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RESUMEN

En esta investigacion se estudio la fisiologia de la cepa de Pleurotus ostreatus (3526
de la coleccion Northern Regional Research Center, lllinois, USA.) desarrollada sobre
agar con mezclas de extractos de paja (P) y trigo (T), asi como sobre mezclas de Py
T Las mezclas utilizadas en ambos medios de cultivo presentaron las siguientes
proporciones (%): 100 P (M1), 75 P + 25 T (M2), 50 P + 50 T (M3), 25 P +75 T (M4)
y 100 T (M5). En los medios preparados con agar y extractos se evalué la velocidad
de crecimiento radial y en los sustratos de Py T se midié la velocidad de crecimiento
longitudinal. En el micelio desarrollado en todos los medios de ambos sistemas
experimentales, se determino la actividad enzimatica intracelular de proteasas,
glucanasas, lacasas, asi como el contenido de proteina soluble y la humedad.
También se evalué la productividad en planta piloto de la cepa, utiizando como
semilla el micelio desarrollado sobre los medios preparades con las mezclas de paja
y trigo. La velocidad de crecimiento radial (agar con mezclas de extracto) y
longitudinal (mezclas de P y T) fue mayor en el medio M3. Estcs resultados sugieren
la posibilidad de estudiar la velocidad de desarrollo micelial de cepas sobre agar para
predecir su comportamiento sobre . sustratos naturales. En general, la actividad
enzimatica y contenido de proteina intracelular soluble observadas, fueron mayores
en los medios preparados con Py T, posiblemente por tratarse del medio natural de
desarrollo del hongo; sin embargo, la tendencia de actividad fue similar entre ambos
sistemas experimentales. La productividad no mostro diferencias significativas entre
los medios M4, M2, M3 y M5, mientras que el M1 presentd la mas baja. Estos
=studios muestran la posibilidad de reducir tiempos y costos en la elaboracién de

semilla, sin afectar la productividad industrial.
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El impacto ecolégico del cultivo de Pleurotus ostreatus se relaciona con su capacidad

para degradar compuestos lignocelulosicos presentes en los residuos agricolas, de
los cuales se emplean mas de 28,000 toneladas para la produccion de estos
organismos, reciclandose asi estos compuestos en la naturaleza (Martinez—Carrera y
cols. 1993).

A pesar de lo anterior, se han desarrollado pocos estudios en los que se investiguen
los procesos bioguimicos que ocurren durante la fisiologia del grupo de los
basidiomicetos y la relacion de estos con la productividad (Sanchez y Viniegra-
Gonzalez 1996, Sanchez y Moore 1999).

1.1. Descripcion y ciclo biolégico del género Pleurotus

Las especies de Pleurotus pertenecen a la familia de los basidiomicetos y son
z=neralmente de color blanco, amarillento o rosado a veces grisaceo o color oscuro.
Su forma puede ser de embudo, pétalo de flor o de ostra. En relacion con el estipite
swede carecer de éste o puede ser lateral o excéntrico y puede ser corto, mediano o
=roo. Sus hifas presentan numerosas asas de anastomosis. Las laminillas son
=raotudinalmente  decadentes  sobre la base del estipite, con frecuencia
=~=<tnmosadas transversalmente al nivel de la insercién del pie. Las esporas son
\=== == color blanco, crema o lila palido y presentan una forma cilindrica (raramente
sizsoides). El género es cosmopolita, esta distribuido en Europa, Asia, Africa,
L ===ia y Latinoamérica (Guinberteau 1990). Es un hongo saprotrofo, crece sobre
s=me=s ramas o arboles muertos y algunas veces se encuentra en la tierra sobre
—m-== podridas. La temperatura optima de desarrollo de las especies de este género
= P ostreatus se desarrolla en climas templados en una temperatura de
sededor de 25°C, mientras que P. pulmonarius se desarrolla en climas semi-

somcsles 2 una temperatura de 15-28°C.




La fase vegetativa es filamentosa porque estad constituida por un conjunto de

filamentos (hifas) denominado micelio (Herrera y Ulloa 1998). El crecimiento de éste
se realiza s6lo en las puntas. El micelio es un sistema de biomasa ramificada que se
origina de la germinacion de esporas o a partir de fragmentos de hifas. Su
recimiento se atribuye a un fenémeno complejo en el que participan vesiculas, estas
son agregados de enzimas hidroliticas y sintéticas que degradan y restauran
fragmentos de la pared celular. Las vesiculas se producen a lo largo del segmento
subapical y se transportan por medio de un mecanismo hasta llegar al centro
sistribuidor de vesiculas conocido como Spitzenkérper. Desde ahi son distribuidas en
sorma radial y aleatoria hacia la pared apical dando lugar al crecimiento de las hifas
Bartnicki-Garcia y cols. 1989).

=1 crecimiento de la hifa permite la formacion de sitios adicionales para la sintesis de
= pared en la region subapical, originando ramificaciones laterales las que a su vez
smtetizan una nueva pared. La formacién de las ramificaciones requiere de la
aroduccion de un nuevo apice de la célula original existente (Deshpande 1992). El
—i==lio tiene por funcién adquirir y distribuir los nutrimentos, asi como el crecimiento
4 '= formacién de la estructura de soporte para el desarrollo de los cuerpos fructiferos
%l=n 1996).

== los basidiomicetes existen dos modelos sexuales: 1) el homotalismo, los que
se==necen a este grupo son autocompatibles, es decir la union sexual puede
=== arse entre elementos de un mismo micelio y 2) el heterotalismo en el que son
sesssarios dos micelios para llevar a cabo la reproduccion. El género Pleurotus esta
s==m= da! segundo modelo. En éste, las basidiosporas con un ndcleo germinan
smesio primario monocariotico) (A) y se fusionan dos micelios primarios
sampasibles, en los cuales hay un intercambio nucleico reciproco (plasmogamia) (B),
smando = micelio secundario dicaridtico con la presencia de fibulas (C), la fusion

musear (cariogamia) ocurre en los basidios, que se encuentran en las laminillas del

L2



cuerpo fructifero (D), posteriormente ocurre la meiosis, dando origen a células
haploides (basidiosporas), que son expulsadas hacia el ambiente (E) (Figura 1).

“@ur= * Ciclo de vida del género Pleurotus (Guinberteau 1990).

= z=ron de sexualidad de los hongos, después de la cariogamia puede ser
momer=ico (primario o secundario) y heterotalico (unifactorial y bifactorial). El primero
smm=soonde 2 la conjugacion de dos micelios del mismo individuo; si es homotalismo
smmaro. [2s esporas son uninucleadas y compatibles entre si. En el homotalismo
s=oumcaro las esporas formadas poseen dos nucleos cada una, que son

=mp=Etiies enire si y pueden formar un micelio secundario.




= neterotalismo es la formacion o conjugacion del micelio secundario a través de dos

~awiduos. El heterotalismo unifactorial (dipolar o dipolaridad) tiene como producto
Smal cuatro esporas uninucleadas, con un solo caracter genético cada una. En el
~et=rotalismo bifactorial las cuatro esporas uninucleadas formadas poseen un juego
%= caracteres geneéticos A y B, que al fusionarse por la plasmogamia, los micelios
=raducidos forman nicleos tetrafactoriales o recombinantes de estos factores, es
s=cir. nicleos ABAB: a este patron de sexualidad se le llama también tetrapolar
Guzman y col, 1993).

%2 Importancia nutricional, econémica y ecolégica del género Pleurotus

L2s hongos comestibles mas cultivados en el mundo son Agaricus bisporus
==ampifion), Lentinula edodes (shiitake) y Pleurotus spp (setas) (Ting y Chang
2002). El género Pleurotus es importante en la alimentacion debido a sus
saracteristicas  organolépticas y nutricionales (Martinez-Carrera  2000). La
==mposicién quimica del cuerpo fructifero de P. ostreatus, expresada en g de peso
s=co. es de 24.64 de proteina, 1.10 de lipidos, 7.66 de minerales, 32.14 de fibra y
2% 33 de carbohidratos (Bautista y Alanis 1998). El valor energético total de P.
sst=afus se encuentra entre los 250 y 350 cal’kg de hongo fresco. En términos de
w=ior nutricional se ha reportado que 400 g de hongo fresco son equivalentes a 100 g
2= z2me (Tabla 1) (Laborde 1995).



Tabla 1. Valor nutricional y energético de algunos alimentos, por cien gramos de
porcion comestible

Componente Hongo fresco | Carne magra de res Pollo
% % %
Humedad 89.6 75 65.9
Fibra 2.5 0 0
(24.03)"
Carbohidratos 4.4 0 0
(42.3)"
Sroteina total 3.2 24 18.8
(30.76)"
Grasa 0.3 1.0 16.1
(2.88)"
Energia Keal 27 147 215
“~Calcio (mg) 3.14 8.3 11

~==tuto Nacional de la Nutricion (1992)
* Datos en paréntesis en base seca
~Tropical Mushroom Cultivation, T. H. Quimio, 2002

== México la produccion comercial anual de hongos se estima en alrededor de 73
~ilones de délares con una produccion de 28,895 toneladas de producto fresco y la

—==-~4n de 15 mil empleos directos e indirectos (Martinez—Carrera 2000).

_= r—oorancia ecoldgica de este genero radica en que para su produccion se utilizan
. =-ri2n mas de 280,000 toneladas de subproductos agroindustriales, acelerando
#= su biodegradacion y reciclaje en la naturaleza (Martinez—Carrera 2000). La
saiicad del crecimiento del micelio de Pleurotus sobre materiales lignocelulosicos
w= == atrbuido a la secrecion de enzimas sacarificantes (celulolitica y

semesiulolitica), oxidativas y proteoliticas (Rajarathnam'y Bano 1989).

& sroceso de biodegradacion que sufren los tejidos vegetales se debe a la accion
swmtwmada de varias clases de microorganismos y de hongos del grupo
Seeimic=tos clasificados en dos categorias: hongos de pudricion blanca y hongos
s susmcen oscura, asi como de otros hongos clasificados como de pudricion

seess Sstas denominaciones reflejan los cambios fisicos causados en la madera



~or 12 accion de estos organismos. Los hongos de pudricion blanda atacan
sarciaimente la lignina y carbohidratos de facil degradacion. Los hongos de
~.srcion oscura causan escasos cambios menores en la estructura de la lignina y
==-an completamente a la celulosa; pero los hongos de pudricion blanca, a los
=uales pertenece Pleurotus, son capaces de degradar completamente la lignina
s=ando visible la celulosa, que es blanca (Jennings 1996, Morales y cols. 1981).
Zigunas cepas de Pleurotus muestran mayor afinidad para degradar la lignina que la
s=wiosa (Ponce y Mufiiz 1999). La capacidad de estos hongos para degradar
sustatos lignoceluldsicos se debe a la produccion de fenoloxidasas y otras enzimas
=w—=celulares, que hidroxilan los anillos aromaticos y pueden causar una ruptura
wcativa de éstos. Otras reacciones como la formacion de radicales libres que
meuven la ruptura de los enlaces entre el anillo aromatico y la cadena lateral del fenil

wmoano, también son importantes (Leonowicz y cols. 1999).

_= J=gradacion de lignina es principalmente por oxidacion, no provee de una fuente
w—ara de carbono y energia para el desarrollo del hongo, pero es un paso
sec=sario probablemente en la utilizacion de los polisacaridos de la pared celular de
&= piantas (Griffin 1994).

* 1 Produccién de hongos comestibles

%= comsidera que existen en la naturaleza mas de 2000 especies de hongos
swmessbles, sin embargo solo alrededor de 25 especies se consumen. Actualmente
== "ongos cultivados en el mundo son: champifién (Agaricus bisporus) con el 56%
2= = sroduccion total; el hongo negro del bosque o shiitake (Lentinus edodes), 14%);
senmge 32 13 paja (Volvariella volvacea), 8%; hongo ostra (Pleorutus spp), 8%; hongo
== 9= = madera (Auricularia spp) 6%; pata de terciopelo (Flammulina velutipes) y
s especies. 3% (Chang y Miles 1987). La produccion mundial de los hongos
=.tumses =0 1085 fue cercana a 2.2 millones de toneladas métricas en peso fresco




Wl "250 Dwrante los Ultimos afios, el cultivo de Pleurotus spp. ha tomado

e smoor=mc2 (Rajaratham y Bano 1987), ocupando en 1986 el cuarto lugar en
o —uncial estimada en 176 mil toneladas (Breene 1990).

m smess conce s cultiva en forma comercial el Pleurotus spp. son: Kenia,
s s.sw='a China, Alemania, Hungria, Italia, Francia, Noruega India,
eemess J=oon Malasia, México, Pakistan, Filipinas, Singapur, Taiwan, Tailandia y
S Umicos (Rajarathnam y Bano 1987).

_um sergos cultivados en México son el champifion (Agaricus spp) v la "seta"
s sop). este dltimo crece en forma natural en diversos lugares del pais,
emsente en los estados de clima semitropical o tropical, en donde se le conoce
== swe-=o0s nombres; tales como: "oreja de cazahuate , "hongo de maguey” y
Swsge ostra”. El cultivo de Pleurotus ostreatus en México representa alternativas
wesomcas. nutricionales y econdmicas. Por otra parte, el problema de la
ses==Fcacion en el pais es alarmante pues si se considera que mas de 60% de las
wer=s =mergidas son aridas o semidridas y a estas se suman anualmente alrededor
= 200 000 hectareas debido a la tala para abrir nuevas areas para el cuitivo de
ss==-s=s productos agricolas, principalmente de maiz, frijol, café, arroz, trigoy la
—=*= 2= az(car, entre otros, o para la produccion de pastos, de los que se alimenta
= ==—= mportante del ganado bovino que se produce en México. Estos alimentos
s ==scos para cubrir las necesidades alimenticias del pueblo mexicano, como
we-t=<= de carbohidratos y proteinas; sin embargo, en la actualidad existe una
—==-=2 de tales productos, lo que hace necesario el uso eficiente de todas las

se=ies fuentes de alimento.

_== =squilmos de estos cultivos agricolas pueden ser fuente de proteina de buena
~=idad en forma indirecta, si se emplean como sustratos en el cultivo de hongos
~=mestibles, asi como la aplicacién al suelo de los residuos organicos después de

~utvar los hongos para fertilizar el suelo. Esto representa algunas de las opciones




sar= mejorar el uso del suelo mexicano y con ello contribuir a la solucion de los

w=siemas de la alimentacién y la desertificacion del pais.

== =studios realizados por Galicia (1994), se determiné que el Pleurotus contiene los
== aminoacidos esenciales y sus proteinas son de buena calidad, aunque varian
s=o.n l2 cepa usada; por tanto, se puede llevar a cabo investigaciones que permitan

sem=mer cepas con alto rendimiento, y un elevado nivel nutricional.

= =umvo del Pleurotus spp. puede extenderse a diferentes regiones del pais como
== =ctvidad econémica, ya que cuenta con factores que favorecen su cultivo; entre
== mas importantes se encuentran: el clima, la materia prima disponible e
m=estructura (servicios, carreteras, etc.) y un amplio mercado, tanto nacional como

ss=—=cional, principalmente en E. U. y Canada (Martinez y cols., 1991).

_s s=manda nacional supera la oferta. Los estados con potencial para el desarrollo
w= .= industria de Pleurotus ostreatus son: Jalisco, México, Chiapas, Guanajuato,
Wecacan, Veracruz, Puebla, Oaxaca y Tlaxcala ya que disponen de la materia
ww= v un clima adecuado. Los principales esquilmos que se producen en estos
s son: maiz, frijol, sorgo, trigo, pulpa de café, bagazo de cafa de azdcar,
saoccn. arroz, ajonjoli, cartamo, cebada, bagazo de henequén y residuos del

maguey tequilero.

Sw= 2= el cultivo de Pleurotus ostreatus tenga mayor probabilidad de éxito es
wmer=t= llevar a cabo el estudio de factibilidad, segtn el lugar donde se desea
s==me=c=r ya que las condiciones climaticas y servicios son factores que pueden

sument=ar o disminuir los costos de inversion y de produccion.

& scuccion de Pleurotus spp. en México puede tener resultados a corto plazo y
se==—lars= como una de las actividades agricolas mas importantes si se
ssunr=n mecanismos a nivel nacional que favorezcan su establecimiento. Entre

= mas mportantes se encuentran:




= Establecimiento de programas a nivel nacional para incrementar el nimero de

zuitvadores de hongos.

= Estrategias de mercadotecnia para el producto y sus beneficios sean conocidos

2or la poblacion mexicana.
= Organizacion de asociaciones de cultivadores de hongos.

& Estrecha vinculacién entre los cultivadores de hongos y las instituciones
academicas dedicadas a la investigacion sobre el cultivo de hongos comestibles.

= Creacion de centros de investigacion exclusivos para el estudio de los problemas
*=2acionados con el cultivo de hongos comestibles y el desarrollo de tecnologias que
@=rmitan incrementar la productividad y reducir los costos de produccién para hacer

mas competitivo el producto con la consecuente formacion de recursos humanos.

* Zpoyo financiero por las diversas instituciones publicas o privadas.

L ANTECEDENTES

Z.%. Desarrollo in vitro de Pleurotus ostreatus sobre medios de cultivo con agar

1 sobre sustratos naturales

~== =species de género Pleurotus pertenecen a la familia de los basidiomicetos,
#=ios organismos presentan gran capacidad para crecer en un amplio rango de
=roeraturas, asi como para colonizar una gran variedad de desechos
‘@mrmocsiuiosicos naturales (Poppe 2000). Estos organismos producen una enzima
@c=s= EC 1.14.18.1), la cual es una fenol oxidasa extracelular que induce una
S=g=c=con oxidativa de la lignina y cataliza la polimerizacion de pequenas
TEesies fendlicas provenientes de esta degradacion. El desarrollo de estas




ssoecies en los residuos agricolas permite la produccion de cuerpos fructiferos

somestibles.

=~ sasidiomicetos, los cambios que ocurren durante la etapa de transicion de la fase
wez=tativa a la formacién del primordio o cuerpo fructifero son poco conocidos. Se ha
=corzdo que los primordios se forman por el incremento en la masa micelial,
m=—os que crecen por la formacion de hifas dicarionticas, las que se diferencian por
& =mansion del pileo y la elongacion del estipite (Moore 1998). En Coprinus
=m=-=us los primordios han sido descritos como una masa de hifas entrelazadas
Miec=rpruem 1978). Se ha sugerido que las hifas que se encuentran en la superficie
2= =celio podrian interactuar para formar centros de crecimiento rapido y control de
== ~=micaciones para crear los agregados hifales (Klein 1996). Se ha reportado que
= micslio vegetativo continia creciendo para el mantenimiento de los cuerpos
Sssf=ros en desarrollo (Griffin 1994). La formacién y desarrollo del cuerpo fructifero
== controlada, entre otras causas, por mecanismos fisicos y quimicos. La
=—pecztura es importante tanto en el desarrollo del micelio como en la fructificacion,
ss=—2< 12 humedad es determinante en este proceso. En Pleurotus ostreatus se ha
w==or=co que un intervalo de temperatura de 15-28°C, es necesaria para el
se==roilo micelial y entre 10-25°C para la fructificacion (Laborde 1995). El pH optimo
= ceoas de este género es de 6-7 (Chang 1991). Para que se lleve a cabo una
sseeuaca fructificacion se requiere de la presencia de luz. Ademas, las altas
—meeraciones de CO, retardan la formacion de cuerpos fructiferos. Tripathi y
“we=.  1292) reportaron gue algunos de los factores que influyen en la degradacion
s Tewrnius ostreatus de los sustratos agricolas pueden ser las condiciones de

=umws 4 = estructura fisica y quimica del sustrato.

Seeemes 2000) encontré que las hifas de los cuerpos fructiferos desarrollados sobre
sme 2= oo presentaron una mayor cantidad de material citoplasmico que las hifas
Sesarmlacas sobre agar extracto de papa. Por otro lado, se ha reportado que en una

e %= = sudmonarius desarrollada sobre agar, las hifas de la zona central de




e —oiomz (o hifas maduras) presentaron menor contenido de material citoplasmico

+ = oared celular mas gruesa que las hifas de la periferia de la colonia (o hifas
gwemes (Sanchez y cols. 2004). Se ha sugerido que las hifas maduras son las
wecrsanies de la fructificacion, mientras que las hifas jovenes son las células

—e=mcicamente activas responsables de la invasion micelial (Sanchez 1998).

22 ®roduccion del cuerpo fructifero de Pleurotus ostreatus en sustratos

Sgmmoceluldsicos

Swe—fus ostreatus es un hongo comestible capaz de degradar practicamente
—usmuer residuo agricola o agroindustrial rico en complejos lignocelulésicos, que
=== ooco 0 ningln valor como alimento o forraje en su forma original. Empleando
wor= r=siduos y mediante un proceso biotecnolégico de fermentacion en medio
s =s posible obtener los cuerpos fructiferos de estos hongos (Fasidi y cols.
-

= —==duos agricclas que mas se emplean para la produccion son: la paja de trigo,
= m=sada, y el rastrojo de maiz; todos ellos tienen altos contenidos de lignina,
ssesz y hemicelulosa. Las composiciones porcentuales de estos sustratros se
wme=r=n en la Tabla 2. Se observa que los contenidos de proteina son minimos,

se=s que los valores mas elevados corresponden a la fibra cruda.




“ame I Composicién quimica proximal de algunos sustratos empleados para el
salee 3= Pleurotus ostreatus.

Componente Paja de trigo Paja de cebada Rastrojo de
[ maiz
i g/100g
Smf=na cruda I 39 7.3 29
Sr=sa cruda 1.6 2.0 0.8
=&ra cruda 36.9 254 36.9
S=awacto libre 41.9 49.3 453
&= mirogeno
Z=mzas 8.3 6.8 1.9
s 1989).

“smmen s= han empleado con éxito pajas de arroz, avena, centeno, aserrin de
wwes ciases de madera, desperdicios de la industria papelera y pulpa de café
Fampe 2000).

= ==-mento de Pleurotus ostreatus esta supeditado a la accién de factores como:
‘wemer=tura, humedad ambiental, humedad del sustrato, pH, concentraciones de
Semsn 3= carbono y oxigeno, y de la luz. El micelio se desarrolla bien en un un
wmwie rango de temperaturas, desde 10°C hasta los 40°C; sin embargo, la
weemer=tura promedio oscila alrededor de los 25°C en la mayoria de las especies. La
‘wmmer=tura de fructificacion varia con la especie. El mantenimiento de una
‘weme=tura y humedad adecuadas inciden directamente sobre el rendimiento y la

soemca biologica (Houdeau 1991).

Saa=rram y Bano (1989) reportaron los efectos que ocurren en el sustrato
S=mues el cultivo de P. ostreatus:
« Tw=mnucion de la presencia de compuestos solubles del sustrato. Este es un

=#=r0 de evaluacion del grado de descomposicion, que envuelve niveles de
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iberacion de sustancias solubles en agua o liberacion de azucares. Por lo

seneral se ha notado un incremento en el nivel de las sustancias solubles en
agua a partir de los 20 dias de haber sembrado el hongo y un decremento
sustancial a partir de los 120 dias.

Aporte de biomasa. Durante la produccion del cuerpo fructifero existe una
sioconversion del material degradado del sustrato en biomasa.

Presencia de hexosamina. Los valores de este compuesto descienden a partir
“= los 70 dias de incubacién, lo que indica la formacion de los cuerpos
fructiferos.

Calor de combustion. Este parametro decrece ligeramente durante la invasion
micelial, lo que se debe al metabolismo del hongo, puesto que la lignina, que
== e| compuesto inicialmente degradado presenta mayor nivel de calor de
combustion (5200 cal/g) que la celulosa (4030 cal/g).

o+ En general, este parametro desciende durante la degradacion del sustrato
sor Pleurotus de 6.5-7.0 a 5.1-4.2. La secrecion de acido oxalico es una de las
orncipales razones del descenso del pH.

T=noles y aminodcidos. El contenido de fenoles aumenta al inicio de !a
moculacion del hongo para disminuir posteriormente durante el proceso de
mcubacion. En los aminoacidos se observan incrementos durante el
=—==miento del hongo, lo que puede ser probablemente consecuencia de la
acwidad proteolitica.

wirageno. Durante el desarrollo del hongo la cantidad de nitrégeno en el
s.=tato se incrementa relativamente, lo que se debe a la pérdida de CO,.
Te=wiosa hemicelulosa y lignina. Debido a la habilidad ligninolitica de
Se=wroius, el principal cambio en el sustrato se presenta en la degradacion de

S=ios compuestos.
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22 % Desarrollo del inoculo

= ~=cmiento del micelio, es importante considerar las fuentes de nutrimentos
e fusntes de carbono y nitrégeno, vitaminas y sales minerales, y la capacidad
= mrowechamiento de la cepa, pues de ellos dependen las caracteristicas del
s Suctifero. La cepa se describe como una masa de micelio desarrollada sobre
= =eso de cultivo adecuado contenido en una caja Petri, en un tubo de ensayo o
s #==cos de vidrio. Una vez desarrollado el micelio, bajo las condiciones de
“wemersnura de incubacion durante siete a doce dias o hasta invasion total del medio,
s s=tec3 mantener en refrigeracion para evitar su deterioro e inhibir su

wess=cmiento (Smith y Onions 1998).

S = desarrollo del micelio se emplean medios de cultivo como agar extracto de
mat= v 2gar dextrosa papa. Cuando el micelio se ha obtenido en la caja Petri, se
sz sobre granos de cereales. La semilla tradicional se elabora empleando

paeos ce cereales tales como: trigo, centeno, mijo, arroz y sorgo.

= semeros procedimientos para obtener indculos consistieron en desenterrar
esic Srectamente del sitio en donde crecian los hongos en las praderas, pero
s m&todos para perpetuar el micelio silvestre eran inseguros y poco confiables.
= smmeros indculos que se manufacturaron datan de principios del siglo 20 y
w20 2n combinaciones de mezclas sin esterilizar de estiércol de caballo y de
= =r=nsados en forma de ladrillo, los cuales contenian el micelio silvestre.
Ssewems=mente, éstos ladrillos contenian patégenos y mohos dafinos. Los ladrillos
W ==torzban para el cultivo de Agaricus sp .

%» "2°5 se produjeron inoculos de cultivo puro, sobre composta esterilizada de
e 3= caballo; sin embargo, éste avance no elimind la dificultad de obtener
semues oeoductivos y confiables, libres de insectos y de parasitos pero permitio

wmee=sac los indculos para utilizarlos de manera seriada o bien, cuando las



—md@cones ambientales fueran adecuadas para el cultivo. Las compostas se

==-ianan con micelio de Agaricus sp.

=+ +230 Ia Universidad del estado de Pennsylvania contraté al Dr. James W. Sinden
= w=0ajar en el area de hongos. Realizd multiples experimentos para encontrar
=+ === en el que el micelio pudiera crecer mas vigorosamente y proporcionara un
smsucto mas uniforme. Este medio fue el grano de trigo colocado en frascos con una
semu=sa cantidad de agua y sometido a esterilizacion. Al introducir el micelio, se
“se=-y5 un crecimiento mucho mas vigoroso, en menor tiempo y de una manera

= wsta (Royse y Schisler, 1980).

=» 1252 Stoller perfecciono la produccion de inoculos, empleando cepas
ssecconadas y midiendo los niveles de hidratacion del grano (Royse y Schisler,
w0 Actualmente, la produccion de indculo (semilla) se reaiiza casi exclusivamente
s grano de trigo y algunos otros cereales (Guzman 1993). El cereal seleccionado
= somet= 3 un proceso de lavado, cocimiento, esterilizacion y enfriamiento, para su
se==-or inoculacion en condiciones estériles de la cepa deseada hasta invasion
=== ¥z invadido completamente, el grano sera empleado como semilla para su

emer= 2n el sustrato disponible para la produccién del hongo (Guzman 1993).

=== diversas investigaciones en las que se ha estudiado el empleo de varios
=< asi como la mezcla de ellos en la produccion de hongos (Poppe 2000). De
s —anera hay estudios que se han realizado para desarrollar semilla de alta
s v producida a bajo costo. Es decir, empleando rastrojos de cereales en lugar
#= o= granos de éstos, o bien mezcla de diferentes sustratos, con el objeto de

ser=r=r = costo de produccion.

s =morz 12 semilla de alta calidad se produce en las grandes industrias a un
e méavia elevado para las pequenas plantas productoras de hongos. Por lo que

& se=a—io 22 semilla empleando sustratos accesibles a bajo costo seria de crucial




meoortancia para el cultivo de estos organismos. En este sentido, se han realizado

===.50s para la elaboracién de la semilla, en los cuales se mezclaron diversos
suestratos y se evalud su influencia en el cultivo. Desafortunadamente, en tales
mwestigaciones no se han obtenido resultados objetivos en cuanto a la productividad
2= =uitivo empleando la semilla elaborada. Mai y cols. (1997) reportaron que para el
=utwo de Dictyophora una semilla de alta calidad es aquella que esta preparada con
= mezcla de 68% aserrin, 10% de hojas de bambu, 18% de salvado, 3% desechos

2= soya, 2% de azucar y 1% carbonato de calcio.

= gual manera, se ha reportado que para el cultivo de Coprinus comatus, una
ez semilla se prepara empleando 75% de semilla de algodoén, 1% de azucar, 2%
== v alrededor de 65% de agua (Luo 1997, Chen 2000). Aunque en ambos casos
== == evalub la productividad a nivel de cultivo. Por otro lado, Morais y cols. (2000)
sw=oorzron que para el cultivo de Lentinus edodes una semilla de alta calidad es
===z desarrollada sobre grano de avena adicionado con 0.5% de carbonato de
=mc—o v 2% sulfato de calcio, misma que al ser utilizada para el cultivo de este hongo
ssee= aserrin y harina de soya, produjo una eficiencia biologica de 42.3 a 60%, lo
e =mbién dependié de la cepa. Igualmente, se ha empleado como semilla de
semoes =l sustrato post-cultivo de éstos, pero como es de esperarse la produccién es
=== v =ampoco se ha determinado su productividad en el ambito de cultivo. Para el
e de Volvariella volvacea también se han empleado mezclas de sustratos
Semeocsiuldsicos para preparar el inoculo, principalmente de los existentes en la
ssmer donde se cultivara el hongo (Quimio 2002). Matiru y Quimio (1992) reportaron
e mezcias de aserrin con al menos 10-20% de hojuelas de arroz (o trigo), harina
@ === o harina de hojas de leguminosas, produjeron un buen numero de

ammoedics de V. volvacea.
S = —ito de Pleurotus ostreatus se ha empleado semilla preparada con 80% de

e 2= =ucalipto (Eucalyptus sp), 20% de grano de arroz y humedad de 60%.
Sumeee s= —utvG este hongo sobre cascara de café, adicionada entre 10-15% de
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=== ==—12 se obtuvo una eficiencia biologica de 97%, mientras que sobre desechos

@ === =mpleando el mismo porcentaje de semilla se obtuvo una eficiencia
aocz de 90.4% (Yang 1986, Leifa y cols. 2004).

S "= cultivado cepas de P. ostreatus, P. sajor-caju y P, colombinus sobre aserrin
=== 2= 2oz, empleando semilla elaborada a base de sorgo, grano de paja o trigo,
s=oues de haber sido humidificados por 24 h. Sin embargo, sélo se observd a
wrmwme osta gue el sustrato se habia invadido de manera similar y abundante,
wmemas que P sajor-caju y P. colombinus presentaron la mayor cantidad de hongos
euccos. pero no se determinaron la eficiencia, ni la influencia de la semilla en la

mucedad del cultivo (Gibriel y cols. 1996).

Ssser=mente, Muthukrishman y cols. (2000) sugirieron el uso de los desechos de
weucsen de la larva de la palomilla de arroz Corcyra cephalonica mezclada con el
e 2= sorgo para la produccion de la semilla del hongo comestible Pleurotus
“sserc=0 En la India, dicha larva se produce en grandes cantidades sobre grano de
=+ == =mpleada como pesticida en el arroz y algunos vegetales. Estos autores
“wwe=ron que combinaciones de sorgo y desechos de la produccion de la larva en
8 W - 233% y 33.3% + 66.7%, incrementaron el crecimiento micelial y la
“memc=con del sustrato, asi como la produccion. Sin embargo el hongo no crecio
e = sustrato de cultivo fue preparado con 100% de desechos de la produccion
% = == Por otro lado, también encontraron que la produccion de hongos
“weemesss cuando el sustrato de produccion se prepard con mezclas de desechos
W = orocuccion de arroz y desechos de la produccion de la larva, en
memmerzcones de 75% + 25% y de 50% +50%, respectivamente.
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L. Siembra, incubacién y produccion del cuerpo fructifero de Pleurotus
EErESCUS

= wmeo=so general de produccion de los hongos se ilustra en la Figura 2. La
wesar=con del sustrato donde se inoculara el hongo, el tiempo de incubacion y las
=sscones requeridas en la fructificacion, dependen de la especie a ser cultivada.
=+ = z==0 de especies del género Pleurotus, el sustrato para crecimiento, ya sea
ss=me d= maiz, paja de cebada, trigo etc., se pasteuriza a 85 °C durante 1 h. La
wemor= se puede realizar en diferentes contenedores, por ejemplo: bolsas de
‘sassco charolas o estanterias de aluminio, mismas que se inoculan con micelio del
‘s = una cantidad de 3 a 5% en relacion al peso del sustrato himedo. El indeulo
e s=ribuye homogéneamente en el sustrato y la incubacion se realiza a 25°C hasta

=m== invasion micelial del sustrato (aproximadamente 20 dias) (Chang y Hayes
% Thang y Miles 1989, Guzman 1993).

= =oc=z en la invasidn del sustrato también dependera de la cepa y cantidad de
ez Sizada en la siembra del hongo. Una vez que el sustrato ha sido totalmente
masco por el micelio, las bolsas (charolas, estanterias de aluminio, etc.) son
“sm=c=cas a un cuarto de produccién en el cual la induccion de la fructificacion se
‘ms== =0 un ambiente provisto con humedad, luz y una temperatura menor a !a
‘wmescz durante la incubacién. En condiciones de cultivo ideales el tiempo de
‘mms=con puede ser de solo 8 dias, en cuyo caso la primera cosecha de hongos se

Jmeesse m=zlizar después de 2 semanas de haber realizado la siembra (Laborde 1995).

& mou=ma productora de hongos se ha desarrollado de manera importante, lo que
“me= o= cada dia se empleen nuevos y mejores materiales y equipo en el proceso
% pmouccion de hongos (Sanchez 2004). La cepas que se utilizan son de suma
“mer=rcz ya que los productores de estos hongos pueden padecer alergias a las

o= por lo que se estan realizando diversos estudios para desarrollar cepas




== o= Sieurotus (Laborde 1995, Mori y cols. 1998, Saikai y cols. 2002, Senti y
S 00D Sanchez 2004).

= j' e )
-
1__.5 ‘-\gs

Sgw= 2 Esguema general del cultivo de un hongo comestible, en especial de las
ssme=ces de Pleurotus.

~ = =es=ncion de la cepa a través de fructificaciones ya sea por medio de esporas o
s u» fragmento del micelio del hongo. 4-5: obtencion del inéculo (frasco primario)
— ==—1as seleccionadas. 6: obtencion de frascos secundarios de inoculo. 7: olla
= =r=<5n con la se indica que todos los utensilios empleados en el cultivo debe
we=izarse 8- siembra del hongo en el sustrato seleccionado. 9: cerrado de la bolsa
s ==<co. 10: desarrollo de los primordios. 11: crecimiento de las fructificaciones.
“2 sucsficaciones listas para ser cosechadas. 13: cosecha. 14: enfriado del sustrato.
% ==<t=rizacion del sustrato. 16: canasta que se usa para la pasterizacion del
susr=> 17 paca de paja. 18: pulpa de café o bagazo de cualquier otro residuo
sm-roustrial (Guzman 1993).
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2 JUSTIFICACION

_= oroducciéon de Pleurotus ostreatus permite producir alimentos de alto valor
sumcional a partir de residuos agricolas considerados como desperdicios Y
==rs=minantes del medio ambiente. La produccion de este hongo representa, por lo
= una opcion industrial econémica y ecoldgicamente viable. Con el objeto de
se=arrollar nuevas tecnologias y optimizar las ya existentes para hacer mas eficiente
= oroduccion intensiva, es crucial conocer la fisiologia de estos organismos.
Sa=cularmente, uno de los factores bioquimicos de mayor impertancia en el
s===ollo de estos hongos lo constituye la actividad enzimatica que determina, entre
ws 2spectos, la capacidad para degradar y utilizar como fuente de carbono los
ssmpusstos lignocelulésicos presentes en los sustratos. Debido a que la semilla es el
m=u—o mas costoso en la produccion de hongos comestibles, se han desarrollado
swessos estudios para disminuir los costos de su produccion. Sin embargo, algunas
wemcas que se han desarrollado para producirla a un menor costo estan
sume=radas a infraestructura muy costosa y que solo existe en las grandes industrias
wosucoras de semilla, por lo que es necesario el desarrollo de técnicas de
mmuccion, empleando equipo menos sofisticado y sustratos mas econémicos. Por
= @m=cor. en esta investigacion se estudio el efecto de la adicion de diferentes
smsaces de paja de trigo al sustrato cominmente utilizado (grano de trigo) para la
wem=r=con de la semilla de Pleurotus ostreatus, asi como su efecto sobre la

wws=c enzimatica del indculo y sobre su productividad en planta de produccion.
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& FPOTESIS

_= susttucion parcial de trigo por paja en la composicion del sustrato para obtencién

2= == a de Pleurotus ostreatus reducira tiempos y costos en su produccion.

S OBJETIVOS
£° General

=== 12 productividad en planta piloto del hongo comestible Pleurotus ostreatus
wmoieando semilla desarrollada sobre sustratos preparados con diferentes mezclas

&= gr=no y paja de trigo.
22 Particulares

Saoor=cion de semilla de Pleurotus ostreatus con distintas proporciones de paja y

‘g oarz emplearse en la produccion del hongo.

Je=——rar |a productividad de Pleurotus ostreatus en planta piloto, empleando

=iz preparada con diferentes mezclas de paja vy trigo.
w=cr=-zacion parcial bioquimica y fisiologica del micelio de la semilla obtenida con

e==mi=s mezclas de paja y trigo y del micelio obtenido con diferentes mezclas de

ssr=cos de paja y trigo para establecer la correlacion entre ambos sistemas.
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& WETODOLOGIA

& ° Wicroorganismo

%= siz0 la cepa de Pleurotus ostreatus 3526 de la coleccion Northern Regional
Se==arch Center (llinois, U.S.A). La cepa stock se desarrolld sobre agar dextrosa-
wsc= ADP) a una temperatura de 25°C por 7 dias y se mantuvo en refrigeracion,
w==—rrandose cada 30 dias. El inéculo empleado en los estudios de laboratorio se

s===rollo sobre ADP a 25°C por 7 dias.

&2 Wedios de cultivo

%2 Agar con mezclas de extractos de grano y de paja de trigo en caja Petri

= ===cios se obtuvieron por lixiviacion de la paja o de los granos de trigo al 10%
= 2gua destilada a 85°C por una hora. El medio de cultivo se prepard con 15 g
W sz=r oacterioldgico por litro de mezcla de extractos filtrados. Se prepararon 5
“meso= 2= cultivo con diferentes mezclas de extractos (v/v): M1, 100% paja; M2, 75%

~ 2=%. trigo; M3, 50% paja + 50% trigo; M4, 25% paja + 75% trigo; y M5, 100 %
Wme S colocaron 35 ml de cada medio en cajas Petri, en condiciones estériles se
W=y se incubaron a 25 °C por 7 dias. Se evalud la velocidad de crecimiento

s = Sanchezy Viniegra 1996). Se realizaron 10 repeticiones por tratamiento.
.. ====cos con mezclas de grano y de paja de trigo
%= vidrio de 600 ml se colocaron 300 cm® de las mezclas de paja y de

%= voo 3l igual que en el experimento anterior se prepararon 5 medios (M1,

W W, MI5) de cultivo con los porcentajes de paja y grano de trigo (w/w) ya

(& 1]

w= 521) En condiciones estériles se inocularon empleando 4

2 mm de diametro, éstos fueron colocados uniformemente en la

b
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serferia del sustrato y se incubaron a 25°C hasta invasion micelial total. Se evalud la

w=ocidad de crecimiento longitudinal (VL). Estos medios de cultivo se utilizaron como
s=milla en la etapa de produccion en planta piloto. Se realizaron 10 repeticiones por

T=tamiento.
%1 Determinacion de la actividad enzimatica intracelular
%211. Obtencion del extracto enzimatico

= =¢iracto enzimatico (EE) se obtuvo por lisis celular (empleando un macerador de
=wcos Pirex) del micelio obtenido de cada medio de cultivo tanto en cajas Petri como
@ Tascos, en un volumen de agua conocido. El macerado se centrifugd a 15 000
= por 10 min a una temperatura de 2°C, el scbrenadante se consideré como el EE.

%22 Determinacion de lacasas

“w= ceterminar la actividad intracelular de lacasas se utilizdé como sustrato 2,6-
Smetmcenol (SIGMA) 2mM en buffer de fosfatos 0.1 M y pH de 6.5. La mezcla de
wm=mcoon (475 ul de sustrato, 50 pl de EE) se incub6 a 39°C por 15 min. La reaccién
= 2=tvo por la adicién de 475 pl de dimetilsulfoxido (SIGMA). Se leyd la
sorsancia a 468 nm. Una unidad de actividad (U) de lacasas se considerd como la
Swmcac de enzima que provoca incrementos de 1.0 unidad en la absorbancia por

e 2= mcubacion (Ardon y cols. 1998).
W22 Determinacion de proteasas

& =—wcac ntracelular de proteasas se determind por la cuantificacion de
memssoos aromaticos liberados en la mezcla de reaccién (450 pl caseina al 1% en
S o= fos3t0s 0.1M y pH de 6.0 y 50 ul de EE), incubada a 35°C por 15 min. La

e 5= o=tuvo por la adicion de 750 pl de acido tricloroacético (Baker) al 5%. La

(]
'



=excia se centrifugé a 15 000 rpm por 30 min a temperatura de refrigeracion. Se

=~ 1= absorbancia del sobrenadante a 280 nm. Una U de proteasas se considero
o 12 cantidad de enzima que libera aminoacidos aromaticos que provocan un

=== de 1.0 unidad en la absorbancia por min de incubacion (Kunitz 1947).

%1 4 Determinacion de p-1,3-Glucanasas

s s=svidad intracelular de B-1,3-Glucanasas se cuantificd evaluando el incremento
= = azucares reductores liberados en la mezcla de reaccion (500 pl laminarina
SuSMA) al 0.7%, 450 pl de buffer de acetatos 0.1M pH 5y 50 ul de EE) incubada a
2T por 90 min (Sharma y Nakas 1987). La reaccion se detuvo al adicionar 2 ml de
TWE 1z mezcla se calentd a temperatura de ebullicion por 5 min y después de
wwrarse se leyd la absorbancia a 575 nm. Una unidad internacional (Ul) de
wwead de glucanasas, es la cantidad de enzima que libera 1uM de producto por

e Se prepard una curva de calibracion con glucosa.

% 4 Determinacion de humedad del micelio

s mumedad se determind por el método indirecto de secado en horno (AOAC 1990).
%5 Determinacion del contenido de proteina intracelular

S s==-mino la cantidad de proteina en el EE por el método de Bradford (1976). A
W . == EE diluidos en 700 pl de agua se le agregaron 200 ul del reactivo de

Seors (SIGMA). Se ley6 la absorbancia de la mezcla a 595 nm. Se utilizo albumina

= sowna (BSA, SIGMA) como proteina estandar.
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% % Produccion de Pleurotus ostreatus en planta piloto

_s s=embra del hongo se realizo en bolsas de nylon alternando capas de semilla y de
~== previamente pasteurizada a 85 °C por 90 minutos. Se utilizé cada frasco de
s=—12 para inocular 5 Kg de paja himeda. Las bolsas ligeramente compactadas se
=—.maron en ausencia total de luz, a los tres dias de incubacion se realizaron
se=~raciones sincronizadas a cada bolsa. Después de quince dias de incubacion, las
seisas se trasladaron al area de produccion en presencia de luz y 90% de humedad,
. == les realizaron mas perforaciones donde se observé la formacién de primordios
== nermitir la fructificacion. Se registré el tiempo de aparicion de los primordios y
== o= cuerpos fructiferos maduros. Finaimente se determiné el peso fresco de los

Tergos de dos cosechas en las cinco repeticiones por tratamiento.

%7 Determinacion de eficiencia biolégica y productividad.

_s =fciencia biologica es la cantidad (en kilogramos) de hongo fresco producido por
sms= kiogramo de sustrato seco. La humedad del sustrato se determind por el
=m0 indirecto de secado en horno (AOAC, 1990). Por otra parte, la productividad
s “=5ne como la cantidad (en gramos) de hongo fresco producido por cada

Wegramo de sustrato seco por dia, incluyendo el tiempo de incubacion.

%1 inalisis estadistico
Sases los experimentos se realizaron por triplicado, se utilizaron ANOVA y prueba de
e=rcacion de medias por el método de Duncan, mediante el paguete estadistico

S Si=tstical Analysis System).




T RESULTADOS

= 1. Velocidad de crecimiento radial

_= mayor velocidad de crecimiento radial se observo (Figura 3) en M3y no mostro
s#erencias significativas entre los medios M2 y M4; M1y M5 mostraron la menor

s=iocidad.
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Medios de cultivo

@z 3. Velocidad de crecimiento radial de Pleurotus ostreatus desarrollado sobre
ss==—t=s medios de cultivo preparados con extractos de paja y grano de trigo en
==a Petri.

T 2 velocidad de crecimiento longitudinal

& mavor velocidad de crecimiento longitudinal (VL) se observé en el M3, misma que
e sroomadamente dos veces mayor comparada con el resto de los medios de
=1 medio M4 presenté un valor ligeramente mayor que el M1, M2 y M5

;
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“gura 4. Velocidad de crecimiento longitudinal de Pleurotus ostreatus desarrollado
== medios de cultivo preparados con mezclas de paja y grano de trigo.

T2 Actividad intracelular de lacasas

== "odos los casos, la actividad intracelular de lacasas observada en el micelio
se==rollado sobre las diferentes mezclas de paja y grano de trigo fue
=m=cerablemente mayor al compararse con la observada en el micelio desarrollado
suor= exiractos de paja y grano de trigo en caja Petri, en donde la actividad de
@s=s=s en los medios M2, M3 y M4 fue de aproximadamente 10 U/g X, no
mesranco diferencia significativa entre si. EI M1 presenté la menor y el M5 la mayor

wwcac niracelular de lacasas.

S == panie, la actividad de lacasas del micelio desarrollado sobre frascos en el M3
e smroomadamente 80 veces mayor (803 U/g X) que la observada en el micelio
esarmlaco sobre el M3 en cajas Petri (996 U/lg X). EI M2 presentd
emmmacamente 700 U/lg X y el M1, 400 U/g X, mientras que el M4 y M5
ss==ron solo alrededor de 50 U/gX (Figura 5).
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Sgur= 5. Actividad intracelular de lacasas del micelio de Pleurotus ostreatus
s===rrollado sobre agar con extractos de paja y grano de trigo (barras vacias), Yy
wr= mezclas de paja y grano de trigo (barras llenas).

= & Actividad intracelular de proteasas

=+ general, el patron de la actividad intracelular de proteasas fue similar entre los
mesics sobre agar y los medios en frascos. En los medios M1 y M5, |a actividad de
es==sas del micelio desarrollado sobre cajas Petri y frascos fue significativamente
W==-t= En cajas Petri y frascos la mayor actividad se presenté cuando el grano de
e =stuvo ausente y fue disminuyendo segun aumento |a cantidad de grano de
Smm =xcepto cuando el micelio se desarrollé en el M5 en frasco, cabe mencionar
e = = M3 la actividad de proteasas fue similar a la presentada en el M2 (Figura
E 3
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=g 6 Actividad intracelular de proteasas del micelio de Pleurotus ostreatus
se<=rrollado sobre agar con extractos de paja y grano de trigo (barras vacias), ¥
wer= mezclas de paja y grano de trigo (barras llenas).

== Actividad intracelular de §-1,3-glucanasas

3 actvidad de p-1,3-glucanasas se observo en el micelio desarrollado sobre todos
== medios en caja Petri, mientras que en el micelio desarrollado sobre frascos solo
= s=tectd actividad en los medios M3, M4 y M5. Aun cuando se registraron
s#ec=ncias significativas entre los valores de esta actividad, todas ellas fueron muy

sm=s con valores de 3 a 9 U/g X (Figura 7).
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Sgurz 7. Actividad intracelular de p-1,3-glucanasas del micelio de Pleurotus
wer==tus desarrollado sobre agar con extractos de paja y grano de trigo (barras
wsc2s) y sobre mezclas de paja y grano de trigo (barras llenas).

~ & Contenido de humedad

%+ = Figura 8 se observa que el contenido de humedad del micelio fue similar en los
si==t=s medios de cultivo, tanto en el micelio desarrollado sobre cajas Petri como
= = micelio desarrollado sobre frascos. No hubo diferencias significativas entre los

wmor=s de humedad.
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Sgura 8. Contenido de humedad del micelio de Pleurotus ostreatus desarrollado
score agar con extractos de paja y grano de trigo (barras vacias,) y sobre mezclas
2= paja y grano de trigo (barras llenas).

T 7. Contenido intracelular de proteina soluble

_= cantidad de proteina soluble del micelio desarrollado sobre caja Petri y frascos
=<ent6 la misma tendencia, sin embargo el contenido de ésta fue mayor en el
meslio desarrollado sobre frascos en todos los medios de cultivo. Se observé una
==cidn inversa entre el contenido de proteina y el del grano de trigo, excepto en M5,

== = que fue mayor a M4 pero inferior al resto de los medios (Figura 9).
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Fgura 9. Contenido intracelular de proteina soluble del micelio de Pleurotus
ssfreatus desarrollado sobre agar con extractos de paja y grano de trigo (barras
s=cias), y sobre mezclas de paja y grano de trigo (barras llenas).

T2 Produccion en planta piloto

== la Tabla 3 se muestran los resultados obtenidos durante la produccion de cuerpos
Fuctiferos en planta piloto empleando los diferentes indculos. Se observé que la
m=yor eficiencia biologica se presentd cuando se utilizé como semilla M3 (50% paja
2= Tgo + 50% trigo) y fue similar a la obtenida cuando se empleé como semilla M5
2% grano de trigo, semilla tradicional). Cuando la semilla empleada en el cultivo
%= M7 M2y M4, la eficiencia biologica obtenida dependio de la cantidad de grano
= Tgo presente. Similar productividad se observé cuando los indculos utilizados en
= —utivo fueron M2, M3, M4 y M5. La menor productividad se obtuvo cuando la
s=miiz utilizada en el cultivo fue M1.
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T20ia 3. Parametros de produccion de la cepa de Pleurotus ostreatus, empleando

s=milla elaborada con diferentes cantidades de paja y trigo.

SARAMETRO CARACTERISTICAS DE LA SEMILLA

CE

=0DUCCION mmm
Fempo

Suctificacion 17.6+0.54 (146 + 0.8116.8+0.83 |15 0.7 17.4 £ 0.89

—24.4 +£0.54 —20.0 0.0 —23.8 +0.44
7584 99386 (11998 11175 |measz |

400+1.2 [334+13(400¢% 14

Fesuclvidad” 31687 aTor ]

%2 de hongo fresco/kg de paja seca.

“Sramos de hongo fresco/Kg sustrato seco/dia.
* dias.

=% s tablas 4 y 5 se concentran los resultados bioguimicos y de crecimiento del
=m0 sobre los diferentes medios de cultivo

“&z 4 Contenido de humedad, de proteina y actividad enzimatica intracelular, asi
=7e velocidad de crecimiento radial del micelio de Pleurotus ostreatus desarrollado
SS=r= medios con diferentes proporciones de extractos de paja y de trigo.

Wesc Humedad Proteina Lacasas Proteasas | Glucanasas VR
66.3 ‘1.04c
24.7 (0.62) mGEEl
35.6 (1.20)° mmm
23.0 (0.33)°[ 16.4 0.27)°| 16.4 (0.32)| 5.7 (0.22) | 438.87
m 14.7(0.00)' | 6.0(0.13) | 383.9°

S =edas de 2 misma columna con la misma letra no son diferentes significativamente (p<0.001)
Smmes entre parentesis corresponde a Ia desviacion estandar de tres experimentos independientes




“=0iz2 5. Contenido de humedad, de proteina y actividad enzimatica intracelular, asi
z=mo velocidad de crecimiento radial del micelio de Pleurotus ostreatus desarrollado

score medios con diferentes proporciones de de paja y de trigo.
Wedio . Humedad Proteina Lacasas | Proteasas | Glucanasas VL |
(%) (mg/g X) | (AU/g X) | (AU/g X) (Ulig X) (Um/h)
M1 | 88.8(5.46)" | 112 (1.8)* | 373 (24)° | 56.4 (0.8)° 0.00 250.6°
M2 | 93.1(1.59)" | 77.3 (3.8)° | 722 (24)° | 28.5 (1.4)° 0.00 2936° |
M3 | 92.2(1.65)° | 67.7 (2.6)° | 803 (18)° | 31.9(0.0)° | 9.37 (0.13) | 599.7°
M 90.4(5.61)° | 34.5(3.5)° | 54 (9.0)" | 15.6 (0.8) | 1.95(0.59) | 3476°
M5 | 92.5(1.20)* | 55.7(0.8)° | 47 (1.0)" | 36.0 (2.1)° | 4.34(0.11) | 2285°

== medias de la misma columna con la misma letra no son diferentes significativamente (p<0.001)
= mumero entre paréntesis corresponde a la desviacién estandar de tres experimentos independientes

% DISCUSION

-=s resultados obtenidos en cajas Petri y en frascos muestran que la mezcla de
sustratos (paja y grano de trigo) promueve un metabolismo mas activo en el hongo,
#2 gque en los medios que tuvieron un sélo sustrato, la invasién micelial fue menor.
También se observd que la invasién micelial se incrementé a medida que se
=gulibraba la proporcion en cantidad de la paja y grano de trigo, por lo que se puede
@ rmar que la mezcla con una cantidad similar de ambos sustratos presenta mayor
»=ocidad de crecimiento. Esto, debido al incremento metabdlico y a las reservas
muincionales proporcionadas por la paja y grano de trigo, respectivamente. Ademas,
5= observd que la velocidad de invasion micelial fue mayor en los frascos que
==nt=nian 100% de paja de trigo comparados con los frascos que contenian 100% de
F=no de trigo, lo que confirma que la paja de trigo incrementa el nivel metabélico del
“orgo. debido a que es su sustrato natural, mientras que el trigo representa una
“ente rica de carbono, que resulta en una velocidad de crecimiento mayor al
=Toear una mezcla con la misma proporcion de ambos sustratos. En estudios
=vos se observo que las hifas de Pleurotus pulmonarius desarrolladas sobre paja
“= Tgo. presentaron mayor cantidad de material citoplasmico (glicégeno) que las

W=s de los hongos desarrolladas sobre un medio comercial como agar extracto de




z2pa (Sanchez 2000), lo cual es otro indicativo del nivel metabdlico presentado por el

mongo cuando crece sobre sustratos naturales.

=n general, la actividad de B-1,3-glucanasas se observo en el micelio desarrollado
sobre todos los medios. Estas enzimas podrian estar implicadas principalmente en
Zrocesos de diferenciacion celular, por lo que la invasion micelial es mayor, en los
medios que también presentaron una mayor actividad de estas enzimas. Lo que
sodria estar relacionado principalmente con la edad celular en la etapa de
==cimiento y ramificacion de las hifas (Ramot y cols. 2000, Téllez y cols. 2003,
Sanchez y cols. 2004).

=7 cajas Petri, la actividad de lacasas en los medios M2, M3 y M4, fue de
scroximadamente 10 U/g X, sin mostrar diferencia significativa entre si. EI M1
ar=sento la menor y el M5 la mayor actividad intracelular de lacasas, lo cual sugiere
2= en el medio con extracto de paja existe una excrecién mayor de lacasas,
2esblemente por los compuestos lixiviados de la paja; pero en el medio con extracto
2= grano de trigo, esos compuestos estan en menor concentracion, limitando asi la
=screcion de las enzimas. Los resultados de actividad de lacasas sobre las mezclas
%= paja y grano de trigo sugieren que la paja, por ser muy parecida al sustrato natural

nongo, favorece la induccion de estas enzimas, aun cuando se esperaria que la
#=n mayoria fueran excretadas (analisis no realizados). Esto muestra que la
#=wdad fue mayor en un medio que contiene la misma proporcién de paja y de
F=ro de trigo, mientras que la cantidad de enzimas se reduce drasticamente cuando

"= contiene paja, o solo una cantidad minima de ésta en el medio.

=% general, el patron de actividad de proteasas fue similar entre los medios sobre
#== y los medios en frascos. En ambos casos la mayor actividad se presentd
“wanco =l sustrato no contenia grano de trigo y fue disminuyendo segun aumenté la
SeTZac de grano de trigo, excepto en el M5 en frasco. Estos resultados sugieren la




participacion de las proteasas sobre los sustratos de desarrollo, ya que el grano de

trigo es una fuente de proteina mas importante que la paja.

El contenido de proteina soluble del micelio desarrollado sobre caja Petri y frascos
presento la misma tendencia, pero fue mayor en el micelio desarrollado sobre frascos
para todos los medios de cultivo. Se observd un incremento en el contenido de
proteina al disminuir el contenido de grano de trigo, excepto en el M5, donde el
contenido fue mayor que en el M4. Una tendencia similar se observd en los
resultados obtenidos sobre la actividad de proteasas en cada uno de los sustratos,
es decir una mayor actividad de proteasas a medida que disminuy¢ la cantidad de
grano de trigo en el medio, excepto en el M5. Por otra parte, el contenido de
numedad fue muy similar en todos los medios de cultivo, por lo que la humedad de

‘as hifas es independiente del medio de cultivo.

En relacion a los resultados obtenidos en la fase de produccion de cuerpos
fuctiferos en planta piloto, se observd una mayor eficiencia bioldgica cuando se
utilizd el M3 como semilla, (mezcla compuesta por 50% de paja de trigo y 50% de
2rano de trigo) y fue muy similar al emplear M5, es decir micelio desarrollado scbre
*00% grano de trigo (experimento control). De igual forma Muthukrishman y cols.
2000) encontraron que cuando prepararon semilla para la produccién de P. sajor-
==u, empleando mezclas de desechos de la produccién de arroz y desechos de la
sroduccion de la larva, obtuvieron mayor numero de cuerpos fructiferos en
zoncentraciones de 75% + 25% y de 50% +50%, respectivamente. En esta
mwestigacion, los resultados obtenidos en el cultivo sugieren que al sustituir en un
50% el grano de trigo por paja de trigo, se obtienen resultados similares a los
mmt=nidos empleando semilla tradicional (elaborada con 100% grano de trigo), con
m=nores costos de produccion, ya que la paja es aproximadamente 6 veces mas
s=r=ta que el grano de trigo. Por otro lado, la productividad es independiente de la
==ocad de paja presente en la semilla, sélo dependio de la presencia de grano de

™oo. ya2 gue en los cultivos con semilla preparada sdlo con paja. k2 produchwidad




disminuy6 un 30% con respecto de los demas tratamientos, los cuales no mostraron

diferencia significativa entre ellos.

Se han realizado diversos estudios para desarrollar semilla de Pleurotys que sea de
2fta calidad y producida a bajo costo. En algunos se ha sugerido el empleo de
7astrojos de cereales en lugar de los granos de estos o bien mezcla de diferentes
sustratos, con el objeto de abaratar el costo de produccion. Sin embargo en esas
mvestigaciones no se han obtenido resultados objetivos en cuanto a la productividad
2=l cultivo empleando la semilla elaborada (Yang 1986, Gibriel y cols. 1996,
Muthukrishman y cols, 2000, Leifa Yy cols. 2004).

Otro aspecto importante a destacar en esta investigacion consiste en el estudio de
@s enzimas producidas en el indculo, ya que la mayoria de estudios enzimaticos se
7an realizado sobre los sustratos de cultivo (Kirk y Cullen 1998, Leonowicz y cols.
“=22. Pointing 2001). La evaluacién de Ia productividad y actividad enzimatica de Ia
s=milla podria ser de gran utilidad para la elaboracion de semilla altamente
@cuctora, empleando diferentes sustratos de la region. Ademas, el conocimiento
s2orz la bioquimica del organismo en estos sustratos, permitiria la seleccién de
“=52s que presenten una importante actividad enzimatica para sustratos especificos.
= =si= trabajo se muestra la posibilidad de abaratar los costos de produccién de la
=iz y también aprovechar otros sustratos naturales para su preparacioén sin la

@=micz de su capacidad de produccién.




% CONCLUSIONES

Las mayores VR y VL se observaron cuando el micelio del hongo se
desarrollé sobre el M3 (extractos y semilla preparada con 50% de paja + 50%
de trigo respectivamente). Lo que indica que el M3 es el mejor medio de
cultivo para desarrollar la semilla. Igualmente, VR y VL mostraron una alta
correlacion (r = 0.92)

- Las mezclas de paja y trigo con las que se prepararon los inéculos, no
parecen influr en la productividad de Pleurotus ostreatus 3526, pero
mostraron una productividad semejante a la obtenida con la semilla tradicional
elaborada con trigo. Sin embargo, estas mezclas permiten reducir el costo de

la semilla con lo que Ia hipotesis queda confirmada.

Las productividades en los tratamientos fueron semejantes excepto en el

fratamiento M1 que mostré diferencia significativa y fue la menor.




*0. PERSPECTIVAS

= partir de esta investigacion, se propone realizar estudios que permitan establecer
"=aciones entre actividades enzimaticas intracelulares y extracelulares para obtener
<« perfil mas definido del comportamiento de Pleurotus ostreatus 3526 y otras cepas
F.= se sometan a estudio, con respecto a su productividad, empleando como
moculos mezclas a diferentes proporciones de paja y grano de trigo. Sumado a esto,
== evaluaciones sensoriales que se realicen a los cuerpos fructiferos, permitiran

==iablecer si las propiedades organolépticas de éstos, se mantienen.

2o aspecto que también se puede investigar, consiste en el aislamiento y
surficacion de enzimas excretadas al sustrato. En especial, las enzimas que han
Tostrado  propiedades importantes en su  efecto degradador de sustancias
=calcitrantes, ya que muchas de estas son contaminantes de suelos o aguas. Para
= =fecto, sera necesario desarrollar procedimientos de extraccion, primeramente en

=boratorio, y su posterior escalamiento a nivel de planta piloto.

Fodria utilizarse la VR de los hongos desarrollados en cajas de Petri para predecir la

sroductividad que tendran las cepas en planta de produccion.

“raimente, y considerando que se conocen unas dos mil especies de hongos
susceptibles de ser cultivados, se pueden continuar con investigaciones que
==ntualmente, permitan la incorporacién de un mayor nimero de hongos
=oms=stibles o para otros usos, al consumo y que sean la base de industrias que

#=neren empleos y progreso.
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12. GLOSARIO DE TERMINOS

Anastomosis. Abertura, fusion, conexion. Fusion entre dos células en contacto, que
reabsorbiendo sus paredes, llegan a confundirse en una. Tienen gran importancia
funcional en los hongos, en los que se reconocen anastomosis vegetativas,

sexuales y parasitarias.

Asporicos. Cuerpos fructiferos de un hongo que no forma esporas.

Basidimicetos. Grupo taxonomico de hongos conocido también como Basidiomycetes

o Basidicmycotina.

Basidio. Célula del himenio de los Basidiomicetos que forman dos o cuatro esporas

externamente, a través de prolongaciones del mismo.

Cariogamia. Fusion de dos nicleos celulares haploides, para formar un nucleo

diploide.

Contexto. Tejido del cuerpo fructifero, formado por agrupaciones de hifas.

Cruzamiento. Evento sexual que equivale al apareamiento en organismos superiores
Consiste en el intercambio de material genético para obtener un nuevo

organismo.

Cuerpo fructifero. También llamado fructificacion, esporéforo o simplemente hongo

es la parte reproductora de origen sexual de un micelio.

Dicarion. También conocido como estado dicariotico, es el micelio con dos nuclecs

2n cada célula.

O



Dicariotico. Micelio con dos nlcleos en cada célula, gue se forma por la union de dos

micelios monocariéticos.

Eficiencia biologica. Evaluacion de una cepa para producir cuerpos fructiferos en un
sustrato. Se expresa como peso fresco de las fructificaciones dividido entre el

peso seco del sustrato y se puede reportar en porcentaje.

Esclerocio. Micelio endurecido, oscuro en condiciones naturales, debido a la
deshidratacion del mismo, provocado por cambios bruscos del medio externo o

por envejecimiento.
Esporada. Conjunto de esporas depositadas sobre una superficie.

Esporas. Elementos de propagacion y reproduccion de los hongos y equivalen a las

semillas de las plantas.

Estipite. Equivalente al pie del cuerpo fructifero. Puede ser central, lateral o

excéntrico, robusto o delgado.
Fibula. Conexion de tipo gancho o grapa que existe entre dos células en la hifa.

Haploide. Estado en el que los nicleos de las células poseen un solo juego de

cromosomas. Se expresa con la letra n.

Hsterotalismo. Condicién sexual de los hongos heterotalicos en los que la
conjugacion solo sera posible entre dos micelios de dos individuos. Puede haber
heterotalismo unifactorial y bifactorial , segun exista uno o dos juegos de
caracteres genéticos. Al primero también se le llama bipolaridad o heterotalismo

bipolar y al segundo tetrapolaridad o heterotalismo tetra — polar.
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Hifas. Filamentos tabicados, o no tabicados, cuyo conjunto forma el micelio o las

fructificaciones de los hongos. Es ia unidad estructural de los hongos.

Himenio. Parte fértil del cuerpo fructifero de un hongo, en donde se producen las

esporas. Corresponde a las laminillas que tiene el pileo en su parte inferior.

Homotalismo. Condicién sexual de los hongos homotalicos, por conjugacion entre el
micelio de un solo individuo. Existe homotalismo primario y secundario, segun se
desarrolle un micelio autofértil de cada monocarion o si se forma de un micelio de

una espora con dos ndcleos compatibles.

Inéculo. Micelio desarrollado sobre un material determinado, que se usara para

sembrar e! hongo en otro sustrato.

Macromicetos. Hongos superiores que forman fructificaciones macroscopicas.

Meiosis. Se refiere a la division nuclear que se lleva a cabo en la célula que formara

las esporas, es decir, en un basidio, una vez que ha ocurrido la cariogamia.

Micelio. Masa algodonosa, generalmente blanca, formada por el conjunto de hifas.

Se distinguen en micelio primario o micelio secundario.

Micorrizico. Tipo de hongo en el que el micelio se une con las raices de vegetales, en

una relacion simbiotica.

Micromicetos. Hongos de tipo microscopico, como los mohos y las levaduras, los

cuales nunca muestran fructificaciones grandes como los macromicetos.

Mitosis. Division nuclear en la que a diferencia de la meiosis, no se reduce el nimerc

de cromosomas.




Monocariético. Micelio que presenta un nicleo en cada célula. También se le llama

monocarion. Se origina por la germinacion de una espora.

Monospérico. Micelio que proviene de la germinacion de una sola espora; puede ser

monocariético o dicaridtico.

Multiespérico. Micelio que se obtiene al hacer germinar esporas en dilucion sobre

una caja de Petri . Los micelios obtenidos de esta forma son dicariéticos.

Mutacién. Alteracion en la estructura genética de un individuo, la cual se puede
reflejar positiva o negativamente en las caracteristicas morfologicas de los

descendientes del mismo. Poco frecuente en los hongos.

Parasito. Organismo que se desarrolla a expensas de otro organismo vivo, el cual

puede ser un vegetal, un animal o un hongo.

Pileo. Es el sombrero del cuerpo fructifero de un hongo, el cual lleva en su parte baja

el himenio.

Plasmogamia. Es la fusion de dos hifas compatibles para dar origen a una tercera.

Es el inicio de la reproduccion de los hongos.

Primordio. Futuro cuerpo fructifero de un hongo, es decir, es la fase juveni! del

mismo.

Quitina. Polisacarido nitrogenado estructural de la pared celuiar de animales del
grupo de los insectos, arafias, camarones y cangrejos. Se encuentra también en

la pared de las hifas de los hongos.




Saprofito. Literalmente, hierba podrida. Nombre con que s& designa a los organismos

que se desarrollan sobre materiales organicos muertos, sean éstos vegetales o

animales.
Sésil. Se dice de las fructificaciones que carecen de pie o estipite.
Sinema. Pequena fructificacion asexual que forma esporas asexuales.

Vegetativo. Se refiere a las partes no reproductoras del hongo. Crecimiento

vegetativo indica el crecimiento de las hifas del micelio.

Volva. También llamado copa. Resto de una envoltura general que tuvo el cuerpo

fructifero de algunos hongos en la base del pie 0 estipite.






