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INTRODUCCION 



l llTllODUCCI ON 

Lo• ••qull•o• a1rlcola1 lnte1ran •l ••Yor volu••n d• lo• 

d11p1rdtclo1 11n1rado1 por la aatlvtdad huaana. Lo• r11lduo1 d• 

la co11otiia d• 1rano1 t1ualan o ••ceden 1·1 voluaen d•l producto 

aaaaatlbla. In M••laa la praducalOn da ••ta• aatarlal•• •• 

encuentra alrededor de 88 alllon11 d• tan1lada1 anual••• par lo 

que 11to1 r11lduoe oon1tltu~1n una fuente di r1cur101 r1novabl11 

qua •• nacaaarla utlll•••· Actualaanta la cantidad da •••lduca 

11n1rada •• •uoho -•••or a la que puede ••r uttllaada 

atlclant•••nta en la laa•lldad val tirar loa raeldua• ha elda la 

apcldn ••• barata, v par la tanto la•••· favareclde, con el 

aubeacuant• afecta naclva •obra al ••dla aablanta <28>. 

A p11ar 'de la• dlv1r1aa t1onola1·••• ••l1t1nt11 para el 

apravaahaalanta da dicha• ~at•rl•I••• •u utlllaaclOn acaelona un 

1a•ta ••tra can paquelra retorno .• la lnvaralOn v por aao na •• 

lleva a etecto de ••n•r• 11n1rall•ada. Por ello 11 n1011arto .un 

·oaabla d• actitud, •• da~lr, an 1u1ar da qua la• raalduca 

eaan canelderada• ooaa un daeperdlola na daeeada,. ••ta• daban aar 

vl•ta• caao parta lnt•1r•I dal eletaaa de praduaoldft da all•enta• 

<21>. 

da loe aequllaaa a1rloala• a• qua una de aue 

·aanetltuiianta• •• un pall•Ho dUlall de da1radar, aaao ea la 

111nlna. 



La a•ociac16n tntl•a d• Ja ll&nlna con la celulo•a ll•lta la 

utlllzaclón directa d• loe d••echoe ll1nocelulOelco• en la 

allmentactOn anl•a!: A ello•• debe que I• Jl1nlna preaente en 

lo• d•••cho• veaetal•• l•plde que eean ueado• co•o forraje ya que 

au dl1e•tlbllldad dtamlnuye cantor•• au•enta el contenido d• 

l l1ntna <28>. 

SI •e pretende ••pilar la utlll•aclOn de lo• d•••cho• 

llanocelulO•lcoa, •• naceeartc dleelnulr eu contenido 

l t1ntna. S• han ••ludiado di taranta• ••todo• para dearadar Ja 

lt1nocelulo•a1 entre ello• ••pueden aenclonar loe tl•lcos, 

loe qul•lco• y loe •loroblol01tcoe, aunque nln1uno de ello• ha 

tenido ••tto a ntval tnduetrlal, aln ••barao lo• ••toda• 

•larablol61tcc• han deepertado rectente••nt• arand•• 

eepactatlva• para eu apllcaotOn practica. 

En loe Gltlaoe airee •• ha obtenido tntoraac16n •obre •I tipo 

de or1anleaoa capacee d• d•aradar la ll1ntna, aat ooao de al1uno• 

da loa factora• que controlan ••t• prooaao en la natural•••• 

coao re•ultado da ••to• eetudloa •• ha vleto que 6nlcaaent• 

ctartoa hon10• eon capacead• atacar a Ja ll1ntna. Eetoa hon10• 

•an cla•lf lcadc• dentro de da• c•t•1arla•1 hcn1c• d• la pudrlcl6n 

obacura y hon10• da la pudrtct6n blanca. Eata denoalnaoton aeta 

baeada en loe caabloa tlalcoa, en particular al caablo en color 

que autre la aadera co•o r••ultado de la acol6n d• ••ta• hon10•· 

En t6r•lnoa a•n•r•l••• loa hon10• d• pudrtcl6n obacura ocaelonan 

4nloaaante ca•blo• aenor•• •n la eatruotura d• la lt1ntna, ~ por 

•lle qu•d• la ••d•ra d• caler ob•cura, ~lo• d• pudrlc16n. blanoa 
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aon capace• de d•¡radarla oompletament•, aat al perman•o•r la 

celulosa en •I su•trato, adquiere un color blanco C20l, El 

mecanlemo practso con que ••t• blopoltmero es decradado no •e 

conoc• con ••actttud. 

A peear de loe eetudtoe que•• han r•allzado haeta la 

fecha, no han etdo obtenida• laa cepaa ni la• condtolone• qua 

permitan inducir una alta d•llanttlcaclOn ••lactlva UU. La 

blod•1radact6n da la ll1nlna ha •Ido relatlva•ent• poca 

e1tudlada. La ••yorta d• la• tnvaatt1actonaa en aeta &rea ••tan 

caracterizada• por un ~ntoque tuert••ent• bloqul•loo, oo•o eon 

lo• cambtoa producldoe por dlterantea tlpoa de hon10• -•obre 

ala;unos co•pueato• aro•Atlooa y vario• tlpoa d• l ltnlna• 

pu•ltloada• 13>, 

Haeta la tacha no •• ha realizado nln16n aatuerzo para 

obtener tntor•aclOn eobr9 el ••canla•o 1•n•ttco que controla la 

producción del •l•t••a enalaAtlco para la da1radaolOn de la 

ltcntna, a paaar de la aran l•portanola da eat• aeoanlaao, tanto 

en Joa··aapectoa olentltlcoa b&alcoa, ooao en loa d• apllcacl6n 

pr6ctlca de aeta• conocl•l•ntoa. Por ello, •1 d••arrollo d• una 

••todolo1ta qua par•lta la utlll•acten dM lo• r••lduo• 

lt1nocalulóalcoa a nivel coaarclal reaulta lnoonceblbl• atn dicha 

1nfor•act6n <S>. 

Po• la• razon•• anterior••• •• decldló eetudlar •• 
••jora•lento 1•n•ttco para la de1radacl6n da la lt1noceluloea 

utl l izando a lo• baaldlo•lcato• co•o •odelo ••p•rl•~ntal <&>. 



La tal.ta de tnve•t1a¡ao10n •obre 18. d~aradao16n de la IJ1ntna 

•e debe a que la ••n1pulact6n 1•n•ttoa d ... lo• ba•ldlo11Joato• 

pr•••nta ••ria• dltlcultade•, al1una• da ella•· •on1 nu••rceo• 

baeldlo•loeto• tienen requarlmlanto• nutritivo• ooapllcadoe, lo 

que haoa que au cultivo en el laboratorio eea •uy problam6ttco. 

La ••)'orla d• loa baeldtoatcatoa eon da oraol•l•nto au~ lento, y 

no •• Poatble ~btanar 1•neracton•• en plazo• Corto•, coao •ucad• 

con la• bacteria•. Loa ba•tdtoatoato• •on auy au•capttblea a 

••r aontaalnadoa can· aohoa qua puedan oraoar r6ptdaaent• en lo• 

••dloa uaadqa. Otro taotor que oca•lona un aayor 1rado da 

dtftcuttad en al aanajo da aato• hon10•, •• la oo•plejtdad de au• 

S"•aocton•• •••ual••· Aal al•ao, tracuantaaant·a •u ciclo d• .vida 

no puad• a•r coaplatado en al laboratorto, ya qua •u.cha• vaca• •• 

requieren condtolonaa aabtantal•• auy aapeclttca• para Inducir 

loa ••tadloa final•• da au d•earrollo •••ual <24>. 

Dentro d• lo• dttarentaa tipo• da hanao•. da la· pudrtclón 

blanca, •• ••l"•aoton6 al h;on10 coaaet.lbla Pleyrpt¡u1 g1trea\y1 

para eatudlarlo en aeta trabajo, debida a aua oaractarl•tloaa 

1anattcae y tlalol01tcaa o nutritiva• qua peraltan qua laa 

dlttoultad•• a~t••. aanclonada• dl••lnuyan a un .•lnlao. Por 

•J•aplo, r11yrgty1 9atr99\y• •• encuentra dentro da lo• ~on10• 

auperlorea. qua han etdo ••ludiado• 1anattcaaanta C2, 3 y 25>. 

E•to• a•tudlo• lndloan qu• la ••nlpulaolón 1•n•tloa d• ••t• 

or1anle•o •• poalble y no tan co•pltcada. 

Otro aepacto to•ado en cuanta.para la ••laact6n da r11yrp\uw 

91\r•'P\M•• •• au capacidad para da1radar lt1ntna aa1ectfva1anta 



.C22>. Desde hace tiempc ae sabe que entre loa hon101 de pudrición 

blanca existen diferencia• respecte a •u capacidad para ataoar 

selecttvam•nte a la ll1nfna o loa poli•ac~rtdos ve1etale• <16 y 

22>. Recientemente •• han desarrollado pru•b•• que peralten 

ldentlttcar a lo• honaa• de pudrtcf6n blanca que d•aradan 

1e1eCttvamante 111ntna, habt•ndo•• reportado que Pleurgtu1 

q1tr1atus ••encuentra dentro 4• 11101 <2 y 3). 

t.t HIPDTESIS 

Con 11 pr•••nt• trabajo •• ••P•ra corroborar •l ••• 2 

mu.tant•• aoelulal ttlca1 CC .. > obtenida• a la teoha •• 1nou1ntl'an 

mutada1 •.n el al1ao crupo de 1ene11 ParA 1116. 11 hlbftdl&:aron 

monocarfot11 pro11nle d• tipo <C-l provantent•• de la• 2 

•utantu ' <C-l dl1ponlbl11. SI ooao r11ultado d• 11to1 

aparea•iento1 1le•pr1 11 Obtl1n1n dlcarlot11 <C->, 11ra po1tbl1 

concluir que la• alt1raotone1 pre1ent11 en ••b•• autant11 11 

llevaron a cabo .•n 1•n•1 td•ntlco• tanto en tipo ooaa •n na.era. 

Con un prooedt•fento de aeleocf6n 1•n•ttoa d' c1pa1 con una 

caractert1tlca c•n•ttca particular •• pa1lbl1 1nrlqu1c1r o 

au••ntar la po1lbtlldad d• obtener cepa•. con un .vt1oroeo 

creclalento •lc•llar, aal coao obten•~ a11uno1 dtaartot11 CC-> 

qua pr•••nt•n uft con•!-'•º •A• ••l•otlvo de la lt1ntna >"· •n donde 

al al••o tte•po •e acentuara •u oaracter acelUlolltloo. 

Con•idera~do que loe aonocartate• CC-> dl8ponlbl1• pravtanen 

d• pra1•nl•• dltaranta1 en donde al Qnlca par6metro en oa•Qn p&ra 

IU •elecol6n tu• al oarAoter CC-), ••di e1p1rar•e qUe.dentro de 
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la• nueva• combinaclones, se obten¡an dlcarlotes <C-> que 

pre••nt•n 

tiempo •• 

un con•umo m4s •electivo de ta ll¡nlna, 

acentde eu carActer acelulolttlco. 

y al mtsmo 

Sin embarso, 

ta•bl•n •• po•lbla qua s• obten¡an cepa• donde lo• patrone• de 

conaumo ••an •emejanle• a la• cepa• ortalnale•, o bien que 

pierdan ••l•ctlvldad en el conaumo de ll&nlna. 

1.2 DBIETIVD 

El pre•ente trabajo e•ta ubicado dentro de un proyecto 

1lobal que pretende de•arrollar un proce•o d• dellsntticac10n 

aelecttva por ••dio de cepas mejorada• da Pleuratu1 01trwatu1. Se 

e1pera que con un proca•o de ••t• ttpo ••r~ poalbla aprov•char 

al1uno• ••quttmo• asrtoola• de manera tnte¡ral ya que •e contarla 

tanto con la producción de e•porotoros para el consumo hum&no y 

can la po•ibllidad de utilizar el •u•trato real dual ya 

dell1nttlcado en la allm•ntaclón de rumtant••· Para lo¡rar este 

objetivo•• requtar•n cepa• con un cractatento mlceliar vl¡oro•o 

y una alta productividad de eaporotoros. 

Ha•ta Ja tacha varia• etapaa da eata proyecto 1tobal •• han 

coapletadoa Sa han producido mutan_t•• <C->, y alauno• da ello• &e 

han •ajorado 1en6tiaa•ent•1 eln e•barao el deaarrollo mlc•liar de 

la •ayorfa da aeta• •utant•• e• todavla muy pobre. 

El pr•••nt• trabajo •e planteo entone•• como objetivo 

•anlpular a•n•ticamente ••• •utant•• acelulolttloa• dl•pontble• 

para obtener dioarlotee con un Yl¡oro•o crecimiento mlceltar y de 

••r poelbla con •ayer eel•ctlvldad para de¡radar lt¡ntna. 

6 



INFORMACION GENERAL 

SOBRE EL TEMA 



lllFC*IM:lml ClllSllAL 5119RE EL TEllA 

2. 1 UCIUIUIOS .~ICOLd. 

2.1.1 l11POrtanola de lo• ••quil•o• a1ricola• 
utl l laaalOn. 

•u 

La •ltuaalOn aundlal pr••ente •• caract•rtza por una crl•1• 

1•nerallaada en la dl•trlbucton d• all••nto•, en particular de 

lo• da tipo •nara6tlco, •l•ult•naaaanta a una oracl•nt• nacaaldad 

d• pra•arvar el ••dio aablanta. La •ltuaotón •• ••• patente en 

lo• pal••• eubdaearrollado• o en vla• de d••arrollo, en dond• 

•U productividad a1rlcola •• auy Interior a lo• 

rendlalanto• obtenido• por lo• pal••• lnduetrlaltzado• <15>, lo 

qua aunado a la• alta• ta••• d• cr•otalanto daao1r&tloo ha 

oauaado un datartoro aradual da au altuaolón allaentarta. Por 

ello, ••to1 pal••• laportan cantidad•• con1ldarabl•• da producto• 

altaantlclo• para cubrir au• n•o••ldade• b6•1oaa. Por otro lado, 

aotual••nt• lo• •ubpraducto• a1rtcola• ~ to•••tal•• r•pr•••ntan 

para ••to• pal••• un pot•nclal altaentarlo de•aprovechado. En la 

••)'Orla d• loe cultivo• a1rtcol•• •l producto oo••chado 

repre•enta •Ola el 30• do la blomaoa total producida y lao 

perdida• dal •atertal oo••chado •• acercan a un &Os (38>, 

•tentra• qua con la acttvtdad tore•tal la produoct6n de ble•••• 

de•p•rdtctada •• todavta •uoho •ayor. En N••tco la produoc10n de 

cereal•• ••encuentra alrededor d• lo• 15 •lllane• d• toneladas 

anual•• <Tabla 11 1181. "t•ntra• quo la produocton anual do lo• 

principal•• re•lduo• a1rfoola• aloan•a lo• 

ton•lada• <13> <Tabla 11>. 

•• •t l lonH de 



TABLA I. PRODUCCION NACIONAL DE CEREALES PARA 1988. 

CEREAL TOTAL DE LA COSECHA 
CT•1t•lat1a•> 

nAIZ • ... a ••• TJUOD :a 4ll• .... 
9DROO .... 771. .... 
ARROZ 

TOTAL S.4 e&lt .. ~ 
1•11mt •111111. 11 ara11t11a. _,.. 11.-11e1 u••· 



TABLA II, PRODUCCION NACIONAL DE ESQUILMOS AGRICOLAS 
PARA 1988. 

ESQUIL110 AGRICOLA PRODUCCION 
<Ton•lada•> 

BAGAZO DE CANA 87 688 8:1115 
RASTRO.JO DE nAJZ 84 8611 87.1. 
PA.JA DE SORGO :11 S94 949 
PA.JA DE TRIGO 8 93.1. ·~3 
OLOTE 8 116.1. 866 
VARA DE ALGODON 73:11 988 
PA.JA DE FRl.JOL 68:11 7:118 
PA.JA DE ARROZ 683 782 
PA.JA DE CEBADA 398 :113.1. 
PA.JA DE CARTAllO lill82 4.1.7 
PA.JA DE SOllA .1.:113 887 
PA.JA DE A.JON.JOLI 23 :1188 

TOTAL lili 87:11 348 

tl.:CIM ..... 111.-1a1111acr01 ,_,...., CUH>. 



De acuerdo con el análisis previo. en la mayoria de los 

cultivos cerca de la mitad de la btomasa total producida 

permanece desaprovechada (31>, lo que re•ulta en una acumulación 

periódica de cantidades considerable• de de•perdicio• veaetale• a 

c&u•a del caracter ctclico de la a1rtcuttura. Debido a que los 

procesos de de1radacl6n natural no pueden tuncionar con 

efectividad en las sltuaoion•• en que los desperdicio• a1rtcolaa 

y forestales son producidos y acumulado•, ••toa han ll•aado a 

convertirse incluso en un peligro para el equilibrio ecol6&ico. 

Estos son generalmente.conalderadoa como ba•ura y tirado• en ria• 

y lagos o a terreno• baldio• potencialmente aartcola•, lo que da 

tusar a fuente• de contaminac16n e tnaalubrldad. La oficina d• 

Industria y Medio Ambiente del Pro1rama de la• Naolon•• Unid•• 

publicó un documento •obre el aprovechamiento d• ••quil•o• 

agricolas y tore•t•l•• C16>. En la Tabla 111 •• re•u•en la• 

tecnotoatas aplicadas a los eaqull•o• a1rtcola• y tore•ta1••· La 

•elecclOn de una u otra de la• tecnolo¡ta• aenclonadaa depender6 

de 1a cantidad y de la• caracterl•tica• de lo• r••lduo• 

disponible•, I• poelbilidad de utilizar dicha tecnoloata, el 

mercado de lo• producto• f Snal•• y de conaideracton•• tacnlca•, 

econOmlcae y •octal••· 

El de•arrollo de teonoloata• qu• uaen •atoa ••t•rial•• d• 

desecho para increaentar la producción d• ali•ento• bA•ico• ••de 

lnter•s pri•ordlal. E•to re•olv•rfa loa probl•••• ecot61tcoa 

mencionado• ad••As de au•entar •I rendl•l•nto eoon6aico de la 

aartcu~tura. Lo• alcance• de dicha tecncloata aertan todavia 

mucho mayor•• pue•to que •• tendria acc••o a lo• vaato• producto• 

10 



TABLA III.TECNOLOGIAS PARA EL APROUECHAMIENTO DE 
RESIDUOS AGRICOLAS V FORESTALES. 

- COl1BUSTION DIRECTA 
Ol:Nl:RACION DI: - BIOGRS 

J:Nl:ROIA - ETANOL 

APLICACION - FERTILIZANTES 
A LA - ACONDICIONADORES 

TIERRA DEL SUELO 

ALIMENTACION - ALIMENTACION DIRECTA 
ANIMAL - FERMENTACJON 

MATl:RI ALEB DI: - TABLEROS 
CONBTRUCCJON - PAPEL 

... a c.1 •• mm. 



vegetales generados continuamente como resultado de la acttvtdad 

totoslntettca de las plantag, permitiendo una utlltzac16n más 

completa y racional. El volumen de estos recur•os 

co1H11derable; se calcula que la btoma•a total producida 

fotos1ntéticamente sobre la •uperttcte terreatre •obrapaaa l•• 

10
10 

toneladas por año (40>. De ••tas tan 1010 10• de la btoma•a 

es sintetizada por loa cultivos, mientra• que un 7S• •• produce 

en las zonas boscosas (S). 

A. pesar de los usos potencial•• tan e1etaneos da lo• 

subproductos l lgnocelulOalcos, en la actualidad •61c •en 

utilizados en una fracolOn muy pequeña. Entre lo• principales 

usos esta: la tabrlcaciOn de materiales de oon•truooiOn 

<tableros>, en la industria de papel aon quemado• para 1•nerar 

energla, tambt•n son utilizado• en la allmentactOn de ru•lantea, 

en el campo como abono or,~nlco, para el relleno de terreno• o 

bien tirados en campos cercano• al •ltto de produootOn, Stn 

embargo, la cantidad de residuo aenerado es •ucho •ayor al que 

puede ser utilizado etlclentemente an la localidad, 't por lo 

tanto •u acumulactOn tavorace un de•aqutlSbrto sobre el medio 

amblante <29>. 

Hasta la techa no se ha loarado desarrollar un proceeo 

prActico, a pe•ar de lae numero••• tnv••tiaaaton•• art•ntadaa 

hacia et deearrol lo de t•cnolo1la• para la utl ltaactOn de 

materiales ttanocelulósloo•. Esto se debe a vario• factor•• d• 

suma lmportancta. Uno de el loa•• el oaracter disperso de au 

producctOn, to que aunado a au baja denatdad, ooaatona qu• loe 
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costos de transporte •• conviertan en una de las variable• m~s 

importante• que afectan a la economla d•I proceso. E•t• factor 

adquiera todavla ~ayer importancia al con•iderar plantas 

industriales de 1ran capacidad que ei1uen •I enfoque de llevar el 

•U•trato al proceso, tenl~ndo•e a•l que transportar cantidades 

enorme• de •uatrato. Dada la dtsper•l6n en la aeneraoión de los 

d••echos a1rtcolas, ta aplicación de un proyecto implica un 

cambio de enfoque, que conKiattrta en llevar et proceso al 

•u•trato. Para ••to •• requiere una tecnolo¡ta alternativa, 

aueceptible de ser implantada en pequeftoa módulo• en et campo 

de•pu•• de la cosecha1 debe aer •imple, de t•oil operación y 

requerir de poco capital. Sus repercualones aocloecon6mlca• 

eertan dacldldaaente poeltlvae para el medio rural, pues loa 

ai••o• campesino• podrian proce•ar eu• deeechoe y ocupar•e en una 

actlvldad económicamente redituable durante el periodo entre 

coaeoha•. D••de e•t• punto de vleta la• tecnoto1la• a 1ran escala 

no •on tan atractiva• ya que orean muy paca• fuente• de trabajo 

en comparaci6n con al alto oo•to de lnveralOn y, ade•A•, al alto 

arado d• co•plejldad tecnol61lca de tal•• proceeoa extae ••na de 

obra con cierto nivel de eepeclall2aol6n <27>. 

2.r.2 Eetruoture f leloa y qul•loa del .. tarlal 
ll&noc•lu16•loo ~ de •u• oo•ponent••· 

El aaterlal lt1nocelul6•loo ••tA oonetltutdo tlpioamente, 

por lo• poll1a0Arldo• oelulo•a, h••loeluloaa y ll&ntna, •lende 

••te 4ltlao al principal coaponante aetructural de la parad 
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celular de las plantas. El contenido de celulosa varia de AO a 

60~. et de hemicelutosa de 15 a 50% y el de lignina de 10 a 30~ 

dependiendo del tipo de vegetal, del tejido y de la edad del 

mismo <12>. 

~os tejidos ve¡etal•s presentan una 

bastante uniforme <Figura l>. Una 

oraanizacl6n 

pared celular 

celular 

ttpioa 

está constituida par una laminilla media, una pared primaria y 

otra secundarla; esta última compuesta, a su vez, por tr•• cap&•I 

s 1, S2 y S3 <tt>. Por lo 1•neral la capa S2 •• la de Wlayor 

espesor comparada con la pared primaria, ta lamlnllla media y la• 

otras dos capas <S1 y 53>. En la lamlnllla aedla •• encuentra 

casi toda la li¡nlna, cuya proporcl6n dlamlnuye conforme •• 

acerca al lumen. La parad aecundarla contiene muy poca llgnlna, 

está constituida principalmente por poll•acArldoe. A cada capa d• 

ta pared secundarla se ad~ieran la celulo•a y cantldadea mtnlaa• 

de otros constituyentes formando estructuras lonattudlnales 

llamadas microflbrlllas, dentro de cada una de las cuales •• 

encuentran tas mo1écula9 lineare• de oelulo•a unida• lateralmente 

por puentes de hldr6¡eno y por tuerza• Van de~ Waala (10>. 

Los arado• de ordenamiento de lae aol6cula• de oelulo•a 

dltleren; cuando eatAn altamente ordenada• •e lee conoce caao 

criatallna•, y la• reaton•• con ••nor·arado de ordena•l•nto •• 

denoalnan amorfa• <Ft¡ura 11>. Dentro de la pared aecundarla, la 

ll¡nlna e9tA concentrada en toe ••pacto• tocall~ado• entre la• 

mlorottbrillaa, las re1lone• aaortae y loe ortetalee entre 

crlatale• de celutoea. Se •u&l•r• que la aeoclacl6n de la 

celuloea con la lt1nlna ••en aran parte fSatca, tor•ando un 
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F1•ur• I. P•red celular tipica del tejido ve•etal con laminilla 
•edia ILHI. Pared prim•ria !PI y Pared •ecundari• 
constituid• por c•P• exterior l•1l. c•pa central 1521 
y cap• interior IS3l. crowlins e.E.' ~961 l. 
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r1,ura II. CAi Hicrofibrillaa que coeponen la• capaa de 
la par..S aecundar1a. 

181 Hicrofibrillaa eoatrando'laa •ol•culaa de 
celuloaa asociad•• en diferente• •radoa 
da ordanac16n. 
Crowlln• B.E. 119611. 



•lstema de entrecruzamiento de poltmeros. Esta intima 

aso~iaciOn fiaica •e considera responsable de •u resigtencia a la 

de1radaci6n bioló¡i9a. En la• re¡ionea aaorfaa, entre criatalea 

de celulosa, •• encuentra ta•bi6n hemicelulosa, ~lnerales y otros 

materiales como ¡rasas, ceras, ac•lte• eaenclales, taninos, 

resinas, carbohidrato• solubles y prote1nas (10>. 

La celuloea es un poli•acárido de alto peso molecular 

formado por unidades de o-1lucoua con uniones a-1-4-

glucoatdicaa, con las unidades de glucosa en conformac16n de 

atila y lo• arupo• hidróxllo en la posición ecuatorial estable 

C10). La molécula es alargada y plana, sin ramlticaciones, 

idantiflc4ndo•e qulmicamente tres tipos de celulosa: 

oeluloea. 

La hemiceluloaa, 11egi:m su composlci6n 

«1 8 y s-

qutmlca, 

preaenta con cuatro tipos de estructuras: xilanoa, B-mananos, 

¡alactano• y L-arabinanos. Los congtttuyentes principal•• de la 

h•mloelulo•a en lo• 

1tllano•, tal•• como 

re•tduom 11gnocelu16atcos •on 

4-orto-metil-glucuronoxilano• y 

los 

loo 

arabino-4-orto-metllalucuronoxilanos y a-mananos, tales como 

gluco y 1alacto-alucomanano1 C10). 

La ·¡ i&nina •• oona lderada como un materia 1 lncru•tante )'& 

que•• el óltlmo componente •lntetlzado po~ el tejido veg•tal1 •u 

produocl6n aumenta conforme envejece ta planta. E• un polímero 

••tructurat de la• plantae va•culare• formado por unldade• de 

fenll propano, proporciona a la• planta• rl&ldez y unlOn entre 

au• o•lulaa, adem6• d• di•minuir la pera•abllidad al aaua a 
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traves de las paredas celulares <37>. 

L.a tormac10n de lt¡n1na en los tejido• vegetales e• 
sumamente compleja y no totalmente entendida; comprende varias 

etapas, tanto de reacciones puramente qulmtcas como enzimáticas a 

partir de precursores primario•, todo• del tipo alcoholes de 

fenll propano, En consecuencia, la mol6cula da lianina pre•enta 

una estructura ramificada e lrreaular <3>. 

2.1.3 "étodo• u~lllz3do• para auaentar la dt1eatlbllldad 
de los de•p•rdlcto• a1rloola•. 

En los último1 aR01, diverso• ¡rupos da tnve•ti1adores han 

estudiado el problema, 1e ha tratado da aumentar la 

biodlsponlbllidad de la c•lulo1a utilizando tratamientos ti•ico•, 

qufmlcos y microblol6aico1 o aombinacione1 de ••toa. Cab• 

mencionar que en al auno'1 ca•o• adem.is de la l ignina, pueden 

existir otros compuestos qutmlco• que aea nece•ario eliminar por 

lo que amerita el empleo de m•• de un •i•t••• de pretratamtento 

<1>. Es indudable que la aelecciOn de uno u otro lrataalento 

dependerA de la composición qutmica del reslduo·y de la calidad 

del producto tlnal qua •• d•••• obtener, del luaar- •n donde •• 

localice la planta Jndu•trlal, de la capa,cldad de la •l•ma y de 

un an•ltsts de la• ventaja• y desventaja• d• un proc•dimlento 

dado, todo aunado al factor económico. 

Uno de loa principal•• factor•• qu• han dltiaultado el 

eatudlo d• lo• mecania•o• enzt••ttoo• de la biode1radaot6n de la 

1 lantna, •• la dlt•r•ncia que exi•t• entre •u de1r-adaot6n y 1a 
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de otro9 blopolimeros. Algunos de los obet•culo• presente• en la 

lt¡ntna eB que no posee unidades repetitivas unidas por enlaces 

ta.el tes de hldrol i~ar y su degradación ea relativamente lentfl 

(41>. Por ello •e han tratado de encontrar las condlclones 

óptima• de cultlvo bajo las cuales se etectae una rApida 

degradación y se produzca mayor cantidad de enzima• dearadadoras 

de lisnlna, eln mucho éxito. 

2.1.4 0.1radactón de la lt&ntna por •icroor1anisaos. 

Los ~nlco• •lcroorganlsmos capaces de atacar a la li¡nina 

son lo• llamado• hongos de pudrlcl6n obscura y blanca. 

Loa hongos de pudrición obscura, atacan principalmente a los 

poli•acArldoa de la madera, pero de manera mtnlma a la ll&nlna. 

El ataque da eate tipo de hongos a la pared celular de la madera 

emplaza con una metabollzacl6n de las auetanctas de la capa S2 en 

la pared secundarla. La capa 511 la pared prlmarla y la lamlnl11a 

media aon por el contrario baetante resletentes a la de¡radaclón 

debido a au alto contenido de ll¡ntna <11 y 32). Or¡anl••os de 

e•t• tlpo •oni Parla aontlcola, L•nzit•• trab1a Y 

llRiUllll. ( 20 y 21 l • 

Lo• honao• de pudrict~n blanca, gen capacea de atacar 

tanto a la l lanlna_ como a 101 pol 1•ac6f'tdoa de la madera, es 

declr la celulosa y h••icelulo••· En b••• a la capa.cldad de 

•atos, por atacar diferente• coaponentes de la ttanoceluloea, •• 

lee ha cla•lflcado en do• dtterent•• arupoa <20>1 
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al Los que degradan Jos tres componentes de la madera 

simultáneamente. Organismos de este tipo son: Polyporus 

vorsicolor y Lentinua nicripes. 

b> Aquéllos en lo• que la degradactOn de lisntna e• m~• rAplda, 

que la degradación de celulo•a y hamtceluloaa. Or1anS•mos de •ste 

tipo son: PolYporut berkelwrl, Eorwas ~•••rlu1 y Plwurotu1 

ostreatue. 

2.2 Pl1urgtu1 ottreaty•. 

2.2.1 Caractwrlwtlca1 1•neralea. 

El honao Pleurotua 01treatus ea uno de lo• m61 importante& 

qua prospera en los re1iduos agrolndu•trtalea. Se deaarrolla 

abundantemanta aobre la pulpa de ca16, •1 baaazo de caRa de 

azúcar y el henequén entre otro1 matertale1. Ea una eapecta 

comeattble y 1u1cepttble de aer cultivado a e1cala tnduatrlal, lo 

que proporciona una aJternatlva exc•lente para man•jar y utilizar 

en tor~a mAs raclonal lo• de1eoho• a1rlcolas en H•xtco (31). 

2.2.2 Ciclo d• vida. 

E1te honao otrec• una potencialidad para el da•arrollo 

de un proceao lndu1trtal de deliantticactón, ya que pertenece a 

101 que dearadan Jt1nina con •ayor porcentaje y rapidez. Debido a 

que Plwyretye e1trwaty1 e1 co•e•ttble, la• potancialtdad•• para 

•u u10 indu1trtal ion •ucho ••vcra1, ada••• da evitar•• lo• 
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posibles problemas toxicolósicos. Una vez dell¡nlttcado el 

sustrato, •ste podrta ser utlltzado en la alimentación animal ya 

que se convierte en ~n material rico en celuloaa y hemlcelulosa. 

Plturotup 01tre•tu1 es uno de lo• hon¡oa de la pudrición 

blanca 1 que ha aido más estudiado gen•ticamente; de eatos 

estudios •e ha concluido que es táctible de manipularlo 

¡enéticament•. El mejoramiento ¡en6ttco ae puede llevar a cabo 

por hibridizacione• (25>. 

PJwyrotu1 oatreatu1 pertenece a la clase de los 

ba1idiomicetos, ésto• ae diferencian de los demAs hongos en que 

producen su• espora• an sitios especializados llamados basidios, 

a diferencia de los a•comicetos que los producen en unas 

estructuras 
~ 

llamadas ascas, El micelio de la mayor1a de loa 

baaidtomioetos paa~ por tres estado• distintos de desarrollo; 

primario, •ecundarto y terclarto, para que el hongo complete su 

ciclo de vida <Figura 111>. El micelio primario ¡eneralmente se 

~esarrolla a partir de la ¡ermtnactOn de la bastdtospora .. Al 

prlncipto pued• •er multinucleada ya que el núcleo o los n6cleos 

de la bastdlospora •e dividen muchas v•ces a medida qua el tubo 

aermtnallvo emer1e de la es~ora y comienza a crecer stn producir 

septaa. La fa•• multtnucleada as corta porque pronto se forman 

tabique• qu• dtvlden al mtcello en c•lula• untnuclead••· El 

micelio secundarlo•• ortatna del micelio primario. La• células 

aon tlplcamenta binucleada•. El ••tado blnucleado comienza cuando 

•e fu•lonan los protoplaatos de dos células uninuclaadas, sin que 

haya melo•t• deepu6• de la •lto•l•• La c61ula binucleada que ••' 

•• forma produce una ramtt1cacl0n a la cual ••tira •I par 
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Fi~ura 111. Ciclo de vida de Pleurotua 09treatu1. 



nuclear; los dos núcleos se div~den conju1adamente, y loa nócleos 

hermanos se distribuyen en dos células hijas para lniclar el 

mlcelio blnuclear. 

El mlcello terolarlo est• repreaentado por lo• tejido• 

especlallzadoa que se ort1lnan para formar lo• esporOforos de los 

basidiomtcetoe. Lo• ba•idiomlcetos producen basidlo• en cuerpos 

fructitero• altamente or¡anlzadoa de varios tipos. El bastdio se 

ortaina como célula terminal de una hita binucleada y se 

encuentra separado de la misma por un tabique a cuyo lado 

generalmente •• encuentra una tlbula. Al principio el basldio es 

angosto y corto, pronto se a¡randa y se hace mAs ancho, En tanto 

tienen lugar estos cambtoa externos, dentro del basidlo joven se 

fusionan los n6cleoa Ckariogamlal y el núcleo 2igOttco pronto 

sufre malosls, dando lugar a cuatro núcleos haploldes. Entre 

tanto emer1en cuatro esterlgmas en el extremo del baetdlo y sus 

extremoe •e agrandan para formar lo• esbozo1 de 

basldtospor••· Lo•· cuatro n6cleos pasan a lo• j6venes 

baatdtoeporae, que van a completar su de•arrollo como células 

uninucleada• haploid•• Ci, 25 y 35). 

2.2.3 Requerl•lentos nu~rlitvo•. 

La mayorla de lo• mlcrooraanleao• heter6trofos son capace• 

d• obtener lo• Atomo• de carbono, neceeartos para eu nutrición, a 

partir de carbohldrato• de bajo peso molecular. La dtftcultad de 

a•lmtlacl6n ••ve incrementada con lo• poll•ac&rldo•r almld6n, 
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celulosa, hemtoelulosa, pectinas, etc. La llgnlna, compuesto 

abundante en ta naturaleza y asaetado generalmente a la 

celulosa, como ya se mencton6 anteriormente, es de dlttcll 

degradación. El humus de los bosques, por ejemplo, ea un complejo 

rocmÁdO por llgnlna, celulosa y hemlce1uloea. Ptaurotua 01traatu1 

se caracteriza porque en au tase veaetatlva metaboltza 

preferentemente llgntna <26>. 

El nitrOgeno puede ser asimilado por los oraaniemo• en 

diferentes formas como nitrógeno amonlacal o como nttrOgeno 

O!gánlco presente principalmente en las protetnas o bien en los 

acidos nucleicos. Pleurotus ostreatup requiere de b&jos niveles 

de n1tt·6geno para su desarrollo y asimila en terma mAs efectiva 

e1 nttró~eno orgAnioo presente en las protefnas que contiene el 

sustrato; éstas son producto de la termentacl6n a través de la 

multiplicación 

microbianas. 

y muerte sucesiva de diversas poblaciones 

Todas las poblaciones mtcrobJana• re~ut•r•n mineral•• en 

mayor o menor erado, aunque poca• vece• •• requiere 

•umtntstrarlos a medto• de cultivo detlnldo• por considerarse que 

las cantidades necesarias eet6n cubierta• por lo• atnerale• que 

contiene la materia prima. 

2.2.4 Requerlalen~o• a•blental••· 

En el proce•o de producc16n de Pl1urotu1 p1traatu1, Ja• 

condicione• aabtentales tienen una laportancta tundaaental. La 

productividad depende de un adecuado control d• la teaperatura, 
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del pH, de la hu~edad (tanto del medio ambiente como del 

sustrato> asl como, de los niveles de aireación. En la naturaleza 

estas condiciones se dan aOlo en determinadag res iones 

geogrAticas y durante ciertas 6pocas <26). 

TEHPERATURA. Pleurotus oatreatua crece a una temperatura 

Optima de 28~2·c durante su tase vesetativa y durante la tase 

de tructlticaci6n ••ta dl•minuye a 1e-22•c. 

AGUA. El •uatrato o medio de cultivo debe contener m~s de 

50~ de agua¡ la humedad óptima oscila entre 65 y 70%, mientras la 

del aire debe tluctuar entre 90 y QSK. 

OXIGENO. Por aer Plturgtua 01treatus un organismo aerobio 

requiere de oKtgeno para •u r••plraolOn y el aire es el medio 

adecuado para su suministro. Durante la tase vegetativa el C02 

inhiba la tructificaclOn; ya que se produce en mayor cantidad, 

mientra• que en la ta1e de tructiflcaclón el porcentaje de C02 

dlamlnuye permitiendo el crectmtento de primordios. 

pH. El pH óptimo d•l •U•trato e• 7.0, e• decir un medio 

neutro. 

2.2.s l•portanala co••ralal. 

El con•umo de los hon10• co•••tibles como fuente de alimento 

es muy anti1uo. Doa e1pectas, Llpntlny• edades y Yolv•rioila 

~· •• con•umen deede hao• m6• de 2 000 añoa en lo• pal&e• 

aai~ticoa como producto de un cultivo artificial C26>. Por otro 

lado la especie••• ampli•aente cultivada en la actualidad y de 

25 



mayor importancia comercial hoy en dia e= 6Rnricue blsporlu1 con 

una producción anual de 1,227,000 toneladas e~ 1986. El volumen 

de producción de Shiitake u hongo japonés también es importante 

(314,000 tonelada•/anUales) aunque su consumo no es tan 

generall;ado como el del ohampiñOn, siendo JapOn el principal 

centro de 

hongos comestibles 

C6). De iaual manera las otras especie• d• 

cultivadas y consumidas, principalm•nte, 

en el Este AslAtlco, Una excepción es el caeo de Pl•urotup 

ostraatu1 1 cultivado y consumido cada vez mas en Europa y los 

EE,UU con 169,000 tonaladaa anuale9 •n 1986. 

Aunque loa hongos comestibles han aido oonaumidoa como 

alimento básico en cierta• zonas de Europa, Atrica y Suda•6r1ca, 

generalmente se les considera m•a como un inarediente o 

complemento de diterente~ platillo•. Una po•ible explicación 

puede ser la e•casa oferta del producto, preclo 

comparativamente alto y •u alta •u•ceptibilldad al deterioro 

C26>. La seaunda cau•a •et• intimamente llaada a la prlmera, •n 

deflntttva, una mayor oterta resultarta •n un menor precio. Eeto 

no obstante, requarlrta da la lnstrumantaclón d• nueva• forma• y 

canales d• com•rclallzaclón que permltan la dl•ponlbllldad del 

producto a un mayor mercado. Independlent8•ente de cómo )' •n qu• 

medida sean reeueltos esto• problema•, la importancia d• lo• 

hon10• como fuente de alimento ha auaentado y aumentara debldo a 

sus excelente• cualidad•• ••neorlale•1 aaradable aabor y tina 

te•tura. 
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En HéxJco Pleurotu& ostreatu& se 1dentif 1ca con el nombre de 

"seta", "hongo 09t16n", "oreja de izote", "oreja blanca", "oreja 

de palo" y "hon¡o de ba¡azo" <30>. El cual es uno de los 

alimentos m~s antiguos consumidos por el hombre. La producción de 

setas una da las pocas postbllldades exi•tentee para Ja 

biotranstormac16n de residuos llgnocalulOaioos sin someterlos a· 

los pretratamtentos, antes manclonados C28), 

2.2.6 Caractertsticas aensortale•. 

Los esporotoros de Pleurotua ostroalu• se caracterizan por 

su casquete cónico, al principio presenta una apariencia de 

campana, luego convexa y por último plana, con una pequeña 

protuberancia en el centro. Su diámetro cuando es adulto, es de S 

a 20 cm. Presenta varios matices del moreno al castaño, y a 

veces de blanquisco a color caté muy claro C31)! 

La• l•••I•• son primero blanca• y IUG¡o de color ro•a o 

carn•, •on blandas y muy separadas del tallo. Este e• de 5 a 15 

cm da altura, ma~tzo, •uave o ligeramente escamoso, blanco, pero 

obscuro en •u base. Una peculiaridad de este género e• lo blando 

de la• lamal••· 

Su •abar •• a¡radable, tarnAndose carreaeo en el ple que 

puede a no pre•entar•• ••16n la• condicione• de cultivar cuando 

se cultivan •n oam••• d•••rrollan pi•• centrales, mientras que en 

•uperttcl•• vertloale• tor•an pi•• lateral~s o exo6ntrJoos <43), 
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2,2.7 Valor nutrltJvo. 

Pa~a determinar el valor nutritivo de un alimento se 

consideran, par re¡la general.varios par~metros: comOnmente su 

compos1c16n quimica proximal, contenido de vitaminas 'I 

compos1ci6n de amlno~cidos en gu protetna. La aompcaición 

quimic& debe tomarse con reservas ya que ésta ~a ve afectada por 

diversos factores como aon las diferentes variedades eK1stentee 1 

la composlclon de Ja materia prima, el método de preparaolón del 

sustrato, el método de.cultivo, ta etapa de cultivo en la que se 

cosecha ~t producto y las ~ondlctones de almacenamiento C2Sl. 

Los hongos comestibles presentan generalmente un alto 

contenido de humedad, de 85 a 92~; valot simllar al de la mayoría 

de los vegetales. Se pueden encontrar grandes variaciones en el 

contenida de humedad dentrp de una misma e•pec:te, la cual •e debe 

principalmente a las condiciones ambientales en que ae deaarro11a 

el cultivo (26). 

PROTEINAS. Para la cuant1ticac16n de protetnas •e determina 

com~nmente el nitrógeno total del producto¡ •• considera qua ••te 

elemento repr•••nta un cierto porcentaje de la• prote(nas. En Jos 

honao• comestibles la pre•enota de ~itró1eno no proteico 

(quitina, quitosanoa, Aatdos nucleicos> afecta ••t• ~edición. El 

contenido pro••dio de protetna e• da 2.S a A.O~ <ba•e humedal. Eñ 

aeneral, el contenido de proteína de los hongo• fresco• los slt6a 

•n una poatctOn tnt•r••dia •ntr• lo• veaetal•• y lo• productos de 

ort¡en ant••l• 61t• •• ap~oxl•adaaent• do• v•oe• el contenido da 
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proteina de vegetales tale• como espArra¡os, col, zanahoria, y 

doce veces el de frutas como naranja• o manzana• C45>. El valor 

nutritivo de una ·pro~eina depende de eu contenido en amino6cidos 

esenciale•, es dectr aquellos que el humano no puede slntetizar y 

deben ser •umini•trados con la dleta, 

CARBOHIDRATOS. Diferentes carbohtdratos han sido 

identitlcadoa en diferente• ••pecte• da Pl•urotua 1 dentro d• 

••tos 9e encuentran azúcares reductores, hemtceluloaa, celulosa y 

srandes cantidad•• de manitol. Eate último azúcar ttene un papel 

ti•1ol6gico i•portante en la as1mtlacl6n y retención del aaua 

(45). 

GRASAS. El contenido promedio de ¡rasa• de 

01treatu1 •• encuentra entre 2.0-2.s•. 

Pl•urotus 

MINERALES, Un an6li•i• de la• cenizas muestra que Pl•urotua 

contiene cantidad•• apreclablea de potaato, t6•foro, cobre y 

hl•rro, aunque bajo• niveles de calcio por lo que •• una fuente 

rica en al1unoa mineral•• para la •11mentac16n humana <•A>. 

VITAMINAS. Pleurotua contiene una buena cantidad de ciertas 

vltaainaa, aunque laa claaiflcadaa como "llpoaolublean CA, D, E 

y K> •on eaca•a• debido al bajo contenido de 1r••••· En lo que •• 

refiere a vita•inaa aolublea en aaua, por cada 100 s de producto 

aeco ••cuenta con 5 •I de rlbotlavtna, SS •I de niaclna y. 82 •1 

d• 6oido ••oOrblco (AS>. 
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2,2.B 

Después 

Efectos del al•aoena•lenlo sobre la calidad del 
producto. 

de la cosecha, lo& eaporoforos de Pleurgtus 

o&treatu& continúan re•plrando a altas velocidades y sufren 

cambice en su mortolo¡la, apariencia y compos!o!On qulmica. 

Estos cambios pre•entan considerable Importancia para la 

comerclalizac!On y consumo. La frescura •e pierde como 

consecuencia de la resplrac!On, dl1mlnuyendo t¡ualmente el pe•o 

seco. Este proceao e~ m4s evidente a temperatura ambiente. 

StmultAneamente se preeenta una p•rdida conalderable de protelna, 

to que atecta stgnltlcatlvame~te su valor nutritivo. Por lo 

anterior es recomendable que el producto cosechado sea enfriado o 

procesado lo m~s pronto poalbl• deapu•• del corte, mediante 

secado, enlatado o cualquier otro m6todo de pre••rvaciOn, O• ••ta 

manera se evttan, tambl6n," lo• daffos cauaado• por lo• diver•o• 

mlcroorganismoe que trae normalmente conai10. De i¡ual man•ra el 

ob1curecimiento enzia•ttco provocado por daRo• mec6ntcos •obre •u 

supertlci• puede reductrae y debe evitar•• un alaacenamtento 

prolonsado que tambt•n resulta en un ob•cur•oimiento (26>. 
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PARTE EXPERIMENTAL 

3. 1 DIAGRAHA. 

3.1.1 Diagraaa para el aeJora•iento genético. 

56 H.l-HJx Ma.84 
MOHOCARIOTEB <C-> 

J JI llJ JU 

9 H4-Ha .. Ma .•4 
MOHOCARJOTEB <a-> 

J JJ Jll IV 

HlBRIDlZAClOHEB 
PROOEHJTORES 

J J 9 H4-HZ >< 56 H.l-H.l 
J J 9 H4-H2 >< l J 56 Hl.-Hl. 
J 9 H4-H2 >< 56 Hl.-Hl. 

9 H4-H2 >< J J 56 Hl.-Hl. 
RECOMBJHAHTEB 

JJJ 9°H4-Ha >< JU 56 Hl.-H.l 
JJJ 9 H4-Ha >< J JI 56 H.l-Hl 
JU 9 H4-Ha .. J J J 56 Hl.-Hl. 
IU 9 H4-Ha .. JU 56 H.l-H.l 

OBBERUACJOH MJCROBCOPJCA 
<APARJCIOH DE ~JBULAB> 

OBTEHCJOH DS DICARIOTSB 

SUALUACION DSL CARACTSR ~C-> 



3.1.2 Diacra•a de 1a preparación de1 in6cu1o de crano. 

ADICIOH DE 
caso, al 1. 3Y. 
caco, al 11. 3Y. 

ESTERILIZACIOH 
121•C;"1 hr 

EHFRIAMIEHTO 

IHOCULACIOH 
COH LAS CEPAS 

IHOCULO 
DE 

GRAMO 
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3.1.3 Oiagra•a de la preparación del austrato_para evaluar 
los patrones de consuao de loa dicariotes 
acelulo11ticoa. 

COMPONENTES DEL SUSTRATO 

DETERMIHACIOH 
DE HUMEDAD 

FERMEHTACIOH 
3 DIAS 

PASTEURIZACIOH 
3 hs 

lHOCULAClOH 
AL 3. llY. 

EMPACADO EH 
BOLSAS DE 1 Ktr 

lHCUBAClOH 
aa!aºc 

25 V 511 DlAS 
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3.1.4 Diagr .. a de la evaluación de 1011 pmtro~ de conauao 
de loa dicariot.,. aceluloliticoa sobre los 
co•ponentee del •U•trato. 

DETERMINACION 
DE HUMEDAD 

DETERMINACION 
DE CENIZAi 

MUESTREO 
2:1 V :111 DIAS 

SECADO 
LA MUESTRA 

DETERMINACIONES 
ANALITICAS 

DETERMINACION 
DE LIOHINA 

LIOHINA APARENTE Y. 

DETERMINACION 
DE CENIZAi 

LIONINA REAL Y. 
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a.2 "ATERIAL Y EQUIPO. 

Para mejor habllldad del contexto este inciso esta 

ampliamente desarrollado en el Apéndice. 

a.a "ETODDLDGIA. 

a.a.1 "EJDRA"IENTO GENETICO. 

Para hlbridtzar los monocartotes, de cada uno de ••to• 

cortar un cuadro de ag~r de 0.5 x O.S cm de lado, de la periferia 

de una colonia en crecimiento. Colocar ••toe cuadros d• aaar 

en una caja Petrt con medio de extracto de malta lo mAs 

cercano posible CPor lo 1anera1 1e realizaron en una mi1ma caja 

petrl de 4 a 6 cruzas>. A continuactOn incubar las cajas petri a 

28±2•c por 6 dias para •er observadas mtcroac6plcamente con el 

ocular de 16 campos de ampllflcaclon. Determinar una cruza como 

positiva cu~ndo al observarla al mtcro1coplo •• aprecien ttbula• 

o conexiones "clamps". Para evitar errare• •e considera que la 

cruza es posltlva cuando ••tas eetructura• •on obaervada• por lo 

meno• en tre• diferentes punto• •ltuado• de aanera equidl•tante 

en la periferia de la nueva colonia. La• coneKlone• "clamp" •on 

estructura9 que se forman Onlcamente cuando•• lleva a cabo una 

fusión celular entre las cepa• hibrldlzadaa. Ea por ello que '•u 

pre1encla lmpllca que loa do• monocarlotes apareado• aon 

compatibles y por lo tanto dan 

dlcarlote. 
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3.3.1.1 Evaluaol6n de lo• patrone• de consu•o do los 
dloarl~tes acelulolttlcoa ~obre el •Ustrato. 

Lo1 sugtratos ti1nocelul6sicos inoculados con las 

diferentes cepas se incuban 2e±2•c, tom~ndose muestras a los 25 y 

50 dias. Secar las muestras para determinar su contenido de 

humedad y loa cambios en su composición. Esto• cambios sen 

detectados cuant1ticando en el sustrato, a cada periodo de 

incubación la• cantidades de cenlzaa, 111nlna• glucanos y 

xllanos. 

3.3.2 DETER"INACIONES ANALITICAS. 

C•nlzaa (4). 

Para cuantificar la• ceniza•, colocar un crisol a peso 

con•tante en la mufla a sso•c. Una vez trio el crisol, P•••r 

d• la •ueatra y carbonizar con Ja ayuda de un mechero. A 

·contlnuaclOn colocar nuevamente el crisol en la mufla hasta 

obten•r cenizas de color blanco o ari•. Finalmente dejar enfriar 

et crl•ol dentro de un desecador y peaar nuevamente. 

Lllnlna <lS>. 

E•ta determinación •e basa en que al tratar un material 

ll1nocelulOslco con un 6cldo fuerte•• hldrollzan todos loa 

carbohldratoa y por lo tanto •e •olubllizan, dejando un r•alduo 

ln•oluble que por detlnlci6n·a• la li&nina. 
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Para determinar la lignina, pesar l s de muestra •eca en 

un matraz Erlenmeyer de 500 mi y adicionar 10 mi de •ctdo 

sulfúrico al 72•. Mezclar la muestra para que se humedesca con el 

ácido y dejar reposar durante una hora. A contlnuaciOn adicionar 

290 mi de agua destilada, tapar el matraz con hule eapuma y papel 

aluminio y esterilizar a t21•c y 15 libra•· de pre•i6n durante 

una hora. Despu~s del tratamiento t•rmico el contenido del matraz 

se filtra en caliente en papel Whatman No.1 previamente tarado. 

' Eliminar el sobrenadante y lavar el precipitado de lt1ntna con 

agua destl lada hasta ·que el pH del agua de lavado alc&.nce un 

valor cercano a S. Posteriormente secar el papel filtro a eo•c 

hasta peso constante. El material residual correaponde a la 

llgnlna aparente. Para determinar la ligntna real se requiere 

cuantificar la cantidad de cenizas insolubles Que permanecen 

retenidas en la lianlna ~parente. Para ello tomar entre 0.2 y 

0,4 s de lignina aparente y cuantificar la• aenizaa. La cantidad 

de li¡nina real se calcula de la siautente manerat 

li¡ntna aparente (~) e Peso de llgnina/Pe•o de la muestra x 100 

llgnlna real<•>= K ll¡nina aparenta <1-• de ceniza• en llanlnal 

E•tracci6n de carbohidrato& <24 Y 25>. 

E•ta determinaciOn •• baaa en que al tratar un material 

lignocelul6eico con un acido fuerte ae eolublltzan todo• loe 

carbohldratos, para aer cuanttflcado• por 
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Para extraer los carbohidrato• peear 200 •1 de mu•stra en 

un tubo de centrttuga de 15 mi de capacidad y adicionar can 

aaltaci6n 10 mi d9 Acido sult~rtco al 67•. Dejar Ja •ueatra 

repo•ar durante una hora a t•mperatura"ambiante, agitando cada 

15 minuto•. A continuación centrifugar a 5 000 rpm durant• 20 

minutos y eliminar el precipitado obtenido. En la eoluciOn 

resultante determinar los glucanas y Jos xtlanos. 

Glucanos <24), 

En el ••todo de Klein-Wei••man, la• hexoaas son oxidadas 

por el ~cido sutt~rico y dan origen al tormaldehido, el cual 

en presencia de •oldo cromotrOptco propicia una coloración 

violeta proporcional al contenido de hexoaaa. 'La eficiencia del 

m•todo analtttco eelecctonado y de Jos factores que interfieren 

en el desarrollo del color fueron estudiado• en un trabajo previo 

et>. Considerando los reeultado• obtenido• en dicho estudio, laa 

condicione• óptimas para Ja cuantificación d• hexoaae aon las 

st¡uient••f 

Tie•po d• calentamientoJ SO mtnutoa. 

Ab•orbancta •Axtmat 570 nm. 

Concentract6n de actdo cromotróptcot O.S 1 en 205 mi de 

Ac!do oultOr!co !S H. 

Con la• condicione• óptima• realizar una curva est~ndar de 

aluco•a •n aaua. 
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La cuanlltlcactón dit ¡lucanos se lleva a cabo de la 

sfgulente manera: co~ocar 1 mi d• I& aoluc16n problema en un tubo 

de ensaye y añadir a contlnuactOn S mi del reactivo de Kletn

\;.le'lssman. Tapar loe tubos de en••)'• y colocarlos en un bailo de 

ag:ua a temperatura de •bulllctón durante 50 minutos. 

contlnuac10n enfriar lo• tubo• tn•ediatamente y leer a 570 nm 

~6rttra un blanco de agua. 

Para preparar el reactivo d• Kletn-Weis•man, di•olver 0.5 

de Acldo cromotr6p1co en S mi de agua destilada y adicionar 205 

mi de ácido sultllrlco 15 "· El raacttvo •• debe preparar al 

momento, de lo contrario •• requiere guardarlo en ref ri¡erac16n 

pot un máximo de dos ••manat. 

Xilanos t40). 

El m•todo de Tracay •• fundamenta en que al oxidaraa las 

pentosas por la aceion del •ctdo acético en pra•encia da anilina 

y oxigeno s~ desarrolla ~n complejo colorido de color naranja. 

Esta coloraci6n es proporcional a la cantidad de pentosa• 

prese~tes en la mueBtra, De acuerdo a los reaultado• obtenido• en 

un trabajo previo (1), la• condiciones ópttaa• 

cuantificación de hem1celuloaa •on la• •1gµtente•: 

Absorbancia m•xima1 475 na. 

Temperatura de reacción: 30±2•c. 

Tiempo d• reacci6n1 24 horaa. 
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Con •1ta1 oondtcton•• r•al laar una _curva a1t6ndar con 

1oluolon•• de xllo•a en Acldo eult6rlco al 87•, debido a que la 

xtloea ••el coaport9nt• que .1e encuentra en •avor proporotOn en 

la h••lcelulo1a. 

Para llevar a cabo e1ta deteralnao16n, colocar 2 •l de la 

aueatra en un tubo de en••Y• y adlctonar 6 •1 del raaotlvo d• 

Traoey. Dejar 101 tubo1 de en••Y• •n la ob1curldad a 30±2•c 

durante 24 hora1. A contlnuaol6n to•ar 1a1 lectura• d• la• 

auaatra1 a 475 n• contra un blanco d• •oldo 1ultórlco al 87•. 

Preparar el reactivo da Traoey ••aclando en un traeco d• color 

a.bar SOO al d• 6alda aa6tloa 11aalal, Sal de 6clda D•6llca al 

511, 24 •I de a1ua dHtl lada y 18 al de anl l ln• lnaalare. El 

reactivo no daba u1aree d11pue1 de una •••ana de 1u praparaclOn. 
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3.4 EXPERIKEHTOS Y RESULTADOS 

En. •I Departamento de Alimento• y Blotecnolo1ta de la UNAK, 

•e han lo1rado avance• •n •l deearrallo de cep&e de Pleurpty1 

ostreatu• para la d•1radacl6n ••lectiva d• ltantna. Al lnlclo del 

pr•••nte trabajo •• contaba ya con autant•• acelulolitlca• <C->, 

alcuna• de la• cual•• hablan aldo aejorada• 1•n•ttoaaente (34 y 

35). Sin embar10, el deearrollo alc•llar de la 1ayorta da •••• 

c9paa <C-> era tadavta muy pobre. Por ello, para ••t• trabajo •• 

plante6 un aejoraal•nto 1•n•tloo por hlbrldlzaolon•• entre laa 

mejor•• cepa• <C-> cOn •1 objeto da obtener capaa donde •• 

combinara el caracter acelulolttloo con un vt1oroeo craclalanto 

mlcellar y una buena capacidad para aonau•lr lt1ntna. Al 

de•arrollar oapa• con e•t•• caractarl•tlca• •• loararla un avance 

•lanltlcatlvo hacia una atlclante y ••lectiva da1radacl6n da la 

ll1nocaluloaa. 

La• capa1 aonocarlótlca• · con carActar CC-> qua en ••t• 

trabaja fueron hlbrldlzada• partenacian a da• 

pro1anl•• portador~• del caractar <C->, la del dlcarlote i§..-H1:.. 

Nl s Mg.24 y la dal dlcarlota 9 H4-N2 1 Mg.36. Coao •• aab• ••l• 

hon10 pr•••nta 4 ttpo1 d• co•patlblltdad, 2 corraapondan a loa 

ttpoe pro1anltora• y 101 2 ra•tanta• a lo• tipo• raooablnant••· 

L0e aonocarlot•• acalulollttco• da cada pro1anl• •• raolblaron Ya 

.claeltlcado1 da acuerdo a •u tipo da ooapatlbllldad. En la Tabla 

ae presenta la claelflcaoi6n de •atoa da acuerdo a 1ua tipo• 

de caapatlbllldad. D• la• 2 tipa• pra1•nltar••• •I tipa 

carr••pand• al tipa d• caapatlbllldad d• la a•pa 

1laapra 
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portadora d•I car6cter CC-> ya aea •1 monocariot• ~o bien 

el ~· El tipo J J corr••ponde entonce• a lo• tlpoa de 

compatibilidad d• lo• monooarlot•• wllve•trea, ya aea el ~ o 

112...li· 

3.4.I Apareaatentoa entr• •onocarlot•• ooapatlbl•• con 
diferente capacidad para conau•lr celulo••· 

En la Ta~la 2 •• indican loa apareamiento• realizado• con 

las cepa• monocarl6ttca• acelulolttloa• de laa 2 proaenle• 

portadora• del car6cter CC->. Lo• re•ultados muestran que da un 

total de se apareamientos, 70 fueron posltivoa •• decir formaron 

dlcarlotes y 18 fueron ne1atlvoa. 

3.4.2 SeleoolOn de dloarlotea acetulolltlcoa. 

3.4.2.1 Medio de aal•• alneralea-carbox1mat1lc•Julo•a 
<B"-C"Cl. 

Una vea obtenido• loa 70 dloartote• a• procedl6 a deteralnar 

au capacidad para conaualr c•lulo••· Para ello, ae llevó a cabo 

una evaluación del car6oter acelulolftlco/celulolttlco en 

aedlo SM-CHC a loa 7 y 14 dlaa de lncubactOn. Loa re9ultadoa 

obtenldoa ae obaervan •n la' Tabla 3. Durante loa primeros 7 

dlaa de lncubact6n, 21 dlcartotea fueron claaltlcadoe como 

celulolttlcoa CC+> y 4Q dlcartat•• como acelulolittco• CC-l. 

En la seaunda evaluaclOn, a loa 14 dtas de tncubaclón, se observó 

que un nQmera ••Yor d• cepas fueron capaces de formar halo 

celulollttca, reaultando 66 dScarSot•• como tC+> ~ Onlcaaenta 8 

coao tlpo <C->. 
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3.4.2.2 Hedto de extracto de malta deproteinado-carbox!mettl 
celulosa CDPHA-CHC>. 

En el medio SH-CHC •• obsarv6 qu• •l crectatento mlc•llar 

era 1•n•ralment• muy pobre, por ello •• d•ctd16 ca•blar la 

primera capa del medio de ••1•• •ineralea por extracto d• ••Ita 

de protetnado, ya que ••t• ••dio •• mA• rico •n nutriente•. Era 

de esperar•e que al emplear un medio con mayor di•pontbllidad d• 

~~triente• •erta po•lble realizar aeta evaluaol6n da tor•a ••• 

rt¡uro•a, e• decir en.e•t• ca•o •• •llmtnartan a la• cepa• de 

tipo celulolttlcas que no mantte•taran •u car6cter por taita de 

nutrientes. La mayor dl•pontbtlidad de nutriente• re•ultarta en 

un mAs raptdo y abundante crectmlento mtcallar, adeaae •• 

dl•mlnulrtan lo• rte•ao• da conta•lnaclón en loe ••dio• de prueba 

y •• loararta eventualmente una mA• r6plda deteoct6n del 

car6cter ce->. 

El tla•po da evaluación en ••te caao tu• de 7, -14 y 21 dlae. 

Se •eleoclonaron ••ta• tiempo• da •ueetrao para dat•r•lnar el el 

comportaaiento d• las cepa• variaba al auaantar. •I tl••pa d• 

Incubación y al •l••O tiempo definir cuando •• po•lble det•r•lnar 

por prla•ra v•z el oar6cter <C-). 

Al •l••o tiempo que •• avaluaron lo• 6 dloartot•• en ••t• 

nu•vo ••dio, ta•b16n •• evaluaron 4 cepa• taett10, que d• 

antemano &e aabfa eran de ttpo celulollttoo. 

Durante loe prlaeroe 7 dfae todoe lo• dlcartote• CC-> no 

pr•••ntaron taraactón dal halo, •lentrae que teda• la• capa• 
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te•tt1a •1 d••arral laran la tor•actón del halo <Tabla 4>. A lo• 

14 dfa• •• ob•ervó una toraactón del halo •UY dttu•a con 3 cepaa, 

mientra• qua la•' otra• 3 no lo habf.an da•arrol lada 

C 1 1 48 K 48A, l t 7 l 1 4Bp )' 21 54 1 48,U • A lo• 21 dfa• d• 

tncubactón aato• 3 ólttma• dlcartote• permanecieron •In formar 

halo. E•t• coaporta•tento no var16 aón de•pu6• de proloncar el 

tiempo de lnoubacl6n haata 31 dl••· 

Da ••ta ••n•ra, en el ••pertmento anterior al hlbrtdtzar la• 

procenl•• d• lo• 2 dtcarlote• 56 Ht-Nl x no.24 y Q HA-N2 M Ho.36, 

tu• po•tbl• obtener 3 c•p•• acalulolfttca• de un total de 70 

apareamlentoa. R••ultaba entonce• nacesarto evaluar •I 

oomportam!ento de ••ta• cepa• •obra la ltanocelulo•• para 

detaralnar la• po•lbllldade• de •u u•o pr6ctlco. Para e•te 

ara oonventante propaaarla• •obre un desperdicio 

lt1noceluló•lco y determinar loe patronee d• coneumo de la 

ltanoceluloaa por lo• 3 dlcartota• CC->. Ta•bl6n •e podrta 

•elacctonar atmult6naamante a la• capa• ••• pro••tadorae al 

obaervar au acraetvldad aobre el deapardtclo ll1nocalulO•lco 

utl l laado. 

ª·"·ª lli:VAWAClllll DE LOS PAT8011ES DE C«m9UllO DE LA 
1.IGllOCl'.LULOSA POa LOS DICARIOTES ACEl.llLOLITICOB. 

Para llevar a cabo ••ta avaluaclOn •• utlltzO un •uetrato 

fóraulado con paja da trl10, raatrojo de eatz y alote. E•te tue 

Inoculado con la• 3 capa• acalulolfttoa• obtenida• an el 

••Jora•tento 1•n•ttco. Para ••te axparl•enta •• ••plaaran ta•b16n 
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4 cepas testt¡o y 5 cepa• acelulolfttcas provententea de otra 

tnvesttaacfOn, las cuales no habian •Ido evaluada• pr•vtamente 

sobre un matertal Jt1nocalulOetco. 

El deearrolJo •tceltar de lo• 8 dicartotes CC-> y las 4 

cepa• testtao fue evaluado de •anara vl•ual a lo• 25 y SO dta• 

de lncubacl6n oo•o •• •u••tra en la Tabla s. A lo• 26 y SO dfa• 

la• cepa• controle• ~, 56 H1-N1 x Hg.24, 66 Hl-Nl Hp.36 y 

56 H!-N! • Q H4-N2 y laa cepa• 1s48 ! 489, a!~1~7a1....a.~4~6~9 y 

2:54 K 489 •o•traron un deearrollo ve1etattvo abundante, ••decir 

todo el •uatrato fue tñvadtdo por el •toelto, A loe 26 dtaa la• 

cepas ~ y ~ pre•entaron un daearrollo •tceltar 

todavta pobre, •!entra• que el de•arrollo veaetattvo de la cepa 

!.§....JL..€Ji tue nulo. A loo 50 dla• la• O•P•• ~ y ~ 

pr•••ntaron un tncr••ento en el de•arrollo veaatatlvo, atentrae 

que la capa~ pre•e~t6 haeta entone•• un pobre deearrollo 

mlcellar. 

La oo•poatctOn del auetrato •• analta6 en t•r•tnoa de 

centz••f 1t1ntna y carbohidrato• por ••dio de una htdr0l1•1• 

total con 6ctdo eultórtco al 87• y •ub•ecuent• deter•tnaotOn de 

1lucanoe y wllanoa. 

En Ja cuanttttcactOn de ctucanoe y 'xtlana• fue neceaarlo 

reaJtzar una curva eatandar de aluco•a en •1ua y xtloea en 6otdo 

1ultGrtco ~·•P•ctlva••nt•, ••ba• •t1uteron la ley d• La•b•r-Beer. 

La prl••ra ha•ta una concentract6n de •O •11•1 que corre•pond16 a 

una ab1orbancta de t.3Q (Tabla 8> y la ••1unda preeen~6 un ranao 

de conoentraclon•• d• O a SO )Jll•I !Tabla 71. 
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Cada determinación •e reallz6 por trlpllcado para la• do• 

replica• de cada ~~pa a cada tte•po de tnoubact6n. Ad•m~s se 

anallz6 el eu•trato ort1lnal •ln Inocular. 

El au•trato pa•teurlzado •ln Inocular Cal tiempo O> pr•••ntó 

en ba•• •aca un oontanldo porcentual da ceniza del 7.St:t0.14, 

da llgnlna Q.3S:t0.64, da &lucano• 64.24:!:0.18 y da Kllanos 

18. Sl:tO. 41, 

En las Tabla1 8 y 9 •• reporta la composlcl6n del 

•U•trato en ba•• aeca al tiempo O y da•pu6e de 25 y SO dla• de 

lnoubacl6n con loe 8 dlcarlotes CC-> y la• 4 cepa• ta•tlgo. A lo• 

25 dtaa de lncubación •• puada ob•ervar que la proporcl6n de 

ll&nlna an la• cepa• ~. 1171 • 48i, ~ 

~ dl••lnuy6 llaeram•nt• de Q.3SC a Q.OO• apro1l•adaaente1 

•l•nlr•• que en la• dem6• capa• •e ob•ervó una disminución 

•ayor, a• decir •• obtuvo un 7.oe• para la cepa control 5S..li1.::. 

Nl 1 Mg.24. 

Con raepacto a lo• 1lucano• •• puada ob•ervar qua toda• la• 

cepa• preaantaron una dl•atnucl6n an la proporct6n de ••l• 

ooaponenta. La capa 11....JL...iI. preeant6 una cantidad da 1lucanoe 

da 60.84• ••••Janta al au•trato •ln lnooular, ••1utda por la• 

capa• controla• 58 Hl-N1 1 p H4-N2 y ~con S8.96S y se.ea• 

raapecttvaaante. Con la• cepa• li.....1.....§i y 1148 • 48@ y el control 

se Hl-Nt • Mg.38 •• praeentO una •ayor dlsalnuct6n an •• 
porcentaje de 1Jucano•, •u cantldad bajo cs2.gs•, 52.84 y 62.60• 

raapectlv•••nte), 
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Para la cantidad re9idual de xtlanos se pueden observar que 

las cepas con menor dtsmtnuctOn en este componente tuaron 101 

controle• 56 Hi-Nt x Ho.36 y 56 H1-N1 x 9 H4-N2 ambo• oon 

16.42•, mientras que las capa• que presentaron mayor di•mtnución 

tueron 

<15.62!1) 

los controles 

•e1uido• por 

16.59• re1pecttvamente>. 

56 Hl-Nl x Mp.24 <15,25!1) y ~ 

lu c•p•• ~y 1JLJLll (16.25 y 

A tos So d•a• de incubación la• cepas que pre•entaron aenor 

cantidad de lt&nina fueron la~. 1r48 x 48A. 1:71 • ASQ y 

la 2t5A x 48Q CA.SS•, S.43~, S.S2S y S.99S respectivamente>. La 

menor propor1ión d• li¡nina fue para lo• control•• ~ 

Ni x Mo.24 y ~ ••auido• por la cepa SS H1-N1 x Ho.36 con 

cantidades residual•• de 6.10, 6.2A y 6.4AS respectivamente. La1 

cepas que pr••entaron una mayor cantidad ·de ltantna a ••ta tiempo 

da tncubactOn fueron el control 56 Ht-Nt x i H4-N2 <A.30•> y 1•• 
c•p•• ~y ~ (6,06!1 y 7.56!1 •••p•ctlva••nt•>. 

Con respecto a la cantidad de 1lucano1, se puede ob1ervar 

que todas tas cepa1 presentaron un~ dl••lnuclón relativamente 

alml lar en ••t• componente. Con la• oepaa ~ ~' 

1LL.ll y la 1171 1 48A se observaron . la• aayor•• cantidad•• 

residual•• 65.87•, es.se•, es.oo• y ~•.1•~ re•p•cttvaaente. La 

cepa qu• pr•••ntO la •enor cantidad d• &lucano• fue la Z1..JLA.I. 

con un SQ.16•. 

En relación con el contenido d• kiJano• •• puede observar 

que la cepa 21S4 1 ABA tnoreaentO la proporctOn de este 

pcll•acarldo en •I •u•trato de 25 a 50 dla• d• 17.82!1 h••t• 

20.98•, •!entra• que la• d•••• cepas aa•traron una dt•atnuciOn. 
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En l•• Tabla• 8 y Q •• ob•erva qu• cuando lo• r••ultado• 

•e ••pre•an en porcentajes de cada componente, la proporc16n de 

c•nlza• au••nta cOntor•• al •u•trato e• de1radado debido al 

d••arrolla veaetatlvo. E1ta coaportaatenta reaulta del hecho de 

que al ••r con1uatdo1 101 atrae caaponentee del auetrato la 

proporcl6n de cent••••• ve tnor•••ntada. Por ello no•• po•lble 

deteratnar •• oon1uao de cada coaponente del au1trato 

conetderando Qntcamente aue dato• d• coapoetcl6n a loa dltarente• 

ttaapoe d9 Incubación. E•to ae loara calculando 101 porcentaje• 

de ·p6rdtda da cada componente en baae conatante, •• decir con 

reapecto al contenido de cenlzaa, ya que •sta• son el Ontco 

co•ponente del euatrato cuya oantldad neta no varta debido al 

deearrollo v•aetattvo de la• cepa•. La• ceniza• •• oer 

••tabollzada• por el •lcrooraantamo •on eventualmente 

Incorporada• al mlcelto, pero en nlnaün •omento •• pre•enlan 

p•rdlda• o 1anancla• del •l•tema por lo que IU cantidad permaneon 

con1tante. En el Ap•ndloe JI ••detalla la terma en que fueron 

calculado• ••toa valor••· 

En la1 Tabla• 10 y 11 1e praaenta la proporción en que 

fueron ooneumldo1 loa componente• del au•trato a 101 26 y 60 dlaa 

de lncubaot6n por lae dtferentea cepa•. En t•raino1 c•neralee ee 

puede obaervar que el ooneuao de lo• co•ponentee del 1uetrato ae 

incrementó en función del tiempo. Lo• porcentajes de p•rdida da 

cada componente en lo• doe tte•poa de •ue1treo •e avaluaren por 

••dio de una P~ueba "T" y la Prueba de Ouncan •• utlllz6 para 

cla•lftcar a la• cepa• de acuerdo al nivel de oonau•o de cada 
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co•ponente <Comparación múltiple de medias> <Tabla• 12, 13 y 14>. 

El analtsla eetadl•tlco ae realizó con la ayuda del paquete 

••tadlstlco S1P:S1S CStatlstlcal Packaae far the Social Setene••> 

en la computadora Burrouah• 7800. 

En t•r•lnos 1enerala• •• puede ob•arvar que al comparar el 

con•umo da lo• coaponent•• del •uetrato ••t• •• tnor•••nta en 

tunclO~d•I tiempo. 

A lo• 25 dta• da lncubaclón, la ll1ntna fue de1radada entre 

17 y S4S. Lae capa• 56 Ht-Nl x Ho.24 y ~ con1ualeron la 

mayor cantidad de llantna 54.03S a 45.QSK, ••autdo• par la• 

control•• SS Hl-Nl • R H4-N2 <37.63Sl §§ Hl-Nl • Mo.36 

C35.7SS> y la cepa~ e 35.59~>. La• cepa• 1148 x 489 y 

1;71 x 489 consumieron la ••nor cantidad da 111ntna 17.74 y 

20.43• r••p•ctlvaaente. A lo• SO dla• de 1ncubaol6n •I nivel 

da consumo fue da 3SS a 69• aproKlmadamante. El •ayor oon1u•o 

correspondió a las capas ~ C6G.3S•>, 1171 x 48Q (63.13•> y 

~ <65.32•>, ••1ulda9 par leo aantral•• ~ 160.21Sl y lia 

H1-N1 • Mp.36 <S6.18S>. Estos resultados Indican que al eeaundo 

tiempo, las tras prtaeras cepas consumieron cantidad•• mayor•• 

que las cepas control. 

Al coaparar la daaradaci6n da ll&nlna.a lo• 25 y 50 dta• ~· 

tncubactOn •• observo un mayor con•umo al ••1undo tiempo da 

Sncubac1ón <dlteranc1a altamente •lanttlcatlva>. 

Con re•pacto al con•u•o de atucano• •• ob•erva a lo• 25 dta• 

de tncubac16n qua la• oepa• ~ (51.41•> pr•••nta al aaycr 

con•u•o ••autda par la cepa control SS Hl-Nl x Ho.24 



(AQ.27•>. La• C•P•• ~y 1148 x ABi pre•entaron el menor 

con•u•o de e•te coapon•nte (16.30 y 23.Ai• re1pectlvamente>. A 

loa 60 dta•, el ••yor con•u•o corre•pondt6 a la cepa ~ 

<44.67•> y •1 control ~ (43.71•> ••1uldo por 1•• c•pa• 

y en •enor •edlda lo• controle• ii-H!.::. 

Nl. Ho.36 <39.81U y 56 Hl-N! X no.2• <38.75U¡ IH cepa• 

1i-J.....ia. y lata • 48A preaentaron el aenor oon•u•o de eate 

co•ponente (18.il y 23.0o• re•pecttvaa•nte). Eatoa r•aultadoa 

aue1tran que todo• loa dtcarlotea <C-> al coapararloe con la cepa 

allveatre ~ pre••ntan alterada au capacidad de ••tabollzar 

1luaanoa, con ••oepcl6n de la• capa• i.i.....l...!Q. y 1171 489. 

Con reapecto al oonauao da xtlanoa a loa 26 dlaa de 

lncubacl6n •• ob••rva qu• la c•p• li§. 1:1.l=til. ~ ~ (50.20•> 

conau•l6 una cantidad aemejante a la cepa ~ ~ g,g_ (Ai.63•> 

••1uldo por la c•p• control ~ (40.19•> y la cepa ~ª2 

<37.0S•>· A loa SO dla• de lncubacl6n •• obaerv6 que toda• la• 

oepaa praaantaron .u-::a draattco tnoraaento en el conauao de aate 

coaponante da un 8 a so• para lo• 25 dtaa y da 28 a &2• para lo• 

50 di•• d• lncubacl6n. 

Ftnal•ente ae analizó el conauao de carbohidrato• con 

raapecto al conauao da ll&ntna durante la tncubaclen. En la Tabla 

l& •• praaentan 101 reaultadoa d•l con•u•o da 1tucano• y 

carbohidrato• total•• con ra1peoto al da ll9nlna. A loa 26 dlaa 

de tncubaot6n, •• pueda obaervar qua la capa control ~ 

conauae m•• &lucano• que lt1ntna. Loa controle• 66 Ht-Nt • Mo.24, 

661-N& • Hp.38 V 56 Hl-Nl • A HA-N2 por el oontrarto coneumieron 
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menos alucano1. Con reapectc a lo• dtcartot&a CC-) tcdc• 

conaumteron mayor cantidad de alucano• que de li1nina, a 

eKcepclón de la cepa ~que con•umtó menor cantidad de 

¡lucano•. Stn embar10 a lo• SO dlas de incubación toda• la• cepa• 

ccn•umleron menor cantidad de 11ucano• por 1raao de ltcnlna 

aetabollzada. La ónica excepcl6n la pr•••nta la cepa control fil. 

Hl-NI 1 A H4-N2. 

Cuando eata coaparaclón •• realiza oanalderando lo• 

carbohidrato• total•• ~•• obaerva un coaporta•l•nto atellar al 

~~terior. E• decir a 101 25 dla• la aayorla de la• capa• con1uaan 

mayor cantidad d• carbohldrato1 por craao de ll1ntna con1u•lda y 

a 101 50 dta1 e1te comportaalento •• Invierta. 

\ 
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TABLA 1, MONOCARIOTES PROGENIE DE LOS DICARIOTES 
56 H1-N1xMo,24 y 9 H4-N2 x Mo. 36 UTILI
ZADOS PARA LA OBTENCION DE DICARIOTES 
POR HIBRIDiZACION. 

MONOCARIOTES ACELULDLITICOS 
CLR81FICRCION DE ACUERDO RL 

No~Vtli. CLRUE 
TIPO DE CONPRTIBILIDRD 

PaomiYoaEa HcoHffillNnB 
1 11 111 IU 

5' 111-11 x llD.24 <15'1 S.168 S.133 S.174 S.184 
S.172. S.148 S.186 S.192 
Z145 2172 2192 Z1S.8 
2154 Z1S.9 
2162 21SS 

'IH-llZ x llD.36 º" 483 S.38 52.7 22.6 
489 239 
585 628 
ss.2 



TABLA 2: APAREAMIENTOS ENTRE MONOCARIOTES ACELULOLITICOS 
DE LAS PROGENIES 56 H1-N1xHo,24 y 9 H4-N2 x Ho. 36, 

r 1 P08 DI: MONOCllUll OTIC8 TOTAL DI: A PA lllCA M l ICNTOS 
APAlllClllDOS APAlllClllMl ICNTOS P081TIU08 

PROOEHITDREB 

11 D, X I D56 .1.5 .1.5 
11 D, X 11 D56 , , 
1 D, X 1 D56 •• •• 
1 D9 x 11 D56 .a.a .... 

RECDllBIHAHTEB 

111 D9 X IU DS6 15 15 
111 D9 x 111 D56 3 • 
IU D9 >< 111 DS6 , , 
IU D9 >< IU DS6 .1.5 • 



'tt'tl]L~ 3 ~ EUALUACION DEL CARACTER ACELULOLITICO SOBRE 
HEDIO 511-CMC DE LOS APAREAMIENTOS ENTRE LOS 
MONOCARIOTES DE LAS PROGENIES 56 H1-N1xMo.24 
y g H4-N2 X 110. 36. 

APAREAN 1 EN TOS ENTRE APAREAMIENTOS ENTRE 
TIPOS PROGENITORES TIPOS RECOMBINANTES 

TIEMPO DE lHCUBACION* 
7114• 7114• 7114• ,,., .. n :¡:e,.,,. ¡u¡ rr E> U6 X ~¡u ~=~: 

1 f -/.~ 1 ¡ t/ t 1 tÍ:~f 489 X 1 -/ t Z3 9 X 1 - -
1 t/ + 1 B -1 -

.... : :¡: rn n :1., 86 e-te-
. 1 -1 t 505 X 1 -/ t 

620 X l PJ~ E=~~ 1 ~' t 1 -1 • 
1 ti • 1 ... , • 

5:1.9 X 1 i tÍ: t 5:1.2 X 1 -/ t l: g~ ~=~E! 1 +/ ' 1 -/ • 

. ,..,. t:;I ff .,,, .. fil~ F> 5:1.7 X IUi ~~~~~ 
1 ... ¡ t 51.'- X 1 -/ t 
., 4• 1 4• 
1 • .. 1 - • 
1 t t :51.9 X 1 -/ t 

... 89 X 1 t 1 -/ t 
1 - - 1 ... ,. 

1: ~¡ E=~-

::::mt 1 
TIPOS PROOEHITORICS. u LHI 5 1i 11 

TIPOS RECOMBIHAHTEB 1 B 161 B 92 = IY1 B3 
*TIEMPO ~~a1p"ac¡:'f0A1C.,Inot:iv?•f!.f!'~~ dias u 



TABLA 4 : EUALUACION Di:: CARACL.;_, CSLULJLltICO CC-> POR 
MEDIO DE LA FORMAC!úl-i DE Hr1LO CELULOLITICO 
SOBRE MEDIO DPMA-CMC. 

TllEMPO UIE UICUBACION C4Ía•> 

e E p A s 
'1 14 21 3J. 

CONTROLES . - .. 3 e+ C+ C+ e+ 

56 H1.-N1.>< Mo.84 e+ e+ e+ C+ 

56 H1.-H1. >< Mo.36 e+ C+ e+ C+ 
56 H1.-H1. >< 9 H4·Ha e+ e+ C+ C+ 

DICARJDTES ce-> 

1.148 X 489 e- e- e- e-
11?1. )( 41J9 e- e- e- e-
8154 X 499 e- e- e- e-
1.1?4 X 839 e- e! C+ C• 
l.t 81i .. an e- C! C+ e:.,. 
11 ?4 .. liBll e- C! e_+ (:+ 

C- AUSEHC JA DE HALO CELULDL J T 1 CD 
e+ FDRMACIDN DE HALO CELUl.DLfTJC·a 

e! FORMACION DE HALO CELUl.OLJTICD l>IFUB-D 



TABLA 5: DESARROLLO ttlCELIAR DE DICARIOTES ce-> SOBRE 
UN SUSTRAT8 DE PAJA DE TRIGO-RASTROJO DE ttAIZ
OLOTE A LOS 25 Y 58 DIAS DE INCUBACION. 

DESARROLLO ttlCELIARtt 

CE P A s TIEMPO DE IHCUBACIOM Cdla•> 

............................................ ........................................... 
as sa 

COHTROLE8 

8x 3 3 3 
S& Hl.-Ml. x Na .84 3 3 
S& Hl.-Hl. x Ma .36 3 3 
Sli Hl.-Ml. x 9 H4-M8 3 3 

DICARJOTE8 CC-> 

J.148 X 489 3 3 
l. 1 7 l. X 489 3 3 
81S4 X 489 3 3 

l.& X &S • l. 
l.8 X 37 3 3 
S9 X .... 3 3 
7l. X 48 l. • 
86 X 

,. l. • 
• CREClnJEMTO n1CELIAR1 •• •val ua d• Manera 

vl•ual d• aauerda • 
la •llJUi•nt• •SC&l&I 

•·= HULO 
t. = POBRE 
a = BUEHO 
3 = ABUHDAHTE 



TABLA 6: CURUA ESTANDARPARA LA DETERMINACION DE GLUCAHOS 
POR EL METODO MODIFICADO DE KLEIN MEISSMAN. 

CONCENTRACION DE GLUCOSA ABSORBANCIA 
c .......... > <>.'= S?8 noo> 

•••• •••• 
11.11s 11.J.S 
•• J.11 •• 33 
e.J.S e.se 
11. a11 e.a• 
11.as •••• 
11.3. J. ••• 
8.35 J..a:a 
••• 11 J..3• 



CURUA PATRON PARA LA DETERl11NACION DE GLUCANOS 

F a • 

•• 
·' 

.. 

/ 
.omec:DTllACIOR (qfal) 

co11:r1c1 IDl'l'll: DI: COllllll:LACION = ._,,,3 
IN'l'll:llCll:P'l'O : -8.8J.? 

Pll:NDlll:N'l'll:: 3 .58 



TABLA 'I : CURUA ESTANDAR PARA LA DETERMINACION DE XILANOS 
UTILIZANDO CCl'IO REFERENCIA UNA SOLUCION DE XILOSA 
EN ACIDO SULFURICO AL 67Y. CMETODO DE TRACE Y), 

CONCENTRACION DE XILOSA ABSORBANCIA 
<~ ........ > <k=•"lsnoo> 

8 11. 1111 
5 11. 113 

.18 11. 117 

.15 11. :1.11 
28 11. :1.6 
as 11. Zll 
311 11. Z6 
35 . 11.zs 

•8 11.33 
58 11. 43 
68 11.ss 
88 11.sa 



CURUA PATRON PARA LA DETERt11NACION DE XILANOS 

~ lllSllH•u•a•HU6571'1SllH' 

COllCENTRACIOll (µ¡;/al) 

C811:FIClll:NTll: Dll: CORRELACION = 8.9873 
INTll:RCll:PTO = l!l.1!11!185.1. 

Pll:NDlll:NTll: = 11.1111811 



TABLA 8 : COMPOS I C ION DEL SUSTRATO DE PAJA DE TRIGO
RASTROJO DE MAI2-0LOTE A LOS 25 DIAS DE 
INCUBACION CON DICARIOTES ACELULOLITICOS. 

COMPOSICION 
<•'11111• d• •u•trato ••oo> 

e E p A s 
CARBOHIDRllTOB 

CENIZAS LIOHIHll 
OLUCllHOB XILAHOS 

c8.f1
8.Zl'/'or 8 > ?.54!0.14 9.35!11.65 6 4. 44!11. 33 18.51!11.41 

CClfrlOLIS -.. , 111.81!11~66 9 .1111!11.26 :18. 86!11. ?6 15 .62!11.:19 

H 11-NI • •·H 12.3:1!11.96 ., .116 !11. 2 9 :t3 .2?!1.1:1 15 .25!11.93 

H 11-NI x •• K 8.99!11.31 ., .1?!11.38 52 .511!1.15 18.42!11.31 

H 11-NI x t H-111 9 .36!11.16 ., .28!11-1:1 :18.96!11.74 18 .42!11.31 

tlCUIOID cc-1 

'··· . ., 8 .111!11.29 8~26!1.32 :12 .64!11.63 1'1 .48!11.39 

''" .. , 9 .66!11.21 9 .23!1.35 :13 .28!11.71 18. 92!11. 26 

lrH • 41t 9 .?6!11.23 8 .47!11.19 :14.811!11.27 17.82!11.68 

". '5 9.44!11.65 9 .111!11.56 52 .96!11.98 17.34!11.32 

11•17 111.911!11.92 9.34!11.54 611.84!11.74 115 .59!11.61 

" .. 12 .99!11.?8 8.71!11.35 53 .8.1 !11.81 115 .2:1!11.31 

11 •• 9.?6!11.39 9 .16!11.111 53.31!11-63 17 .34!11-711 

16 x H 7.?11!11-28 7.61!11.33 55. 58!11-?6 1'1.23!11- 36 



TABLA 9 : CCl1POSICION DEL SUSTRATO DE PAJA DE TRIGO
RASTROJO DE HAIZ-OLOTE'A LOS 58 DIAS DE 
INC~ACI~N CON DICARIOTES ACELtn.OLITICOS. 

CCl1POSICION 
<•,..J.••• de •u•trato ••aa> 

e E p A s 
CAll80HIDRllT08 

Cll:Hll118 LIONIHll 
OLUCAN08 XILAN08 

CIYIH8ra, ? .S4!8.J.4 & .19!J. •• , 64.44!•.:13 J.8. SJ.!8 .4J. 

C*lllUI -••• J.I. ?8!8. 91 1.J.•!•-11 6J. ·••!•.31 J.s .41!a.11 

H 11-lll • •.H J.l .•?!8.33 1 .49!8.31 61 .J. ?!J. .I? J.S .&1!8.41 

HU-1111•.M J.J. .8s!a.3a 1.3•!•··· IJ. • 41!8 .88 J.J. .J.•!• • .,. 

HU-lll•t- J.8.J.8!8.31 9.3•!•-•• 6J. ·••!J. .as J. s.?•!• .J.., 

111111- cc-1 .. 

l.•• •• 9.13!8.49 s .4:a!a.:u 68.?J.!a.sa J.S ·••!•·~· 

1•71 •., J.:1.19!•.:a? s.sa!•-:aJ. 114.J.4!•.H. J.4 -•?!• .4ll 

laM•• J.•.••!•.33 S.99!8.J.; , •• ,.,!•.11• 18.98!8.SS 

u.u J.J. .14!8.31 4.Sll!8.3S 63 .13!a.4s J.J. -8S!8.411 

11.n J.1.a6!a.1a 7 .s11!• .as 6S ·••!•-4• J.3 .•11!a.:n 

., .. J.4.87!•.3• 11 ·••!•-J.s 6S.87!•-•• J.S .68!a.89 

'1 •. J.8.84!•- 74 •• •11!8.J.4 ll9 .J.&!•.J.• J. a. a3 !11 • .,. 

••• ••• 3!8.11 6 .S3!a.1s IS .&8!8.14 J.6 .11!a.:a1 



TABLA 18: PERDIDA DE LIGNINA ~ CARBOHIDRATOS DEL 
SUSTRATO DE PAJA DE TRIGO-RASTROJO DE 
HAIZ-OLOTE A LOS 25 DIAS DE INCUBACION 
CON DICARIOTES ACELULOLITICOS. 

PERDIDA (") 

CEPA s CAJIBOHJDJIATO• 
LIQNINA 

GLUCANO• XI LA NO• 

CONTJIOLE• 

... 3 •• .a:a!.a. .a:a :111 • .1.•!•-•• 48 • .1.8!.L .4111 

Sli H.1.-N.L x N.a .a4 s4.a:a!.1..11.1. 49.87!8.94 s• ·••!.L . .1..1. 

Sii H.L-N.L 1e Na. 311 :IS .7S!8.411 3.1. .4S!8.e3 .1.111.••!.1..3• 

Sli H.L-N.L IC 9 H4-N8 37.113!.L .a:a ....... 311!•-•4 .L9.7S!.L.43 

DICAllJOTE• ce-> 

.l.•4• .. 4•9 ... 7.74!•-•.a. a3.49!•-~• .... ·••!•-•7 

.l.17.1.•4·~ ••.43!.L ..... 47.44!•-•3 ••• 7:1!.L-•:t 

81S4 x 4•9 38.4•!.1.·.7.1. 44.117!.L .57 .... ·••!•-3• 

.1.11 x lliS ••-7•!.L •• 4 :ac.aa!.i,.a3 84.llS!8.99 

...... :17 :IS .S9!8.97 :a•.••!•-7• :a7 .as!.a. • .1..1. 

S9 x 48 4S.911!.L • .L3 S.1.· •. 4.L!a.ea ·•-•:a!.a..•• 

7.1. .. 4• ••-.a.•!•··· 3111.••!•.79 as .3•!.a. ·•• 

•111 >C·9• 83. ••!.L ..... .LS .38!8.Se •·••!•-•• 



TABLA 111 PERDIDA DE LIGNINA Y CARBOHIDRATOS DEL 
, SUSTRATO DE P"AJA DE TRIGO-RASTROJO DE 

HA.IZ-OJ.~E A LOS 51 DIAS DE INCUBACION 
CON DICARIOTES ACELULOJ.ITICOS. 

PERDIDA (X) 

e EPA s 
CAJl80HlllJlllT08 

LIONINll 
OLUCAN08 XILAN08 

CONTJIOL11:8 

... 1 68.•.1.! 8.47 41.7.1.! 8.'P.I.. 48.71!.l..71 

Sli H.1.-N.1. M No .14 114.84! .l. .6.1. 38.711!8.67 47.76!.l..411 

116. H.1.-N.I. M No .36 S6 • .l.8!.l..81 19 .8.1.! 8.S6 61.91!8.43 

Sli H.1.-N.I. M 9 H4-NI 36 .81! 8 .8.1. 18 .'P.I.! 8.69 36 .98! 8-114 

lllCllJllOTll:I ce-> 
.l.148 M ,89. • ••• 4.1.! •• 98 13.88!8.47 14.76! .l. .?9 

........... 489 63 •. .1.
0

:.! J. .34 43.88! 8.88 S4.S7! .l. .4:11 

li1S4M489 113.11!.l..39 38.114! 8.8S 18.1.1.! 8.87 

.1.6 .. 611 1i9.3S!J..41 37.93! 8.36 119.19!.l..73 

...... l'P 49.46!.l..li'P :H.88! 8.4J. 113.86! .l. .IS 

.... 48 611.31!8.88 44.li'P! 8.36 114.86! J. .117 

..... .. 48 16.8a!.a..a1 38.'Pli! •••• 11.1..:tl! .l. • .l.? 

86 .. •·• :111.•.1.!8.•• .1.8.WJ.! 8.8.1. 47.89!8.S8 



tABLA 121 ANALISIS ESTADISTICO DEL CONSUHO DE LIGNINA 
POR LOS 8 DICARIOTES ACELULOLITICOS Y LAS 4 
CEPAS CONTROL. 

PRUEBAS ESTADISTICAS RESULTADOS 

D lirERENC 111 llLTll"IENTE 
•NH,1e11 DJC UllRl•HS• e1aN1ir1CllTIVll CP = 99,0 

EH CllDll TIE"PO DE JNCUBllCIOH. 

TIE"PO S. Tll!"PO 2 ,, .. ., • ••• • 
11H 14lt • H•·• • 

H1U .... 1611 .. •t- • 
M • H Ita ll•ft .. 

PRUIEBll DJC DUNCllH H•• a ,, .. ., Ita 
•• 1 d l1M1•t Ita 

l1M • 4lt d Hll-1111•.H a 
ll • 11 • H 11-1111 •• H a4 

H 11-1111 •.H • ••• d. 

"11-111 •' ..... • H•• • ·u·• , 11'1 • ., • 
H 11-1111 •• 14 • H•H • 

8 X 3 "•wor CP:ffXI 
56 HS.-NS. X no. 24 "•wor Cr:ttlO 
56 HS.-HS. X no• 36 "•wor CP:ftlll 
56 HS.-HS. x 9 H4"'.H2 "•wor CP:ttlll 

S.I 48 X 489 "•wor Cr:ttlO 

PllUJCB• ""T" 
S. 1 7S. X .499 "awor Cl'dtll 
Za 54 X 489 nawor Cr:ttlO 

S.6 X 65 " a w o r CP:ftlll 
S.8 X 37 .. nawos:- Cl'dtll 
59 X 411 "awor Cr:ttlO 
7S. X 48 "ay o r Cr:ttlO 
86 X 92 "ay o r Cr:ttlO 

• N• L 18 18 Dll: u. JI 1 •NS. 1 1111 llllollll •••et - mn11 - ........ lllolllllllll 
ll•nllflll .. 1.11 lllf•IM IDlll llo _...... IUCll.111 K W 111111111111 CDll, 

PllUSB• DJI: DUNC•H1 UI ~ lllllllllD ... 11111• llDft lin.IClll lllllllllCHI 

ll•flllll• .. YI Cllll CP:tblo W Cllll U - • - 1 .. llDlll 

-·-· m11 CiD, ••usa• "T'"• m•,... a 111u1t,.. 111111• 11. .-a.• .. --.CS• • 1.11111• 
•• 1.11 11 1 • 1111 • 111111C1• ,.. 1111 cm. 



TABLA 13: ANALISIS ESTADISTICO DEL CONSUMO DE GLUCANOS 
POR LOS 8 DICARIOTES ACELULOLITICOS Y LAS 4 
CEPAS CONTROL. 

PRUEBAS ESTADISTICA$ RESULTADOS 

DIFERENCIA ALTAl1ENTE 
ANALIBIS J>I: UARIANZA SIGNIFICATIVA CP:99Y.) 

EH CAJ>A T 1 El1PD J>E 1NCUBAC1 OH. 

TIEl1PD S. TIEl1PD 2 

"ª" a ".ti a 

l•••tn b l•• • ., b 

Mll-lllatl+tl a '56U-llixtll4-lll a 
"ll ...... d 1154 • ., al 

PRUEBA J>I: J>UNCAN ª'" • ., • 11 • .. al 

HxU .. i1 • n • 
ll • n • H • H ., 

l11l x 419 . , "ll ....... ,. 
11 x • 

, "ll-lll • ••• • ••• , llll x 4lt ,. 
s• 11-111 x •.H • .., hi 

" .. ,.. " .. l 

8 X 3 11awar (l':ftX) .. 
.56 HS.-NS. x 11a. 24 nen ar (P:ttll) 

56 HS.-NS. x 11a. 36 11awar (l':ftX) 

56 HS.-NS. x 9 H4-HS. lvual 
S.148 .. 489 lvual 

PRUEBA º"T'' 
S.17S. .. 489 11awar (f=ttX) 

2154 .. 489 11awar (l':ftX) 

S.6 .. 65 11aw.ar (f=ttX) 

S.8 .. 37 11awar (l':Hll 
59 .. 411 l1•nar (t=nx) 

7S. .. 48 n•nar- (l':Hll 

86. 92 11awar (P:ffX) 

ANALI S 1 & J>I: UARIANZA 1 atl lllllLllll llBJC0.111 IXIUlt .. lll'lllllCll lloltmn 
IUlllJltallff Dlllll LOS san•tos IDIJO llo lllUllOUA lllCILIU H us 111111111111 Cll'ff. 

PRUEBA DI: J>UNCANI us YTMI lllllllllUI ... • 111• umo l.UClll IHlllDICUIS 
1u111ricamt1 1111111 i.as mas 1r:tt11. 1.t1 can 11 ou111t11011 • 1111111 a •IOl'11D11t 

-·- • llDlt (i). 
PRUEBA •• T .. , lllH .. Dl SE mLllO ... COllUU J.1-CIOll • aa IUClllllOI lllrlll 145 

a 1 51 tlts K lllQIMCIOI! PAlll Clll mi. 



TABLA 14: ANALISIS ESTADISTICO DEL CONSUMO DE XILANOS 
POR LOS 8 DI CARI OTES ACELULOLITI COS 't LAS 4 
CEPAS CONTROL. 

PRUEBAS ESTADISTICAS · RESULTADOS 

DIFERENCIA ALTAMENTE 
ANALISIS DE UARIANZA SIGNIFICATIVA CP:99Y.) 

EN CADA T 1 EMPO DE INCUBACION. 

TIEMPO S. TIEMPO 2 

••n • ª'".'" • 
11• • ., b 11• • ., b .. ,. . '" b su-111·.,- b 

su-111 .... M D su-111 .... 11 D 

PRUEBA DE DUNCAN 
H U-111 • t H-111 d ••n D 

1111.'" d .. , D4 

"." • 11•• d• 

11 •. • 11. n ,. 
ll • n r 1111.'" • .. , r H•• • H•• • ". '5 

,, 
H U-111 • ... 11 • su-111.111.M l 

ax 3 Mawor ,,.,,., 
'56 HS.-NS. x Ma. Z"' Mawar Cl':t511l 
:116 HS.-H~ x Ma. 36 Mawar Cr:ttxl 
:116 HS.-NS. x 9 H"'-H2 Mawar CP:HXl 

S.1 .. a. "'ª9 Mawar CP:HXl 

PllU1:8A .,.T.., S.1 75. • "'ª9 Mawar Cr:ttxl 

21 :!"'. "'ª9 Mawar ,,.,,., 
S.6 • 6:11 Mawar ,,.,,., 
S.B x 37 Mawar Cr:ttlll 

59 • "'ª Mawar Cr:ttxl 

75.. "'ª Mawar ,,.,,., 
86. 92 t1awar CFfflll 

ANALl818 DE UlllllllNZA1DUIMlollll l•ICOllllXlllH ... llnlllltll ILlllllllrl 
11sun1111N •• LOS 1111111• IDllO lllo --.... UCILIU • &U 11.-a can. 

PRUEBA DE DUHCllH1U1l.lllllllnmtll ... •11• lllll't 'lln!Cll llrlllllCIH 

tl811rlClllNS· ... &U can CP:ttlll. .... CINI n -IOll • - • MfOI rmt• 
11111_. SI mil Cii). 

PRUEBA ººT .. 1 Dll flllll U RILllO - eGlllld llo -·DI U -llCI• N 11.-
..... IS f 11 1111 • llllllKI• ... CUI Clll. 



TABLA 15: CAttBIOS EN LA PROPORCION DE GLUCANOS lt 
. CARBOHIDRATOS .TOTALES CON RESPECTO A 

LIG~INA ~N EL SUSTRATO DESPUES DE 25 
Y 51 DIAS DE INCUBACION CON DICARIOTES 
ACELULOLITICOS. 

CANTIDAD RELATIUA DE CARBOHIDRATOS 
<• d• aarbohidrat.o•;"• d• livnin•> 

C E P A S 
QLUCAHOI CARfBHHPºª 

TIEMPO DE IHCUBACIOH 

as di•• sa di•• as di•• sa di••· 

c'Y'1VM1'ih 6.89 6.89 8.87 8.87 

mir--••• 6.S4 9.78 a.as t.a. t.6 
NU .. alt.H 7.S4 t.8. t.9 9.7t. t.2.7S .-u ....... 7.32 9.46 9.89 t.t..t.B 
.11 ... , .... a.t.8 6.SS t.8.62 a.as 

llClllWD Ce-> ..•. ., 6.37 t.t.. t.8 a.49 t.3.94 
1111 • ., s. 7.7 t.t.. 62 7.82 t.4. 3t. 
l1Maet 6.47 t.8. t.a a.sa t.3.68 

"ª" s.aa t.3.87 7.88 t.6.4S 
Han 6.St. 8.68 8.29 t.8.43 
Ha• 6.t.8 t.8.83 8.1!14 t.3. 4t. 

11 •. S.82 7.34 7.7t. 8.83 .. ,. 7.38 t.8.86 9.S7 t.2.66 



DISCUSION 



DISCUSIDN 

Con este estudió pretendía me,orar genéticamente 2 

mutantes acelulollticas de Pleurotus ostreatus, las cepas§§......!!!..=. 

til.. Y Q H4-N2 que hablan sido obtenidas en estudias previos y 

presentaban caracterlsttcas muy prometedoras, Se planteo logra~ 

este objetivo por medio de hibrldizactones entre cepas 

aceluloliticas de sus respectivas progenies. De acuerdo a ésto, 

se llevaron a cabo ea apareamientos entre monocarlotes 

acelulol1tlcos de tipo progenitor recombinente, De los 

apareamientos realizados entre los monocariotes de tipo 

progenitor todos resultaron positivos, lo cual era de esperarse 

ya que en este caso las 4 cepas progenitoras CSG Hi-Nl, ~. 

Mo.24 y~> eran totalmente compatibles entre si. En el caso 

de los apareamientos entre monocarlotes de tipo recombinante. de 

32 apareamientos s6lo los etactuados entre los tipos 111 Q H4-

N2 IV 56 H1-N1 ~ ·1v 9 H4-N2 x 111 56 Hl-Nl fueron positivos. 

Este resultado es dlfic11 de explicar, ya que s6lo 2, de las 4 

posibles maneras de aparear a los monocarlotes recomblnantes 

resultaron ne¡ativos <111 9 H4-N2 x 111 56 Hl-Nl y IV 9 HA-N2 

x IV SS Hl-N!>. 

La poolbll!dad de que ~xistlera factor de 

incompatibilidad común dentro de estas 2 progenies se p~e~enta 

como poco convincente. Como se sabe los tipos de compatibilidad 

estan dados por 2 diferentes factores que son: A y B. Para que al 

aparearse oe obtengan dlcarlotes es necesario que estos factores 



sean diferentes. Asl los 4 tipos de compatibilidad existentes 

dentro de una progenie de Pleurolus ostrealus pueden denominarse 

consideran los 2 tipos progenitores, siendo los 2 

restantes los recomblnantes. Dado que los 4 tipos progenitores 

de las 2 progenies estudiadas eran compatibles entre si (las 

cepas ~. Mo.24, 9 H4-N2 y Mo.36> deberia esperarse que 

todo5 los apareamientos entre los tipos recombinantes también 

resultaran positivos. Esto se puede ejemplificar considerando las 

progenies de las 2 mutantes de la manera siguiente: 

DICARIOTE 
56 Hl-Nl x Mo,24 

TIPOS DE COMPATIBILIDAD 

Progenitor 
A¡B¡ AzB2 

Recombinantes 
A¡Bz AzB¡ 

DICARIOTE 
9 H4-N2 x t1o,36 

TIPOS DE COMPATIBILIDAD 

Progeni ter 
AsBs Ases 

Recombinantes 
AsBs A585 

Si existiera un factor en común dentro de los recombinantes 

se verl~ reflejado hambién en los progenitores y en este caso no 

obtuvo ningún apareamiento negativo. 

Para evaluar el carActer CC-> de los 70 dicariotes 

obtenidos se utilizaron dos m6todos. En el primer m•todo •e 

utilizó el medio sales mlnerales-carb6xtmetilcelulosa CSH-CMC>, 

donde se detectaron 6 dicariotes CC-) <Tabla 3). El medio 

de celulosa enriquecido con DPMA CDPHA-CHC> fue el segundo método 

utilizado. Se utilizó este medio más rico en nutrientes, ya que 

en eJ medio de ••les minerales se ob•ervO que la mayorla de las 

cepas presentaron un crecimiento micaliar muy pobre. El medio 
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DPHA-eHe permitió caracterizar a las cepas en forma mAs risurosa, 

eliminando a las cepas de tipo celuloJtticas que no manifestaban 

su carActer por falla dé nUtrientes. Se consideraron finalmente 

como cepas con carActer ce-> aquellas que no consumieron la 

celulosa en ninguno de los dos medios. 

Después de utilizar ambas pruebas, de los 70 dicariotes 

obtenidos únicamente 3 cepas resultaron de tipo ce-> CTabla 4), 

Este resultado es interesante ya que estos dicariotes se 

obtuvieron htbridizando monocariotes aceluloltticos, por lo que 

podrta esperarse que los dicariotes resultantes fueran CC->. Para 

entender estos resultados debe considerarse que Jos monocartotes 

acelulolttlcos se obtuvieron de las progenies resultantes de 

apareamientos entre las mutantes 56 H1-N1 y Q H4-N2 con 

diferentes monocariotes silvestres el ~ y el 

respectivamente. Los monocariotes ce-> de cada progenie deben de 

contener todos los genes reQuerldos para dicho carActer de 

acuerdo a Ja mutante pro¡enitora. Al realizar los apareamientos 

entre lo• monocariotes de ambas progenies se esperarta que Jos 

dicariotes resultantes fueran de tipo <C-) 1 ya que al estudiar 

cada una de las progenies por separado siempre que ... 
hibridizaron •onooariotes CC-> •e obtuvieron dicariotes <C->. En 

el. e•tudio aqut reportado era de esperarse que obtuvieran 

dioariotes ce-> siempre y cuando ambas mutantes los mismos 

¡enes hubieran sido alterados. El hecho, que en este cauo no se 

haya obtenido tal resultado, •ugiere que las 2 mutantes 

••tudiada• difieren en la naturaleza de los gene• modificado•. 
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En estudios previos pkra cada mutante se habia determinado 

el nümero de genes que controlaban el carácter <C->, siendo de S 

genes para la mutante ~y de S 6 6 genes para la mutante 

9 H4-N: <33 y 34). Los resultados del presente estudio confirman 

esa diferencia detectada entre las 2 mutantes aceluloltticas 1 

sugiriendo adem4s, que •atas se encuentran 1Autadas •n 

diferentes genes, y que por ello se disminuyó la posibilidad de 

obtener d1car1otes aceluloltttcos. 

Una vez identtftc,doa Jos 3 dicariotes <C-> se evaluaron sua 

patrones de ataque a la lt¡nocelu)osa. En este experimento •e 

emplearon cepas acelulolStlcas provenientes de un trabajo 

pre .... 10 <35> y 4 cepas testtao. Todas las cepas se inocularon en 

un sustrato ll¡noce\utósico tbrmulado con paja de tri10, rastrojo 

de malz y olote, evaluándose el consumo de los componentes del 

sustrato a los 2S y 50 dt8s de lncubaolón. 

A los resultados obtenidos se lea apltcO un anA11•1• de 

varianza para dete~minar sl existían dlterencia• •l1n1f 1cattva• 

en et consumo de los componentes del sustrato, debidas al 

desarrollo miceliar da las diferentes cepaa. En todo• los caso• 

•• presentaron diferencias altamente slgntticat!va• entra el 

sustrato stn inocular y el austrato lnocuiado can tac dSf•ranl•• 

cepas. Por el Jo•• ut11lz6 una Prueba de Duncan para definir las 

cepas que con•umlaron la ~ayor y aenor cantidad de cada uno de 

los componentes del sustrato. Para cada cepa •• comparo por 

•edto de una Prueba "t~ Student la p•rdlda o aanancla de cada 

componente a lo• 2S y 50 dlas da lncubaclón. 
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En 13.s Tab 1 as 12, 13 y 14 se presentan 1 os res u 1 tados de 1 

anál isls estadistlco que se l lev6 a cabo para determinar e.l 

consumo de cada comP.one~t~. por las diferentes cepas. 

Con respecto al consumo de llgnina <Tabla 12> los dlcarlotes 

!.2....lL..§..§, ~ y 1i71 x 489 fueron los que consumieron mayores 

cantidades C63.00 a 69.0o• aproximadamente>. 

Para el consumo de glucanos <Tabla 13> se observa que las 

cepas ~ y 1:48 x 469 presentaron el menor consumo de 

&lucanos <18.91 y 23.00~ respectivamente). 

En el consumo de xilanos CTabla 14> todas las cepas 

presentaron un dr~stlco Incremento en la degradación de este 

componente, de 28 a 62% aproximadamente. 

Considerando las proporciones residuales de los componentes 

de la llgnocelutosa, a los 25 y SO dias de incubac!On se observó 

que tanto la llgnlna como los xi lanas se incrementaron 

respecto al tiempo. Los ¡lucanos por su parte no presentaron 

tal comportamiento con las B cepas <C-> evaluadas. De éstas, 

~nicamente con S cepas se observó un incremento, con una no var16 

y con las 2 restantes se presentó una disminución. Cabe mencionar 

que el desarrollo aioeliar de •staa 6lt1mas cepas en el suslr~to 

fue bueno o abundante <Tabla S>. Esto su1lere que el sustrato al 

segundo tiempo de lncubacl6n habla sldo invadido fuertemente por 

el micelio de la• cepas, lo cual ocasionó posiblemente qu~ la 

cantidad de glucanos en el sustrato aumantara. Dicho aumento se 

debe a que la pared celular del hongo esta constituida 

prlnélpalmente por glucanos y por ello se detecta un incremento 
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en la cantidad de glucanos en el sustrato. En realidad este 

comportamiento sólo refleja un buen desarrollo mlceliar de lar. 

cepas en el sustrato, 

Con respecto al tiempo en el cual son consumidos tos 

carbohldratos de la lignocelulosa se detecto, que los &lucanos en 

general son cosumldos en mayor cantidad los 25 dial de 

Incubación. Sin embargo, los xilanos se consumen en mayor 

cantidad a los SO dias de incubación (Tablas 13 y 14>. 

Finalmente se analizo el consumo de carbohidratoa con 

respecto al consumo de li1ntna durante la incubactOn. Esta 

comparación es de importancia ya que permitió seleccionar 

aquellas cepas capaces de conaumi~ menor cantidad de &lucanos por 

gramo de llgnina consumida, es decir aquellas con mayor 

selectividad por la llgnoc~lulosa. 

El consumo de glucanos y carbohidrato• totales con respecto 

al de lt1ntna <Tabla 15>; sl el valor obtenido es menor al del 

sustratO sin inocular slgnltlca que laa cepas presentan menor 

capacidad para metabollzar a la llgntna. Por el contrario cuando 

esta valor aumenta stan~fica que las cepas tienen mayor capacidad 

para consumir llgnina y menor capacidad p~ra consumir celulosa o 

carbohldratos. 
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RESUMEN 



llESUltliN 

La ltantna act~~ como una barr•ra lntraquaabl• para •l u•o 

de lo• de•p•rdlcloe lt1nocelulO•lco•, ya qu• •• encuentra 

a•octada • pollmeros co•o la c•lulo•a healceluloea, 

dttlcultando •u de1radacl6n. La ll1ntna d•b• dearadar•• a 

co•puestos ••• ••nclllo• para qua los 

lt1noceJulO•lcoe puedan ••r utlllzado• eftclent•••nte. Loo 

etcrooraanle•o• de•••peRan un papel •u~ Importante an la 

de1radacl6n de la 1 tantna, ••pectalm•nta lo• hon10• de 

pudrtol6n blanca ya qua son lo• antco• oraanl••o• que daecomponan 

)' aatabolt2an aflolant•••nta la ll&nlna, atn ••bario loo 

polt•acArtdo• taebt6n •on daaradadoa. 

El objetivo da ••te trabajo conal•tló an obtener cepas de 

Plaurotu• oatraatua, capaces de llevar a cabo una dearadaclón 

••lectiva d• lt1nlna del mat•rtal tlanoceluló•too, dl••lnuyando 

el con1uao de polt••c•rtdo• en la •enor medida po1tble. Para ello 

•• realizaron aparaa•tentoa entra •onooartot•• <C-> para obtener 

dtcartota• ce->. D•1pu•1 da 1alacctonar la• di car late• 

acatulolftlco1 ra•ultanta• <8>, •• dat•r•lnaron lo• patrone1 d• 

con•umo da la tt1nocelulo1a por a1to• 8 dtoarlota1 y por 4 

capa• ta1tt10. Se anoontr6 qua con 2 da 101 dtcarlote1 <C-> el 

oon1umo de ltantna ••hizo••• ••lectivo, ••t•• con•uateron da 

52.At a 63.13S da lt1ntna y de 23.00 a 43.2e• de 1lucanoa, an 

comparación con I•• capa• ta1tt10 qua oon•umtaron da 64.84 a 

60.21S d• ll1nlna y 38.75 a 43.71S d• &lucanoo. 



·CONCLUSIONES 



CONCLUSIONES 

Con el trabajo de •eJora•lento 1en6tloo realizado •• 

ob•ervó po•tblemente la• alteraotone• •uta1•ntcaa que preaentaban 

laa doa autant•• evaluadaa aean dltarentea en ttpo y n6mero de 

a•n••· ya qu• d• lo• 70 dlcartot•• obtenido• al aparear 

•onocartotea acel~lolltlcoa d• aua pro1enle• 6nlca••nte •• 

obtuvieron 3 dlcarlot•• ce->. 

Loa reaultadoa obtantdoa en relación al conaumo de 1tucanoa 

lndtcan una dl••lnuclOn da 6ate al caaparar la capa ~ con loa 

valor•• da loa dlvaraoa hlbrldoa con 1•n•• acatulolltlcoa. Por 

ello •• poalbla concluir qua al oonsuao da 1lucanoa dlamlnuya 

cuando la capa dlcarlotloa aeta formada por al •ano• una •utanta 

CC->. Eata dla•lnuclOn •• aayor cuando el dlcartota en cua•tt6n 

proviene del apareamiento de 2 autante• (C->. Con respecto a lo• 

dlaarlota• aajoradoa Onlca••nte an el ca•o da 2 capa• <lr7l a 1\89 

y ~) dicha proporcton •• aantuvo taual qua la capa ta•tt10 

e • a. La• capae qua oon•umtaron ••nor cantidad d• alucanos 

fueron 1148 • 481 y la cepa ~con 23 y 18& re•pectivamente. 

Sin eabar10, no fue poetble obtener cepa~ total••nte 

aoalulolltioa•· E• por ello naceearlo que loe ••todo• para 

1etaaotonar el car6oter <C-> 1ean optlaizadoa para hacerlo• •A• 
••lectivo•· 

Al con•ldarar •I conauao de loe &lucano• con r••pecto al de 

ll&nlna ee ob••rva que la capa 18 x 65 pre•enta Ja ralaclOn •~• 

favorable. Ea decir el conauao de glucanoa •• el aAa bajo con 

reapecto al da lt1ntna. Lae cepa• 11•8 x •BQ y 1171 x 48Q 



obt•nid•• en el pre•ente trabajo ta•bl•n pr•••ntaron una 

de1radaol6n favorable para dloha relación, aunque lt1•raaent• 

aenor a la capa !..!-..!.....!§. 

Con reap•oto a la lt1nlna •• ob••rv6 que ••t• ooapon•nte •• 

con•u•e en aayor proporc16n a lo• 60 dia• de lncubaol6n y lo• 

valor•• alcanaado• eon en 1anaral auy elevado• C36.0 a 89.0S>. 

Co•o ·~ puada ob••rvar la• aajor•• cepa• obtenida• en ••t• 
trabajo ·fueron l•!I 1 419 y i17l 1 '81 la• cual•• da1radaron da 

&2.0 • ea.os d• 111nlna ~ d• 2a.o • •a.os da 11ucano• 

aproxtaadaaanta. 
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8.1 ftATERIAL Y EQUIPO. 

s.1.1 ft•dlo• de oultlvo. 

APlillDICE 

EKtracto d• aalta <"alt•• •N•. Coapleaentoe All••ntlclo•>· 

A1ar <Bloxon>. 

8.1.2 Reactivo• anatltlca•· 

Todo• lo• reactivo• aon J.T Baker arado analltlco. 

Acldo ac6ttoo alaotal 

Acldo croaotr6ploo 

Actdo to•tOrtco 

Aoldo o•6llco 

Actdo •UlfQrtoo 

An! 1 !na 

Carbonato de caloto 

Carbonato da eodlo 

Carboxtaetll celuloea <CHC> 

Citrato t•rrloo aaonlacal 

Cloruro de caleta 

Clorhidrato d• tlaatna 

D•oxloolato da aodlo 

Foaf ato de aaonlo 

Foatato Acldo de potaeto 

Gluooaa 

Sulfato de calcio 

Sul tato de cobre 



Sulfato d• magnesio 

Sulfato d• manaan••o 

Sulfato de zlnc 

8.1.3 llaterlal d• laboratorio. 

A1ltador•• 

A-.a de nicromel 

Bol••• d• poll•tlleno 

Caja• Petrl des•chabl•• 

Crl•ole• 

D•••cador 

Embudo• 

Eabudo Büchn•r 

Fraeco• d• 1000 mi 

Gradll lu 

Hui• ••puaa 

8.1,4 Equipo. 

Llau 

Hatra2 Erlenaeyer de 1000 al 

Hatraz Kltaoata d• 1000 al 

Heohero 

Pap•l alualnlo 

P•P•l filtra <Whataan Na.1> 

Pln2a• para crl•ol 

Plp•tu al 

Plp•tu & al 

Plp•tu 10 al 

Aattador d• tubo• de •n••Y• <Super-Ht••r> 

Autoclave vertical CAESA> 

Balan2a anallttca <Sartorlu•> 

Caldera <Brabend•r> 

Caapana d• flujo laainar CVeco> 

Centrituaa Clnternattonal Cllnlcal Centrttua•> 

E1pectrotott.etra <Bau•ch • Lo•b> 

E•tufa de ••cado CFell••> 
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Incubadora <Felt•a> 

Licuadora CPhlll~p TX 30001 

"lcro•coplo <Carl Z•I•• 1.25•1 

"ollno <lrab•nd••I 

Pot•ncl611•tro <Sara•nt-W•loh. "ºd•I LS> 

Retrt1•rador <Royal Colthar> 

8.2 CEPAS FUHGICAS. 

Para al praaente trabP.jo •a utlltzaron •onocartotea de la• 

pro1enle• d• loa dtcar1~t~• 56 Ht-Nl • Mg.24 y A HA-N2 • Hg.as. 

la Tabla •u••tra la• prtnctpal•• caracterf•tlca• da la• 

cepaa. Ta•bt•n •• uttltzaron capa• dtcartOttca• con dltarant• 

capacidad para con•ualr la celulo•a que hablan •ldo obtenida• en 

tnve•ttaaotonea prevtaa <35> 1 paro qua no hablan atdo ••tudlada• 

en r•lac16n a au patrón de ataque a loa coaponant•• de la 

lt1nocelula••· Eato• dtcartot•• aont 

18 • 85 
18 • 37 
58 • AO 
71 • 48 
88 • 82 

Se uaaron dltarant•• capa• ooao taatt10 tanto para la• 

prueba• da con•uao da caluloaa co•o para detarmSnar lo• patronea 

d• co"aumo da la• capa• obtenida• en eate trabajo. En la Tabla 

18 •• auaatran la• caractarlatlcaa prlnctpal•• de eataa capa• 

t••tlco. 
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Toda• la• cepa• utlllzada1 para el pra•ente trabajo tu•ron 

proparclonadaa por el Dr. H•r•llo Leal Lara <Oepartaaento de 

Allaenta• y Bloteonolo1la, Facultad de Qutalca, UNAH>. 

8.3 tlEDIOS DE CULTIVO. 

8.3.l "•dlo d• aaar ••tracto de .. lta. 

Para preparar 500 al de a•dio de ••tracto de aalta aaar, 

p••ar 7.5 1 d• ••tracto~d• aalta y 10 1 de a1ar, colocarlos •n un 

matraz Erlenmeyer de un litro. Adicionar sao al da a1ua de•tilada 

aradualaenta, procurando di•olv•r loa reactivo•. A contlnuacl6n 

tapar el aatraz y dejar reposar durante 20 alnuto•· 

Po•t•rloraente, ••terlliaar en autoclave a t21•c y 16 kilo• d• 

pr••l6n durante iS ainutoa. Vaciar al aedio eatertl en caja• 

Petrl de pl••tlco de 9 ca d• dl•••tro. Una vez aolldltlcado el 

aedlo 1uarder la• cajas petrl en bol••• de poll•tlleno hasta eu 

uso para evitar contaatnaclone• y de•hldratactOn d•I aedto. 

8.3.2 "•dio da •&•r 
(DPltAlo 

aatract.o -•t.• daprot.alnado 

Prepar ••t• aedto a partir de una aoluctOn oonoantrada da 

••tracto de aalta deprotalnado. Para esto pesar 20 1 da extracto 

da •alta y dlaolver en 250 al de a1ua deatllada. Medir •1 pH da 

la aoluclón anterior y e~evar a l.& unidad•• con una aolucl6n d• 

NaOH IN. D•apuea adicionar •·• 1 d• CaCl2"2H20,· aezalar y 

e•t•rillzar an autoclave a 121•c y 16 kllo• da preal6n durante 
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20 •lnuto•. Una v•• trio tlltrar para obt•n•r la •oluo16n 

concentrada. 

Poet•rlor•ante to•ar 75 al del filtrado y •ezclar con 425 

ml de a1ua deettlada y 10 1 da a1ar. Deepu•• de 20 •lnuto• de 

rapo•o ••t•r1112ar en autoclave a 121•c y 15 ktloa de preal6n 

durante 15 •lnuto•· Vaciar el ••dio ••t•rtl en caja• Petrl 

d••aohabl•• Q ca da dl6•etro, y 1uardarlaa en bol••• de 

poll•tll•no. 

e.3.3 "•dio d• doble capa 
aoelulolftlco. 

para definir aar~oter 

E•t• aadlo aeta ccapua•to por do• capa•, la prt•ara da ••••• 

alnaral•• <SM> y la •a1unda capa da carbo•t-aatll calulo•a <CHC>. 

Se prepara da la at1ulenta maneras 

Preparar un litro da soluctCn d• la prlaara capa, en 600 al 

de a1ua daatllada dtaolvar la• •t1utant•• •al•• en el orden 

lndloado1 

NH4HzP04 IFo•tato da aaonlol 4.0 1 
KzHP04 IFo•tato aoldo da pota•lol 0.2 1 
KHzP04IFo•tato dlaoldo da pota•lol o.e 1 
ZnS04'7H20 CSultato d• alncl 4,4 •I 
MnS04 '4H2o ISultato d• aan1ana•ol &.O •I 
CuS04'SHzO <Sulfato da oobra> 1.0 •I 
FeNH4CsH507 (Citrato tarrico 5.0 •1 

aaonlaoal> 
Cac1 2 <Cloruro d• calcio> 20.0 •1 
M1S04'7Hz0 CSultato da aa1n••lol o.e& 1 
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Dl•olver la• Olttma• dos sal•• por •eparado a tnte1rar al 

volumen total de un litro. Para preparar •1 medto aju•tar al pH 

de Ja •olucl6n da •ale• a 4.S y adicionar 20 1 de aaar por cada 

litro de medio, dejar repoaar durante 20 •lnutoa ~ ••t•rlltaar en 

autoclav• a 121•c y 15 klloa de pr••lón durante 15 •lnutoa. A 

conttnuaclOn vaciar 15 •1 d•I ••dto en cada caja Petrt de1achabl• 

y•• auardaron en bol••• de polletllano. 

Para la preparación da la ••1unda capa carbo•i••tllo•luloaa 

<CHC> •• r•qul•r• •o••tar a la CHC a un trata•l•nto aoldo <M•todo 

da WaJaath> que p•r•lt• au hidratación. Para eate trata•l•nto 

Wal••th, dejar antrtar 4 1 d• CHC y 51 •1 da aoldo toatórlco 

durante 30 •lnuto•. Poaterlor••nte •azolar 1radual••nta paqu•lla• 

cantldade• da CHC y 6cldo toatórtco an un vaao de praclpttado• de 

100 mi previamente entrtado, tratando•• de tnoorporar al actdo 

con la ayuda de un aattadDr. Continuar aat6 operaolón haeta que 

toda la CHC •• Incorpora •n ter•• ho•oaenea con el aotdo. Dejar 

enfriar la aezcla ho•oa•n•• durante doa her••· A oontlnuaol6n 

licuar con 500 •l d• aaua daatilada y filtrar can vacto para 

allalnar el ewceao d• actdo. Lavar el preClpitado obtenida de 

t1ual toraa, do• vece• ••• y dejar en 500 al de una aolual6n de 

carbonata d• •odio al t.OK durante 8 hora.• para neutraltaar •I 

exce•o da acidez. Al dta atautante lavar nuevaaent• 3 vaca• ••• 

can a1ua deatllada. A conttnuactOn d•t•r•inar la huaedad d•l 

practpttado obtenido y •u•pendarlo en 250 •I de la aoluctltn de 

••1••· Daapu•• de conocer la hu•edad adlotonar la cantidad 

nece•arta de aoluotOn d• •ala• para obtener una euapene16n da CHC 

•• 111. 



Para pr•parar •1 ••dio d• CHC ajuatar •1 pH d• la •u•p•n•ión 

de celuloaa Walseth a 4.S y adicionar O.OS• de 1luooaa y .2.0K 

de asar. D•jar réPoaar durante 20 •inutoa y calentar haata 

ebulltctón. Poatertor•ente, vaciar 10 •1 d•l ••dio en tubo• de 

•n••Y• Y •• tapar para ••r eateriltzadoa en autoclave a 121•c y 

15 kilos de prealOn durante IS mtnutoa. A cada tubo con ••dio 

••t•rtl adicionar en condtcton•• aa•pttcaa SO ~J de una aoluc16n 

de deoxtcolato de aodlo al 0.04• y 10 ~I d• aoJuciOn de ttamtna 

al O.OtC. Ftnal•ente aattar lo• tubo• para ho•o1enelzar el ••dio 

y Vaciar cada tubo aobre laa caja• Petrt que contienen el ••dio 

de ••I•• •fneral•• o loa ••dio• de DPHA. 

Se dettnleron oo•o cepas con car6cter aoelulolttloo 

aqu6llaa que no formaron hala en el ••dio de celulaaa, Jo oual 

indica que. su metaboltemo para conaumtr celuloaa ha sido 

•odltlcado. 

e.a.. "•dio d• &rano ••t•rll para •• produoolón d•l 
tn6oulo. 

Se conoce oo•o lnóculo de arana al creoi•lento •fcellar 

obtenido en lo• 1rano• ••t•rll•• d• ala6n cereal ao•o trtao, 

centeno o •ljo. El tnOculo de arana•• uttltzo para sembrar Ja 

cepa deaeada en un auatrato det•r•lnado y aal evaluar la tor•a en 

que •ate tue con•u•ldo. 

Para preparar ~1 tnóoulo de arana, lavar •I 1rano de trt10 

y aocar en aaua a t••P•ratura d• ebulllol6n durant• &O 

•1nut0•. A oonttnuactón drenar el aaua caliente y enfriar el 
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¡rano al chorro de a¡ua. Pe•ar el arano trlo y adicionarle Caso4 

al 1.3• y CaC03 al 0.3•, mezclar y •• colocar en tra•coe de 

vtdrto y llenarlo• hasta la mitad de •u capacidad. Tapar los 

tra•co• de vidrio con hule eapuaa y papel alualnlo 1 para 

••t•rlltzarloa a 121•c y 15 kilo• de preelOn 

durante una hora. Una vez trio al arana, Inocular oada traaco 

con el •lcello proveniente de una caja Petrt r••••brada una 

••••na ant••· Incubar lo• tra•oo• inoculado• a 2e•c durante 8 

di••· 

8.3.5 Su•trato de paja par• •valuar •1 aon•umo de la 
111nooelulo••· 

El •u•tra~o li1nocelul6etco •• formula con paja da tri10 1 

rastrojo de matz y alote. El acondicionamiento del eu•trato e• 

por aedto da una termentaclOn a cielo abierto durante 3 dlae, 

para poet•rtor••nte· paeteurlzarlo a es~s·c durante 120 •tnutoa. 

A contlnuaalOn enfriar ha•ta una taaperatura d• 

••parct•Odolo eobre una•••• eet•rtl. Para cada cepa prepar 8 

bol••• de l kl del au•trato paateurlzado. El auetrato •• Inocula 

al 3.0" con lnOculo de arAno • incuba a 2&:t2·c~ 
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8.4 CALCULDS PARA OBTENER LA CD"POSICIDN DEL SUSTRATO 
EXPRESADA EN BASE CONSTANTE ICENIZAS> Y LOS 
PORCENTAJES DE DEGRADACION DE CADA COllPONENTE. 

Durante el pe~
0

iod~ de incubación. los componente• oraAniQca 

del sustrato &on de¡tadados a blOkSdo de carbono y aeua. de Ja 

cual parte •• •vapora y parte queda retenida en el au•trato. Sin 

el contenido absolut~ d• mtrierales se mantiene 

constante, no asi su po~centaje en relaotón OQn lo& demaa 

componente, ya que al dlsmtnutr •U cantidad la proporción o 

porcentaje de cenizas se Incrementa. Considerando entonoea que la 

cantidad absoluta de ceniza• se mantiene constante durante todo 

el experimento, es posible determinar la pérdida de aad• uno d~ 

loe componentes del •ustrato. 

1.- CALCULOS PARA EXPRESAR LA COMPOSICION EN BASE CONSTANTE. 

La composlctón en base a cenizas para cada oepa •e c~loYJÁ 

dividiendo lo• S ~vaJar•• de cada componente entre el valor 

promedio d• sus cenlzaa. De esta torma es po•ible dete~minar lQ& 

variactonea en el canauao de cada componente a los diferentes 

tiempo• de incubación. 

Ael por ej•9plo para calcular la composlclon en base a 

cenizas de la paja sin tnocular, cada uno de loa datos d~ 

compoalclOn se dtvid• entre su valor promedio de cenizas <Tabla 

17J. 
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2,- CALCULOS PARA OBTENER LOS PORCENTAJES DE PERDIDA DE CADA 
COMPONENTE. 

Los porcentajes da pérdida de cada componente se calculan a 

partir de Ja compos1c16n en base constante por medio de la 

si¡uiente fórmula: 

g componente g componente 
g cenizas <t=O> 8 cenizas Ct=t> 

• Degradación = ---------------------------------------- X 100 

g componente 
¡ cenizas <t=O> 

En donde; 

O Componente en base a cenizas de la paja sin inocular. 

Componente en base a cenizas para c~da cepa a loe 25 
y 50 dias de incubación. 

Con el propósito de conocer las Variaciones en cada cepa 

debido a las repeticiones, se aplica la fórmula anterior para 

cada uno de los valores de cada componente con re•pecto al valor 

promedio de cada componente del sustrato sin inocular. 

Asf por ejemplo el porcentaje de degradación de la llgnlna 

pa~a la cepa ~a los 25 dtas de lncubaclón se calcula de la 

siguiente forma: 

DATOS: 

g componente • 1. 24 
1 li¡nlna Ct=O> 

e componente 
1 Jl1nlna lt=2Sl 

1. 01 
1.01 
0.98 

K P•rdida de 11¡nlna = 19.36±1.40 
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Pérdida-de ll1nlna <~> 

1.24 - 1.01/1.24 • 16,SS 
1.24 - 1.01/1.24·• 18.SS 
1.24 - 0.96/1.24 • 20.97 



.TABLA 161 PRINCIPALES CARACTERISTICAS DE LAS CEPAS 
DE Pleurotus ostreatus UTILIZADAS COHO 
CONTROLES. 

CEPAS CARACTERISTICAS 

HIBRIDO OBTENIDO POR EL DR.H. LEAl, 

BX3 
CON CARACTER 1ST1 CAS DE CREC 1n1 EHTO 
UIOOROSO V FACILIDAD PARA PRODUCIR 
ESPORO FOROS. 

Sii H.1.-".I. .. "ª··· 
HIBRIDO PRODUCIDO POR n.a.R.AnlREZ 
C.R., A PARTIR DE UNA nUTAHTE ce-> 
V UH nONOCARIOTE SILVESTRE. 

nuTANTE OBTENIDO POR ACCll!N DEL 
9 H4-"8 nUTAOEHO nNNO e TIPO DE COnPAT IB 1-

LIDADll>. 

"ª··· 
noNOCARIOTE FRUCTIFICANTE CON 
UIOOROSO CREClnlENTO nlCELIAR. 

noNOCARIOTE FRUCTIFICANTE CON 
"a.311 

UIOOROBO c°REc1n1EHTo nlCELIAR. 



TABLA l?: COMPOSICION EN BASE A CENIZAS DE LA PAJA DE 
TRIGO-RASTROJO DE t1AIZ-OLOTE SIN INOCULAR. 

CltlPOSICION DE LA PAJA DE TRIGO SIN INOCULAR 

COMPONIENTIE• 
lllEPLICll 

CIENIZllS LIONJHll OLUCllNOB XJLllNO• 

s. 7.42 9.6111 64.32 s.a.2111 
2 7.74 9.85 64.2111 s.a.2111 
3 7. 53. 9.98 64.111111 s.a.aa 
4 7.39 a.s3 64. lllll S.8.77 
5 7.62 a.se 64.2111 S.9. UI 

COMPOSICION EN BASE A CENIZAS 

ií = 7. 54 s..27 8.53 a.4s. 
s.. 3S. a. ss. Z.4S. 
s..32 •• 49 a.42 
s.. S.3 •• 55 a.49 

....!.:.!!. ..!..:_!!;, ...!.:..!.! 
s.. 24!e.1119 a. sa!e. ea 2. 45!e. es 
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