
obtencion en grandes cantidades en un  lapso relati vamente

corto.



trece se encuentran creciendo en forma natural en

zonas hostosss de Mexico y cansecuentemente pueden

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

Not at
De

Tabla 1§

De las quince especies de-. hongos cultivados
comercialmente a gran escala en.diferentes partes del mundo,
di ferentes

llegar a

Especies de hongos comestibles que crecen en México y que

son suscteptibles de ser cultivados.

Agaricus bitorguis (Quél.) Sacc.

Flamnulina velutipes (Curt. ex Fr.) Sing.
Phaliota mutabilis (Bcha eff. ex Fr.) Kumm.
Lentinus cubenstis (B.% C.) Sina.

Pleurotus smithii BGuzman.

P, ostreatus {(Jacg. ex Fr.) Kumm,

P. cornucopiae (Paul. ex Fr.) Gill
Voluariella bombycina (Shaeff. en Fr.) Sing.
V. bakert fMurr.) Shafter.

Aurazcvlaria fuscg—succines (Mont.) Farl.

A, pelytricha (Mont. Sacc.

Tremella fuciformis Leri .

Dre lyophern wtndusiala (Vent. ex Pers.) Desv.

Los

hongos soffal ados en éata Labla

cubensiLs probablemenie es un stndnimo de L. edodes.

12
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ta palabra combinada “hongos cuitivadus" se refiere a
los cuerpos fructiferos macroscépicos 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 qQue contienen grandes cantidades de

lignina y celulosa o medios especificos.

El primer hongo cultivado y en 1la actualidad el mas
difundido, cultivado y estudiado, es el dgaricus bbisporus.
Este hongo se cultiva sobre composta de estiercol de caballo
Y paja. Se consume principalmente en EBuropa y Estadas Unidos
de América. El desarrollo biotecnoldgico a través de los afios
ha hecho posible que las Yécnicas de cultivo puedan ser
adaptadas para otros hongos. Los cuatro hongos mas populares
son: el hongo Japones ¢ shiitake, L, ededes; el hongo de
invierno, F. velulipess el hongo Chino cultivado an
cascarilla de arroz y paja, V. volvacea y 1 hongo ostra, P,

ostreatus, as! como otras especies de Pleurotus. (43,

Recientemente, se ha observado en Mexico um marcado
interés por la produccién comercial de hongos comestibles. En
la actualidad existen algunas empresas dedicadas al cultivo
de Agartcus buisporus y FPleurotus spp.. conocidos en el

mercado nacional como champifion y setas, respectivamente.



2.3. Ciclo de vida de los Basidiomycetes.

En el cicle de vida de un basidiomycete tipico (Figura
2), el micelio se obtiene de la germinacién de las esporas,
ei -cual rApidamente se convierte en micelio septado vy
Vuninucleado. Este micelio conocido como primario por 1lo
general no es capaz de producir cuerpos fructiferos. Para que
éstos se produzcan, debe haber interaccién entre dos micelios
compatibles y asi dar origen al micelio binucleado =]
secundario. ta compatibilidad de 1los micelios puede estar
regulada por uno o dos factores (A 6 Ay B). La organizacién
del micelio secundario por factores genéticos y ambientales
da origen al micelio terciario. Este constituye al
basidiocarpo o cuerpoc fructi{fera, donde se desarrolla el
basidio y ahi{ se generan las esporas. Para elleo primero bay
una fusién nuclear (siendo éste el unico momento en el cual
los hongos son diploides o 2n) a continuacién se presenta 1la
meiosis, la cual da origen a cuatro nucleos haploides (n).
Estos agcleos puaden generar esporas uninucleadas en las
especies heterotilicas o binucleadas para las especies

homotalicas. (15).



FIGURA 2

Ciclo bilégico general de leos Basidiomicetes.
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2.4 Lentinus edodes

Traido probablemente de China hace cientos de afos,
Lentinus edodes, mejor conocido como shiitake en el mercado
internacional, es una aspecie comestible ampliamente
cansumida en el sureste de Asia, donde se ha cultivado
empleando técnicas bastante sencillas. La produccién anual de
este hongo a nivel mundial alcanza las 314,000 toneladas.
Dicha produccidén tiene lugar fundamentalmente en Japon,
China, Taiwan, Corea y Tailandia; donde se cultiva sobre
troncos o aserrin de diversas aspecies de arboles;

pertenecientes principalmente a la familia Fagaceae.

Shiitake ha sido clasificado bajo diferentes nombres:
Cortinellus shiitake, Cortinellus edcdes, Cortinellus
berkeleyans, Armillaria edodes y Lentinus edodes (I3 .
Actualmente se le clasifica dentro de la clase de los
basidiomicetes; orden Agaricales, familia Tricholomataceae,
género Lentinus, especie edodes. Se conocen diferentes
especies silvestres comestibles, sin embargo, lLenlinus edodes

es la mAs conocida y cultivada en el mundo.

Este hongo se caracteriza por presentar guanosina 95°
monofosfato, compuesto que le confiere un sabor distinto. Por
otra parte, contiene un compuesto conocido como lentionina,

el cual es una substancia aromatica Qque lo caracteriza.

16



lLentinus edodes es un hongo que contiene  vitamina D2 cuya
formacidn es inducida por €} secado de los cuerpos

fructi feros al sal o con radiacidn ultravioleta.

Shiitake es wn hongo de la pudricion blanca de la
madera {(son aquellos gue consumen a los componentes
estructurales de los tallas de las plantas superiores:
hemicelulosa, celulosa y lignina) que posee un complejo
enzimatico con grandes posibilidades de aplicacién. En priaer
lugar la transformacién de la madera en cuerpos fructsferos
utilizados ea la alimentacién del hombre, simultineamente
favorece la descomposicidn de la madera para su posterior
utilizacid4n como alimento de ganado & para la produccisn de
pulpa de papel o de otros productos, dada la selectividad
para descomponer la lignina. La transformacién de la 1lignina
en los productos seBalados depende de la eficiencia en la

degradacién de ésta (33).

2.4.1 Ciclo de vida de Lentinus edodes.

El cicla de vida de Lentinus edodes €5 el mismo gue
presenta un Agarical tipico. Sus bhasidiosporas uninucleadas
germinan sin presenptar un tubo germinal, produciendo un
micelio uninucleado haploide extendido, conocido  como
homprcarién. Lla diviesidn nuclear se presenta coma una

constriccién del ndcleo elongado. E} homocaridén tiene. cuatro

17



polaridades diferentes no  diferenciadas morfolégicamente.
Durante la fase sexual la fusién de dos talos compatibles
forma el dicarién. El1 micelio sique creciendo hasta la
formacién de un primordio, que posteriormente se desarrolla
en un estipite y un pileo. Esta ultima estructura se
encuentra formada por el himenio. El plegamiento del himenio
produce las léaminas, miémas qua se forman continuamente en la
parte inferior del cuerpo fructf{fero. El himenio desarrolla
células terminales especializadas. El basidio es inicialmente
binucleado y es el sitio en donde se lleva a cabo la fusién
nuclear y la meiosis. La fase diploide es muy corta y del
esterigma surgen cuatro basidiosporas saobre la superficie
externa del basidio. Las basidiosporas se liberan finalmente
del esterigma y el ciclo se inicia nuevamente .(Fig.3) Una
caracteristica morfolédrica de Lentinus edodes es que carece

de anillo y volva en el cuerpo fructifero (33).



_ FIGURA 3
CICLO DE VIDA DE LENTINUS EDODES
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2.4.2 Produccion comercial de- Lentinus edodes.

La produccién :oaercial de Lentinus edodes se realiza
sobre troncos de maderas duras incubados bajo condiciones
naturales, de 12 a 24 meses, periodo en el cual se propicia
su desarrollo vegetativo. Una ver ague 1los troncos son
invadidos con micelio vegetativo se le dan las condiciones

neresarias para promover la fructificacion (33,

La produccidén y consumo de Lentinus edodes se han visto
incrementadas a partir de la segunda querra mundial, no sélo
en el numero de personas que lo consumen, sino también en
cuanto al! consumo per—capita (31). Actualmente el principal
pais productor es Japédn con un BO% de la produccién  mundial.
No obstante, diferentes paises occidentales como Canada,
Estados Unidos de America y algunos paises eurapeos han

instrumentado su produccién.

De los hongos comestibles cultivados Shiitake ocupa el
segundo lugar en la produccién mundial con 314 mil  toneladas
angales (8), cifra superada sélo por el champifion (Tabla 2).
Los precios en el mercado de este hongc son auy variables

dependiendo de la calidad de los cuerpos fructlferps.

El shiitake fue cultivado por primera vez en México en

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



Guadalupe Victoria, estado de México. El cultivo se 1llevé a
cabo usando como sutrato aserrin de encino (especie no
determinada), almiddén, levadura deshidratada y sulfato de
calcio, empleando una modificacién de la técnica descrita por

la patente de la Compafifa Kinoko de E.E.U.U.(23).

El cultivo comercial del shiitake er nuestro pais es
prometedor y representarta una actividad con enorme potencial
de exportacién, ya que puede deshidratarse y comerciralicarse
sin dificultad. Estados Unidos de América actualmente es uno
de los mayores consumidores de shiitake seco proveniente del

Japén.

Gracias a las propiedades medicinales (antivirales vy
antitumorales) recientemente descubiertns en esa especie,
existe una tendencia generalizada de aumento en el consumo

tanto en E.E.U.U. como en Europa (24).
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Tabla 2.

Produccién mundial de hongos comestibles en 1986.

ESPECIE NOMBRE COMUN PESO %
{miles TON)

Agaricus bisporus Hongo en botén 1 227 54,2
(champifion)

Lentinus edodes Shittake 314 14.4

Volvariella volvacea Hongo de la paja 178 8.2

Pleurotus spp. Hongo ostion 169 7.7

Auricularia spp. Hongo oreja de 119 5.5
la madera

Flammulina velutipes|{ Hongo de 100 4.6
invierno

Tremella fuctformis Hongo oreja de 40 1.8
plata

Pholiota nameko Nameko 25 1.1

Otros 10 0.5

TOTAL 2 182 100.0

(6)
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2.5 Caracteristicas nutrimentales

Es comiun 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 parametros de comparacisn tales como el
contenido de aminoicidos esenciales presentes en el alimento,
can respecto a los requerimientos de la dieta humana (Indice
nutrimental) (31), En la Tabla 3 se reportan datos con
algunos {ndices nutrimentales y en la cual se ubica Lentinus
edodes con s8lo 13 puntos de valor nutrimental en comparacidn
de los 54 puntos para el polio y 31 para la soya. perc encima
de 1} puntos para el mafz (J0). Por otra parte, en la tabla 4
se muestran los datos comparativos de la compostc1dn
porcentual de diversos hongos comestibles, (%) .Estos datos
indican que Lentinus edodes tiene bajo contenido de proteinas
(13.4%) si se compara con otros hongus de consumo usual en
Mé&xico como Pleurotus ostreatus (26.6% de proteina). sin
embargo Lentinus edodes @s un hongo Tm™ico en bhidratos de
carbona (70.7%) y por lo tanto de alto valor energético (392

Kcal/100g) .

Finalmente @n la tabla 5 se muestra que Lentinus edodes
puede proporcionar cantidades apreciables de tiamina y acido
nicotinico y algunos nutrimentos 1norganicos  como calcio,



sodio,

Valor
con

fosforo y fierro:

nutritivo  de
otros- alimentos.

(2),

Tabla

Lentinus

3.

edodes en comparacidn

INDICE NUTRIMENTAL ALIMENTO
a9 Pollo
a3 Carne de res
35 Carne de cerdo
31 Soya
26 Espinacas
21 Frijoles
20 Cacahuate
17 Col
14 Pepino
13 Lentinus edodes
11 Mai =
10 Nabo
? Papa
8 Tomates
6 Zapahoria

(30)

Not'a:
El
esenciales

precent es en

ol

indice nutrimental es proporcional al contenido de
referidos a

requerimientoe de la dieta humana.

ali meanto,

ami nodcidoe

Los



Tabla 4.

Composicién quimica proximal de diferentes especies

de hongos comestibles cultivados.

ESPECIE PROTEINA CARBCHI DRATOS CENIZAS
HUMEDAD { CRUDA GRASAS |COMO FIBRA Kcal
INICIALJCNXG. 252 GLUCOSA sobre

% % % % % 1 00g

Agaricus 88,7 23.9 8.8 s2.1 . 8.0 8.0 381
brunnescens
Lentinus 81.8 13.4 4.9 70.7 7.3 3.7 392
edodes
Pleurotus 90.9 26.6 2.0 50.7 13.3 6.5 300
sajor-caju
Pleurotus 80.8 38.4 2.2 48.9 8.7 g.8 348
ostreatus
Voluariella 90,1 21.2 10.1 A7.5 11.1 10.1 369
voluacea
Voluariella 0. 4 40.6 2.6 — 17.4 11.5 —
diplasia

[=»]

Not a:

Los daltoe mo reportan en bose weca, ta humedad corresponde al

porcentaje de pedo fresco y ot vator onergélico son las Kcol/100 g
peac weco.
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Tabla 5.

Contenido de vitaminas y nutrimentos inorganicos (mg/i00g de
peso seco) de diferentes especies de hongos cultivados.

ESPECIE Agaricus Leritinus Pleurotus Volrariella
brunnescens edodes ostreatus volvaceu

TIAMINA a.90 7.80 4.20 1.2
}—..____

RIBO-

FLAVINA 3.70 4.90 4.70 3.30

ACIDD

NICOTI- 42.5 54.9 100.7 91.9

NICO

ACIDO

ASCORBICO 26.5 4] 0 20.2

Ca 71.0 98.0 33.0 71.0

Fe 8.8 8.5 15.2 17.1

K 2850 [¢] 3792 3455

Mg o] d] o] o]

Na 106 61 837 374

P 12 476 1348 677

2)
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2.6 'Prcpxedades medicinales.

En la medicina tradicional China vy Japon’esa" Lenl.yinus
edodes ocupa un lugar importante . por .. las.: “prbpiedades

curativas que se le atribuyen (36},

Se ha probado la presencia de ”una sustancia 1llamada
eritadenina la cual reduce los niveles de colesteral en
plasma. En pruebas realizadas en ratas, la excrecién de
colesterol se incrementa, debido quizd a la aceleracién en el
transporte (33). En el hombre también se ha observado este
efecto en individuos sometidos a la ingestién de Shiitake
durante una semana (37). Algunas sustancias aisladas del
cuerpo  fructifero como el polisacarido lentionina, por
ejemplo, inhiben el sarcoma implantadoc en un ratén hasta en
un 80%. Ademis, impide su desarrollo en un 100% si la
sustancia es administrada antes de 1la implantacién. Los
estractos de esporas de Lentinus edodes se han utilizado de
manera efectiva contra el virus de la influenza (37). Asf
mismo, se han encontrado sustancias que estimulan la
respuesta inmune y la produccién de interferon. Por ualtimo,
de los cuerpos fructi feros del hongo se han aislado algunas
proteinas que pudieran ser utilizadas contra algunos virus de

plantas. (19).



2.7 Produccién tradicional

2.7.1 Indculo

Actualmente la produccién de Lentinus edodes tiene
lugar principalmente sobre troncos de Arboles de madera dura.
Como inoculo se utilizan trozos de troncos de encino en forma
de bastén, generalmente de 1.5 cm de diametro y 2.0 cm de
largo aproximadamente y salvado de trigo. Estos se remojan vy
colocan en botellas para posteriormente ser esterilizados en

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

botellas se incuban entre 24 y 28°C (3.

2.7.2. Preparacién de indculos

La preparacién de indculos representa un pasa
importante en la produccién de Lentinus edodes. Enp los
cultivos sintéticos siguen empleandose peqguefios troncos de
encino suplementados con salvado de arroz. Se ban empleado,
otros sustratos para el inédculo: granos de maiz (28), granos
de arrox suplementados con aserrin de encino y carbonato de
calcro (30), granos de trigo mezclados con aserrin y salvada
de trigo (1), aserrin mexclado con =zalvado de arroz y trozos
de madera. As{ mismo se han propuesto medios liquidos como el
Zapeck y melaza, extracto de malta y extracto de levadura,

extracto de levadura, peptona y glucosa  y -  glucosa-alanina



entre otros, .para’ preparar inéculos en’ cultivos ' sumergidos

(35).

2.7.3. Inoculacién e incubacién de trancos

El tiempo &ptimo de tala de los arboles que se emplean
para el cultivo es entre otofio ¥y el inicio de la primavera.
Se talan en otofio debido a que en esta #poca la corteza de
la madera es gruesa evitando la invasisn de otras especies
de hongos. Por otra parte, el contenido de azdcar se
incrementa considerablemente en los troncos permitiendo su
facil acceso al micelio que los invade. De los 4Arboles
talados se cortan lefios de 1 a 1.5 metros de largo y de 5 a
15cm de diametro. Sé hacen entre 1S y 20 cavidades por cada
tronco de forma tal gue coincida con el tamafo del inéculo.
Una vez que laos indculos han sido insertados en cada

incisién, &sta se cubre con cera para evitar la evaporacién.

Después de ia inoculacién. las ‘“camas de leRos" se
colocan en posicion favorable para el desarrollo del micelio
en un patio de tendido que suelen ubicarse en los bosques. La
humedad en los patios de tendido no debe ser excesivamente
alta pues ello favorecerta la contaminacién con Ascomicetes
y/o Basidiomicetes principalmente. Por otra parte, si en

estos patios no se mantiene la humedad suficiente, las pilas

se secaran. Este es el punto mas importante a controlar. Es



necesaria una buena circulaci®n de aire en los - patios de
tendido. Las temperaturas &ptimas de crecimiento micelial

oscilan entre 24°C y 28°C.

Generalmente el crecimiento del micelio sobre el tronco
alcanza su maximo desarrollo en un periode comprendido entre
un affe y un affjo y medio a partir del momento de la
inoculacién. Al final del crecimiento vegetativo los troncos
suelen ser trasladados a un patio de cultivae para dar 1las

condiciones de fructificacion (3).

2.7.4. Sustratos utilizados en la produccién  de
Lentinus edodes T

Se ha puesto mucho énfasis en la productividad y el
crecimiento de Lentinus edodes, gue estan muv relacionados
con el tipo de madera que se emplea en su  produccien (12).
Los productores Jjaponeses sefialan a algunas especies de
encinos comd los mas aptos para su cultive. Los resultados de
la mayoria de los experimentos realicados con med1os
sintéticos, indican que los aserrines de especies de Quercus
son los mejores para la produccién. No obstante, se bhan
empleado fuentes alternativas de aserrines de maderas duras y

blandas suplementadas para obtener mejores rendimientos.
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En sustratos de aserrin el crecimiento micelial se
evalda haciendo una estimacidn visual de su desarrolio
végetativa. También pueden estimarse los cambios que ocurren
en la composicién del sustrato, tales como la disminucién de
peso seco, cambios en el pH, en 1la bhumedad, en la
concentracidn de glucosamina y por ultimo, cambios en los

titulos enzimaticos,.

El contenido de agua en los sustratos de aserrin afecta
en oran medida el crecimiento micelial de Lentinus edodes. En
los sustratos cuyos contenidos de agua son menores al 40%, no
s2 presenta crecimiento micelial. Los reportes en cuanto a
las cantidades ¢ptimas de agua en el cultivo de aserrin son
variables, aungque los rangos que han dado mejores resultados

oscilan entre 70 y 9¢% (12).

En los experimentos realizados por Han (12), en
relacidn a las temperaturas de crecimiento de lLentinus edodes
en sustratos de aserrin, se observéd que las tres cepas con
las que trabajié crecieron a temperaturas que variaron entre
22°C y 32°C, con rangos de temperatura éptima entre 22°C y
28°C. LlLos crecimientos presentados en las temperaturas
sefialadas dependieron en gran medida de las cepas utilizadas

en los experimentos.
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2.7.5 Fructificacién

Es deseable que durante la formacien de los cuerpos
- fructf feros las temperaturas oscilen entre los 12°C y los

]

20°C. Durante el periodo de fructificacion 1la humedad
relativa en los cuartos de cultivo debe ser mas elevada vy
constante que durante su desarrollo vegetativo. Los cuerpos
fructiferos del Shiitake crecen en primavera y en otofio. En

primavera son mas abundantes, de mejor calidad y adecuados

para el secado.

En los cultivos gue se mantienen en invernaderos, la
induccién de la fructificacion ocurre de manera diferente.
Los troncos inoculados gque se mantienen en condiciones secas
se sumergen en agua fria para estimular la formacién de los
cuerpos fructiferos. Inmediatamente después los troncos son
colocados en el invernadero. Can humedades bastante altas, el
periodo de aparicién de los hongos por este método oscila

entre 7 y 14 dias. (31).

Los mé&todos para 1la induccison de los cuerpos
fructi feros se han ido enriqueciendo con la finalidad de
incrementar y acelerar la produccién (33). Se han probado
diferentes tratamientos quimicos en cultivos de aserrin tales
como Acido acético, acido citrico y acido nitrico (12), De

igual forma se han probado el extracto de levadura, vy

=



hormonas vegetales como giberelinas, clorohidrina, colchicina
(12). Con los compuestos seRalados se han hecho diferentes
diluciones acuosas en las cuales se sumergen los sustratos
invadidos del micelico de Lentinus edodes. Los resultados
indicaron que el acido tartarico en una solucidon de 20 ppm y
el extracto de levadura al S% disminuyen el tiempo en la
formacién de primordios e incrementan el rendimiento en
relacidn a los compuestos quimicos utilizados. No ocurrié ast
con respecto al agua fria en donde no se aprecian diferencias
significativas. Con las hormonas vegetalss, sf{ se observaron

incrementos significatives en la productividad.

La aereacién representa un  factor importante en 1la
fructificacian, no sdloc proveé al cuerpo  fructifero de
oxigeno, también remueve metabolitos volatiles como el
didxido de carbonoc qgue puede inhibir su desarrollo. La buena
aereaciédn tiene mayor importancia durante el desarrolloc del

primordioc (22).

2.7.6 Secado

La etapa final para la conservacién de Lentinus edodes
es el secado, el cual se realiza, por lo general con calor
artificial, en un secador de charolas para preservar el buen

sabor y el brillo del basidiocarpo (31).

8]
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2.8 Método de dedicariotizacien

Como se habia mencipnado anteriormente la separacién
artificial de los dicariones se intenté en el pasado con
varios procesos que pueden ser agrupados en métodos mecanicos
Yy guimicos. Harder introdujo la lilamada operacidn
micro—quirdargica (13). Esta se lleva acabo en tipos de hifas
en el estado 111 o IV del proceso de formacion de las fibulas
(Figura 4) cortando la célula termipal A y la celula H  con
una aguja microbiolégica (estado 1V en la Figura 4}. ta
divisién dicariotica de la célula (A) forma un crecimiento
hacia afuera de la célula en forma de gancho (H) cuya punta
se dirige bhacia el lado contrario del crecimiento de la hifa.
Uno de los ndcleons aploides se divide mitoticamente en la
célula (H). Un ndcleo permanece en la célula hija mientras
que el otro regresa a la célula principal. Simultaneamente el
segundo nlcleo aploide se divide también y 1o que resulta de
la divisién emigra en direcciones opuestas a io largo de la
célula principal. Despues de la formacién de la septa en la
célula principal y en la célula (H); resuitan 3 celulas, (AY,
{A') y la célula (H). La c#lula (H) presenta un  posterior
crecimiento que se dirige a la nueva celula subterminal (A7)
fusionandose a ella. Después, el nucleo de 1la celula (H)

migra hacia la célula (A°) (29).



Los neohaplontes asi recobrados difieren entre cada uno
y de 1los tipos originales respecto a la morfologifa,

crecimiento y respuesta fisiolégica.

FIGURA 4

Crecimiento de un dicarion por divisién nuclear conjugada
y formacidn de fibulas.

T PP
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Los meétados de dedicariotizacién por via quimica hacen
ust de sustancias quimicas sumamente téxicas lo cual provoca
una inactivacioén selectiva de uno de 1los nucleos por las
sustancias téxicas, causando una divisién asimétrica del
dicariéte tratadon. Miles y Raper (28) incubaron los
dicariones por mas de ¢tres semanas en un medio liquido
conteniendo 0.15% de taurocolato de sodio & 0.12% de 4cido
célico. Esto diéd buenos resultados en lotes, donde ya enistia
la posibilidad de dedicariotizar para obtener monocariotes
que forman oidias. En lotes incapaces de producir cimas. la
dedicariotizacidn tuve exito s&lo con ciertas cepas de
Favolus alveolaris, Pleurotus ostreatus, Polyporus betulinus,
y Poliporus wversicolor, que mostraron previamente altos
niveles de dedicariotizacién en los controles (arriba del

&0%) .

Takemaru (38) confirmb la eficacia de otros derivados
del 4cido c6lico como el colato de sodio y oxagall para 1la
dedicariotizacién de Collybia velutipes, Coprinus
macrorhizus, Lentinus edodes y Pholiota nameko, Cada especie
requirié de diferentes concentraciones para llevar a cabo la
dedicariotizacién. En un experimento con 3 diferentes
dicariotes de C. velutipes y 3 dicariotes de C. macrorhizusy
exclusivamente uno de los camponentes nucleares fue
encontrado de 20 neohaplontes recuperados para cada

dicaridte. Adicionalmente también se recuperaron algunas

mutantes morfoldgicas (39). Para Coprinus myceliocephalus en



un medio con Q.5% de: - 3cido. - colico la taza de

dedicariotizacién fue muy bajafy 5 16 gﬁ,ﬁipo de ‘nucleo fue

recuperado (25,

El efecto del tauroclorato de sodio fue comparado con
el arseniato de sodiw, sulfato de cobre, dicromato de sodio,
pentaclorofenato de sodio, sulfato de zinc, creosota y 4acido
borico en lotes de 24 especies de basidiomicetos patégenos de
la madera., (18). Con esxcepcién de un lote de Coriolus
sanguinzus ningin efecto fue observado con  tauroclorato de
sodio aun a concentraciones muy altas (0.64%). Ninguno de leas
otros téiicos mostraron un efecto dedicariotizante. En  los
casos exitosos, sélo uno de los componentes nucleares era
récuperado. Puesto que se observé una marcada inhibicién en
el crecimiento, asociada a las concentraciones de los téxicos
aquimicos usados para la dedicariotizacisn, los cultivos
fueron incubados por lo menos de B a 1lé& semanas. Estos
resul tados fueron confirmados en pruebas con tonicos

similares y otras especies de Basidiomicetos (25).

En resumen los métodos quimicos y mecanicos utilizados
para dedicariotizar eran poco satisfactorios. Es decir eran
muy tardados y producian una regeneracién asimétrica de los
nucleos asi como monacariotes con caracteristicas diferentes
a las cepas originales. En 1980 se introdujo un método nuevo
que promete una dedicariotizacién simétrica y recuperacién de

ambos nicleos, a través del uso de una solucién de peptona



como medio para lograr la dedicariotizacién (20).

2.9. Desarrollo de.un nuevo método de dedicariotizacién.

Durante el desarrollo del nuevo método para

dedicariotizar se estudiaron las siguientes variables:

- Fuentes de nitrégeno orginico e inorganico.

- Temperatura de incubacién (6, 22, y 30°%C) .

- Forma de esterilizacién (autoclave y filtracién).
- Volumen de incubacidén.

- Voluimen del medio.

Los resultados indicaron que la dedicariotizacién se

llevé a cabo en dos medios que contenfian:

~ Glucosa al 2% y glicina en concentraciones desde el 0.1
hasta el 0.6%.
- Peptona P (Oxoid) al 0.5%, glucasa al 2%, adicionado o no

de glicina al 0.5%.

En términos generales para lograr una completa
daedicariotizacién Leal tara (20) recomienda utilizar una
solucién al 2% de glucosa, conteniendo peptona P (OXOID) en
concentraciones desde 2.5 hasta 30 a/1l u oatra peptona de
carne, rica en glicinaAy pobre en fosfatos y magnesio, o

glicina de 3 a 8 9/1, o mezclas de tales peptonas y olicina.



la

—

e

la

dedicariotizaci®én es influenciada por varios factores como
cantidad de indculo, la presencia de sustancias organicas,
método de esterilizacidn, condiciones de espacio y tal vez

profundidad de la capa del liquido.
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I1I. PARTE EXPERIMENTAL
3 .1 Diagramas de flujo.

Método para la dedicariotizacidén de las cepas.

Freparar dgar exiracto
de matta,

Resambrar cepas.

_‘L‘.‘L‘it‘_if_“_dﬁ‘_‘-

Elegir Lo cepo de
mayer crecimienta
migeliar.

Im |Fsteds atisrra|

Adapiar sl woioda 45 Evaluar el uso de dvTes
dedicariotizacidn e——| rantes peptonas o z4 y
para una sola capa, za%,

cLe .

Preparar sotuciOn dedi-
—| cariclizadoro.tusar pep

Dedicariotizor Las tona_riowaid),
cegas restantes o
24 C.
Freparar Lo suspenstion
~—| 4= nifaw por homogeni-
zada,
Determnar el &xlig Colaniam con
de la dedigariotl- [ | presencia de
zaeién. fibulas,

bedicariolizar nuewv
Alstar celontas menle veriando: gan -
con ausencia de |bemmm—m——! contracion de peptona
t1butas e inGculo ¥ tlempo de

homegenizada,

) .
Incubar @ 3a ¢ y veriflcor
te aysencia de [lbulas.

| ilbetdizar 1os neohaplontes obianmdos. |

| Beterminor el éxito de ia hibridaeidn.” |
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* Mélodo alterno para'la‘obtencién de monocariotes.

Mezcla de aserrin can
Los euplemantom.

Remojo de Lom mezclas
durante 24 horaw.

| branada del_excewe de sgus. |

cepas
resem- Lalteritizacton
de Las maxclas

troculacion can

- 108 de indeulo
en bade humeda.

Trcubacion de Law
sustiratos a%28 @.

por Lnmersidn en agua fria du-

Induccidn de La fructificacton
rants 40 hora,

| Fructificacion. |

| Oblancidn y germinaclon de eeporon |

| Atstar crecimianlo monoceariGlica,

HibridizociOn de Los monocorliotes
oblanidos,

Betermnacyon deal @uilo de Lo
hibridizacidn.
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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 refrigeracidén en cajas de Petri con medio

s6lido de agar extracto de malta (1.5% extracto de malta, 2%

de agarl).

Cepas dicarioticas de Lentinus:

Nombre de 1la cepa Letra y No. de la cepa.
Lentinus dactyloides L-2
Lentinus edodes L-3
Lentinus ponderosus L-5
Lentinus tigrinus L-&
Lentinus spp L-8
Lentinus edodes S-1 L-9
Lentinus edodes 5-2 L-10
Lentinus edodes §5-3 L-11
Lentinus edodes Ch Chunchaon L-13
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3.2.1.2. Sustratos

- Bagazo de caffa recolectado en el ingenioc de
Zacatepec, Morelos.
-~ Salvado de trigo procedente de tiendas
naturistas.
- 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 Erlenmeyer 125 ml.

~ Probeta de 1000 ml.

- Tubos con rosca de 15 mm de diametro.
~ Cajas de Petri estériles desechables.
- Agitadore de tubos (Vortex).

- Embudos de filtracidn rapida.

- Papel filtro Whatman No.l.

— Pipetas de 2% ml.

.2.2 Reactivos

Todos los reactivos son grado analitico

— Agar bacteriolégico (Bioxon).

- Extracto de malta (Complelmentos alimenticios).
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~ Dextrosa anhidra en polvo (J.T. Bakar).
~ Cloruro de calcio (Merck).

- Peptona de soya (Bioion).

- Peptona de caseina (Biogxon).

- Peptona de caseina (Merck).

- Peptona de soya (Merck).

~ Peptona de carne (JVC).

- Peptona de soya (Bioxon).

- Peptona de carne (ERioxon).

- Peptona P (Oxoid).

- Hidréxido de sodio 1 N (Baker).
3.2.3 Equipo

~ Campana de flujo laminar (Veco).

- Incubadora (Felisa).

~ Autoclave vertical’(TEcniCa Ind. Decovi).

- Balanza granataria (Sartorius’.

- Homogeneizadora (Waring ﬁcmmerc:al Blendor).
— Micropipeta (Pipetman Gilson 100 ul).

- Jeringa de llenado continuo de S ml (Sartorius).

3.3 METODOLOGIA

Para la realizacién de este trabajo primeramente se
resembraron todas las cepas en agar extracto de malta al 1.5%

{Apéndice &6.1.1) con la finalidad de vigmrizarlas, obteniendo
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micelio n@éVo; ya ﬁue .sé“;éﬁconfraban preservadasi en
refrigeracién:(nﬁéﬁdice 6.2.1 y 6.2.2):

3.3 Adaptacién- del método de bdedicariotizacibn a
cepas de lLentinus spp,

Para adaptar el método de dedicariotizacién se eligiod
la cepa de mayor crecimiento miceliar (L&) evaluando el uso
de diferentes peptonas en la solucion estandar

dedicarioticadora {(Apéndice 46.3.1) a 24 y 28%.

3.3.2 Aplicacién del método de dedicariotizacién a
todas las cepas de lentinus spp,

Una vez evaluado el efecto dedicariotizante de las
diferentes peptonas con la cepa L&, se eligié la que
favorecid mas la obtencién de monocariotes (Peptona P de
Oxoid) para realizar la dedicariotizacion de las cepas
restantes (Apéndice 4.3.3), para lo cual se prepard la
solucidén dedicaricticzadora (Apéndice 6.3.1) y la suspensién

de hifas por homogenizado (Apéndice 6.3.2).

Cuando los micelios sean visibles en 1la solucidén
dedicariotizadora se procede a determinar el #ito de la
dedicariotizacién (Apéndice 46.3.4) aislando las colonias con

ausencia de fibulas.
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Se decidié¢ dedicariotizar nuevamente las cepas en donde
se observo crecimiento dicaristico tApéndice 6.3.3)
incrementando la concentracién de peptona P de Oxoid a 20 vy
30 g/1 y variando el volumen de indculo a 0.1, 0.2, 0.3, 0.4,
0.5, 1.0 y 2,0 ml y por otro lado se reduio el tiempo de
homogeneizado a 1 minuto, con el objeto de determinar si  con
estas variaciones es posible obtener micelic monocariético.
Se procede a determinar el ¢é&rito de la dedicariotizacidn
(Apéndice 6.3.4) y se aislan las colonias con ausencia de

fibulas.

Una vez verificada la ausencia de fibulas se resiembran
los nechaplontes obtenidos en agar extracto de malta
{Apendice &.1.1). Los neohaplontes resembrados se hibridizan

y se determina el éxito de la hibridizacién (Apéndice 6.4)

3.3.3 Aplicacidn del método alterno para 1la obtencidn
de monocariotes.

Al mismo tiempo que se vigorizan las cepas (Apéndice
b.1.1, 6.2.1 y 6.2.2) se procede a realizar el metodo alterno
con la finalidad de abtener monocariotes; para ello se
prepara el inéculo de grano (Apéndice 4.5.1). Ge le conoce
como inéculo de grano al crecimiento miceliar obtenido en el
grano de algun cereal como trigo, centeno o mijo. E1 inéculo
de grano se utiliza para sembrar la cepa deseada en un

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

preparar el inéculo de grano.

Filjura 5 -

Procedimiento en-la préparacibn del -indculo.

agar extracto

Proparacion de
de malia

Inoculacidn can
micolio de

Lentinue sp.

-]
I Incubociédn o 28 C ‘

Lavado del grano
con agua corrien—
te.

I

| ﬁocc1on|

lEnfriadn‘

Adicionar l:a(:DB at ]

0.3 y CaSD‘ al 1.3%

!

Esterilizacién a
121%C (2 horas).

Inoculacidn con
micelio de

Lentinus sp,

| Incubacien a 28% |

47



Una vez que el micelio ha invadido el indculo de grano
se procede a realizar la mezecla de aserrin con los
suplementos (Apéndice 6.5.2). Cuando la mezcla ha sido
esterilizada se procede a realizar la incoluacién (Apéndice
6.5.3) y se dejan incubar las bolsas con sustrato inoculado

en estufas de incubacién (Apéndice 6.5.4).

Al final del periodo de incubacién se induce 1la
fructificacién por inmersién en agua fria. Posteriormente se
colocan las bolsas en un invernadero hasta 1la obtencisn de
cuerpos fruct!{feros (Apéndice 6.5.5). Las esporas de los
cuerpos fruti feros maduros se colectan como se indica en el

apéndice 6.6.
En la Figura & se observa el procedimiento general

para la produccién y obtencién de esporas de cepas de

Lentinus spp.
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Figura &

Procedimiento general para la cbtencién de esporas de
cepas de lentinus sp.

Mezcla de aserrin
con los suplemen—
taos.

Remojo de las
mezclas durante
24 horas.

| _Drenado de agua. |

Esterilizacion
de las mezclas.

Inoculacidén con
10%4 de inéculo
en base humeda.

l Incubacién de los

sustratos a 28°C.

Induccien de la
fructificacién.
(inmersién en

agua 48 horas).

| Fructificacidn. |
—

Dbtencidn 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 hibridizacidn

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

De acuerdo a 1la caracteristica de un desarrollo
miceliar muy lento que presentan las cepas de Lentinus 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 gue pretende reducir el periodo de incubacién par
medio de un mejoramiento genético de las cepas. Por lo cual
se estudiaron las condiciones necesarias para llevar a cabo
una separacion de los dos componentes monocariéticos (
dedicariotizacién ) de las cepas de Lentinus spp; a partir de
una técnica de dedicariotizacién utilizada para los géneras

de Pleurotus y Coprinus (20).

Al mismo tiempo se procedid a obtener micelio

monacarisdtico aplicando el método alterno.
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4.1 RESULTADOS

En la Tabla 1 se presenta el resultado de la
evaluacién del efecto de dedicariotizacién ceon diferentes

peptonas, a 24°c y 28°C con 1la cepa Lb de Lentinus tigrinus,

Con las peptonas de soya (Bioxon), de caseina (Bioxan)}
y de carne {(Bio®on) el micelio encontrado en las seis
repeticiones de cada una de éstas peptonas fue completamente

(100%) dicariético a ambas temperaturas.

Con la peptona de soya (Merck), el micelio de las seis
repeticiones a 24°c y el de cuatro repeticiones a 28%  fue
completamente dicaridtico. En las dos repeticiones restantes
a ésta tltima temperatura se encontré micelio

predominantemente (B0%) dicariético.

Con la peptona de casefna (Merck), a 24°C el micelio de
las seis repeticiones fue completamente dicaristico, mientras
que a 28°C existen mas variaciones ya que de las seis
repeticiones el micelio de cuagro de ellas fue
predominantemente dicariético, una presents micelio
predominantemente maonocaridtico y una mas proparciones
similares de hifa dicariética y monocaridtica.

Con 1la peptona de carne (JVC), na se ohtuve
crecimiento miceliar en ninguna de las temperaturas de

incubacién.



Con la peptona de carne P (Oxoid) a 2a%C el micelio de
las seis repeticiones fue predominantemente [§:573)
monocariético, y a 28°%C  tres repeticiones presentaron mas
micelio dicaridtico, y las otras tres repeticiones
presentaron igual proporciédn de micelio dicaristico y

manocaridtico.

En la Tabla 2 se presenta el efecto dedicariotizante de
la peptona de carne P (Oxoid) con distintas cepas de Lentinus

spp.

Las cepas L2, L3, LB y L? a los cuarenta y cinco dias
de incubacién no presentaron crecimiento, mientras que las
cepas L10, L11 y Li3 a 1los treinta dias de incubacién
presentaron micelio completamente dicaridtico; y solo para
las cepas LS y L6 a los tres dias de incubacién, el micelio

fue predominantemente monocaridtico.

Depués de estos experimentos sélo fue posible obtener
micelio monocaridtico para las cepas LS y L6, procediendose

a recuperar sus neochaplontes.

Para la cepa LS el numero de neohaplontes recuperados
fue de veintinueve y para la cepa L& fue de cincuenta y

seis. (ver Tabla 3)



Con las cepas L10, Lil y L13 como despues de 30 d{as de
incubacién se observéd crecimiento dicariético se decidig
incrementar la concentracion de peptona de carne P (Oxoid) a
10, 20 y 30 g/1 asi como el volumen del indculo a ©.1, 0.2,
0.3, 0.4, 0.5, 170 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 monocariético,

Los resultados obtenidos se pueden observar en la Tabla 4.

Con 10 g/1 de peptana y 0.1 ml de indculo a los 24 dias
de incubacién la cepa L10 presentd micelio completamente
dicarisético. Con la misma concentracién de peptona y 0.2 ml
de indculo a los 30 dias de incubacién no presants
crecimiento y con 0.3 ml de inétulo a los 24 dias de
incubacién el micelio fue predominantemente monocaridtico.
Con 20 y 30 g/l de peptona, 0.1, 0.2 y 0.3 ml de inéculo, a

los 30 dias de incubacidén no se presentd crecimiento.

En la cepa L1i1 con 10 g/l de peptona y 0.4, 1.0 y 2.0
ml de indculo a los 11 dias de incubacién el tipo de micelio
observado fue completamente dicariético. Con 20 y 30 g/1 de
peptona y 0.4, t.0 y 2.0 ml de indculo a los 30 dias de

incubacién no hubo crecimiento.

En la cepa L13 s6lo en la concentracién de 10 g/l y con

1.0 ml de indeculo a los 53 dias de incubacidn se encontrd
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crecimiento completamente dicariéti:a. Para el resto de las

condiciones no hubo crecimiento miceliar.

De' las variaciones realizadas en las cepas L10, Li11 Yy
L13 solo se logrd obtener crecimiento manocariético en  la
cepa L10. Se procedid a recuperar los nechaplontes de ésta

cepa, racuperidndose solamente 21 nechaplotes (Tabla S).

En 1a Tabla 6 se presenta la obtencién de micelio
monogcaridtico desde la produccién tradicional de cuerpos

fructi feros hasta la obtencién y germinacién de esporas.

Solamente para las cepas L3, L8, L9, L10, L11 y L13 se
obtuvieron cuerpos fructi{feros. De las esporas recolectadas
unicamente para la cepa L3 se pudieron germinar 3 de ellas

presentando micelio monocaridtico.

En la Tabla 7 se presentan los resultados de
entrecruzar los neohaplontes obtenidos por el método de
dedicariotizacién. Todas las cruzas realizadas entre los
neohaplontes obtenidos para las cepas LS5, L& 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

Evaluacién del efecto dedicariotizante al usar diferentes peptaonas

con la tepa L6 de Lentinus tigrinus a dos temperaturas de
incubacién.
Tipo de Temperatura Tipo de micelio =
de
Peptana. incubacién. d d>m d<m d=m m
°C)
Soya 24 & 0 0 o Q
{Bioxon) 28 5 ° > o o
Soya 24 & 0 o 4] (4]
M L,
{Merck) 28 4 2 0 0 0
Caseina 24 [¢] b 0 0 [d]
(Merck) 28 ° a 1 1 a
Caseina 24 & 0 0 [« [}
(Bioxon) 28 & [¢] 0 s} Q
2
Carne 24 6 o] Q o o
{Bioxon) 28 &6 Q 0 O o]
Carpe 24 o] e} o o o
tves 28 o o 0 ) )
Carne 24 ] o ) 0 4
P{Oxoid) 28 o 3 o < 0
- Explicacidn
m Excluaivamente monocariote.
d Completamente dicariotico.
d>m Predominantemente dicariotice.
d¢m Predominantemente monecariotico.
d=m Proporciones similarea de hifa dicaridtica y
monocariética.
Not a:
Para evaluor el efccto dedicariotizante de Las dif erentes

peplonan
nimeros .

e hicLeron 6 repelicLones las cuales se

Sé

inditcan con



TABLA 2

Evaluacién del efecto dedicariotizante de 1la peptona

de carne P (Oxoldd sobre distintas cepas de Lentinus spp.

Cepa Tiempo de incubacién Tipo de micelio
C(diasd -
Lz A8 Np
L3 45 Np
LS 3 d<m
Le 3 ddm
Ls 45 Np
L9 A5 Np
L10 30 d
L1 30 d
Li3 30 d
*®  Nota:
™ Exclusivamente monccariote.
d Completamente dicariotico.
d>m Predominantemente dicariotico.
d¢m Predominantemente monocariotico.
d=m Proporciones similares de hifa dicariotica y
monocoeriotica.
Np No proaentd crecimiento.
» Tiempo de incubacidn en el cual se obsaervd crecimiento.

7




TABLA S

Recuperacisn de neohaplontes por dedicariatiza-
cion de las cepas LS y L6 de Lentinus spp

Cepa Neohaplontes recuperados
LS 29
L& 56
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TABLA 4

Evaluacidn del efecto de la concentracién de peptona de carne
P(Oxpid) y del voldmen de indculo sobre la dedicariotizacidn '
de diferentes cepas de Lentinus spp.

Cepas Poptomna Indculo Incuba- Tipo de
tgrsty ¢ mb et dn micelio
(diag)w
L10O 10 0.1 24 d
0.2 30 Np
0.3 24 d<m
20 0.1 30 Np
0.2 0 Np
0.3 30 Np
0 0.1 0 Np
.2 30 Np
0.3 30 Np
L1l 10 0.4 11 d
1.0 11 d
2.0 11 d
20 0.4 I0 Np
1.0 30 Np
2.0 30 Np
30 0.4 30 Np
1.0 30 Np
2.0 30 Np
L13 10 o.4 83 Np
0.8 83 Np
1.0 53 d
20 Q.4 83 Np
0.5 53 Np
1.0 83 Np
30 0.4 53 Np
0.5 53 Np
1.0 53 Np

®* Tiempo de incubacidn en el cual se observd crecimento.

Nota: El Liempo de homugenizado on todos los casocs fue de 1 min.
en comparacidn con el que marce la met odologlia que es de -

2.3 min,
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TABLA S

Recuperacison de neohaplontes por dedicariotiza-
cién de la cepa L10 de Lentinus spp.

Cepa

Neohaplontes recuperados

Lt10

21

&0




Tabla &

Aplicacidn del método alterno para la obtencidn de micelio

monocariético medlante la obtencidn de esporas
germinadas.
Cepas Crecimiento vegetalivo Cusrpoe Esporam
tiempo de incubacidn fructiferos germinadas.
(eemanaan) * obtenidos
1 2 3 4 5] No.
L2 0o 1 [+ [ C o —
L3 i 3 3 4 4 3 3
LS 3 3 3 [« c 2} -
LS 1 1 Cc [~ < 2] —_
L8 3 3 4 4 4 2 —-
L9 3 3 4 .4 4 S -
L10 |3 3 4 4 4 3 -
L11 1 1 3 3 3 2 -
L13 |0 2 a 3 4 2 -
Escala hedonica:
0= crecimiento nulo. 2= abundante.
1= escaso. 4= exuberante,
2= regular. Ca contaminade.
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Entrecruzamiento de los neohaplontes obtenidos

dedicariotizacién,

Tabla 7

por el método de

Cepa Neohaplontes No.de cruzas Tipo de micelio
recuperados realizadas observado «

L5 29 58 m

L6 56 112 m

L10 21 42 [

-

Tipo de micelio:

m=

monocaridtico.



Tabla 8

Entrecruzamiento de 1los monocariotes obtenidos por el método
alterno de la cepa L3 de Lentinus spp

Cepa Monocariotes No.de cruzas Tipo de micelio
recuperados realizadas abservado «
L3 3 ? m

* Tipo do micelio:

m=z monocaridtica.



4.2 DISCUSION

De acuerdo con los resultados obtenidos en la
evaluacién del efecto dedicariotizante de diferentes peptaonas
sobre la repa Lé de Leritinus tigrinus a 24% y a 28%C se
puede ohservar que la peptona de carne P (Oxoid) fue la que
presentd mejores resultados ya que su uso favorecid 1la
obtencién de monocariotes. De las dos temperaturas probadas
la de 24°C fue 1a que permitié l1la obtencidén de micelio
monocaridtico en las & repeticiones realirzadas paras esta cepa

(Tabla 1).

De acuerdo con los resultados obtenidos en la Tabla 23
se observé que las condiciones necesarias para obtener
nechaplontes en las cepas LS y L& fueron: una concentracion
de peptona de 10 g/1 y 0.02 ml de indculo, una temperatura de
24%¢ ¥y un tiempo de homogeneizado de 2.5 min. Para las cepas
L1, Lil y L1F, estas condicicnes no permitieron la
dedicariotizacién de las cepas, por ello se decidis variar
la contentracién de peptona de carne P (Oxoid) y de indculo
para dichas cepas.Con las nuevas variables estudiadas
unicamente se logrd dedicariotizar la cepa L10 con 10 g/l de
peptona, 0.3 ml de indculo y un tiempo de homogeneizado de 1
min. De acuerds 3 1o anterior se observé que cada cepa
requiere de diferentes condicianes para la obtencién de

micelio monocariético.
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De las cruzas realizadas entre los nechaplaontes
obtenidos para las cepas L5, L& y L10, no fue posible obtener
dicariotes lo que indica que dUnicamente se logré recuperar
con el proceso de dedicariotizaciédn uno de los nucleos. Estos
resultados son semejantes a los obtenidos por Takemaru quien
utiliza diferentes sustancias téxicas para lograr la
dedicariotizacién de las cepas. Por ello es posible gue la
toxicidad de las sustancias quimicas utilizadas en la
dedicariotizacién no influye sobre la recuperacién de un solo

nucleo.

Al utilizar el método alterno para la obtencién de
micelio monocariédtico se observaron una serie de
inconvenientes como: largos periodos de incubacién, elevadas
contaminaciones, baja densidad de esporas recolectadas,
dificultad para germinar las esporas. Por todo 1lo anterior
unicamente se lograron obtener 3 esporas germinadas para 1la
cepa L3, presentando micelio monocariético. Al hibridizar las
3 esporas obtenidas tampoco fue posible obtener micelio
dicariético, lo que indica que las esparas 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 abtenidos, se observé
que la peptona de carne P (Dxoid) fue la mas adecuada para la
obtencién de los neohaplontes, tomando en cuenta que solo fue

aplicable a las cepas LS, L5 y L10.

La dedicariotizacién realirada a diferentes cepas de
Lentinus spp por medio de una solucién de peptona de carne P
(Dxoid) unicamente permitis para este género la recuperacién

de uno de los dos nucleos.

Las condiciones especificadas por el método de
dedicariotizacién no son exitosas para todas las cepas de
Lentinus spp; comprobandose al obtener neochaplotes solo en

las cepas LS y L& bajo estas condiciones.

Los nechaplontes obtenidos de 1las cepas en donde el
método de dedicariotizacién fue exitoso no presentaron
compatibilidad lo cual se comprobs al realizar el
entrecruzamiento y no obtener el dicariote.

La probabilidad de obtener monocariotes con el método
alterno fue muy baja, ya que de las nueve cepas de Lentinus
spp utilizadas solo para la cepa L3 se lograron obtener 3

psporas germinadas.
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SUGERENCIAS .

Al determinar gue el método de dedicaritoizacién puede
ser exitoso para algunas especies de Lentinus 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 neochaplontes obtenidos
determinar si presentan compatibilidad con neocohaplontes de

otros basidiomicetos para dar continuidad al proyecto.

Se recomienda continuar con el trabajo de dicha
metodologia para con esto dar continuidad al proyecto y asi
favorecer el desarrolloc de 1la tecnologia aplicada a la
investigacién de alimentos para mejorar la calidad y cantidad
de nuevas alternativas alimenticias en onuestro pais que
demanda a la comunidad cientifica tecnologtas eficientes vy

suficientes.
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vi. APENDICE

6.1 MEDIOS DE CULTIVO.

b6.1.1 Medio para la preservacién de cepas

de lentinus spp.

Las cepas se mantuvieron en refrigeracién en cajas de
Petri con agar, extracto de malta. Para preparar 900 ml de
medio de agar extracto de malta, se pesan 7.5 g de extracto
de malta y 10 g de agar y se colocan en un matraz Erlenmeyer
de wun 1litro. Se adicionan 500 al de agua destilada
gradualmente, procurando disolver los reactivos. A
continuacién se tapa el matraz y se deja reposar durante 20
minutos. Pasteriormente, se esteriliza en autoclave a 121°C y
6.8 Kg de presién (15 1bs) durante 30 aninutos. El1 medio
estéril se vacia en cajas de Petri de plastico de 9 cm de
didmetro. Una vez solidificado el medio se guardan las cajas
de Petri en bolsas de polietileno hasta su uso para evitar

contaminaciones y deshidratacidn del medio.

6.1.2 Medio de crecimiento.

El medio de agar extracto de malta deproteinado (DPMA)
fue preparado como lo describié Eger {(8). Se prepara
primeramente upa solucién concentrada de extracto de malta

deproteinado. Para esto se pesan 20 g de extracto de malta vy
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se disuelven en 250 ml de agua destilada. Se mide el pH de la
solucién anterior y se eleva 1.5 unidades con una sclucidn de
MaDOH iN., Después se adicionar 1.4 g de CaClz.ZHz0, se mezcla
y esteriliza en autoclave a 121°C y 6.8 kg de presién (15
lbs) durante 20 minutos. Una vez frio se filtra para obtener
la solucién concentrada. Posteriormente se toman 75 ml del
filtrado y se mezclan con 425 ml de agua destilada, se
colocan 50 ml de esta solucién en matraces Erlenmever de 129
ml, se tapan, ¥y esteriliza en auvtoclave a 121°¢C y 6.8 Vy de

presién (13 lbs) durante 30 minutos.

6.2 CONDICIONES DE CuLTIVO.

6.2.1 Propagacién vegetativa

fas cajas con 15 ml de agar extracto de malta son
sembradas colocando en su parte media un fragmento de agar
{5%5 mm de lada) invadido con micelio, cortado de la
periferia de una colonia en crecimiento (de cada una de 1las

cepas obtepidas) en medio de agar extracto de malta.

&6.2.2 Condiciones de crecimiento miceliar

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 25-28°C.
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&.% METODD DE DEDICARIOTIZACION

&.3.1 Solucidn estandar dedicariotizadora.

Se prepara pesando 20 g de glucosa anhidra y 20 ¢ de
peptona de caseina que se disuelven en un litro de aqua
destilada, de esta solucién se toman S0 ml que se colocan en
matraces Erlenmeyer de 125 ml, se tapan y se esterilizan en
autoclave a 121°C y 4.8 Kg de presién (15 1bs) durante 30
minutos. Esta solucién también se prepard utilizando las

siguientes peptonas:

1. Peptona de soya (Bioxon).
2. Peptona de soya (Merck).

3. Peptona de caseina (Merck).

4, Peptona de caseina (Bioxon).
5. Peptona de carne (Bioxon).
&. Peptona de carne (JVC).

7. Peptona de carne P (Oxoid).

b.3.2 Fragmentacion de los cultivos fungicos.

La suspensién de fragmentos de hifas es producida por
homogenizacién. El micelio resultante de ¢res cultivos en
agar con cerca de 4 cm de diametro 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

mas alta (20).

6.3.3 Dedicariotizacidén.

La solucién dedicariotizadora es inoculada con 20 pl de
la suspensién de hifas fragmentadas (homogenizada), descrita
en la seccidén 3.3.4. Dejar incubar hasta que los micelios

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

6.3.4 Determinacidén del éxito de la dedicariotizacién.

Cuando los micelios sean visibles en la solucién
dedicariotizadora, se homogeneiza nuevamente esta solucién
(Apéndice 6.3.2). Se procede a "platear" sobre cajas de Petri
con 10 ml de agar extracto de malta solidificado con 20ul del
homogeneizado y se incuban a 24°C hasta la aparicien de
colonias aisladas, se procede a examinar al microscopio para
observar la presencia & ausencia de fibulas. Finalmente se
aislan las colonias que no presenten fibulas, se incuban a
28°C hasta obtener crecimiento, s& procede a examinar
nuevamente al microscopio para verificar 1la ausencia de

fibulas (20).
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&.4 HIBRIDACION DE LOS MONDCARIOTES OBTENIDOS

Para hibridizar monocariotes se carta un cuadro de agar
de 0.1 x 0.1 cm de lado de la periferia de una colonia en
crecimiento, de cada monocariote a hibridizar. Estos cuadros
de agar se colocan en una caja de Petri con medio de extracto
de malta lo mas cercano posible. Por lo general se realizan
en una misma caja de Petri entre 9 y & cruzas. A contipuwacién
se incuban las cajas de Petri a 28°C por & dias para ser
obszervadas microscédpicamente con el acular de 1& campos de
amplificacién. Una cruza 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 puntas situados de manera equidistante en 1la
periferia de la colonia. La presencia de fibulas que son
estructuras gque se forman tnicamente cuando se lleva a cabo
una fusidén celular entre las cepas hibridizadas, implica que
los dos monocariotes apareados son compatibles y por lo tanto

dan origen a la formacién de un dicariote.

6.9 METODD ALTERND PARA OBTENER MONDCARIOTES

&.5.1 Preparacién del indculo de grano.

€1 grano de trigo se lava y <e cuece en agua -a

temperatura de ebullicién durante 50 minutos. A continuacion
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se drena el agua caliente y se enfria el grana al  chorro de
agua. El grano frio se pesa y se le adicionan CaSO« al 1.3% y
CaCoa al 0.3%, se mezcla y se coloca en frascos de vidrio,
que se llenan hasta la mitad de su capacidad.

Les frascos de vidrio se tapan con hule espuma y papel
aluminio. Posteriormente se esterilizan los fracos a 121°C y
6.8 kg de presién (15 lbs) durante dos horas. Una vez frio el
grano se inocula cada frasco con el micelio proveniente de
una caja de Petri resembrada una semana antes. Los frascos

inoculados se incuban a 28°C durante 15 dias.

6.5.2 Preparacién de los sustratos lignocelulésicos
para la produccién de esporoforos.

Para preparar el sustrato se dejaron remojar por
separado el aserrin de pino, €l bagazo de cafia y el salvado
de trigo durante 24 horas. Al final del remoio se drend el
exceso de agua, se realizd la mezcla en base humeda en  una
proporcién de S50:50 de aserrin de pino : bagazo de cafla y
10% de salvado de trigo para cada bolsa de 1 kg de
capacidad., Se mezclaron los sustratos y se colocaren en doble
bolsa de polipapel para ser esterilizados a 12t°c y &.B kg de

presion (15 1lbs) durante 2 horas.
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6.5.3 Inoculacién del sustrato.

Dejar enfriar las bolsas de polipapel con el sustrato
en el interior de la autoclave. Pesar 10 % de inéculo de
trigo en base al peso humedo del sustrato. Mezclar el
sustrato con el indculo, y hacer pequefios orificios en la
bolsa interior con una aguja de inoculacién esterilizada a

la flama.

&.5.4 Incubacién.

Dejar incubar las bolsas con sustrato inoculado en
estufas de incubacién a 28°C entre 40 y 170 dias, dependiendo
de la velocidad de crecimiento de las cepas. Realizar la
medicién del crecimiento micelial semanalmente con base en
una tabla hedonica establecida previamente. Al crecimiento
nulo asignar el valor de cero. Considerar este valor cuando
no haya crecimiento en el sustrato y no se presente
contaminacién. Emplear el valor 1, para designar poco
crecimiento. Tomar esta medicidn de los crecimientos
miceliales que cubran un 30 % del sustrato. Codificar el
cracimiento reqular con el valor de 2, para identificar a
aquellas bolsas que presenten un crecimiento micelial que
invada entre un S0 - 70 % del sustrato. Denctar los
crecimientos abundantes por 3, reportarlos cuando el micelio

cubra un 70 — 90 % del sustrato. Representar un crecimiento
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exhuberante con 1a calificacién de 4, ' reportarlc cuando el
'micelio cubra 100 % del sustrato con un micelio vigoroso. Los
hongos y/o bacterias desarrollados sobre los sustratos se
determinaran como contaminantes representandose con la letra

c.

6.5.5 Condiciones de fructificacion.

Al final del periodo de incubacién, cartar 1las bolsas
_.con incisiones laterales y posteriormente sumergirlas en agua

a 20°C durante 48 horas.

Colocar 1las bolsas en un inverpaderao previamente
desinfectado y donde los periodos de iluminacién y abscuridad
seradn 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 recirculacién del aire por

medio de un ventilador.

&.5 RECOLECTCION DE ESPORAS

El desarrollo de los primaordios hasta cuerpos
fructi feros maduros tarda de I a 5 dias. Las esporas de los
cuerpos fructi feros maduros se colectan sobre un papel filtro
estéril colocado dentro de una caja de Petri estéeril. 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



el hongo se introduce en una zmara himeda. Esto .es, una
bolsa de polietileno con agua en el fondo y & oradaciones a
la altura del borde de la caja de Petri para permitir el
intercambio gaseoso. La humedad se mantiene colocando una
tira de papel absorbente a lo largo de toda la bolsa. Estas
camaras himedas se mantienen a temperatura ambiente y ciclo
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 refrigeracisn a 4°C.

&.7 GERMINACION DE ESPORAS Y ATSLAMIENTO DE
MONOCARIOTES

Para la germinacién de esporas se corta un pequefio
pedazo del papel filtro que contiene a las esporas y s&e
deposita en un tubo de ensaye con 1 ml de agua destilada
esteril y se agita. La suspensién de esporas resultante se
diluye hasta obtener por conteo al microscopio 30 esporas por
cada 20 yl de suspensisn. Posteriormente diez caras de Petri
con madio de extracto de malta se inoculan cada una con 20 gl
de la suspensisn de esporas y se incuban a 28°C durante 2
dias. A partir de este momento se examinan todos los dias vy
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 medio de extracto de malta.
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