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Resumen

1. RESUMEN

En México los hongos comestibles del género Pleurotus, mejor conocidos como
“setas” son el segundo hongo mas cultivado a escala comercial, tomando cada
vez mas importancia puesto que es un alimento de facil digestidon, con un alto

valor nutritivo y sabor exquisito.

Este trabajo tiene como objetivo principal llevar a cabo la dedicariotizacién de
una cepa comercial de Pleurotus ostreatus, debido a que por tratarse de una
cepa comercial tiene particular importancia para su uso en trabajos posteriores
de mejoramiento genético que permitan obtener hibridos y asi proveer al
mercado nacional y al consumidor de material novedoso, con caracteristicas

sensoriales mas aceptables tanto en el estipite, como en el pileo.

La cepa comercial de hongo comestible Pleurotus ostreatus K8501, fue
sometida al efecto de una solucion dedicariotizante (glucosa y peptona) con lo
cual fue posible recuperar 73 neohaplontes, utilizando tiempos de maceracion
de 350, 400, 450 y 600 segundos, concentraciones de la solucion
dedicariotizadora de 20 o 30 g/L de glucosa anhidra y peptona, tiempos de
homogeneizacion después de observar desarrollo micelial en la solucion
dedicariotizadora de 30 o 60 segundos y un volumen de inoculacion en medio
EMA de 10 pL para todos los casos. Como resultado de los apareamientos para
identificar los 2 tipos de compatibilidad se observé que solo fue posible obtener
uno de los componentes monocariéticos de la cepa. Finalmente al realizar
apareamientos entre los 73 neohaplontes obtenidos para la cepa K8501 con 40
neohaplontes de la cepa PAsp14 no fue posible la obtenciéon de hibridos, debido
muy probablemente a que los neohaplontes de ambas cepas corresponden al

mismo tipo de compatibilidad.
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2. ANTECEDENTES

2.1. ¢ Qué es un hongo?

Los hongos son organismos microscépicos 0 macroscopicos que viven sobre
diversos materiales organicos, tienen células con nucleo (eucariontes) vy
requieren de otros seres vivos para obtener su alimento (son heterétrofos). Sus
células poseen una pared gruesa de un compuesto polisacarido llamado
quitina, el cual les provee rigidez y resistencia. La quitina también es el
principal constituyente del exoesqueleto de los artropodos. La mayoria de los
hongos son pluricelulares y sus cuerpos estan constituidos por filamentos
tubulares microscopicos, denominados hifas, que se ramifican y entrecruzan. El
conjunto de hifas se conoce como micelio que se observa como una masa
blanca y algodonosa (proviene de la germinacion de las esporas), de las cuales
brotan pequefios o grandes botones, que son estructuras que produciran

infinidad de simientes (o0 esporas) y a través de ellas se reproduciran.

Estas estructuras macroscoépicas de reproduccion de los hongos constituyen lo
que comunmente se conoce como “‘hongo”, el verdadero hongo no es
necesariamente visible por que se encuentra debajo del suelo y la hojarasca.
Estas masas pueden formar uno o varios cuerpos fructiferos (Figura 1). De tal
manera que cuando andamos en un bosque colectando hongos, Io que en
realidad se hace es colectar los cuerpos fructiferos de éstos. Comunmente
tienen el sombrero o pileo, que puede llevar en la parte inferior laminas,
venaciones, poros o agujas en forma de finos dientes colgantes; generalmente
es el pileo la parte mas llamativa del hongo por presentar colores muy variados
y ademas, es la parte mas comestible por ser carnosa. El tallo o estipite, es la
parte que sostiene al sombrero; puede ser comestible cuando es carnoso, o
desechable cuando es fibroso o coriaceo; a veces esta adornado en la parte
superior como una membrana colgante, a manera de anillo; en la base del pie,
puede dilatarse en un bulbo y estar cubierta por una membrana mas o menos

gruesa o escamosa llamada volva (Guzman, 1993; Biodiversidad, 2017).
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Figura 1. Cuerpo fructifero del hongo

Para alimentarse, los hongos primero descomponen su alimento en pequefias
moléculas que después absorben a través de las membranas de sus células.
La mayoria se alimentan de materia organica muerta (saprobios), otros son
parasitos y algunos son depredadores. Puede encontrarse adheridos a objetos
muy variados, como madera, vidrio, metal oxidado, estiércol, humus, plastico,
etc. (Biodiversidad, 2017; Fortin, 1999).

Los hongos microscopicos o los llamados mohos que crecen sobre los
alimentos, por ejemplo, las masas algodonosas blanquecinas, verdes o
anaranjadas que crecen sobre pan, naranjas o tortillas, son hongos
microscopicos que nunca forman cuerpos fructiferos macroscopicos. Estos
mohos corresponden a los conocidos en micologia como: Rhizopus, Penicillium

y Monilia, respectivamente (Guzman, 1993).

Los hongos pueden reproducirse de forma sexual o asexual, produciendo
esporas que permiten su dispersion hacia nuevos lugares que les ayudan a
sobrevivir en condiciones adversas, como la deshidratacion o congelacion.
También pueden desarrollarse a partir de cualquier fragmento de micelio, por
pequefio que sea, aunque ésto no ocurre frecuentemente (Biodiversidad,
2017).
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Los hongos son conocidos desde tiempos muy antiguos, se sabe que tienen el
poder de provocar la muerte. No obstante, muy pocas especies de entre las
miles que existen son realmente venenosas, aunque numerosas variedades
pueden provocar molestias, como diarrea, dolor de estbmago y vomitos. Por
esta razén es mejor no ingerirlas si no se sabe a ciencia cierta si son
comestibles. Aunque muchas variedades de hongos son comestibles, solo

existen unas 20 variedades realmente exquisitas (Fortin, 1999).

2.2. Importancia de los hongos en la naturaleza.

Debido a que los hongos viven de la descomposicion de la materia organica en
sus diversas formas, incluyendo la basura, hojarasca y otros substratos, estos
organismos constituyen la clave para la reincorporacion de los materiales
organicos en el suelo, favoreciendo asi la formacion o el enriquecimiento de
suelos. Son esenciales en el reciclaje de nutrientes en todos los habitats
terrestres; contribuyen a regular las poblaciones de las plantas, animales e

insectos que parasitan (Guzman, 1993; Biodiversidad, 2017).

Los vegetales verdes pueden asimilar los nutrientes del suelo, en parte, gracias
a la accion de los hongos que han degradado la materia organica, facilitando
que sea absorbida por las raices. Por otra parte, en los bosques de coniferos y
de encinos, hay infinidad de hongos que viven asociados con las raices de los
arboles, ayudando esta asociacion tanto al hongo, como al arbol, en un mayor
crecimiento de ambos. Esta asociacidon, la cual se llama micorriza, se
encuentra ampliamente difundida en México en los bosques y su importancia

forestal es indiscutible.

Existen especies de hongos que son parasitas, unas parasitan animales y otras
vegetales, las primeras constituyen por su importancia toda una especialidad
en la medicina, ya que son muchas las especies de hongos que atacan al
hombre, tales como las llamadas “tifias” o el “pie de atleta”. Los hongos que
provocan enfermedades en los vegetales, ocasionan fuertes pérdidas en
cultivos de importancia econdémica, tales como: platano, uvas, frijol, maiz, trigo
entre otros; todos estos hongos son microscopicos, excepto algunos ejemplos

4
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macroscopicos, como el conocido “cuitlacoche” del maiz y los hongos lefiosos
que atacan los arboles como Ganoderma sessile, Pleurotus smithii y varias

especies de Polyporus y Fomes (Guzman, 1993).

2.3. Valor alimenticio de los hongos.

La composicidn quimica de los hongos varia segun la especie, incluyendo:

Proteinas: en proporcién de 20 a 40% de su peso seco, tal cantidad de
proteinas los coloca por arriba de la mayoria de los vegetales, frutas y verduras
que se consumen en una dieta tipica. Aminoacidos: La calidad y cantidad de

aminoacidos esenciales que los constituyen son de 16 a 21 aminoacidos.

Vitaminas: Son una fuente significativa de vitaminas como la tiamina (B1),
riboflavina (B12), acido ascoérbico (C), vitamina D, (ergosterol), acido

pantoténico, niacina y biotina entre otras.

Minerales: encontrandolos en cantidades significativas como: calcio, fésforo,

cobre, potasio y fierro.

El contenido de grasas, carbohidratos y calorias es bastante bajo lo que lo
hace un alimento ideal, ademas de sabroso, nutritivo y bajo en calorias

constituyendo una excelente opcién alimentaria (Barba Chavez et al., 2013)

Las setas (hongos del género Pleurotus) son ricas en calcio y riboflavina.
Ademas se les atribuye numerosas propiedades medicinales. Tales como:
laxante, antibiotico, ayuda a disminuir el colesterol y afrodisiacos (Garcia
Rollan, 2007; Fortin, 1999).

En el caso particular de las setas, su contenido de agua es elevado (90-95%),
aumentando con la edad y disminuyendo por estancias en el frigorifico,
tomando como ejemplo 100 g de Pleurotus ostreatus fresco hay, ademas de

agua:
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e 0.8 -2 g proteinas.

e 3 — 6 g carbohidratos.

e 0.05-0.3 ggrasas.

e 0.5-1 g compuestos minerales.

e 15-20 calorias.
Durante la coccion, la mayor parte del contenido de agua se pierde, quedando
practicamente concentrados los otros componentes, a lo que en parte se debe

el sabor particular de los hongos (Pérez Silva et al., 2015).

Los hongos se pueden comprar frescos, secos, congelados o en conserva,
algunas especies de hongos se pueden comer crudas (champifién cultivado,
boleto comestible, seta de ostra, etc.), no obstante, la mayoria de los hongos

silvestres son comestibles después de la coccién (Fortin, 1999).

2.4. Importancia de Pleurotus.

El género Pleurotus comprende especies lignicolas, generalmente de color
blanco, amarillento o rosado, a veces grisaceo o moreno, con forma de
embudo, pétalo de flor o concha de ostra, y que carecen de estipite, o bien éste
es lateral o excéntrico y corto, aunque a veces puede ser mediano o largo. P.
ostreatus, P. cornucopioides y P. mexicanus son hongos muy apreciados entre
los comestibles, en particular el primero, que en algunos paises es cultivado en
escala industrial. Es un ejemplar muy estimado, sobre todo el que tiene forma
de ostra. Es un buen sustituto de champifidon cultivado. Se recomienda no
ingerirlo con alimentos muy fuertes, debido a que no percibira bien su sabor
(Fortin, 1999).

Los hongos comestibles del género Pleurotus crece saprofiticamente en
ambientes naturales sobre troncos de arboles caidos y otras plantas lefiosas en
descomposicion. Es un hongo semi-anaerébico que soporta un 32% de CO, y
fija nitrdgeno atmosférico. Zervakis y Venturella (2002) consideran que cada
cepa tiene un potencial bioquimico distinto, por ejemplo, en la degradacién de
celulosa, hemicelulosa y lignina, lo cual puede ser utilizado como criterio para

identificar la calidad de cepas que sean convenientes para programas de
6
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hibridacién. Por lo tanto, Pleurotus y muchos basidomicetos, producen
compuestos de interés industrial tales como acidos organicos, vitaminas,
aminoacidos, enzimas y otros metabolitos secundarios con aplicaciones
farmacéuticas gracias a estas caracteristicas, los hongos tienen diversas
aplicaciones en ambitos biotecnolégicos tales como: el ambiente,

farmacoloégico y alimentario.

2.5. Pleurotus ostreatus (Jacq.) P. Kumm.

Figura 2. Pleurotus ostreatus

2.5.1. Descripcién taxonémica:
Dominio: Eucaria
Reino: Fungi
Subreino:  Dicaria
Filum: Basidomicota
Subfilum:  Basidomicotina
Clase: Agaricomicetos

Subclase:  Agaricomicetae

Orden: Agaricales
Familia: Pleurotaceae
Género: Pleurotus
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2.5.2. Caracteristicas macroscoépicas:

Sombrero o pileo: 5-20 cm de diametro, con forma semicircular o de concha.
Superficie del sombrero: Color variable que suelen ser grises u ocre grisaceos,
aunque existen formas de color gris plateado, verdi-azules e incluso proximas
al pardo, esto suele dar lugar a la creacion de multiples variedades. De piel lisa,
separable y brillante, sobre todo con lluvia cuando resulta un tanto lubrificada,
el borde se presenta enrollado en los especimenes jovenes, quedando

después fino y algo ondulado.

Laminas: Dispuestas radialmente que van desde el pie que lo sostiene hasta el
borde del sombrero. Separadas unas de otras, aunque algunas estén

bifurcadas, son de color blanco o ligeramente crema.

Pie o estipite: 1-2 x 1 cm, blanco, pubescente, muy corto y totalmente lateral,
hay individuos en los que apenas es perceptible debido a que esta incrustado

en el sustrato.

Carne: consistente y tenaz de color blanco, de olor fungico suave, sabor dulce

y agradable.

Esporas: Vistas al microscopio son alargadas, casi cilindricas, cuando se
depositan en masa forman un polvillo harinoso de color blanco con tono lila-

grisaseo.

Habitat: otofio y principios de invierno sobre arboles muertos, en heridas de
troncos y troncos caidos: cultivados en paja y madera (Lohmeyer y Kinkele,
2006; Garcia Rollan, 2007).

En México recibe el nombre de oreja u oreja de cazahuate, pero los
cultivadores de hongos lo denominan también Pleurotus o pleuroto. Puede ser
cultivado en un medio preparado con materiales celulésicos, como fragmentos
de papel, aserrin de pino o con paja de gramineas y harina de frijol, al que se le
adicionan algunas sales minerales como carbonato y sulfato de calcio; pajas de

8
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trigo o cebada, astillas de alamo y eucalipto, bagazo de cafia de azucar, pulpa
y cascarilla de café, tamo de amaranto, olote de maiz, fibras de algodon,
bagazo de maguey pulquero o tequilero, de henequén y uva, residuos de las
cosechas de jamaica y platano, lirio acuatico, zacates verdes, tallos de
platanos, entre otros materiales provenientes de residuos agroindustriales;
también es cultivado en tocones o troncos de arboles muertos, debido a que
tienen la capacidad de desdoblar la lignina sin que sea necesario efectuar una
fermentacién previa u otro tipo complicado de preparacién quimica o bioldgica.
En paises orientales es frecuente el cultivo en frascos o vasijas de boca ancha,
llenandolos con una mezcla de aserrin, maiz y salvado de arroz (Barba Chavez
et al., 2013; Cayetano-Catarino y Bernabé-Gonzalez, 2008; Chairez-Aquino et
al., 2015; de Le6n-Monzon et al., 2004; Flores Macias et al., 2013; Job, 2004;
Garcia, 2007; Lépez-Rodriguez et al., 2008; Manjarrés et al., 2010; Sanchez
Vazquez et al., 2007; Varnero et al., 2010).

Algunas cepas de P. ostreatus destruyen mas rapidamente la lignina que la
celulosa. De manera que es posible que so6lo se conserve la ultima en los
materiales lignocelulésicos donde dichas cepas son cultivadas, por lo que el
residuo celuldsico y hemiceluldsico puede ser aprovechado, por ejemplo, como
forraje para el ganado, por que es de mas facil digestion que los materiales que
contienen lignina. No obstante, el cultivo de estos hongos en escala industrial
todavia presenta algunas dificultades, pues las cepas silvestres esporogenas
producen reacciones alérgicas en las personas susceptibles que manejan el
cultivo de esta especie. En la actualidad se pretende cultivar solo las cepas
asporogenas obtenidas por mutacion y seleccion genética con objeto de evitar

dicha accion nociva de las esporas del hongo (Barba Chavez et al., 2013).

2.6. Division y ciclo de vida de los hongos.
Los hongos filamentosos se dividen en inferiores y superiores, por las
caracteristicas de sus hifas:

Hongos inferiores: En las hifas el citoplasma es generalmente continuo, no esta
separado por septos, posee numerosos nucleos minusculos que se desplazan

9
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libremente por una corriente citoplasmatica que también permite el transporte

de elementos nutritivos al interior del micelio (se les conoce como mohos).

Hongos superiores: tienen septos con perforaciones centrales que permiten el

paso del citoplasma (Molina Bastidas et al., 2013).

Nucleo
S o
Parede celular””

Figura 3. a) Hifas con septos b) Hifas sin septos

El ciclo de vida de los hongos superiores esta divido en dos fases de

crecimiento:

Vegetativo: Involucra un aumento lineal del micelio, cuando se dan en
condiciones de baja temperatura, humedad y oxigeno elevados, en algunos

casos, luz.

Reproductivo: El micelio cesa su crecimiento vegetativo y comienza a producir
cuerpos fructiferos. En las laminillas que se encuentran en la parte inferior del
pileo se forman los basidios, cuando los nucleos dentro de cada basidio se
fusionan (cariogamia) se producen 4 nucleos, los cuales mediante meiosis
daran lugar a las cuatro basidiosporas, las cuales se desprenden mediante la

esporulacion, cuando estas caen germinan y forma una hifa que va creciendo y
10
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ramificandose por el medio, formando lo que se conoce como micelio primario
el cual posee un nucleo idéntico al de la basidiospora original, conocido como
homocarién, este tipo de micelio rara vez dara lugar a nuevos cuerpos
fructiferos, excepto en ciertas especies, como: Coprinus fugaces y Volvariella

volvacea.

Dos hifas de micelio primario compatibles pueden fusionarse de acuerdo a un
complejo sistema de genes de cruza, dando lugar a micelio secundario o
heterocaridtico fértil y dicaridtico, por tener dos nucleos en cada septo de sus
hifas. Este micelio se caracteriza por tener fibulas (Figura. 4), las cuales son
estructuras indicadoras de hifas dicaridticas. El micelio continuara creciendo
hasta que se presenten las condiciones de estrés que disparen la formacion del
cuerpo fructifero y asi comenzar el ciclo nuevamente (Figura 5) (Garcia Rollan,
2007; Molina Bastidas et al, 2013).

G N 5O

Figura 4. Formacién de fibulas

11



Antecedentes

Germinacion de esporas

) Micelio primario -

Basidio
moduro

Meiosis y formacion
de esporos

Bosidio
madurando Basidio joven

Micelio
secundario

Figura 5. Ciclo de vida de los hongos heterotalicos tetrapolares

2.7. Produccion nacional de hongos comestibles.

El cultivo de hongos comestibles es una industria biotecnoldgica en continuo
proceso de expansion y que poco a poco va cobrando mayor importancia en el
ambito econdmico de muchos paises. Actualmente las especies de hongos
comestibles mas importantes por su cultivo son: Agaricus bisporus
(champifidn), Pleurotus spp. (seta, ostra), Lentinula edodes (shiitake),
Ganoderma (reishi), Grifola (maitake) y Ustilago (cuitlacoche). En 2011 en
México se estim6é una produccidon de 63,374 ton anuales de hongos
comestibles, funcionales y medicinales, frescos y procesados (Martinez-
Carrera et al., 2012). El género Agaricus es el hongo comestibles mas cultivado
y consumido en Europa, Norteamérica y México. Por su parte Lentinula edodes
es producido principalmente en Japén, Volvariella volvacea en paises Asiaticos

y Pleurotus spp. en México y Sudamérica (Chang, 1999).

La producciéon anual de hongos y setas en México supera las mil cuatrocientas
toneladas, y el Estado de México es el que mas hongos y setas produce en el
pais (SAGARPA, 2016).

12
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La produccion mundial de hongos comestibles registré un incremento anual de
6.2 millones de toneladas para el 2004, de las cuales 38,708 toneladas fueron
producidas en México lo que constituye un 59% del total de la produccion de

los paises Latinoamericanos (Martinez-Carrera et al., 2007).

Solo hay pocas especies de hongos comestibles en el mundo que son
cultivadas en escala industrial en relacion con los cientos de especies de
hongos comestibles que se desarrollan en estado silvestre (Barba Chavez et
al., 2013).

Las setas ocupan el segundo lugar de produccién en México, solo después del
champifion. Actualmente, el género Pleurotus es cultivado en 21 estados de
Meéxico y se observa que el interés por cultivarlo se incrementa no solo en este
pais, sino en la mayoria de los paises Latinoamericanos, como estrategia de
desarrollo econdémico, produccion de alimento y utilizacién de subproductos
agricolas. México es el principal productor de Pleurotus en América Latina.

Este hongo se puede encontrar actualmente en cualquier supermercado con
una oferta gastronémica medianamente amplia y figura en la carta de muchos

restaurantes.

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

genotipos puede lograrse mediante un programa de mejoramiento genético.

2.8. Mejoramiento genético de hongos comestibles.

En general, existen dos formas de lograr un mejoramiento genético siguiendo
este principio:

1) Aislamiento de la progenie meidtica (esporas).

2) Dedicariotizacion (obtencion de componentes monocariéticos).

13
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2.8.1. Mejoramiento genético a partir de progenies meioticas.

El mejoramiento genético a partir de progenies meidticas consiste en recolectar
las esporas producidas por los esporoforos de las cepas de interés para
posteriormente hacerlas germinar y por medio de entrecruzamientos entre
cepas compatible obtener micelio dicariético. Sin embargo, existen reportes de
que mediante tal metodologia los hibridos no siempre superan a las cepas
parentales (Gaitan-Hernandez, 2000; Salmones et al., 2004). Este método es
muy lento debido a que es necesario fructificar las cepas en un inicio para
obtener las esporas y posteriormente para evaluar las caracteristicas de las
cepas obtenidas es necesario llevarlas a la etapa de fructificaciéon. Otra
desventaja de este método es la necesidad de realizar un gran numero de
apareamientos para encontrar las caracteristicas deseadas en la progenie.
Esta incertidumbre sobre el aporte genético presente en las basidio esporas se
debe a que para la obtencién de la progenie meidtica es necesario que el
micelio dicaridtico pase primeramente por la cariogamia, donde se fusionan los
nucleos del micelio dicariético produciendo un nucleo zigético y posteriormente
pasa al proceso de meiosis donde se obtienen cuatro nucleos haploides que
contienen el material genético en una combinacion diferente a la que se

encontraba en las cepas monocarioticas que dieron origen a la cepa parental.

2.8.2. Mejoramiento genético por medio del proceso de dedicariotizacién.

La dedicariotizacion consiste en la separacién artificial de los dos
componentes monocaréticos (neohaplontes) de una cepa dicaridtica. Los
neohaplontes tienen como caracteristica la obtencién de un micelio sin fibulas y
su obtencion se puede llevar a cabo por métodos mecanicos y quimicos. La
operacion microquirurgica es un método fisico de baja reproducibilidad y muy
escasa recuperaciéon de neohaplontes. La dedicariotizacion quimica emplea
sustancias de alta toxicidad como taurocolato de sodio y acido cdlico o
sustancias menos toxicas como son: el uso de soluciones de peptona y
glucosa, donde probablemente el efecto dedicariotizante se atribuye a la
presencia de algun compuesto toxico producido durante la esterilizacion de la
solucion dedicariotizante. Sin embargo, no se conoce con certeza el
mecanismo que provoca la dedicariotizacion de micelio dicariético. Miles y
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Raper (1956) y Tokimoto et al., (1978) propusieron la siguiente hipotesis: la
destruccion del dicariote por agentes quimicos resulta en un defecto en la
fusidn entre las fibulas y la pendltima célula durante el proceso, lo que
ocasiona que la fibula y la penultima célula contengan un solo nucleo y se
forme el neohaplonte. La ventaja que presenta este proceso, es que la
informacion genética de una cepa se encuentra intacta en los dos monocariotes
recuperados, lo cual facilita el proceso de mejoramiento genético, puesto que el
meétodo de progenies meidticas, presenta variabilidad genética de las esporas
por ser producto de la fusién de nucleos y segregacion a partir del proceso de

meiosis.
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3. JUSTIFICACION

Los factores que han inducido al hombre para apreciar a los hongos como
alimento son su consistencia carnosa, facil digestion, alto valor nutritivo y sabor
exquisito. Lo que ha llevado al cultivo de los hongos en locales higiénicamente
controlados para que nos permita consumirlos en cualquier época del afio y no

s6lo en temporada de lluvias.

Los hongos comestibles del género Pleurotus crece saprofiticamente en
ambientes naturales sobre troncos de arboles caidos y otras plantas lefosas en
descomposicion. Es un hongo semianaerdbico que soporta un 32% de CO, y
fija nitrégeno atmosférico. Zervakis y Venturella (2002) consideran que cada
cepa tiene un potencial bioquimico distinto, por ejemplo, en la degradacion de
celulosa, hemicelulosa y lignina, lo cual puede ser utilizado como criterio para
identificar la calidad de cepas que sean convenientes para programas de
hibridacién. Por lo tanto, Pleurotus y muchos basidomicetos, producen
compuestos de interés industrial tales como: acidos organicos, vitaminas,
aminoacidos, enzimas y otros metabolitos secundarios con aplicaciones
farmacéuticas, gracias a estas caracteristicas, los hongos tienen diversas
aplicaciones en ambitos biotecnolégicos tales como: el ambiente,

farmacoldégico y alimentario.

El género Pleurotus, mejor conocido como “setas” es el segundo hongo mas
cultivado a escala comercial en México y va tomando cada vez mas
importancia por lo que surgen programas sociales para la produccion de este

hongo en beneficio de las familias mexicanas (SAGARPA, 2016).

Existen pocos trabajos enfocados en las cepas de Pleurotus ostreatus y su
proceso de dedicariotizacién. Si bien el proceso de dedicariotizacion no es
nuevo, no existe mucha informacion para este género y especie en particular,
por lo que en este trabajo se enfoca en dar a conocer mas informacion sobre:
sensibilidad que tiene el efecto mecanico para lograr la obtencion de
fragmentos muy pequefos que coadyuven en la obtencion de ambos
componentes monocariéticos de la cepa, con los cuales sera posible su
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posterior apareamiento con otras cepas diferentes con el fin de obtener nuevas
variedades y asi proveer al mercado nacional y al consumidor de material

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

Dado que la mayoria de las cepas con las que se trabaja en los laboratorios de
investigacién son de procedencia extranjera, seria de gran utilidad contar con
cepas con caracteristicas que satisfagan tanto las necesidades de los
productores, como del consumidor, evitando asi la necesidad de importar
cepas que por lo general no se adaptan a las condiciones locales de
produccion. Ademas la importacién y dependencia de cepas del extranjero
requiere de altos costos, lo que repercute directamente en el precio de venta

del producto al consumidor.
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4. OBJETIVOS
4.1. Objetivo general

» Dedicariotizacion de una cepa del género Pleurotus para su uso en la

obtencion de hibridos por apareamiento de neohaplontes.

4.2. Objetivos particulares

e Optimizar las condiciones para la dedicariotizacion de una cepa del
género Pleurotus ostreatus.

¢ Clasificacion de neohaplontes en los dos tipos de compatibilidad

e Apareamiento de neohaplontes para la obtencion de hibridos de

Pleurotus ostreatus.
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5. HIPOTESIS
Sera posible recuperar ambos componentes monocarioticos de la cepa
dicaridtica de Pleurotus ostreatus K8501 mediante el proceso de

dedicariotizacion utilizado para otras cepas del mismo género.
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6. MATERIALES Y METODOS

6.1. Secuencia experimental

Resiembrade cepa
Pleurotus ostreatus en
medio EMA

Maceracion
(200 — 600 s)

Inoculacion en solucion
dedicariorizante e
incubaciona 24 °C

Inoculacion en
medio EM e
incubaciona 24 °C

Inoculacion
directa en
medio EMA
(50 pL + 200 pL
de agua
destilada estéril)

Homogeneizacion
(30 -60 s)

Inoculacion en medio
EMA
(10 L + 200 pL de
agua destilada
estéril)

Observacion de
crecimiento
micelial

Incubaciona 24 °C
hasta la aparicion de
colonias

Revisién
microscopica

Aislamiento de
neohaplontes

Figura 6. Primera etapa: Dedicariotizacion de la cepa de Pleurotus ostreatus

K8501
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Asignaciénde clave a cada

neohaplonte obtenido Cajas Petri
control

Selecciony resiembra de tres
neohaplontes al azara para
apareamientos

Resiembra de todos
los neohaplontes

Apareamientosde los tres

. Revision microscoépica
neohaplontes seleccionados con todos

los neohaplontes obtenidos e |

incubaciona 24 °C

Confirmacion de miceliode
tipo monocariotico

Revision microscoépica

Figura 7. Segunda etapa: Clasificacion de neohaplontes en tipos de

compatibilidad
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Selecciony resiembra de
neohaplontes de la cepa
K8501 para
apareamientos

Resiembrade
neohaplontes de la
cepa PAsp14 en
medio EMA

Apareamientos de neohaplontes
e incubaciéna 24 °C

Cajas Petri
control

Resiembra de todos los
neohaplontes de la cepa
K8501

Revision microscoépica

Revision microscoépica

Confirmacion de micelio
de tipo monocariético

Figura 8. Tercera etapa: Obtencion de hibridos
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6.2. Material biologico.

Para este trabajo se utilizé la cepa de Pleurotus otreatus con clave K8501. Esta
cepa se obtuvo del cepario de la Facultad de Quimica del Departamento de
Alimentos y Biotecnologia, Laboratorio 324 de la UNAM vy sus principales

caracteristicas se mencionan en la Tabla 1.

Tabla 1: Claves y caracteristicas del material biolégico

Clave del cepario Tipo de cepa Clave en el trabajo
K8501 Pleurotus ostreatus K8
(cepa comercial)

6.3. Medios de cultivo.

6.3.1. Extracto de malta agar.

El medio extracto de malta agar (EMA) se prepara disolviendo 7.5 g de extracto
de malta en 100 mL de agua destilada en un matraz Erlenmeyer de 1 L, a
continuacion se agregan 9 g de agar bacterioldgico y se agita el matraz para
hidratar el agar. Finalmente se agregan los 400 mL de agua destilada faltante y
se esterilizan en autoclave a 121 °C, 15 |bs de presion durante 45 minutos. Del
medio estéril se vacian 10 mL en cajas Petri estériles con la ayuda de una
jeringa de llenado continuo, una vez solidificado el medio, las cajas Petri se
colocan dentro de bolsas de plastico y se incuban a 24 °C durante 24 horas
para verificar su esterilidad. Este medio se utiliza para la propagacién micelial

de todas las cepas y para realizar los apareamientos.

6.3.2. Soluciones dedicariotizadoras.

Para preparar las soluciones dedicariotizadoras se utilizaron diferentes
concentraciones de glucosa anhidra High Purity® (20 y 30 g/L) y peptona
bacteriolégica Oxoid® (20 y 30 g/L) disueltas con agua destilada en el mismo
matraz. De las soluciones dedicariotizadoras se colocaron 50 mL en matraces
Erlenmeyer de 125 mL de capacidad y se esterilizaron a 121 °C y 15 Ibs de
presion durante 45 minutos. Una vez frias las soluciones dedicariotizadoras se

incuban a 24 °C durante 24 horas para verificar su esterilidad. Estas soluciones
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se emplearon para obtener los dos componentes monocariéticos de las cepas

de Pleurotus.

6.3.3. Preparacion de solucion de extracto de malta.

La solucion de extracto de malta (EM) se prepara con 15 g de extracto de malta
Bioxon disueltos en 1 litro de agua destilada, dosificando 50 mL de la solucién
en matraces Erlenmeyer de 125 mL de capacidad y se esterilizan a 121 °C y 15

Ibs de presion durante 30 minutos.

6.4. Resiembra de las cepas de Pleurotus (dicariéticas, neohaplontes
obtenidos y neohaplontes de la cepa aspordégena PAsp14).

Para la propagacion micelial de las cepas se resiembran en medio extracto de
malta (EMA) y colocan 5 in6culos de 0.3 mm de diametro en 5 puntos
equidistantes de la placa de agar, a una distancia de los bordes de la caja de
aproximadamente 1.5 cm. Las cajas se incuban a 24 °C hasta observar
colonias de alrededor de 3 cm de diametro. Todas las colonias se observan al
microscopio para confirmar, que las cepas estén libres de contaminaciones y

corroborar su caracter dicaridético o monocarioético.

6.5. Preparacion del indculo para la solucién dedicariotizadora.

Para la propagacién de las cepas de Pleurotus se resiembra la cepa en medio
de extracto de malta agar (EMA), colocando 5 inéculos de 0.3 mm de diametro
en 5 puntos equidistantes de la placa de agar, a 1 cm de distancia del borde de
la caja. Las cajas se incuban a 24 °C hasta observar colonias de alrededor de 3
cm de diametro. Las 5 colonias previamente desarrolladas en EMA se colocan
en un vaso homogeneizador estéril (waringblendor) con 50 mL de agua
destilada estéril y fria. El homogeneizador se opera por diferentes tiempos (200

hasta 600 segundos) a la velocidad mas alta.
Los matraces con solucion dedicariotizadora y solucion de extracto de malta se
inoculan con 30 y 50 yL del macerado e incuban a 24 °C hasta la aparicion del

micelio.
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6.6. Dedicariotizacion.

Una vez que se observa desarrollo micelial en los matraces con solucién
dedicariotizadora, se toman alicuotas de 30 y 50 pL de Ila solucién
dedicariotizadora y se inoculan en placas con EMA. Estas cajas Petri se
incuban a 24 °C hasta la aparicién de colonias. Ademas se homogeneiza el
contenido de los matraces en un vaso estérii del homogeneizador
(waringblendor) durante 60 segundos y se inoculan 30 pL del homogeneizado
en placas con EMA. Las placas también se incuban a 24 °C hasta la aparicion
de colonias. ElI micelio procedente de dichas colonias se examina al
microscopio para determinar la presencia o ausencia de fibulas. Las colonias
en donde se observa ausencia de fibulas son aisladas y resembradas en EMA

para verificar la ausencia de fibulas al desarrollarse nuevamente.

6.7. Clasificacion de neohaplontes en tipos de compatibilidad.

Para la identificacion de los dos componentes monocariéticos de la cepa
dicaridtica, se seleccionan 3 neohaplontes y se cruzan con todos los
neohaplontes obtenidos en medio EMA. Estos apareamientos se realizan
cortando un cubo de agar con micelio del neohaplonte seleccionado de
aproximadamente 2 mm de lado, para colocarlo en una caja Petri con medio
EMA, colocando al lado de éste y lo mas cercano posible otro cubo de agar con
micelio de igual tamafo de un neohaplonte diferente. En cada caja Petri se
realizan 5 apareamientos (Figura 9). Como control en otra serie de cajas Petri
con medio EMA se coloca un cubo de agar con micelio de cada uno de los
neohaplontes previamente obtenidos para verificar su caracter monocariotico.
Las cajas Petri se incuban a 24 °C hasta observar la aparicion de colonias y en
ese momento se examinan al microscopio primero las colonias desarrolladas
en medio EMA de cada uno de los neohaplontes para confirmar su caracter
monocariético. A continuacién se revisan al microscopio las cajas Petri que
contienen los apareamientos para determinar la presencia o ausencia de

fibulas.
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a) b)

Figura 9. a) Apareamiento de neohaplontes para determinar tipos de
compatibilidad, b) Inoculacién de todos los neohaplontes en medio EMA para

confirma caracter monocariotico
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7. RESULTADOS.

7.1. Dedicariotizacién.

Para la dedicariotizacion de la cepa K8501 de P. ostreatus se realizaron 7
experimentos en los cuales las condiciones de dedicariotizacion que se
utilizaron fueron: tiempos de maceracion desde 200 hasta 600 segundos,
concentraciones de peptona y glucosa de 20 y 30 g/L, volumen de inoculacién
de 30 y 50 L, tiempos de incubacion de 3, 5 y 8 dias. Como resultado se
observo crecimiento micelial tanto en solucion dedicariotizante, como en medio
EMA. Una vez que se observaron colonias en la solucion dedicariotizante se
inocularon 50 uL en medio EMA y posteriormente se homogeneizé el contenido
del matraz con la solucion dedicariotizante por 60 segundos e inoculd
nuevamente con 10 yL en medio EMA. Cuando se observo desarrollo micelial
en las cajas con medio EMA éstas se revisaron al microscopio para observar el
tipo de crecimiento micelial (ya sea dicariético o monocariético cuando se logro
la dedicariotizacion de la cepa). En la Tabla 2 se presentan los resultados de los
7 experimentos realizados para la dedicariotizacion de la cepa K8501 de P.

ostreatus.

Adicionalmente en los experimentos 2 y 3 se inoculé la misma cantidad de
macerado que en la solucidon dedicariotizadora en medio de extracto de malta
liquido con el fin de verificar el crecimiento de la cepa y compararlo con el
crecimiento en solucion dedicariotizadora (visualmente), una vez estandarizado

se dejo de utilizar el medio de extracto de malta liquido.

7.1.1. Experimento 1.

Las condiciones en las que se llevé a cabo este experimento fueron: tiempos
de maceracion de 200, 250 y 300 segundos, concentracion de peptona y
glucosa en la solucion dedicariotizante de 20 g/L, volumenes de inoculacion de
30 y 50 pL. En este caso se tomaron 12 matraces de solucién dedicariotizadora
y se inocularon 4 matraces para cada tiempo de maceracion (200, 250 y 300
segundos) y 2 cajas con medio EMA para cada volumen de inoculacién (30 y
50 pL). Todos los matraces y cajas Petri inoculados se incubaron a 24 °C y se
observaron diariamente. En cuanto se observé crecimiento micelial se tomaron
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2 matraces de cada tiempo de macerado con diferente volumen de inoculacién
y se inocularon 3 cajas con medio EMA con 50 yL mas 150 pL de agua
destilada estéril en forma directa. Adicionalmente se seleccion6 el matraz que
presentd el menor crecimiento micelial con solucion dedicariotizante y éste se
homogeneizé por 30 segundos y se inocularon 3 cajas con medio EMA con 10

ML del homogeneizado y se adicionaron 150 pyL de agua destilada esteéril.

Como se observa en la Tabla 2 en todos los tiempos de macerado el
crecimiento micelial al 3er dia de incubacién fue regular para la solucion
dedicariotizante y abundante para el medio EMA. Al 5to dia de incubacién el
crecimiento micelial fue abundante en solucidn dedicariotizante e incontable en
medio EMA, finalmente al 8vo dia de incubacion ya fue incontable en ambos

medios. Sin embargo, en todos los casos el tipo de micelio fue dicariético.
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Tabla 2. Resultados de los experimentos de dedicariotizacion de la cepa K8501 de P. ostreatus.

Condiciones para dedicariotizar Desarrollo micelial
Concentracién Solucién .

2 0 (g/L) o = | dedicariotizadora Medio EMA

() =
g © 5 2 5 Tiempo de incubacion (dias) Tipo de micelio en EMA?Z
S 8_'% © ® GE) S (inoculado con homogeneizado)
o e o (@] (@] S (_U
g 29 S S |33 3 5 | 8 | 3| 5 | 8

TE| @ o |>¢

30 R A I A I [ Dicariotico

200 20 20 50 R A I A I | Dicariotico
1 30 R A | A I [ Dicariético

250 20 20 50 | R | A | I | A | I | Dicariotico

30 R A | A I [ Dicariético

300 20 20 50 | R | A | 1 | A | I | Dicariético
2 300 20 20 30 R A | E R A Dicaridtico

350 20 20 30 E E R E R R Dicariético, Monocaridtico
3 350 20 20 30 N N E N E E Dicariotico, Monocaridtico

400 20 20 30 A A I A I | Dicariotico

450 20 20 30 A A | A I [ Dicariético
4 500 20 20 30 A A | A I [ Dicaridtico

550 20 20 30 A A I A I | Dicariotico

500 30 30 30 E R A N E R Dicariotico
5 550 30 30 30 E E R E E R Dicariético

600 30 30 30 N E E N E E Dicariotico, Monocaridtico
6 600 30 30 30 N N E N N E Dicaridtico, Monocariotico

350 30 30 30 E E R E E R Dicariotico
7 400 30 30 30 E E R E E R Dicaridtico, Monocariético

450 30 30 30 E E R E E R Dicaridtico, Monocariotico

1. Desarrollo micelial en solucion dedicariotizadora y medio EMA. N: nulo, E: escaso, R: regular, A: abundante, I: incontable.
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7.1.2. Experimento 2.

En este experimento se repite el ultimo tiempo de maceracién del experimento 1
(300 segundos) y se evalua un tiempo adicional incrementando a 350
segundos, la concentracion de peptona y glucosa en la solucion dedicariotizante
fue la misma que el primer experimento, el volumen de inoculacion fue de 30 ul,
debido a que el crecimiento micelial en el 1er experimento con 50 pL fue muy
abundante. Se utilizaron 4 matraces de solucion dedicariotizadora y se
inocularon 2 matraces para cada tiempo de maceracion (300 y 350 segundos).
También se inoculd 1 matraz con medio de extracto de malta para cada tiempo
de maceracion y 1 caja con medio EMA que se inocul6 con 10 pyL del macerado
mas 200 pyL de agua destilada estéril para cada tiempo de maceracion. Todos
los matraces y cajas Petri inoculados se incubaron a 24 °C y se observaron
diariamente. En cuanto se observo crecimiento micelial se tomo 1 matraz con
solucion dedicariotizante de cada tiempo de macerado y se homogeneiz6 por
30 segundos, para inocular 30 yL en 2 matraces con solucion dedicariotizante
nueva de la misma concentracion que se manejo. Adicionalmente se inocularon
30 pL del macerado en un matraz con medio de extracto de maltay 10 uyL mas

200 L de agua destilada estéril en una caja Petri con medio EMA.

En este caso, el crecimiento micelial para 300 segundos el 3er dia de
incubacién es regular en la solucion dedicariotizante y escaso en medio EMA, al
5to dia es abundante en medio dedicariotizante y regular en medio EMA y al
8vo dia es incontable en solucién dedicariotizadora y abundante en medio EMA.
Para 350 segundos de homogeneizacion al 3er dia de incubacién es escaso en
ambos medios, al 5to dia sigue siendo escaso en solucién dedicariotizante y
regular en medio EMA y al 8vo dia el crecimiento fue regular en ambos medios.
Sin embargo, en este caso ya fue posible la obtencién de micelio de tipo
monocariético antes de la homogeneizacién, logrando aislar los primeros 11

neohaplontes.

7.1.3. Experimento 3.
En este experimento los tiempos de maceracion fueron de 350 y 400 segundos,
mientras que el volumen de inoculacion y la concentracion de peptona y

30



Resultados

glucosa en la solucion dedicariotizante fueron las mismas que en el
experimento 2. Se utilizaron 4 matraces de solucion dedicariotizadora y se
inocularon 2 matraces para cada tiempo de maceracion (350 y 400 segundos).
También se inoculé 1 matraz con medio de extracto de malta para cada tiempo
de maceracion y 1 caja Petri con medio EMA para cada tiempo de maceracion
(inoculadas con 10 pyL mas 200 pyL de agua destilada estéril). Todos los
matraces y cajas Petri inoculados fueron incubados a 24 °C y se observaron
diariamente. En cuanto se observo crecimiento micelial se tomo sé6lo 1 matraz
con medio dedicariotizante por cada tiempo de maceracion y se inocularon 3
cajas con medio EMA con 50 yL mas 150 L de agua destilada estéril en forma
directa. Posteriormente el contenido del matraz se homogeneizé por 60
segundos, para inocular 10 pyL mas 200 pL de agua destilada estéril en 2 cajas
Petri con medio EMA.

Para el tiempo de maceracion de 350 segundos el crecimiento micelial al 3er
dia de incubacién en ambos medio fue nulo (solucién dedicariotizante y medio
EMA). Al 5to dia sigue siendo nulo el crecimiento micelial en solucién
dedicariotizante, pero ya se presenta un escaso crecimiento micelial en medio
EMA vy al 8vo dia fue escaso el crecimiento en ambos medios. Nuevamente en
este caso fue posible la obtencion de micelio de tipo monocariético después de
la homogeneizacion, logrando aislar 21 neohaplontes. Para el tiempo de
maceracion de 400 segundos desde el 3er dia de incubacion hay crecimiento
abundante en ambos medios. Al 5to dia el crecimiento micelial es abundante en
la solucion dedicariotizadora e incontable en el medio EMA. Al 8vo dia de
incubacion en ambos medios el crecimiento micelial fue incontable y ademas de

tipo dicaridtico.

7.1.4. Experimento 4.

En este experimento se incrementd el tiempo de maceracion a 450, 500 y 550
segundos, manteniendo constantes el resto de las variables. Para cada tiempo
de maceracion se inoculé 1 matraz con solucién dedicariotizadora (400, 500 y
550 segundos) y una caja Petri con medio EMA (inoculadas con 10 yL mas 200
ML de agua destilada estéril). Tanto los matraces como las cajas Petri fueron
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incubados a 24 °C y se observaron diariamente. En cuanto se observd
crecimiento micelial en cada matraz se inocularon directamente 2 cajas con
medio EMA con 50 yL mas 200 pL de agua destilada estéril en y posteriormente
se homogeneizo por 60 segundos e inocularon 4 cajas Petri con medio EMA

con 10 pL mas 200 pL de agua destilada estéril.

Como resultado se observé al 3er dia de incubacion para todos los tiempos de
maceracion abundante crecimiento micelial en ambos medios. Al 5to dia de
incubacion el crecimiento micelial fue abundante en solucién dedicariotizante e
incontable en medio EMA. Al 8vo dia en ambos medios fue incontable. En este

caso el crecimiento en todas las cajas fue de tipo dicariético.

7.1.5. Experimento 5.

Para este experimento se repitieron los dos tiempos mas altos de maceraciéon
del experimento 4 (500 y 550 segundos) y un tiempo adicional de 600
segundos. Este caso se incremento la concentracion de peptona y glucosa en la
solucion dedicariotizante a 30 g/L y se mantuvo el volumen de inoculacién (30
pL). Un total de 6 matraces de solucion dedicariotizadora fueron utilizados en
este experimento, inoculandose 2 matraces y 1 caja Petri con medio EMA para
cada tiempo de maceracion (500, 550 y 600 segundos). Todos los matraces y
las cajas Petri se incubaron a 24 °C y se observaron diariamente. En cuanto se
observo crecimiento micelial sélo se tomé el matraz de 600 segundos y primero
se inoculé directamente con 50 uL mas 200 uL de agua destilada estéril 2 cajas
con medio EMA. Posteriormente se homogeneizé por 60 segundos e inocularon

2 cajas con medio EMA con 10 pL mas 200 pL de agua destilada estéril.

Con estos cambios el crecimiento micelial para 500 segundos al 3er dia de
incubacion ya fue escaso en la solucién dedicariotizante y nulo en el medio
EMA. Al 5to dia el crecimiento fue regular en solucion dedicariotizante y escaso
en medio EMA, finalmente para el 8vo dia ya hubo abundante crecimiento en la
solucion dedicariotizante y regular en el medio EMA, obtenido un crecimiento
micelial de tipo dicariético. Para 550 segundos al 3er y 5to dia de incubacion el
crecimiento fue escaso en ambos medios y para el 8vo dia fue regular en
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ambos medios y nuevamente el crecimiento micelial fue de tipo dicariotico. Para
los 600 segundos el crecimiento micelial fue nulo en ambos medios al 3er dia
de incubacion. Para el 5to y 8vo dia de incubacién en ambos medios el
crecimiento micelial fue escaso y ademas permitié el aislamiento de un

neohaplonte.

7.1.6. Experimento 6.

En este experimento soélo se utiliza un tiempo de maceracién de 600 segundos,
mientras que el volumen de inoculacion y la concentracion de peptona y
glucosa en la solucion dedicariotizante fueron las mismas que en el
experimento 5. Para este experimento se utilizaron 4 matraces de solucion
dedicariotizadora y 1 caja Petri con medio EMA. Todos los matraces y la caja
Petri fueron incubados a 24 °C y se observaron diariamente. En cuanto se
observo crecimiento micelial se inoculd directamente con 50 yL mas 200 uL de
agua destilada estéril en 2 cajas con medio EMA. Posteriormente se
homogeneizé 60 segundos e inocularon 2 cajas Petri con medio EMA con 10 pL

mas 200 pL de agua destilada estéril.

Como se observa en la Tabla 2 no hubo crecimiento al 3ro y 5to dia de
incubaciéon en ninguno de los dos medios, observandose crecimiento a partir del
8vo dia de incubacion tanto en solucion dedicariotizante, como en medio EMA.
Nuevamente en este caso fue posible la obtencion de micelio de tipo
monocariético después de la homogeneizacion, logrando aislar 29

neohaplontes.

7.1.7. Experimento 7.

Para este experimento se regreso a utilizar tiempos bajos de maceracion (350,
400 y 450 segundos), manteniendo las mismas concentraciones de glucosa y
peptona que el experimento anterior (30 g/L). Un total de 6 matraces de
solucion dedicariotizadora se utilizaron en este experimento, 2 para cada tiempo
de maceracién (350, 400 y 450 segundos) y 1 caja Petri con medio EMA para
cada tiempo de maceracion. Todos los matraces y las cajas Petri fueron
incubados a 24 °C y se observaron diariamente. En cuanto se observd
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crecimiento micelial, uno de los matraces de cada tiempo de maceracion se
inoculd directamente en 2 cajas Petri con medio EMA con 50 yL mas 200 yL de
agua destilada estéril y el otro matraz se cambié al cuarto frio, después de 3
dias en el cuarto frio se inocularon directamente en 2 cajas con medio EMA.
Adicionalmente el primer matraz se homogeneizé por 60 segundos e inocularon

2 cajas Petri con medio EMA,

Como se observa en la Tabla 2 en todos los tiempos de maceraciéon el
crecimiento fue similar, siendo al 3er y 5to dia de incubacion escaso en todos
los medios y al 8vo dia se observo crecimiento regular en todos los medios,
dando como resultado la obtencién de 11 neohaplontes en los tiempos de
maceracion de 400 y 450 segundos, tanto los matraces inoculados

directamente, como en los homogeneizados.

Finalmente en la Tabla 2 se observa que en los experimentos donde el
crecimiento es escaso encontramos ambos tipos de crecimiento tanto
monocariético como dicariético, de estos experimentos, fue posible el

aislamiento de neohaplontes

En resumen, las condiciones en donde fue posible la obtencion de
neohaplontes (micelio de tipo monocariético) fueron:
Experimento 2
x1 Tiempos de macerado: 350 segundos.
xt  Concentracion de glucosa-peptona: 20 g/L.
x Tiempos de homogeneizacion después de observar desarrollo micelial en
solucién dedicariotizadora: 30 segundos.

xt Volumen de inoculacion en EMA: 10 L.

Experimentos 3
x Tiempos de macerado: 350 segundos.
x1  Concentracion de glucosa-peptona: 20 g/L.
x1 Tiempos de homogeneizacién después de observar desarrollo micelial en
solucion dedicariotizadora: 60 segundos.
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xt Volumen de inoculacion en EMA: 10 L.
Experimentos 5y 6
xt Tiempos de macerado: 600 segundos.
x1  Concentracion de glucosa-peptona: 30 g/L.
xt Tiempos de homogeneizacion después de observar desarrollo micelial en
solucién dedicariotizadora: 60 segundos.

xt  Volumen de inoculacion en EMA: 10 L.

Experimento 7
xt Tiempos de macerado: 400 y 450 segundos.
x1  Concentracion de glucosa-peptona: 30 g/L.
xt Tiempos de homogeneizacion después de observar desarrollo micelial en
solucién dedicariotizadora: 60 segundos.

xt Volumen de inoculacion en EMA: 10 L.

En la Tabla 3 se presenta el resumen de la cantidad de neohaplontes obtenidos

en cada uno de los experimentos.

Tabla 3. Cantidad de neohaplontes aislados en cada uno de los experimentos

Experimento | Neohaplontes recuperados
2 11
3 21
5 1
6 29
7 11
Total 73

7.2. Clasificacion de neohaplontes en tipos de compatibilidad.

En los cinco experimentos donde se obtuvo micelio de tipo monocariético fue
posible aislar un total 73 neohaplontes. Los cuales una vez que fue confirmada
en el microscopio la ausencia de fibulas se identificaron con una clave (K8nh1
hasta K8nh73). Con los 73 neohaplontes obtenidos se procedi6é a realizar las
cruzas entre ellos para tratar de identificar si fueron obtenidos los dos tipos de
compatibilidad de la cepa K8501. Para ello se seleccionaron tres neohaplontes

al azar con crecimiento micelial diferente (K8nh1, K8nh10 y K8nh18) y se
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procedid a realizar cruzas con todos los neohaplontes obtenidos. Como
resultado se observa en la Tabla 4 que de todas las cruzas realizadas ninguna
fue positiva, lo que indica que todos los neohaplontes obtenidos pertenecen al

mismo tipo de compatibilidad.

Tabla 4. Apareamientos entre los neohaplontes de la cepa K8501 para su

clasificacion en los dos tipos de compatibilidad

Apareamientos con neohaplontes tomados al azar
Neohaplontes Control
K8nhl K8nh10 K8nh18
K8nh1 - - - -
K8nh2 - - - -
K8nh3 - - - -
K8nh4 - - - -
K8nh5 - - - -
K8nh6 - - - -
K8nh7 - - - -
K8nh8 - - - -
K8nh9 - - - -
K8nh10 - - - -
K8nh11 - - - -
K8nh12 - - - -
K8nh13 - - - -
K8nh14 - - - -
K8nh15 - - - -
K8nh16 - - - -
K8nh17 - - - -
K8nh18 - - - -
K8nh19 - - - -
K8nh20 - - - -
K8nh21 - - - -
K8nh22 - - - -
K8nh23 - - - -
K8nh24 - - - -
K8nh25 - - - -
K8nh26 - - - -
K8nh27 - - - -
K8nh28 - - - -
K8nh29 - - - -
K8nh30 - - - -
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Continuacion Tabla 4

Apareamientos con neohaplontes tomados al azar
Neohaplontes Control

K8nh1 K8nh10 K8nh18
K8nh31 - - - -
K8nh32 - - - -
K8nh33 - - - -
K8nh34 - - - -
K8nh35 - - - -
K8nh36 - - - -
K8nh37 - - - -
K8nh38 - - - -
K8nh39 - - - -
K8nh40 - - - -
K8nh41 - - - -
K8nh42 - - - -
K8nh43 - - - -
K8nh44 - - - -
K8nh45 - - - -
K8nh46 - - - -
K8nh47 - - - -
K8nh48 - - - -
K8nh49 - - - -
K8nh50 - - - -
K8nh51 - - - -
K8nh52 - - - -
K8nh53 - - - -
K8nh54 - - - -
K8nh55 - - - -
K8nh56 - - - -
K8nh57 - - - -
K8nh58 - - - -
K8nh59 - - - -
K8nh60 - - - -
K8nh61 - - - -
K8nh62 - - - -
K8nh63 - - - -
K8nh64 - - - -
K8nh65 - - - -
K8nh66 - - - -
K8nh67 - - - -
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Continuacion Tabla 4

Apareamientos con neohaplontes tomados al azar
Neohaplontes Control

K8nh1l K8nh10 K8nh18
K8nh68 - - - -
K8nh69 - - - -
K8nh70 - - - -
K8nh71 - - - -
K8nh72 - - - -

K8nh73 - - - -

Adicionalmente se llevd a cabo otra serie de apareamientos, en este caso se
utilizaron los ultimos 11 neohaplontes obtenidos (K8nh63 al K8nh73) y se
selecciond un neohaplonte diferente (K8nh57) para llevar a cabo los
apareamientos. En la Tabla 5 se observa que nuevamente ninguno de los
apareamientos fue positivo, con lo que se confirmé que soélo fue posible obtener

un tipo de compatibilidad (Tabla 5).

Tabla 5. Apareamiento entre once neohaplontes obtenidos de la cepa K8501
con el neohaplonte K8nh57 para su clasificacion en los dos tipos de

compatibilidad

Apareamientos con
nuevo neohaplonte
tomado al azar

K8nh57
K8nh63 - -
K8nh64 - -
K8nh65 - -
K8nh66 - -
K8nh67 - -
K8nh68 - -
K8nh69 - -
K8nh70 - -
K8nh71 - -
K8nh72 - -
K8nh73 - -

Neohaplontes Control

Como lo muestran las Tablas 4 y 5 todos los neohaplontes obtenidos en los

experimentos de dedicariotizacion fueron del mismo tipo de compatibilidad. Por
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ello se realizaron apareamientos con neohaplontes de otra cepa para tratar de
obtener hibridos de la cepa K8501.

Para la obtencion de hibridos se tomaron los tres neohaplontes (K8nh1, K8nh10
y K8nh18) que se habian utilizado para la clasificacion en tipos de
compatibilidad de los 73 neohaplontes obtenidos previamente y se aparearon
con 44 neohaplontes de la cepa de P. ostreatus aspordégena PAsp 14, como se
muestra en la Tabla 6 nuevamente el resultado de todos los apareamientos fue

negativo.

Tabla 6. Apareamiento de tres neohaplontes de la cepa K8501 (K8nh1, K8nh10
y K8nh18) con 44 neohaplontes de la cepa PAsp14

Neohaplontes| Apareamientos con 3 neohaplontes de la cepa
de la cepa K8501 Control
PAspl4 K8nh1 K8nh10 K8nh18
As41-Di - - - -
As42-Di - - - -
As43-Di - - - -
As44-Di - - - -
As45-Di - - - -
As46-Di - - - -
As47-Di - - - -
As48-Di - - - -
As49-Di - - - -
As50-Di - - - -
As51-Di - - - -
As52-Di - - - -
As53-Di - - - -
As54-Di - - - -
As55-Di - - - -
As56-Di - - - -
As57-Di - - - -
As58-Di - - - -
As59-Di - - - -
As60-Di - - - -
As61-Di - - - -
As62-Di - - - -

39



Resultados

Continuacion Tabla 6

Neohaplontes Apareamientos con 3 neohaplontes de la cepa
de la cepa K8501 Control
PAspl4 K8nh1 K8nh10 K8nh18
As63-Di - - - -
As64-Di - - - -
As65-Di - - - -
As66-Di - - - -
As67-Di - - - -
As68-Di - - - -
As69-Di - - - -
As70-Di - - - -
As71-Di - - - -
As72-Di - - - -
As73-Di - - - -
As74-Di - - - -
As75-Di - - - -
As76-Di - - - -
As77-Di - - - -
As78-Di - - - -
As79-Di - - - -
As80-Di - - - -
As81-Di - - - -
As82-Di - - - -
As83-Di - - - -
As84-Di - - - -
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8. DISCUSION

Condiciones para la obtencién de neohaplontes de diferentes cepas del

género Pleurotus en trabajos previos:

Valencia del Toro, 2002 realiza la dedicariotizacion quimica de 10 cepas de

diferentes colores para la obtencion micelio de tipo monocari6tico de Pleurotus

spp., obteniendo ambos componentes monocariéticos en todas las cepas.

Condiciones para la obtencién de micelio de tipo monocariético:

e Tiempo de macerado: 60 segundos.

e Concentraciéon de glucosa y peptona: 20 g/L.

e Tiempos de homogeneizacion después de observar desarrollo micelial en
solucién dedicariotizadora: 30 segundos.

e Volumen de inoculacion (EMA): 20 o 50 pL.

Sanchez Hernandez, 2013, Recupera los componentes monocarioticos de 3

cepas comerciales del género Pleurotus por dedicariotizacion, obteniendo

ambos componentes monocarioticos en 2 de ellas.

Condiciones para la obtencién de micelio de tipo monocaridtico:

e Tiempo de macerado: 60 y 270 segundos.

e Concentracion de glucosa y peptona: 30 g/L.

e Tiempos de homogeneizacion después de observar desarrollo micelial en
solucién dedicariotizadora: 60 segundos.

e Volumen de inoculacion (EMA): 25 pL.

Guadarrama Mendoza, 2013, somete al proceso de dedicariotizacion 6 cepas,
obteniendo ambos tipos de compatibilidad para 4 de ellas, y solo uno de los
componentes monocarioticos para 2 cepas.

Condiciones para la obtencion de micelio de tipo monocaridtico de cepas
comerciales del género Pleurotus:

e Tiempo de macerado: 40, 60, 65 y 75 segundos.

e Concentracion de glucosa y peptona: 20 g/L.

e Tiempos de homogeneizacion después de observar desarrollo micelial en

solucion dedicariotizadora: 40, 60 y 65 segundos.
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e Volumen de inoculacion (EMA): 30 - 90 L.

De la Chica Giles y Arteaga Santillan, 1993, Utilizan el método de
dedicariotizacion con diferentes peptonas en 9 cepas de Lentinula edodes,
obteniendo neohaplontes en 3 cepas y de un sélo 1 tipo de compatibilidad.
Condiciones para la obtencién de micelio de tipo monocariético:

e Tiempo de macerado: 150, 60 segundos.

e Concentraciéon de glucosa 20 g/L y peptona 10 g/L.

¢ Volumen de inoculacion (EMA): 20 y 300 uL.

Ramirez Carrillo y Leal Lara, 2002, llevan a cabo la dedicariotizacién de 7 cepas

de Lentinula edodes obteniendo ambos tipos de compatibilidad en todos los

casos.

Condiciones para la obtencién de micelio de tipo monocaridtico:

e Tiempo de macerado: 5y 30 segundos.

e Concentracion de glucosa y peptona: 20 g/L.

e Tiempos de homogeneizacion después de observar desarrollo micelial en
solucion dedicariotizadora: 5 segundos.

e Volumen de inoculacion (EMA): 20 y 50 pL.

Segura Moctezuma, 2008, lleva a cabo de proceso de dedicariotizacion de 4

cepas de L. edodes, obteniendo neohaplontes en 3 cepas, teniendo ambos

tipos de compatibilidad en sélo 1 de ellas.

Condiciones para la obtencion de micelio de tipo monocariético:

e Tiempo de macerado: 15y 20 segundos.

e Concentracion de glucosa y peptona: 20 g/L.

e Tiempos de homogeneizacion después de observar desarrollo micelial en
solucion dedicariotizadora: 20 segundos.

¢ Volumen de inoculacion (EMA): 50 L.

Obtencién de neohaplontes en medio MSD.

e Tiempo de homogeneizacion: 10 segundos.

e Volumen de inoculacion (EMA): 20 y 30 uL.
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Marroquin Corona, 2009, lleva a cabo del proceso de dedicariotizacién en una

cepa comercial de Pleurotus eryngii, recuperando ambos componentes

monocariéticos de la cepa.

Condiciones para la obtencién de micelio de tipo monocariético:

e Tiempo de macerado: 300 segundos.

e Concentracién de glucosa y peptona: 30 g/L.

e Tiempos de homogeneizaciéon después de observar desarrollo micelial en
solucion dedicariotizadora: 30 segundos.

¢ Volumen de inoculacion (EMA): 25 L.

En estudios previos de dedicariotizacién realizados a cepas de Pleurotus spp.,
se puede observar que las condiciones donde se obtuvieron neohaplontes
reportan tiempos de maceracion de 60 segundos (Valencia del Toro, 2002), 60
y 270 segundos (Sanchez Hernandez, 2013), 40 a 75 segundos (Guadarrama
Mendoza, 2013) utilizando concentraciones de la solucién dedicariotizadora de
20 g/L de glucosa anhidra y peptona (Valencia del Toro, 2002; Guadarrama
Mendoza, 2013), o de 30 g/L de glucosa anhidra y peptona (Sanchez
Hernandez, 2013). Para los tiempos de homogeneizacion después de observar
desarrollo micelial en la solucion dedicariotizadora se reportan 30 segundos
(Valencia del Toro, 2002), 60 segundos (Sanchez Hernandez, 2013) y 40 a 75
segundos (Guadarrama Mendoza, 2013), utilizando volumenes de inoculacion
en medio EMA de 20 o 50 pL (Valencia del Toro, 2002), 25 pyL (Sanchez
Hernandez, 2013) y de 30 a 90 uL (Guadarrama Mendoza, 2013), recuperando
con dichas condiciones ambos neohaplontes (nh1 y nh2) para las mayoria de

los casos.

En el caso de cepas del género L. edodes, las condiciones donde se obtuvo
micelio de tipo monocariético fue con tiempos de maceracion de 150 y 60
segundos (de la Chica Giles y Arteaga Santillan, 1993), 5 y 30 segundos
(Ramirez Carrillo y Leal Lara, 2002), 15 y 20 segundos (Segura Moctezuma,
2008) utilizando concentraciones de la solucién dedicariotizadora de glucosa de
20 g/L y peptona de 10 g/L (de la Chica Giles y Arteaga Santillan, 1993), de 20

g/L de glucosa anhidra y peptona (Ramirez Carrillo y Leal Lara, 2002; Segura
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Moctezuma, 2008). En este caso los tiempos de homogeneizacién después de
observar desarrollo micelial en solucion dedicariotizadora fueron de 5 segundos
(Ramirez Carrillo y Leal Lara, 2002) y 20 segundos (Segura Moctezuma, 2008),
utilizando volumenes de inoculacién en medio EMA de 20 y 300 pL (de la Chica
Giles y Arteaga Santillan, 1993), 20 y 50 uL (Ramirez Carrillo y Leal Lara,
2002) y de 50 pL (Segura Moctezuma, 2008), recuperando con dichas
condiciones ambos neohaplontes (nh1 y nh2) para las mayoria de los casos

siendo este género mucho mas sensible al efecto mecanico de maceracion.

Teniendo como unico antecedente para una cepa comercial de Pleurotus
eryngii, Marroquin Corona (2009) reporta tiempos de maceracion de 300
segundos, concentracion de la solucion dedicariotizadora de 30 g/L de glucosa
anhidra y peptona, tiempo de homogeneizacion después de observar desarrollo
micelial en solucion dedicariotizadora de 30 segundos y utilizé volumenes de
inoculacion en medio EMA de 25 pL recuperando con dichas condiciones

ambos neohaplontes de la cepa (nh1 y nh2).

Considerando todos los trabajos previos de dedicariotizacion se ha observado
que las cepas del género Pleurotus presentan una alta resistencia al efecto
mecanico de maceracion. Es decir toleran prolongados tiempos de maceracion
y ademas altas concentraciones de peptona y glucosa. Como se describe
previamente para la obtencidn uno o ambos componentes monocariéticos de
las cepas del género Pleurotus se han reportado tiempos de maceracion de 60
a 270 segundos, lo cuales son menores a los tiempos de maceracion en donde

se obtuvo micelio monocariético en este trabajo (350 — 600 segundos).
Por otro lado se observd que la cepa de Pleurotus ostreatus K8501 también
tolerd altas concentraciones de glucosa y peptona (30 g/L) como en el caso de

algunas cepas de Pleurotus spp. o la cepa comercial de P. eryngii.

Para los tiempos de homogeneizacién se utilizaron 30 y 60 segundos, como en

el caso de algunas cepas de Pleurotus spp. y P. eryngii.
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Con respecto a los volumenes de inoculacién en medio EMA en este estudio
con la cepa K8501 se utilizd6 un volumen menor (10 yL) que el reportado para
las cepas de P. eryngii y, Pleurotus spp y L. edodes, donde utilizaron

volumenes de 20 hasta 300 pL.

Como resultado de los experimentos de dedicariotizacion se observo que en
forma semejante a algunos de los trabajos previos tanto de Pleurotus (Valencia
del Toro, 2002; Sanchez Hernandez, 2013; Guadarrama Mendoza, 2013) como
de Lentinula (de la Chica Giles y Arteaga Santillan, 1993; Ramirez Carrillo y
Leal Lara, 2002; Segura Moctezuma, 2008) no fue posible obtener ambos
componentes monocariéticos de la cepa, lo cual puede deberse a diferentes
factores tales como: alta sensibilidad al efecto mecanico de la maceracion del
micelio, debido a que a pesar de que resiste tiempos muy prolongados de
maceracion la estructura del micelio se ve al microscopio hifas muy delgadas en
comparacion al micelio original (antes de la maceracién), lo cual también puede
estar asociado al efecto toxico de las sustancias que se emplean en la soluciéon
dedicariotizadora. Otra posible explicacion puede ser debida a una modificacion
en la produccion del material nuclear del protoplasma y de la pared celular de
las células dicaridtica, debido a que se pudo notar al hacer la revision en el
microscopio del medio EMA que conforme aumentaba el tiempo de maceracion
el micelio se va debilitando (se hace mas delgada la hifa y hay menor

crecimiento micelial, tardando mas tiempo en invadir el medio de cultivo).

En resumen se puede decir que los programas de mejoramiento genético
requieren de tiempos prolongados de trabajo, que a largo plazo pueden
satisfacer las necesidades de cepas de una localidad o poblacion sin necesidad
de recurrir a la compra de cepas extranjeras que no siempre se acoplan a las
necesidades de producciéon y de los consumidores. A través de estos
programas de mejoramiento genético se obtienen cepas monocariéticos que
pueden ser utilizadas en trabajos posteriores para la obtencion de hibridos que
cumplan con las necesidades tanto de produccién, como con las exigencias de

los consumidores.
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Ademas el procedimiento de dedicariotizacién tiene como una de sus ventajas
sobre progenie meittica la obtencion de neohaplontes que no pasaron por el
proceso de meiosis lo que hace que se conserven intactas las caracteristicas de
la cepa original en los dos componentes monocariéticos y que en posteriores

apareamientos se pueden lograr obtener con mayor facilidad cepas con las
caracteristicas deseadas.
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9. CONCLUSIONES
e En general en los trabajos de dedicariotizacion realizados se ha
observado que las cepas del género Pleurotus presentan una alta
resistencia al efecto mecanico, es decir toleran mayores tiempos de
maceracion y altas concentraciones de peptona y glucosa y la cepa

K8501 no fue la excepcion.

e De los experimentos donde se obtuvo micelio de tipo monocariético, se

lograron aislar un total de 73 neohaplontes.

e Las condiciones en las que se obtuvo micelio monocariético de la cepa
K8501 fueron:

Experimento 2

o Tiempos de macerado: 350 segundos.
X1 Concentracion de glucosa-peptona: 20 g/L.
o Tiempos de homogeneizacion después de observar desarrollo

micelial en solucién dedicariotizadora: 30 segundos.

o Volumen de inoculacion en EMA: 10 L.

Experimentos 3

o Tiempos de macerado: 350 segundos.
o Concentracion de glucosa-peptona: 20 g/L.
o Tiempos de homogeneizacion después de observar desarrollo

micelial en solucion dedicariotizadora: 60 segundos.

o Volumen de inoculacion en EMA: 10 L.

Experimentos 5y 6

o Tiempos de macerado: 600 segundos.
X1 Concentracion de glucosa-peptona: 30 g/L.
X1 Tiempos de homogeneizacion después de observar desarrollo

micelial en solucion dedicariotizadora: 60 segundos.
X1 Volumen de inoculacion en EMA: 10 L.
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Experimento 7

X1 Tiempos de macerado: 400 y 450 segundos.
X1 Concentracion de glucosa-peptona: 30 g/L.
o Tiempos de homogeneizacion después de observar desarrollo

micelial en solucion dedicariotizadora: 60 segundos.

X1 Volumen de inoculacion en EMA: 10 L.

La obtencion de neohaplontes de la cepa K8501 se logré al utilizar:
tiempos de maceracion de 350, 400, 450 y 600 segundos,
concentraciones de la solucién dedicariotizadora de 20 g/L o 30 g/L de
glucosa anhidra y peptona, tiempos de homogeneizacion después de
observar desarrollo micelial en la solucion dedicariotizadora de 30 o 60
segundos y un volumen de inoculacién en medio EMA de 10 yL para

todos los casos.

Al realizar los apareamientos entre los nehaplontes obtenidos en todos
los casos éstos fueron negativos, lo que confirma la obtencion de un

solo tipo de compatibilidad.

Al realizar los apareamientos con entre los 73 neohaplontes obtenidos
para la cepa K8501 con 40 neohaplontes de la cepa d PAsp14 no fue
posible la obtencion de hibridos, debido posiblemente a que los
neohaplontes de ambas cepas corresponden al mismo tipo de

compatibilidad.
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Figura 3. Hifas (20-Agosto-2017)
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Figura 4. Formacion de fibulas (20-Agosto-2017)
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