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RECURSQOS QENETICOS DE LOS “HONGOS DEL MAGUEY” (PLEUROTUS SP.) DE
LA REGION CENTRAL DE MEXICO: CARACTERIZACION Y SELECCION DE
GENOTIPOS CON POTENCIAL PARA LA PRODUCCION RURAL

Angelina Patricia Ramirez Carrasco, Dra.
Colegio de Postgraduados, 2010.
México cuenta con una gran diversidad bioldgica, sin embargo, poco se han aprovechado los
recursos genéticos nativos para la produccién comercial de hongos comestibles. En esta
investigacion se recolectaron y caracterizaron diversos genotipos de Pleurotus que crecian
silvestres sobre plantas de Agave en el altiplano de la region central de México. Estos hongos
comestibles son consumidos por las comunidades locales durante la época de lluvias, a los cuales
denominan como “Hongos del Maguey”. Se aislaron 25 cepas de estos hongos que se
caracterizaron macro y microscopicamente, y se evalu6 su competitividad comercial. La mas alta
eficiencia bioldgica (EB) y tasa de produccion (TP) se registraron en la cepa CP-460 (58.04% vy
1.0748, respectivamente), las cuales fueron equivalentes a las cepas comerciales de referencia.
La produccion de lacasas de la cepa CP-460 fue de 142.86 U/ml, a las 96 h de crecimiento
micelial, representando un nivel intermedio con respecto a las cepas de referencia. El analisis
molecular de la region ITS del ADNr demostro la presencia de tres sublinajes principales y cinco
grupos filogenéticos para las poblaciones de Pleurotus que crecen naturalmente sobre Agave. La
diversidad morfologica y genética de dichas poblaciones indico la presencia de una especie
nueva de Pleurotus, adaptada al desarrollo sobre un substrato especifico y endémica del altiplano
mexicano. El co-cultivo de las cepas CP-363, CP-460, y CP-517 de Pleurotus sp. con
Trichoderma aggressivum var. aggressivum demostr6 que es factible obtener cepas de Pleurotus
con resistencia genética natural al ataque del “moho verde” agresivo. Los “Hongos del Maguey”
pueden ser aprovechados por las comunidades rurales de México, campesinas e indigenas, tanto
en la alimentacién como en la generacion de ingreso, a través de estrategias adecuadas de

transferencia de tecnologia.

Palabras clave: Pleurotus, “Hongos del Maguey”, Trichoderma, cultivo de hongos comestibles,
desarrollo rural, paises en desarrollo.



GENETIC RESOURCES OF “MAGUEY MUSHROOMS” (PLEUROTUS SP.) FROM
THE CENTRAL REGION OF MEXICO: CHARACTERIZATION AND SELECTION
OF GENOTYPES SHOWING POTENTIAL FOR RURAL PRODUCTION

Angelina Patricia Ramirez Carrasco, Dra.
Colegio de Postgraduados, 2010.
Mexico has a great biological diversity; however, native genetic resources have been poorly
managed for the commercial production of edible mushrooms. In this research, diverse Pleurotus
genotypes growing wild on Agave plants in central highlands of Mexico were collected and
characterized. These edible mushrooms, commonly known as “Maguey Mushrooms”, are
consumed by local communities during the rainy season. Twenty five strains were isolated,
macro and microscopically characterized, and their commercial competitiveness assessed. The
highest biological efficiency (EB) and production rate (TP) were recorded in the strain CP-460
(58.04% and 1.0748, respectively), which were equivalent to those from commercial reference
strains. Laccases production by the strain CP-460 was 142.86 U/ml, after 96 h of mycelial
growth, representing an intermediate value in comparison with reference strains. Molecular
analysis of the ITS region from the rDNA showed three main lineages, as well as five
phylogenetic groups, for the Pleurotus populations growing wild on Agave plants.
Morphological and genetic diversity of those populations indicated a new Pleurotus species
adapted to a specific substrate and endemic of Mexican central highlands. Co-cultures between
the strains CP-363, CP-460, and CP-517 of Pleurotus sp. and Trichoderma aggressivum var.
aggressivum showed the possibility to find natural genetic resistance in Pleurotus species against
the aggressive “green mold” attack. “Maguey Mushrooms” can be cultivated by rural peasant
communities in Mexico not only for own consumption, but also for generating household

income, through suitable strategies of technology transfer.

Key words: Pleurotus, “Maguey Mushrooms”, Trichoderma, edible mushroom cultivation, rural

development, developing countries.
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. INTRODUCCION

Actualmente, se observa en la industria productora de hongos comestibles poca diversificacion
en cuanto a especies y variedades cultivadas comercialmente, ademas de que la mayor parte de
las cepas utilizadas provienen del extranjero, principalmente de regiones templadas (Martinez-
Carrera et al., 1992). Este ultimo factor, ha sido una de las razones que explican el fracaso de
algunos productores, ya que las cepas que utilizan no se adaptan a las condiciones de la region,
ni a las variaciones ambientales a lo largo del afio. Asimismo, otros productores no pueden
mantener una produccion constante, y por lo tanto, los centros de investigacion que apoyan el
desarrollo tecnoldgico deben mantener programas de mejoramiento genético para suministrar
cepas con potencial comercial. En nuestro pais, practicamente las especies preferidas por los
cultivadores de Pleurotus y los consumidores son P. ostreatus (Jacg.) P. Kumm.,
mayoritariamente, y P. pulmonarius (Fr.) Quél. en segundo término. Sin embargo, a pesar de la
gran diversidad bioldgica presente en México, los esfuerzos cientificos y tecnoldgicos por
recuperar cepas silvestres de hongos comestibles con potencial de cultivo y comercializacion son
minimos. Este germoplasma representa una enorme fuente de caracteristicas genotipicas y
fenotipicas que podrian contribuir a diversificar las especies de hongos comestibles en el
mercado nacional e internacional (Martinez-Carrera et al., 1993). Dicho material se adaptaria de
mejor forma a las condiciones locales, y brindaria opciones al consumidor final.

Por otra parte, en México, el diagnostico de las diferentes plantas productoras de hongos
comestibles realizado por Ortega-Garrido (2002) permitié identificar a los principales agentes
biolégicos contaminantes, concluyendo que Trichoderma spp. fue el mas peligroso. En el pais, la
problematica sobre el “moho verde” Trichoderma radica principalmente en que no existen cepas
en el mercado que sean resistentes, a la falta de conocimiento o de aplicacion oportuna de
medidas de manejo, prevencion, control y erradicacion. Esto constituye una desventaja en el
desarrollo del cultivo de los hongos comestibles, ya que pueden generarse serias disminuciones
en los rendimientos, con las consecuentes pérdidas economicas. Por ello es necesario seleccionar
cepas nativas de hongos comestibles que ofrezcan alternativas prometedoras. Ademas, es
recomendable la rotacion de variedades comerciales y de especies de Pleurotus para cortar las

rutas de transmision de las enfermedades.



Il. REVISION DE LITERATURA

2.1 Los hongos como recurso genético y su conservacion

Los hongos constituyen un reino independiente en el sistema de clasificacion biologica y
comprenden un grupo extremadamente amplio que incluye levaduras, mohos y hongos
macroscopicos. Se presume que la cantidad de especies que pertenecen a este reino es de un
millén o mas. Los hongos llaman la atencion debido a sus diversas funciones, juegan un papel
importante en el mantenimiento del ecosistema natural y participan en la conservacion ambiental
descomponiendo plantas y animales. Los hongos también forman relaciones simbioticas con las
plantas, ayudandolas ejerciendo efectos promotores del crecimiento, incrementando su tolerancia
contra el estrés ambiental, y purificando los contaminantes ambientales. Ademas, los hongos son
ampliamente consumidos como alimento saludable debido a su excelente valor nutricional.
Recientemente, las propiedades funcionales y medicinales de los hongos comestibles,
representadas por sus efectos inmunoactivos, antioxidantes, anticancerigenos y anticoagulantes
han atraido mucho interés. Asi, los hongos representan recursos genéticos potenciales con
funciones y propiedades benéficas ain sin descubrir, por lo cual debe estudiarse adecuadamente
(Chang & Miles, 2004).

2.1.1 Concepto de recurso genético

El concepto de recurso no esta definido per se, sino que depende en gran medida del nivel
y amplitud cultural de los grupos humanos involucrados en su definicion. El término recurso
proviene del vocablo latino recursus (accion de acudir a una persona o cosa), se entiende que con
el fin de obtener algun beneficio o satisfactor de tal accion (Cuevas, 1988).

Ecologicamente, “recurso” es un factor medioambiental que puede ser utilizado por un
organismo, y por tanto es susceptible de competencia (Portilla & Zavala, 1990). El adjetivo
genetico hace alusion a la genética (del griego génesis), ciencia que estudia la herencia y las
bases hereditarias de los organismos. Entonces un recurso genético es un factor relacionado con
la transmisién de caracteres de una generacion a la siguiente, al que un organismo, en este caso
el ser humano, acude para obtener beneficios o satisfactores.

Asi, los recursos geneéticos comprenden la informacion genética codificada en el genoma

(de los organismos del medio ambiente, el objeto al que se acude) que tiene un uso actual o
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potencial (el beneficio o satisfactor) para la humanidad, los mecanismos bioldgicos para trasladar
esta informacion en fenotipos, y la forma a nivel de organizacion biologica en que se perpetla
(Cuevas, 1988). Alternativamente, se puede considerar la definicion general de “recursos
genéticos” de la OCDE, la cual incluye todos aquellos materiales genéticos, con valor real o
potencial, que contienen unidades funcionales hereditarias y que provienen de microorganismos,
plantas, animales u otros. ElI término considera tanto a los materiales que ya han sido
descubiertos, como aquellos materiales atn por descubrir (Sobal et al., 2007a).

Zimmermann (1951) sefialé que el conocimiento es en verdad el verdadero creador de
todos los recursos, y que en buena parte estos son creaciones del hombre. Efectivamente, un
elemento de la naturaleza puede estar ahi por muchos afios sin llegar a constituir un recurso,
hasta que el conocimiento de sus cualidades lo convierte en un recurso potencial o efectivo. Una
vez que una parte de la naturaleza se ha convertido en un recurso, el ser humano trata de obtener
el mayor provecho posible de los factores bioticos, y ha sometido a un proceso de domesticacion
muchos de ellos. Estos recursos muestran una gran variabilidad en cuanto a formas, tamafios y
rendimientos. Asi, las limitaciones y aleatoriedad del medio ecoldgico han obligado al hombre a
realizar las mezclas de genotipos que le garanticen la menor inestabilidad posible (Cuevas,
1988).

2.1.2. Antecedentes historicos

Los humanos siempre han hecho uso de otras especies. Por los dltimos 10,000 afios,
nuestro alimento ha provenido cada vez mas de plantas y animales domesticados. Sin embargo,
especialmente en el mundo en desarrollo, las especies silvestres aun proporcionan bienes y
servicios esenciales que no estan disponibles de ninguna otra fuente.

A través de toda la historia evolutiva, los humanos fueron la causa mas probable de la
extincién de muchas especies, aln cuando viviamos como cazadores y recolectores a densidades
poblacionales mucho menores que las actuales. Sin embargo, mientras que las extinciones han
ocurrido siempre, la rapidez de pérdida de especies silvestres se ha acelerado dramaticamente en
los tltimos dos siglos. Esto es en gran parte debido a varios avances tecnoldgicos importantes en
ese periodo. No hay duda de que los humanos estan actualmente destruyendo la diversidad a un
ritmo alarmante (Martinez-Carretero, 1992; Milner-Gulland & Mace, 1998). Algunas de las

causas principales son las siguientes:



e Se estan cambiando los héabitats de aquellos que son relativamente favorables para la
biodiversidad (e.g., los humedales) a los que no lo son (e.g., los monocultivos agricolas y los
desarrollos urbanos).

e Las especies estan siendo amenazadas directamente por los procesos de recoleccion que cada
vez se vuelven tecnoldgicamente mas avanzados.

e EIl crecimiento de la poblacion humana estd en la raiz de la amenaza para los recursos
naturales. De hecho, estd determinando un impacto cada vez mayor sobre los recursos
naturales, ya sea para satisfacer necesidades bésicas: alimentacion, vivienda, educacion (pulpa
para papel), como para mejorar la calidad de vida: recreacion, vias de comunicacion, depdsito
de residuos, etc. El crecimiento de la poblacidn inevitablemente conduce a un incremento en
la demanda de recursos, y un incremento indefinido en esa demanda no es compatible con la
conservacion de nuestra base de recursos. El siglo pasado ha visto una elevacion
particularmente dramética en la poblacion humana. Pero la relacion entre poblacion y
consumo no siempre es simple. Debe tenerse en cuenta que una sola especie, la humana,
compite con el resto de las especies por recursos similares: suelo, agua, nutrientes, etc. Por
ello resulta inevitable el conflicto entre intereses del hombre (produccién agropecuaria
rentable) y diversidad de las especies. Es decir, entre actividades agricolas en general y la
conservacion. Los pastizales naturales y los bosques son quizas los ecosistemas mas
profundamente impactados para introduccién de sus tierras al cultivo.

e Los avances tecnoldgicos estan detras del crecimiento de la poblacion humana, asi como del
impacto que cada comunidad tiene sobre el ambiente. Actualmente, las poblaciones que mas
consumen son aquellas de los paises ricos donde las familias tienden a ser pequefias. Donde el
crecimiento de la poblacion es réapido, las familias estan llevando tipicamente vidas frugales.
(Martinez-Carretero, 1992; Milner-Gulland & Mace, 1998).

2.1.3 Biodiversidad

El téermino biodiversidad fue usado por primera vez en un congreso cientifico en
Washington D.C. (E.U.A.) en 1986 y desde entonces se ha adoptado cada vez mas como una
contraccién de diversidad biolégica. El intenso interés internacional surgido recientemente sobre
el tema ha sido el resultado de la preocupacion en cuanto a la conservacion de los recursos

geneticos, la destruccion de los bosques, extincion de especies y el efecto del calentamiento
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global. Esta area de investigacion ha tomado gran importancia y ha dado por resultado el
surgimiento de una nueva disciplina: los estudios de la biodiversidad, con una subdisciplina de
biologia de la conservacion.

La biodiversidad ha sido definida por ‘la convencion sobre la diversidad bioldgica -1992°
como la variabilidad entre organismos vivos (plantas, animales y microorganismos) de todas las
fuentes, incluyendo sistemas terrestres, marinos y otros sistemas acuaticos y complejos
ecoldgicos de los cuales son parte. Esto incluye diversidad dentro de especies, entre especies, y
de ecosistemas. Los tres niveles fueron llamados subsecuentemente como biodiversidad genética,
de organismos y ecologica.

La biodiversidad es la variabilidad de la naturaleza a todos los niveles, desde los genes,
pasando por los individuos y las especies hasta los ecosistemas, incluyendo procesos biolégicos
asi como entidades. Méas concretamente, la biodiversidad es la suma total de la variacion bidtica
desde el nivel de genes hasta ecosistemas. La conservacion bioldgica significa mantener la
biodiversidad, lo que implica la prevenciéon de la extincién de especies, pero es mucho mas
amplia que esto. La conservacion es distinta de la preservacion, ya que involucra el
reconocimiento de la naturaleza dinamica de los sistemas biolégicos, permitiéndoles que
cambien y evolucionen. Cuando se considera a las especies como recursos, entonces la
conservacion frecuentemente tiene un significado ligeramente diferente; el énfasis usualmente se
pone en el sostenimiento del recurso de modo que pueda continuar la explotacion productiva
(Milner-Gulland & Mace, 2000; Purvis & Hector, 2000, Kaul, 2002). Numerosas causas
naturales o antropogénicas pueden conducir a una disminucion de la diversidad en un grupo
taxondmico particular, reduciendo a este grupo a unas cuantas especies. Otras veces la extincion
puede abarcar grupos completos. EI nimero de especies que actualmente esta en peligro de
desaparecer es muy elevado, presentando una mayor posibilidad aquellas que constituyen los
Gltimos representantes de grupos anteriores, o por el contrario, especies relativamente recientes.
En los conceptos actuales se considera amenazada o en peligro de extincion aquella especie (o
grupo) con alta probabilidad de extincion en los proximos afios o décadas. Cuando la extincion
ocurre localmente, por ejemplo en un sector de un bosque, las especies pueden reintroducirse por
invasién desde las areas contiguas e iniciar la etapa de recuperacion. Actualmente la mayor causa
de pérdida de biodiversidad es la destruccion antropogénica de habitats naturales (Martinez-
Carretero, 1992).



El crecimiento poblacional y los cambios en el entorno requieren de la disponibilidad de
diversidad genética para el desarrollo de sistemas de produccion sostenibles, eficientes y
competitivos. Esto implica colectar, conservar y conocer los atributos de las poblaciones en
mantenimiento de especies de valor actual y taxones relacionados, al igual que entidades
bioldgicas con potencial de desarrollo, lo cual cobra importancia dada la creciente erosion
genetica. Esta es la pérdida de variabilidad genética por pérdida de especies de relativo valor
actual; por pérdida de especies silvestres parientes de las cultivadas cuyo potencial genético
podria utilizarse para mejorar a estas ultimas; y por desaparicion dentro de una misma especie de
subespecies, razas o variedades, con una composicion genética distinta, y por ende, con
exigencias ecologicas también distintas. Esto plantea la necesidad de estrategias
complementarias de conservacion ex situ e in situ, dando prioridad a la variabilidad genética a
ser incluida en el proceso, debido a los costos de mantenimiento, y considerar factores no sélo
econdmicos sino también sociales, asi como las limitantes actuales para acceder a la diversidad
internacional (Martinez-Carretero, 1992; Lobo & Medina, 2009).

Generalmente se piensa en la diversidad genética como la cantidad de variabilidad
genética entre individuos de una variedad, poblacion o especie. Cominmente se considera que la
vulnerabilidad genética resulta de una reduccién en la variabilidad genética. Sin embargo, ahora
estd claro que la diversidad genética per se no proporciona ninguna seguridad contra la
vulnerabilidad genética. La diversidad genética sola es una inadecuada defensa, a menos que la
diversidad incluya resistencia genética al problema en cuestién. Lo que importa es la diversidad
en los alelos que codifican para susceptibilidad o resistencia al agente que causa el problema.
Esto no significa que no se deba incrementar la diversidad genética de las especies que
dependemos, ni tampoco permitir que se pierdan los tipos primitivos, reemplazados por las
variedades recientemente introducidas. Hasta donde sea posible, se deben conservar todas las
fuentes de germoplasma para posible uso futuro en reproduccion. Para incrementar la diversidad
genética sblo se tienen que introducir nuevas fuentes de germoplasma que no estén
estrechamente relacionadas con las que estan en uso. Uno de los aspectos méas importantes en el
manejo de recursos de germoplasma, es el de la evaluacion. El grueso de los recursos de
germoplasma que ahora se encuentran en los bancos de genes de todo el mundo, no se utilizara

hasta que se haya determinado su potencial valor como material de reproduccion. Hasta que esto



se haya llevado a cabo, tiene poco sentido extender la presente actividad de recolecta mas alla de

la requerida para salvar materiales amenazados con la extincion (Brown, 1983).

2.1.4 Importancia de la conservacion

Dentro de las comunidades, los derechos para explotar areas o para cazar presas
particulares estaban a veces limitados a linajes 0 a determinada edad dentro de la sociedad.
Particularmente, los recursos apreciados a veces eran reservados para los lideres y élites, que no
permitian que miembros menos poderosos de la sociedad los utilizaran. Algunas de las primeras
reservas naturales fueron sitios sagrados, otras eran terrenos de caza que la gente poderosa
establecia como areas protegidas en las que podian practicar su deporte. Las reservas
frecuentemente se han establecido como refugios de todo uso de consumo, y frecuentemente se
mantienen en gran parte por razones recreativas o estéticas (Milner-Gulland & Mace, 2000).

La biodiversidad contribuye a la productividad, sostenibilidad y estabilidad de los
sistemas agricolas, independientemente de su nivel de complejidad. Por otro lado, hay
preocupacion mundial por su pérdida acelerada, y se ha predicho una extincion importante de
especies hacia el afio 2050 como secuela de los cambios en el clima y en el uso de la tierra. Lobo
& Medina (2009) sefialaron que en relacion a la conservacion, el reto clave para los cientificos
tiene tres facetas: 1) Estudiar y clasificar la diversidad bioldgica; 2) Detener la pérdida de los
ecosistemas, especies y diversidad genética; y 3) Alimentar una poblacion humana creciente. Por
otra parte, los recursos genéticos constituyen la materia prima para el desarrollo de nuevas
variedades por parte de los mejoradores, las cuales son indispensables para satisfacer las
demandas de una poblacion creciente y las impuestas por nuevas limitantes derivadas de la

presion de las plagas, enfermedades y condiciones ambientales cambiantes.

2.1.5 Conservacion de recursos genéticos de hongos

En comparacion con la atencidn que se pone a la biodiversidad de animales y plantas, se
ha desatendido la diversidad microbiana. Esto a pesar del hecho de que las plantas y los
vertebrados constituyen solamente 3% y 0.5% de la biota de la tierra, respectivamente, mientras
que la mayor proporcion es de naturaleza microbiana. En el caso de los hongos esto es
probablemente debido a que la parte activa, el micelio, no es facil de observar . La falta de

atencion es sorprendente, considerando que el reino Fungi contiene aproximadamente 1.5
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millones de especies, la mayoria aun sin describir, clasificdndose en el segundo lugar sélo detras
de los insectos en el numero de especies. Las especies de hongos representan aproximadamente
4% de las especies conocidas y 8% de las especies estimadas de toda la vida en la tierra.
Ademas, de los 300,000 taxa descritos, hay cerca de 10,000 especies de macromicetos. De estas,
alrededor de 2,000 especies (en mas de 30 géneros) se consideran comestibles. Sélo 40 pueden
cultivarse bajo condiciones controladas y alrededor de 20 se cultivan comercialmente. La
micologia y la conservacion de la naturaleza se han desarrollado por separado por largo tiempo,
ya que los micologos no estaban conscientes de las posibles amenazas a la micobiota y los
conservacionistas creian que eran innecesarias medidas especiales para este grupo. Sin embargo,
en el pasado reciente, los micologos especialmente de Europa Central y Occidental, han notado
cambios alarmantes en la micobiota principalmente en los hongos mas grandes. La Unién
Internacional para la Conservacion de la Naturaleza y Recursos Naturales (IUCN) confirmé la
necesidad de la conservaciéon fungica estableciendo un comité sobre hongos para estimular
actividades en todo el mundo en 1990. Los hongos no se pueden conservar sin un conocimiento

de la variedad de especies y su distribucion actual (Kaul, 2002; Labarere & Bois, 2002).

2.1.5.1 Los hongos y estudio de su diversidad

Los hongos desempefian una funcion importante en el equilibrio ecolégico de la
naturaleza en muchos aspectos. Ademas, juegan un importante papel en nuestra vida diaria.
Tienen valores medicinales como fuente de productos farmacéuticos y se usan en la industria de
alimentos (e.g., en la produccién de pan, queso, yogur, cerveza, hongos comestibles, vitaminas,
sabores, acido acético). También tienen su lugar en el compostaje de materiales organicos de
desecho y en la biorremediacién de suelos contaminados por la industria. Uno de los grupos mas
evolucionados del reino Fungi es el de los Basidiomycetes, que por su papel ecoldgico se puede
dividir en tres grupos: hongos saprofitos, simbidticos (micorrizicos) y parasitos. En la industria,
tienen mas interés las especies sapréfitas. Los hongos saprofitos utilizan material organico
muerto como fuente de nutrientes, como la madera, hojarasca o estiércol. Los Basidiomycetes
micorrizicos, tales como Laccaria bicolor, son capaces de intercambiar nutrientes con sus
simbiontes arboles y protegen las raices de sus hospederos contra el ataque de otros
microorganismos. Los hongos parésitos atacan a otros organismos como recurso nutritivo y

pueden matar a su hospedero. Independientemente de su papel ecoldgico, muchos de los
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Basidiomycetes superiores y algunos Ascomycetes son capaces de formar cuerpos fructiferos para
la reproduccion sexual. Muchos de estos cuerpos fructiferos son comestibles. Los carpoforos de
los Basidiomycetes saprofitos se pueden producir en cultivo industrial. EI hongo comestible
Pleurotus spp., en su papel de reciclador de materia organica, juega un papel importante para el
medio ambiente, la agricultura y la alimentacion. Se considera como cultivo de ciclo corto capaz
de transformar desechos en alimentos para humanos y para el ganado. Puede restaurar suelos
contaminados y proteger el ambiente. Algunas especies de Pleurotus pueden ser usadas para el
control biolégico de patégenos. Algunos de sus productos metabdlicos también son requeridos
por las industrias quimica y farmacéutica. Por tanto, pueden ser utilizados para la produccion de
nuevos antibidticos, moléculas y compuestos utiles para mejorar la salud humana, y por su
interés en la industria quimica (Herrera & Ulloa, 1990; Labaréere & Bois, 2002; Rihl et al. 2007).

La recoleccion, caracterizacion y conservacion de recursos genéticos han llegado a ser
tema de importancia cientifica, bioldgica e industrial en todo el mundo, asi como una estrategia
fundamental para desarrollar las nuevas generaciones de cepas comerciales. Las poblaciones
silvestres representan no solamente hongos para ser potencialmente cultivados, sino también una
destacada fuente de productos biosintéticos y genes para ingenieria genética. La mayor parte de
esfuerzos globales y regionales hasta ahora se han enfocado sobre los hongos comercialmente
importantes, Agaricus, Pleurotus, y Lentinula. Latinoamérica es una region fundamental para la
conservacion de la biodiversidad del mundo. Seis paises (Brasil, Colombia, Ecuador, México,
Per(, Venezuela) de esta region estan considerados como verdaderos lugares de megadiversidad.
Sin embargo, es paraddjico, que solo haya unos cuantos programas para la recuperacion,
caracterizacion y conservacion de germoplasma de hongos nativos, donde existe un notable
desarrollo de la industria (Sobal et al., 2007a).

El entendimiento de los patrones de diversidad genética de las especies es fundamental no
sOlo para abordar asuntos que conciernen a los procesos evolutivos y al desarrollo de estrategias
de conservacion, sino también como un prerrequisito para el uso eficiente de los recursos
genéticos en programas de reproduccion. El interés en la estructura genética de las poblaciones
naturales se ha incrementado en los ultimos afios debido a la necesidad de ampliar el
conocimiento de la variacion genética en las especies cultivadas. Nuevas técnicas para el estudio
de la variacién genética de especies silvestres a variedades cultivadas, mediadas por informacion

sobre marcadores moleculares, son vias prometedoras para explotar los recursos genéticos
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silvestres. En el caso de los hongos, los programas de reproduccion se pueden ver obstaculizados
por la falta de datos sobre el grado de variacion genética en las poblaciones naturales. En efecto,
a pesar de la importancia econémica de las especies en general o de los hongos en particular,
poco se sabia acerca de su historia natural y biologia evolutiva. Por ejemplo, las fuerzas
evolutivas que dan forma a las poblaciones naturales y la variabilidad genética disponible. El
incremento en el conocimiento de la diversidad y caracteristicas de las especies contribuira
directa e indirectamente a la comprension del valor econdmico de la diversidad bioldgica de la
tierra. Asimismo, fortalecerd la iniciativa de preservar nuestros recursos bioldgicos existentes
(Labarere & Bois, 2002; Urbanelli et al., 2003).

2.2 Hongos comestibles y medicinales

Los hongos se han usado como alimento desde tiempo inmemorial. Los hongos pueden
ser consumidos por sus propiedades organolépticas y/o valor nutricional. Las propiedades
organolépticas se pueden juzgar por el color, textura, y sabor, pero la determinacién del valor
nutricional requiere trabajo cientifico. Los anélisis de la composicién proximal de los hongos
comunmente cultivados revelan (Tabla 2.1) que los hongos son ricos en proteina cruda y
carbohidratos, moderados en fibra cruda y ceniza, y bajos en contenido de grasa. Los valores
energéticos son bajos (Chang & Miles, 2004).

Los hongos son buena fuente de aminoacidos esenciales, vitaminas y minerales. Potasio y
fésforo son los dos elementos dominantes en la porcion mineral (Tabla 2.2). Los hongos
contienen una cantidad considerable de tiamina, riboflavina, niacina y provitamina D,.

En 100 g de proteina cruda (calculada como 4.38 x nitrogeno total) hay 38-48 g de los 9
aminodcidos esenciales. De estos, la lisina es la mas abundante, mientras que el triptofano y la
metionina son bajos. El contenido de &cido nucleico esta dentro del rango de otros hongos
filamentosos y es mucho mas bajo que aquel las bacterias de rapido crecimiento (Chang & Miles,
2004).
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Tabla 2.1. Composicion proximal de especies cultivadas de hongos comestibles (Chang &

Miles, 2004).
Especie Humedad P?r)ltﬂga Srzajz Carbonidratos E;Ség Ceniza en;/ralf)r.
(N x 4.38) Totales SinN getico

Agaricus bisporus 78.3-90.5 23.9-34.8 1.7-80 51.3-625 44.0-53.5 8.0-10.4 7.7-12.0 328-368
Agaricus campestris 89.7 33.2 1.9 56.9 48.8 8.1 8.0 354
Auricularia sp. 89.1 4.2 8.3 82.8 63.0 19.8 4.7 351
Boletus edulis 87.3 29.7 31 59.7 51.7 8.0 7.5 362
Flammulina velutipes 89.2 17.6 1.9 73.1 69.4 3.7 7.4 378
Lentinula edodes 90.0-91.8 13.4-175 49-80 67.5-78.0 59.5-70.7 7.3-8.0 3.7-7.0 387-392
Pleurotus eous 92.2 25.0 1.1 59.2 - 12.0 9.1 261
Pleurotus “florida” 91.5 27.0 1.6 58.0 - 115 9.3 265
Pleurotus ostreatus 73.7-90.8 10.5-30.4 1.6-22 57.6-81.1 48.9-74.3 7.5-8.7 6.1-9.8 345-367
Pleurotus sajor-caju 90.1 26.6 2.0 50.7 - 133 6.5 300
Volvariella displasia 90.4 28.5 2.6 57.4 40.0 174 115 304
Volvariella volvacea 89.1 25.9 24 - 453 9.3 8.8 276

Los hongos también se han usado en la medicina tradicional por siglos en el Oriente. Los
hongos medicinales tienen una historia establecida de uso en las terapias orientales tradicionales.
Histéricamente, se usaban fracciones hidrosolubles (cocimientos y esencias) de hongos como
medicina en el Lejano Oriente, donde se origind principalmente el conocimiento y practica del
uso de los hongos. Hongos, tales como Ganoderma lucidum (“Reishi”), Lentinula edodes
(Shiitake), Inonotus obliquus (Chaga), y muchos otros se han colectado y usado por cientos de
afios en Corea, China, Japon, y el oriente de Rusia., pero su potencial como potenciadores de la
salud e inductores del sistema inmune es reciente. En las Gltimas dos décadas ha habido un
ascenso repentino en la utilizacion de los hongos como nutracéuticos y se ha investigado y
autorizado completamente muchas especies comestibles para uso medicinal. Los extractos de
hongos se han vendido cada vez mas como suplementos dietéticos. El valor de mercado de los
productos de suplementos dietéticos en todo el mundo es de alrededor de 5-6 mil millones de
ddlares por afio.

Cada vez se usan mas los metabolitos de hongos para tratar una amplia variedad de

enfermedades, particularmente en tanto que se pueden afiadir a la dieta y utilizarse oralmente, sin
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tener que pasar por las pruebas de fase I/11/111 como una medicina ordinaria, y se consideran

como un procedimiento seguro y Util para el tratamiento de enfermedades (Lull et al., 2005).

Tabla 2.2 Contenido de vitaminas y minerales de algunos hongos comestibles cultivados (Miles
& Chang, 1997).

Acido

Especie Tiamina Rivoflavina  Niacina P Ca P K Fe Na
ascorbico

Agaricus 1.1-8.9 3.7-5.0 425510 265819 2371 0% 02190 106-156

bisporus 1425 4762

Flam_mullna 6.1 5.2 106.5 46.3 19 278 2981 111 278

velutipes

Lentinula - 49 549 0 98 476 Nd 8.5 8.5

edodes

Pleurotus 48 47 1087 0 33 1348 3793 152 837

ostreatus

Volvariella ) 1633 476919 202 35347 /% 2005- 60  151-347

volvacea o o S ' 1337 o4 |

Los valores se expresan como mg/100 g de peso seco.

Las especies que se han analizado adecuadamente en cuanto a valor medicinal son:
Ganoderma lucidum (“Reishi”), Lentinula edodes (“Shiitake”), Grifola frondosa (“Maitake”™),
Agaricus blazei (“Hime-matsutake”), Cordyceps militaris (“Hongo oruga”), Pleurotus ostreatus
(“Hongo ostra”) y Hericium erinaceous (“Cabeza de mono”). Hay muchas mas especies de
hongos cultivadas y silvestres comestibles y no comestibles que se han analizado en cuanto a sus
componentes nutritivos y nutracéuticos, pero en menor grado que los enlistados. Los compuestos
activos encontrados en los hongos son polisacaridos, fibras dietéticas, oligosacaridos,
triterpenoides, péptidos y proteinas, alcoholes y fenoles, y elementos minerales (tales como zinc,
cobre, iodo, selenio, hierro), vitaminas, y aminodcidos. Se ha encontrado que algunos
compuestos bioactivos estimulan el sistema inmune, tienen propiedades anticancerigenas, actian
como agentes anti-hipercolesterolémicos y hepato-protectores, muestran actividad actividad
antiviral, y reducen los efectos secundarios de la quimio y radio-terapia (Lull et al., 2005;
Lakhanpal & Rana, 2005; Imtiaj & Tae-Soo, 2007). En particular, Pleurotus presenta una
actividad antitumoral en las fracciones polisacaridas de los cuerpos fructiferos de casi todas las

especies. Estos polisacaridos pertenecen a los (1—3)-B-D-glucanos. Se ha encontrado que
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diferentes glucanos de Pleurotus aumentan la actividad de las células asesinas naturales (NK
cells) y las células asesinas activadas por linfocina. Ademas de modular el sistema inmune,
Pleurotus tiene actividad hipoglicémica, efectos antitromboticos, inhibe el crecimiento tumoral,
reduce la inflamacion y disminuye la presion sanguinea y la concentracion plasmatica de lipidos.
Se ha demostrado que el consumo de P. ostreatus, el cual contiene varios tipos de estatinas,
previene el incremento de colesterol y tiene actividad antioxidante (Labarére & Bois, 2002;
Chang & Miles, 2004). Se cree que algunas especies tienen caracteristicas afrodisiacas. Diversos
productos comerciales de los hongos estan disponibles en el mercado. Destacan entre estos el
“Lentinan” de Lentinula edodes, “Reishi Plus” de Ganoderma lucidum, “Grifon” de Grifola
frondosa, y “Didanosine” de Cordyceps militaris. Se ha encontrado que los nutracéuticos alivian
el estrés y la presion, comunes en la sociedad moderna, estimulando las respuestas inmunes del
organismo, tanto basicas como secundarias. Hay mas de 5,000 especies de hongos registradas a
nivel mundial, de las cuales alrededor de 2000 estan identificadas como comestibles. Una gran
cantidad de las especies estdn todavia por ser analizadas en cuanto a su potencial
nutracéutico/medicinal (Lakhanpal & Rana, 2005).

En afios recientes, los avances en la biologia molecular, automatizacion, y ciencia de la
computacion han cambiado la direccion de la busqueda de moléculas nuevas. Ya no es aleatoria.
Se han disefiado pruebas sensibles, de modo de accidn y especificas para determinados blancos,
para buscar moléculas de bajo peso molecular que se puedan desarrollar como nuevos farmacos
por la intervencidn en puntos criticos en las vias bioquimicas.

Hay evidencia de que los hongos, siendo sistemas simples pero eucarioticos
multicelulares, tienen mecanismos bioquimicos similares a los encontrados en los mamiferos. Se
ha sugerido que debido a que algunos tejidos de vertebrados, tales como las glandulas y el
sistema inmune, se han desarrollado recientemente en términos evolutivos. Algunas de las
moléculas a través de las cuales estas células se comunican (hormonas y neuropéptidos) pueden
haber aparecido mucho méas temprano en la evolucion de organismos unicelulares o
multicelulares simples, tales como las bacterias y los hongos. En efecto, hay evidencia de que
algunos mecanismos de control bioquimico fungicos se han conservado a través de la evolucion
en los eucariotes superiores (incluido el hombre), y las moléculas reguladoras involucradas
pueden funcionar en los sistemas de los mamiferos interfiriendo con las interacciones receptor-

ligando y la sefializacion intracelular. Achyla bisexualis Coker, por ejemplo, produce las
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hormonas sexuales anteridiol y oogoniol que son estructuras esteroides directamente analogas a
las hormonas sexuales encontradas en los mamiferos. Se sabe que los alcaloides del cornezuelo
del centeno producidos por Claviceps purpurea (Fr.) Tulasne son activos en los receptores de las
celulas de los mamiferos y actGan como agonistas 0 antagonistas de la dopamina. Estos
compuestos ahora se usan clinicamente para el tratamiento de la hemorragia posparto y la
migrafia. Dicha evidencia proporciona creciente apoyo a la hipotesis de que los sistemas de
reconocimiento receptor-ligando en los vertebrados pueden haber evolucionado a partir de
sistemas similares en microorganismos y asi, la seleccion de productos microbianos puede ser un
enfoque fructifero hacia el descubrimiento de nuevos tratamientos para la medicina.

Muchos grupos de hongos, particularmente los hongos superiores, no han sido
sistematicamente investigados para buscar moléculas biolégicamente activas. La sintesis de
metabolitos secundarios a menudo esta asociada con la diferenciacion celular y los complejos
ciclos de vida de muchos hongos indican un considerable grado de diferenciacién. De modo que
es muy probable que los hongos altamente diferenciados, tales como los Basidiomycetes
produzcan una rica serie de metabolitos secundarios. Finalmente, los hongos son excesivamente
diversos y abundantes, un hecho a menudo pasado por alto por los conservacionistas interesados
en la biodiversidad global (Le Roith et al., 1982; Fox, 1992).

2.3. El cultivo de hongos

Debido a que muchos recursos naturales son limitados, la sustentabilidad se convierte en
un importante concepto en el mantenimiento de la poblacién humana, la salud, y el ambiente. El
cultivo de hongos es una utilizacion directa de su papel ecolégico en la bioconversion de los
desechos solidos generados de la industria y la agricultura en biomasa comestible, que también
podia ser considerada como un alimento funcional o como una fuente de farmacos y productos
farmacéuticos. Para hacer del cultivo de hongos una industria ambientalmente amigable, se
deben investigar y desarrollar la biologia basica de los hongos y la tecnologia de cultivo. Esto
viene muy al caso para Lentinula edodes, Volvariella volvacea, y Ganoderma lucidum, que se
consumen en comunidades asiaticas, pero ahora estan ganando popularidad en todo el mundo.
Ademas del método convencional, el mejoramiento de cepas también se puede explotar por la
fusion de protoplastos y la transformacidn genética. La biodiversidad es la contribucion clave a

los recursos genéticos para que los programas de reproduccion cumplan las diferentes demandas
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del consumidor. La conservacion de estos hongos se hace esencial y es urgente no sélo debido a
la pérdida masiva de su habitat como resultado de la actividad humana y la deforestacién, sino
también debido a la competencia introducida por un cultivar con el germoplasma silvestre. El
substrato residual del cultivo de los hongos, un subproducto sélido voluminoso, puede explotarse

como fertilizante del suelo o potencialmente como agente de bio-remediacion (Chiu et al., 2000).

2.3.1 El cultivo de Pleurotus spp.

El cultivo de Pleurotus spp. pertenece al siglo XX. Falk reportd por primera vez el
cultivo de este hongo en troncos en Europa (Alemania) alrededor de 1917. A pesar de ser
relativamente reciente, el cultivo ha tenido un desarrollo muy rapido. Pleurotus spp. ha
destacado por una répida aceptacion en el mercado y un crecimiento igualmente rapido de la
agroindustria relacionada. De tal manera que en la actualidad se cultiva en casi todas las latitudes
del mundo. Actualmente, el cultivo de Pleurotus compite con Lentinula edodes el segundo lugar
en la produccion mundial de hongos comestibles, solo después de Agaricus bisporus. La razon
de este crecimiento es que las especies de Pleurotus tienen una calidad organoléptica excelente.
Ademas, secretan una amplia variedad de enzimas que pueden degradar las tres categorias clave
de polisacaridos que se encuentran en la biomasa de los residuos agricolas y forestales: lignina,
celulosa y hemicelulosa. Por lo tanto, crecen sobre una gran diversidad de substratos. También se
pueden desarrollar en un amplio rango de temperaturas (algunas especies pueden crecer a
temperaturas relativamente altas, lo que disminuye costos de produccion en zonas calidas). Son
faciles de cultivar, y para el establecimiento de naves para su cultivo se precisa de poco capital
inicial. ElI hecho de que para la preparacion del substrato no se requiera de un proceso de
compostaje complejo y prolongado, ni de la aplicacion de tierra de cobertura al final del
crecimiento micelial, como lo demanda el champifién, o que tampoco necesite una fase de
madurez ni de inmersion en agua, como en el caso del shiitake, hacen que su cultivo sea tal vez
el més sencillo de todos los macromicetos conocidos. Su caso merece una atencion especial, mas
que cualquier otro de los géneros cultivados hasta ahora, debido a la diversidad de substratos
sobre los que puede crecer, permite apreciar de manera directa el impacto benéfico de cultivar
hongos para el aprovechamiento de desechos agropecuarios (Royse & Sanchez, 2002; Chang &
Miles, 2004).

Su notable crecimiento se ha alcanzado por las siguientes caracteristicas deseables:
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i. El género Pleurotus es cosmopolita con varias especies comestibles que crecen en
materiales localmente disponibles;

ii. Varias especies se pueden cultivar en diferentes rangos de temperatura, haciendo posible
su cultivo en zonas templadas, tropicales, y subtropicales del mundo.

iii. Es un hongo de “pudricion blanca” capaz de degradar tanto la lignina como la celulosa.
Las especies de Pleurotus son agentes primarios de descomposicion. Tienen la capacidad,
por tanto, de degradar directamente materiales que llevan celulosa y lignina sin
preparacion quimica ni bioldgica (compostaje).

iv. El crecimiento micelial de todas las especies cultivadas es estimulado por una alta
concentracion de CO,. La concentracion de CO; en el aire de hasta 28% estimulo el
crecimiento de P. ostreatus y P. “florida”, mientras que el limite para P. eryngii fue de
solo 22%. La alta concentracién de CO; en el substrato es Util en su establecimiento, ya
que otros organismos competidores no pueden tolerar concentraciones tan altas.

v. Se dispone de técnicas de cultivo baratas y sencillas para cultivar muchas especies
comestibles. Es adecuado para cultivar tanto a escala de casa de campo como a niveles
industriales.

vi. Se dispone de una tecnologia sencilla para la conservacion post-cosecha (Kaul, 2002).

2.3.2 El género Pleurotus
La ubicacion taxondémica del género es la siguiente:
Superreino:  Eucaryota
Reino: Fungi
Divisiéon: Eumycota
Subdivision:  Basidiomycotina
Clase: Holobasidiomycetes
Subclase: Hymenomycetidae
Orden:  Agaricales
Familia: Tricholomataceae

Género: Pleurotus

(Margulis & Schwartz, 1982; Herrera & Ulloa, 1990; Vylgalis et al., 1996).
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Pleurotus spp. esta disperso por todos los bosques de maderas duras del mundo; crece de
manera natural principalmente en las zonas templadas o en las épocas mas frescas de las areas
subtropicales sobre &rboles en descomposicion, tales como el roble (encino), olmo, arce, tilo,
alamo, acebo, y laburno. Se han reportado Pleurotus parésitos de varios arboles. Se sabe de
algunas especies como P. cornucopiae (Paul: Pers.) Roll., P. cystidiosus, P. ostreatus y P.
tuberregium (Fr.) Sing., atacan y consumen nematodos a través de estructuras en forma de
perillas con pedunculo (Barron & Thorn, 1987; Chang & Miles, 2004). Los micelios de los
hongos (fase vegetativa) son importantes en el ecosistema porque son capaces de biodegradar el
substrato y por tanto utilizar los desechos de la produccion agricola. P. ostreatus, comiunmente
conocido como “seta”, es un degradador primario de madera y residuos vegetales. Las especies
de Pleurotus alcanzan un 24.2% de la produccion mundial (Kalmis et al., 2008). Los Pleurotus
silvestres estan distribuidos por todo el mundo, como se muestra en la Tabla 2.3. Se sabe que P.
pulmonarius y P. cystidiosus estan distribuidos en la region tropical y subtropical, mientras que
P. eryngii se recolecta en Europa, Africa y la mayor parte de Asia, excepto Corea y Japon, donde
el hongo se cultiva comercialmente. P. ostreatus, el hongo comercial mas importante dentro del
género, esta extendido en areas templadas. La especie es bastante adaptable a una variedad de
climas y substratos (Kong, 2004).

El género Pleurotus, segun Singer (1978), tenia un total de 39 especies distribuidas en 4
secciones. Aunque Kong (2004) mencioné que se tenian registradas aproximadamente 70
especies. La determinacion de una especie es dificil debido a las similitudes morfoldgicas y
posibles efectos ambientales. Por mas de 25 afios se han usado estudios de apareamiento para
delinear especies en Pleurotus. Actualmente, se reconocen al menos 15 grupos de interesterilidad
en Pleurotus (Tabla 2.3). Los 15 grupos tienen un sistema de apareamiento tetrapolar gobernado
por alelos multiples, equivalente al descrito para P. ostreatus (Vilgalys et al., 1996; Kaul, 2002;
Kong, 2004).

2.3.3 Especiacion en Pleurotus

La especiacion en los basidiomicetos y otros hongos se ve fuertemente influenciada por el
control genético de dos importantes eventos en el ciclo de vida: el apareamiento y la
fructificacion. Los parametros fundamentales de la especiacion: variacion, seleccién vy

aislamiento se ven influidos por ellos. El aislamiento genético gradual que precede a la
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especiacion se puede observar facilmente en el género Pleurotus. Cepas de P. ostreatus que se
originan de diversas partes del mundo y que crecen en diferentes substratos muestran un 100%
de compatibilidad en los cruzamientos. Los dicariones hibridos resultantes son viables sin
excepcion y desarrollan cuerpos fructiferos fértiles. Por otra parte, la compatibilidad se reduce,
cuando se intenta la hibridacion entre las morfovariantes alopéatricas de P. abalonus y P.
cystidiosus. Lo mismo sucede con los tres ecotipos de P. eryngii. Hay barreras totales de
reproduccion entre las especies aceptadas de Pleurotus que a veces son morfolégicamente
indistinguibles. Los resultados de experimentos de cruces con P. pulmonarius y P. ostreatus van
de acuerdo con la idea de que las barreras de reproduccién genética se erigen temprano en la
especiacion de los hongos. Las mediciones del contenido relativo de ADN de los nucleos
celulares indicaron la presencia de diferentes niveles de ploidia con diferente nimero de

cromosomas en varias especies (Bresinsky et al., 1987).

Tabla 2.3 Grupos de interesterilidad en Pleurotus y su distribucion (Vilgalys et al., 1996).

Grupo® Especie? Norte Europa Asia America Africa  Australasia
América del Sur

| P. ostreatus . . .

I P. pulmonarius . . . .

1 P. populinus .

v P. cornucopiae . .

Vv P. djamor . . o o o o

Vi P. eryngii . .

VII P. cystidiosus . . . o o

VI P. levis .

IX P. drynus . .

X P. tuberregium . o .

Xl P. “agaves” .

X1l P. “abieticola” .

X1 P. “brazil” °

X1V P. australis .

XV P. purpureo-olivaceus o

Grupos de interesterilidad definidos con base en pruebas de compatibilidad de apareamiento; 2Los nombres de especies aqui dados son los mas
comUnmente asociados con cada grupo. Dependiendo de la regién geografica, a veces pueden ser aplicables otros nombres de taxones. Los datos
de distribucion se basan en reportes tanto publicados como no publicados, por tanto se deben considerar incompletos o que requieren verificacion
adicional
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2.3.5 Morfologia de los esporoforos

En general, las “setas” son blandas, tienen un olor caracteristico y sabor delicioso.
Presentan un sombrero o pileo liso y convexo, raramente redondo, casi siempre en forma de ostra
0 concha, o0 en las etapas mas viejas es tipo embudo. Pueden presentar escamas hacia el centro o
en la base, y los cuerpos fructiferos son por lo general cespitosos. El tamafio del pileo puede
variar de 5 a 30 cm de diametro. ElI hongo es generalmente mas pequefio en madera y mas
grande en substratos de desecho de algodon y paja. Puede ser de varios colores, incluyendo el
azul, blanco, crema a café, amarillo y rosa, negro violaceo, pardo, gris, segun la especie. La
intensidad del color se puede alterar de acuerdo a cambios en los factores ambientales, por
ejemplo, la luz y la temperatura. En general, el color sera mas obscuro en condiciones de luz
intensa y clima frio, o el color serd mas claro en luz débil y clima caliente. Sus laminillas son
decurrentes, anastomosadas en la base, anchas, blancas, blanquecinas y a veces amarillas o
grises. El estipite es corto, excéntrico o lateral, engrosado gradualmente hacia el lado del
sombrero o pileo, algunas veces no se presenta, pero el estipite de los hongos asporogenos esta
cerca del centro del pileo. Generalmente, mide alrededor de 2 cm de largo, 1-2 cm de grosor, y es
blanquecino y de contexto blanco. Sus esporas son de color lila 0 crema en masa, elipsoides, con

un tamafio promedio de 9.5 x 3.5 um (Chang & Miles, 2004).

2.3.6 Especies cultivadas de Pleurotus

En este género se han reportado un gran nimero de especies cultivadas. Algunas de estas
especies son las siguientes: P. ostreatus, P. eryngii, P. cornucopiae, P. sajor-caju, P. salmoneo-
stramineus, P. abalonus, P. flabellatus, P. citrinopileatus, P. sapidus, P. smithii, P. cystidiosus.

Varias especies nuevas se estan afiadiendo a la lista, con el avance de la exploracion en
muchos paises del mundo. Se ha reportado el cultivo artificial de Pleurotus spp. en varios
materiales lignocelulésicos. Sin embargo, hay poca evidencia que muestre diferencias
fundamentales en la fisiologia de varias especies. Muchos investigadores son de la opinion de
que los caracteres taxondmicos aplicados a estas especies no son confiables y se tiene que aplicar
la hibridacion para establecer su verdadero estatus. La sistematica del género resulta confusa.
Existen dificultades para la identificacion taxonomica de las especies de este género. Esto se
debe fundamentalmente a la gran variacion y la amplia distribucion que presenta (Kaul, 2002;
Murrieta et al., 2005).
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Eger et al. (1979) discutio el estatus taxonomico de muchas especies norteamericanas —
Pleurotus sapidus, P. salignus, P. pulmonarius, P. columbinus, y es de la opinion de que P.
ostreatus y P. “florida” pertenecen a la misma especie y P. ostreatus es el nombre apropiado ya
que éste es el mas antiguo. También se ha discutido el estatus de muchas especies de Pleurotus y
su interrelacion con P. ostreatus. Se ha sugerido la existencia del complejo de Pleurotus
ostreatus, en el que se pueden integrar varias otras especies (Kaul, 2002).

Las dos principales especies en cultivo comercial en Europa y Norteamérica son P.
ostreatus (que fructifica < 15°C) y P. “florida” (que fructifica de 15-25°C). Algunas de las otras
especies en cultivo comercial en varias regiones del mundo son: P. sajor-caju (India), P.
cystidiosus (Taiwan), Pleurotus abalonus (China). En el &mbito internacional, P. djamor (Fr.)
Boedijn esta reportado como un hongo comestible que puede ser cultivado y usado como
alimento en la regiones tropicales (Kaul, 2002; Ancona, 2007).

2.3.7 Ciclo de vida

En el caso de Pleurotus spp. corresponde al de un Basidiomycete tipico. Las esporas al
germinar producen un micelio primario. EI micelio es monocariético y contiene nlcleos
genéticamente idénticos. El apareamiento tiene lugar entre dos nucleos monocarioticos
compatibles a través de fusion hifal, dando por resultado la formacion de un micelio fértil
dicariotico. La division nuclear y la formacion de septos en este micelio ocurren a través de las
fibulas. Bajo las condiciones ambientales apropiadas se producen los cuerpos fructiferos, que

llevan al desarrollo de cuatro basidiosporas por basidio en el himenio (Kaul, 2002).

2.3.8 Patrones de sexualidad

Pleurotus ostreatus es una de las primeras especies del género cuya sexualidad se
investigd. Como resultado, se establecid que P. ostreatus es una especie con sexualidad
heterotalica bifactorial. En las formas bifactoriales, los genes tipo de apareamiento A y B,
controlan las partes distintas pero coordinadas del ciclo sexual. En un apareamiento el tipo A
controla la sincronizacion nuclear y la formacion de fibulas, mientras que el tipo B controla la
migracion nuclear y la fusién de fibulas. Los tipos A y B no estan ligados, sino que se segregan
independientemente. De aqui, los tipos A y B progenitores se segregan y recombinan en la

meiosis, para producir 4 combinaciones posibles de los tipos, en una relacion de 1:1:1:1.
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Tambien se establecio el multialelismo para ambos tipos de incompatibilidad. Los datos
obtenidos revelaron un namero total de hasta 63 tipos A y 190 tipos B en una poblacion mundial
natural de esta especie. También se establecid la migracion nuclear. Las observaciones
citologicas revelaron meiosis en el basidio que lleva a la formacion de 4 basidiosporas
uninucleadas, la naturaleza monocariotica y dicariotica del micelio (Raper, 1978).

La sexualidad de P. corticatus es similar a la de P. ostreatus, con la excepcion de que el
dicarion asi como el homocarion tienen un ciclo asexual. Se ha reportado el heterotalismo

bifactorial en P. sajor-caju, P. flabellatus y P. sapidus (Raper, 1978; Kaul, 2002).

2.4 Enfermedades y plagas de los hongos comestibles

En varias etapas de la produccion de hongos, tales como el compostaje, la siembra, el
corrimiento micelial, y el desarrollo de los hongos mismos (cuerpos fructiferos), existen
oportunidades para que otros organismos entren y crezcan en el substrato o en el micelio, o en el
espordforo en desarrollo, y estas situaciones consecuentemente causan enfermedades. Incluidos
aqui estan los virus, las bacterias, hongos, nematodos e insectos. Asi, el estudio de las
enfermedades de los hongos ha llegado a ser un aspecto muy importante de la investigacion,
debido a que estas enfermedades pueden causar una disminucion en el rendimiento y hasta la
pérdida del cultivo con la subsiguiente pérdida de ingreso para los productores. Costos
adicionales involucran las medidas necesarias para prevenir las enfermedades (Chang & Miles,
2004).

En cuanto a Pleurotus spp., aunque se puede proporcionar cierta proteccion durante el
proceso de elaboracion del substrato, su cultivo estd expuesto como cualquier otro a las
alteraciones que pueden ocasionar descensos en el rendimiento o bien depreciar la calidad del
producto. Estas alteraciones pueden ser debidas tanto a factores bi6ticos como abioticos. Entre
las causas bioticas se encuentran los insectos, por ejemplo, los acaros que se alimentan del
“moho verde” Trichoderma. Su presencia viene acompafiada muchas veces por grandes
poblaciones de acaros rojos que pueden causar irritaciones a los recolectores, los hongos, las
bacterias y los virus. Entre los factores abioticos se hallan la temperatura, la luz, la concentracion
de anhidrido carbénico en el aire, la humedad relativa, y la presencia de productos quimicos
toxicos en el substrato o en la atmosfera del local de cultivo, afectando de manera adversa la

cosecha final. Por esto es aconsejable reconocerlas en un estadio temprano con el fin de limitar la
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extension de los dafios. Los cultivos de Pleurotus y Agaricus comparten la mayoria de plagas y
enfermedades. Es decir, los dipteros, los &caros, las bacterias, y gran parte de los hongos
parésitos y competidores. Esta situacion puede originar problemas adicionales en algunas
regiones, en las que las explotaciones de champifiéon y “setas” se encuentran entremezcladas. Por
ello ante un fuerte ataque de cualquier patdgeno en champifion, los cultivos mas proximos de
Pleurotus spp. pueden verse afectados (Fletcher et al., 1986; Gea, 2002).

Entre los problemas més comunes que afectan a Pleurotus estan:

Bacterias. El problema bacteriano mas comin que encuentran los cultivadores es
Pseudomonas tolaasii. Esta es la misma bacteria que causa la mancha bacteriana de A. bisporus.
Los sintomas de la enfermedad incluyen reduccién del rendimiento y decoloracion y fragilidad
de los basidiocarpos. Los hongos infectados tienen una reducida vida de almacén. Una humedad
relativa constante y alta, insuficiente movimiento de aire, sobrecalentamiento del substrato
(arriba de 35°C), excesivo contenido de humedad, y especialmente una superficie hiimeda de los
hongos pueden exacerbar la infeccion por P. tolaasii. Bajar el porcentaje de humedad relativa a
80-85% y rociar la superficie de las bolsas entre oleadas con solucién de blanqueador al 0.2%
puede ayudar a mantener el control.

Insectos. Los insectos que infestan tejidos de hongos causan las mayores pérdidas para
los cultivadores, particularmente durante los meses de verano. Las plagas de insectos mas
importantes asociadas con Pleurotus incluyen Cecidomyiidae (Mycophila speyeri), Scatopsidae,
Sciaridae (Lycoriella solani), y Phoridae (Megaselia halterata, M. nigra). Los primordios de
Pleurotus son muy sensibles a los vapores quimicos, de modo que es dificil usar plaguicidas para
controlar los insectos. Se han observado grandes grupos de cuerpos fructiferos deformados,
después de haber aplicado insecticidas durante la formacion de primordios. El uso de varias
trampas para moscas y el apego a estrictas practicas de higiene, particularmente durante la
siembra y el desarrollo micelial, ayudan a mantener a las poblaciones de moscas debajo de los
umbrales econdmicos. En los Estados Unidos, la incorporacion de Bacillus thuringiensis var.
israeliensis (Bti) al substrato al sembrar, ha mostrado excelente efectividad contra las moscas
sciaridas.

Acaros. Los 4caros no constituyen una plaga de importancia en el cultivo de las especies
de Pleurotus, no obstante, el pigmeférido Bakerdania mesembrinae (Canestrini) es importante

por su papel como indicador de un proceso inadecuado de compostaje y por estar asociado a la
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presencia de Trichoderma spp. en el substrato. Esta estrecha relacion entre el hongo y el acaro se
pone de manifiesto en que Trichoderma spp. es el alimento preferido de este acaro, y en que B.
mesembrinae posee unas estructuras portadoras de esporas (esporoteca) que facilitan el
transporte y diseminacion de Trichoderma spp.

Hongos. La presencia de micromicetos asociados con los cuerpos fructiferos de los
hongos cultivados se observo probablemente tan pronto como la gente se intereso en su cultivo.
Después de todo, los micromicetos son ubicuos y tienen requerimientos relativamente simples
para su crecimiento. Los materiales facilmente disponibles en la naturaleza proporcionan los
requerimientos de carbono, nitrégeno y minerales de los micromicetos. La disponibilidad de
agua y oxigeno no es un problema en la mayoria de los ambientes, y los micromicetos son
famosos por su capacidad para producir esporas asexuales en grandes cantidades. De modo que,
como las bacterias, los hongos estan presentes para sacar ventaja de los mismos substratos que
estan disponibles otros organismos. Algunos hongos también son capaces de usar el micelio y
espordéforos del macromiceto para sus propias necesidades, a menudo en perjuicio del
macromiceto, causando diversas enfermedades. Los microhongos que se presentan en el cultivo
de hongos comestibles pueden ser:

a) Micoparéasitos. Afectan los espoporoforos en dos formas: biotrofica que depende del
hospedero para su nutricion, sin destruir las células del hospedero, le causa poco dafio; y
necrotrofica, en la cual el huésped muere.

b) Hongos competidores. Crecen asociados en el substrato preparado para el desarrollo de los
hongos comestibles. Esta contaminacién puede ser suficientemente seria como para evitar la
produccidn de carpoforos (Gea, 2002; Royse, 2003; Chang & Miles, 2004).

La mayoria de los hongos encontrados en la produccion de “setas” crecen y se desarrollan
sobre el substrato y muy raramente son paréasitos. Los géneros mas frecuentemente encontrados
incluyen Aspergillus, Botrytis, Coprinus, Fusarium, Monilia, Mucor, Penicillium, Trichoderma y
Trichothecium. Los substratos que sélo se han pasteurizado son mas susceptibles a la infestacién
que los substratos que se han pasteurizado y acondicionado. La infestacion fungica puede ser
mas que un problema cuando los substratos se suplementan con nutrientes ricos en nitrégeno,
especialmente si los suplementos no son nutrientes comerciales de liberacién prolongada. Los
hongos infestantes también pueden ser mas que un problema cuando las temperaturas del

substrato se elevan arriba de los 35°C. Temperaturas mas altas del substrato pueden dariar la
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semilla micelial, reducir las velocidades de crecimiento micelial, y dejar al substrato vulnerable
ante competidores, tales como Coprinus spp. Yy Trichoderma spp. (moho verde). Los hongos de
los géneros Cladobotryum y Verticillium, que se sabe causan enfermedad en A. bisporus,
raramente se encuentran en el cultivo de Pleurotus spp. Estos hongos, cuando se presentan en el

cultivo de “setas”, pueden localizarse principalmente en residuos de estipites o basidiocarpos

viejos (Royse, 2003).

2.4.1. Mohos verdes

Cualquier enfermedad causada por mohos de color verde en bolsas 0 camas puede
llamarse “enfermedad de mohos verdes”. El color verde mostrado por estos hongos viene de sus
esporas, no de las hifas, las hifas de estos hongos son normalmente hialinas. Se informa de mas
de 30 hongos como agentes causales de la enfermedad del “moho verde” (Cha, 2005). Varios
hongos imperfectos se forman sobre los substratos con subcompostaje que aun tienen altos
niveles de carbohidratos facilmente disponibles. Esto es muy comdn en el compost que no ha
sido adecuadamente pasteurizado. Frecuentemente se encuentran especies de Trichoderma,
Aspergillus, y Penicillium. Los mohos suelen considerarse competidores por los nutrientes, o
antagonistas, mas que parasitos (Fletcher et al., 1986; Chang & Miles, 2004). El “moho verde”
causado por especies de Trichoderma fue una vez reconocido como indicador de deficiente
calidad del compost y era de menor importancia en el cultivo comercial de Agaricus bisporus.
Sin embargo, en los ultimos afios, este “moho verde” se ha vuelto una enfermedad bastante
destructiva y que genera graves pérdidas economicas (Park et al., 2005).

Los primeros estudios reportaron que T. viride era la especie comun de Trichoderma que
se encontraba como colonizador del compost y un subsiguiente inhibidor del crecimiento
micelial de los champifiones. Normalmente su presencia estaba asociada con excesiva humedad e
inadecuada pasteurizacion, lo que llevaba a la incompleta transformacién de los materiales
nutritivos requeridos para el crecimiento de los hongos comestibles. T. viride es un vigoroso
colonizador de la materia orgénica especialmente si tiene un contenido elevado de hidratos de
carbono. Por este motivo, se encuentra a veces en los cereales de la “semilla” de los hongos
comestibles (Fletcher et al., 1986).

Se ha citado a T. koningii como el organismo causal de un problema en las camas de A.

bisporus. Aunque la enfermedad del “moho verde” se encuentra principalmente en los locales de
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produccién de hongos donde se usa un compost conformado por paja, estiércol, cascarilla de
semilla de algodon, cascarilla de arroz, y aserrin, también puede aparecer en el cultivo de otras

especies de hongos con diferentes substratos (Chang & Miles, 2004).

2.4.1.1 Descripcion de Trichoderma

El género Trichoderma fue introducido por Persoon en 1794 para cuatro hongos
microscopicamente similares, que fueron descritos como de apariencia pulverulenta, con una
cobertura pilosa. Las especies de Trichoderma son hongos que aparecen en cualquier tipo de
suelo y que producen colonias blancas, amarillas o (més tipicamente) verdes cuando se cultivan.

Las cuatro especies originalmente descritas en Trichoderma, fueron a saber, T. aureum,
T. nigrescens, T. roseum, y T. viride, cada una con diferente color de conidios. Ahora se sabe que
no estan emparentadas entre si. Las especies verdes de Trichoderma fueron inicialmente
clasificadas como una sola especie, T. viride, hasta que fueron subdivididas por Rifai (1969). Sin
embargo, el nombre de T. viride todavia es ocasionalmente utilizado indiscriminadamente para
describir especies verdes de este género (Rifai, 1969; Bissett, 1991; Wainwright, 1995). Los
aislamientos de Trichoderma a menudo se pueden reconocer por caracteres macroscopicos, que
incluyen rapido crecimiento en cultivo, un escaso micelio aéreo, y produccién de caracteristicos
conidioforos blancos o verdes. Los teleomorfos conocidos para Trichoderma son Hypocrea (Fr. :
Fr.) Fr., y posiblemente también Podostroma Karsten, y géneros estrechamente relacionados de
Hypocreaceae. Muchas especies de Hypocrea producen un “tipico” anamorfo Trichoderma en
cultivo. No se conocen teleomorfos para la mayoria de aislamientos de Trichoderma gue habitan
el suelo y la madera, y posiblemente no existan teleomorfos para muchas especies comunes de
Trichoderma (Rifai, 1969; Bissett, 1991).

Las especies del género Hypocrea forman sus peritecios inmersos en estromas, en cuya
superficie se notan los ostiolos. Las ascas son cilindricas, angostas y cada una contiene una hilera
o serie de ascosporas bicelulares, con una notoria constriccion en el septo. Con frecuencia, en la
madurez se separan las dos células de cada ascospora y constituyen lo que se denomina esporas
fragmentarias, por lo que las ascas parecen tener 16 ascosporas. La mayoria de las especies de
Hypocrea viven sobre hojas y troncos de diversas plantas, en la tierra y en cuerpos fructiferos de
basidiomicetos y producen conidios con fidlides pertenecientes al género Trichoderma (Herrera
& Ulloa, 1990).
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Las especies de Trichoderma se utilizan para producir celulasas. Sin embargo, son
particularmente efectivas como antagonistas del crecimiento de otros hongos, muchos de ellos
patdgenos de plantas, con el resultado de que las especies de Trichoderma son importantes
agentes en biocontrol (Wainwright, 1995).

Este género fue monografiado por Rifai (1969), y las cepas de Trichoderma fueron
asignadas a nueve agregados de especies diferenciados principalmente por los patrones de
ramificacion del conidiéforo y la morfologia del conidio. Reconocié que una variacion
importante quedaba por definirse en cada uno de estos nueve taxa agregados y considerd su
revision como una investigacion preliminar de la variacion en el género (Bissett, 1984).

En el género Trichoderma hay 32 6 mas especies. Aunque actualmente se reconocen
aproximadamente 35 especies con base en caracteres morfolégicos y moleculares. Ademas del
papel de unas cuantas de estas especies en la biotecnologia, varias parecen ser importantes en los
ecosistemas del suelo (Rinker & Betterley, 1994: Kullnig et al., 2000). Las especies de
Trichoderma son contaminantes comunes de la “semilla” de los hongos comestibles, compost y
madera en las instalaciones comerciales del cultivo. La mayoria de las especies se consideran

indicadores de calidad del compost o practicas horticolas (Castle et al., 1998).

2.4.1.1.1 Clasificacion de Trichoderma

Rifai (1969) proporciond la delineacion genética de Trichoderma, con base en caracteres
microscapicos, la cual en general se acepta actualmente. Este género se caracteriza por colonias
de répido crecimiento que tienen conididéforos cespitosos, repetidamente ramificados,
generalmente de forma dendritica y regular; es decir, ramificada en un nimero indefinido de
niveles, donde las ramas primarias producen ramas secundarias mas pequefias que también se
pueden ramificar y asi sucesivamente. Las ramas que se forman primero son largas, mientras que
las ramas sucesivas apical y distalmente son progresivamente mas cortas. Las ramas Yy fialides a
todos los niveles divergentes, tienen fialides ampuliformes a lageniformes, generalmente
estrechas en la base, mas o menos anchas a la mitad y delgadas hacia el apice, con cuello
subcilindrico corto y conidios hialinos o verdes (Bissett, 1984; Bissett, 1991; Wainwright, 1995).

Los conidioforos ramificados de Trichoderma se observan sélo en las areas conidiales
cespitosas. Los conidiéforos pueden ramificarse. La degeneracién de las caracteristicas

diagnosticas hace mas dificil la identificacion de las cepas de Trichoderma cuando las
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observaciones son hacen en las areas alejadas de la conidiogénesis. Una aparente falta de
observaciones reproducibles en Trichoderma puede atribuirse a la variacion de la conidiogénesis
en los cultivos después de varias transferencias masivas. Esta tendencia puede superarse
mediante la transferencia monosporica y cuidadoso mantenimiento del cultivo (Bissett, 1984).

La ubicacion taxonomica general de Trichoderma es la siguiente:
Superreino:  Eucaryota
Reino: Fungi
Division: Eumycota
Subdivision:  Deuteromycotina
Clase: Hyphomycetes
Orden:  Moniliales
Familia: Moniliaceae
Género:  Trichoderma
(Margulis & Schwartz,1982; Herrera & Ulloa, 1990).

2.4.1.1.3 Desarrollo de cepas patdgenas de Trichoderma aggressivum

En el pasado, la enfermedad del “moho verde” ocurria sélo periddicamente, generalmente
en plantas que utilizaban compost de baja calidad o empleaban procedimientos inadecuados de
saneamiento. Asi, el “moho verde” no era serio problema cuando los productores tenian buena
higiene y una adecuada preparacion y pasteurizacion del compost (Chang & Miles, 2004). A
mediados de los 1980s ocurrieron grandes pérdidas de cosechas atribuidas a la especie
inicialmente identificada como Trichoderma harzianum en las Islas Britanicas. EI compost o
cobertura de hongos infectada con una cepa agresiva de T. harzianum no producia hongos, y la
pérdida de la cosecha era proporcional al area infectada (Castle et al., 1998). Especificamente, en
1985, ocurrieron brotes mas severos del “moho verde” Trichoderma en Irlanda, principalmente
en compost embolsado. La enfermedad también se encontré en Inglaterra y Escocia con
reducciones de rendimiento de hasta 30%. En Canada y los Estados Unidos ocurrieron brotes
igualmente serios de “moho verde”, y en 1994-1995 tuvieron lugar epidemias del “moho verde”
Trichoderma con pérdidas de cosecha en Pensilvania que excedian los 20 millones de dolares
durante un periodo de 3 afios. Desde entonces, Trichoderma ha causado severos problemas en
muchas areas de Norteamérica. Esta infeccion ha llegado a ser conocida como la enfermedad del
“moho verde”. No se han calculado con exactitud las pérdidas sufridas por los productores de
Norteamérica, pero se ha estimado que son del orden de decenas de millones de dolares. La

enfermedad del “moho verde” Trichoderma ha llegado a ser un problema importante en la
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industria de hongos y el esfuerzo inicial se dirigié a estudios del organismo causal y a las
medidas de control (Castle et al., 1998; Chang y Miles, 2004).

La separacion e identificacion de la especie es un procedimiento dificil y toma tiempo. La
especie que como ya se mencioné ha afectado significativamente el cultivo de hongos fue
identificada en esos momentos como T. harzianum. Las poblaciones naturales se encuentran en
todas partes, por ejemplo, en suelos agricolas y forestales, ciénagas, colas de gatos, semillas,
restos organicos, papel, corteza de madera o aserrin. En Irlanda del Norte se dividid
originalmente a la especie en cuando menos 4 biotipos, conocidos como Thl, Th2, Th3y Th4 .
Th1 no significa un problema serio, y al parecer el Th3 tampoco. Sin embargo, los biotipos Th2
y Th4 son particularmente agresivos en el cultivo de hongos comestibles. Otras especies de
Trichoderma pueden causar enfermedades localizadas (T. koningii, T. viride, T. pseudokoningii).
Otros mohos también son verdes y no se deben confundir con el “moho verde” Trichoderma.
Estos incluyen especies de Gliocladium, Aspergillus, Penicillium, y Chaetomium (Rinker, 1994).

La gran mayoria de brotes de las epidemias de “moho verde” que afectaron a Agaricus
bisporus en las Islas Britanicas han sido causados por lo que parece ser una Unica cepa
identificada en ese entonces como un posible mutante de T. harzianum Rifai, designado el
biotipo Th2. Este hongo estéd particularmente bien adaptado a colonizar el compost de hongos
sembrado y crece junto al micelio del hongo comestible. Debido a que Trichoderma también
tiene micelio blanco, el desarrollo de la “semilla” de los hongos comestibles parece normal hasta
después de poner la cobertura. Sin embargo, repentinamente comienzan a producirse grandes
masas de esporas de color verde. La esporulacion a menudo coincide con el aumento de
iluminacién del recinto (Mumpuni et al., 1998; Seaby, 1989). Los biotipos Thl y Th3
normalmente son excluidas durante la pasteurizacion del compost. El cuarto biotipo de T.
harzianum, Th4, que es similar pero genéticamente distinto del biotipo Th2 causd seria
infestacion del compost en Norteamérica.

De los tres biotipos de T. harzianum encontrados en las Islas Britanicas, el biotipo Th2,
aunque raramente aislado de materiales crudos del compost, una vez introducido, coloniza el
compost eficazmente. Durante varias epidemias del “moho verde” donde no se producian
cuerpos fructiferos, T. harzianum Th2 predomind en el compost afectado. En contraste, los
biotipos Thl y Th3 que se encuentran cominmente en materiales crudos de compost, pero

infrecuentemente se encuentran en compost pasteurizado o colonizado, rara vez causan
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problemas durante la produccion de hongos. Si se introducen, los biotipos Thl y Th3 colonizaran
un area restringida de la compost que no afecta significativamente a A. bisporus. La relativa
capacidad de los tres biotipos de T. harzianum para colonizar el compost en competencia con A.
bisporus y su influencia sobre su crecimiento pueden asociarse con la produccién de metabolitos
secundarios (Mumpuni et al., 1998).

Es importante poder identificar la cepa de Trichoderma que ha causado un brote de la
enfermedad, ya que la cepa a menudo indica la fuente de infeccion. La Tabla 2.5 muestra
algunas de las principales caracteristicas de los biotipos de Trichodema harzianum. Cuando se
encuentra el biotipo Th2, la experiencia en mas de 10 plantas grandes indica que se requieren

precauciones de higiene particularmente estrictas a fin de detenerla.

Tabla 2.5. Principales caracteristicas diferenciales entre los biotipos de Trichoderma harzianum
a los 4 dias de cultivo en agar malta (Seaby, 1989)

Color v borde Crecimiento
Especie Fialides Conidios y bor Esporulacion Olor (mm/h a
de la colonia 27°C)
(Thi) Cortas y LI’S(_)S, Lisa, verde Répida y Malta 1
cerradas esféricos obscuro abundante
. . Lenta,
(Th2) Cortas y L'S.OS’ Lisa, planca Y formando Malta 0.9-1.1
cerradas ovoides después verde
masas
Radial,
(Th3) Cortas y Lls_os, Ondulgdo, verde formando Coco 05-1
cerradas ovoides jade masas
compactas
Escasa,
(Tha) Cortas y LI,S(_)S, O_ndulado formando Coco agrio 505
cerradas esféricos amarillo verdosa masas
compactas

Muchas especies de Trichoderma de esporas verdes son de apariencia muy similar y
existe alguna confusion en la literatura respecto a su identificacion. Esto tltimo se hace dificil ya
que se reconoce que la mayoria de las descripciones de especies cubren grupos con estados
imperfectos o asexuales de Trichoderma muy similares, pero que se sabe que son diferentes
especies debido a que tienen estados perfectos o sexuales de Ascomycetes diferentes.
Desafortunadamente, es dificil, como ayuda para la identificacion, hacer que el estado

imperfecto produzca el estado perfecto en el laboratorio. EI método de cultivar in vitro los
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aislamientos afecta la apariencia de la colonia y hasta las proporciones de diferentes tipos de

estructuras que esporulan (Seaby, 1989).

2.4.1.1.4 Transmision de la infeccion

Individualmente, las esporas verdes son microscopicas. Pueden infectar el compost de los
hongos comestibles mas facilmente justo después de sembrar. Se transmiten al compost fresco
por el viento, adheridas a las particulas de polvo de compost contaminado, 0 por acaros que se
han alimentado del micelio de Trichoderma en compost infectado, en las manos y ropa de los
trabajadores, y por la maquinaria. Las esporas y los acaros que las llevan se producen en muy
grandes cantidades y consecuentemente pueden llegar a casi cualquier parte de la planta de
hongos. Esto implica que son posibles una amplia variedad de rutas de infeccion y casi
cualquiera o cualquier cosa que tenga contacto directo o adn indirecto con el compost recién

inoculado o en incubacion es un portador potencial (Seaby, 1989).

2.4.1.1.5 Identificacion molecular del “moho verde”

Las tecnologias moleculares han sido muy importantes en la obtencién de conocimiento acerca
de la enfermedad del “moho verde”. En particular se han usado para distinguir las formas
agresivas de las no agresivas de Trichoderma que son morfolégicamente similares, asi como para
determinar el tipo predominante de “moho verde” en las plantas comerciales de hongos
comestibles. De estos estudios moleculares ha resultado una prueba clinica para la rapida
determinacion de los biotipos agresivos de T. harzianum (Th2 en Europa y Th4 en
Norteamérica). Se han usado exitosamente el analisis por RFLPs (Restriction Fragment Length
Polymorphisms) para separar varias cepas aisladas en grupos.

Debido a que las caracteristicas morfolégicas pueden variar grandemente de un
aislamiento a otro, y debido a que estas caracteristicas estan sujetas a cambios ambientalmente
inducidos, la identificacion de especies de Trichoderma y sus relaciones, se estudian ahora por
técnicas moleculares y analisis computarizado. Por ejemplo, con el “moho verde” que se
presenta en diferentes continentes, ha sido posible conocer las relaciones de los diversos tipos
que se han aislado, asi como el origen de los biotipos.

El grado de similitud de las secuencias de ADN de las cepas correlaciona con su

parentesco. Los organismos que estan distantemente emparentados tienen similitud solamente en
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ciertas regiones del ADN que no pueden cambiar sin tener un impacto perjudicial o al menos
significativo en la funcion. Los organismos estrechamente emparentados muestran diferencias en
regiones donde la variabilidad no produce efectos importantes. Los resultados en el estudio de
aislamientos causantes del “moho verde”, cuando se compararon las secuencias de seiS
aislamientos con otras secuencias de bancos de datos, indicaron que hay dos grupos distintos:

e Grupo I: contenia el biotipo Thl y los biotipos agresivos Th2 (europeo) y Th4

(Norteamericano).

e Grupo IlI: contenia el biotipo Th3.

El arbol filogenético obtenido usando los datos moleculares indico que Thl es el ancestro
mas reciente para los tipos agresivos Th2 y Th4 (Chang y Miles, 2004).

Las formas que en la literatura se han reportado como T. harzianum, biotipos Th2 y Th4,
que corresponden a la nueva especie y sus variedades recientemente identificadas: Trichoderma
aggressivum sp. nov., T. aggressivum f. aggressivum (antes biotipo Th4) y T. aggressivum f.
europaeum (antes biotipo Th2) causan la epidemia del “moho verde” en Agaricus bisporus
cultivado comercialmente en Norteamérica y Europa, respectivamente (Samuels et al., 2002).
Estan marcadamente separadas de su pariente mas cercano, T. harzianum, en secuencias de la
region ITS-1 del ADNr y un fragmento de aproximadamente 689 bp del gen del factor de
elongacion de traduccion que codifica proteina (EF-1a). Se distinguen de los morfologicamente
similares T. harzianum y T. atroviride (este Gltimo también conocido como biotipo Th3) mas
facilmente por la velocidad de crecimiento. De estos, sélo T. harzianum crece bien y esporula a
35°C, mientras que T. atroviride es el de mas lento crecimiento. T. aggressivum f. aggressivum
y f. europaeum son efectivamente indistinguibles morfoldgicamente aunque tienen velocidades
de crecimiento sutilmente diferentes a 25°C en SNA vy diferencias micromorfoldgicas
estadisticamente significativas (Samuels et al., 2002).

Cuatro “biotipos” genéticamente distintos, todos inicialmente identificados como T.
harzianum Rifai se han asociado con la enfermedad del “moho verde” producida por T.
aggressivum. Sin embargo, de estos solo los designados originalmente como Th2 de Europa, y
Th4 de Norteamérica, se asocian con una pérdida econdémica apreciable en las plantas de hongos
comestibles. Ahora el biotipo Thl es reconocido como T. harzianum s. str. ya que incluye la
cepa ex-neotipo de T. harzianum. También incluye cepas de control biolégico, ninguna de las

cuales causa pérdidas en la produccion de hongos a pesar de su presencia en las plantas
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productoras. El biotipo Th3 ha sido reidentificado como el saprobio comun T. atroviride P.
Karst. (Samuels et al., 2002).

2.4.1.1.6 Interaccion hongos comestibles-Trichoderma

T. aggressivum es un potente antagonista de los hongos comestibles, ya que estd adaptado
a crecer en el compost de Agaricus resistiendo los efectos inhibidores de las bacterias presentes.
No se han observado reacciones evidentes de defensa de cultivares de A. bisporus al ataque de T.
aggressivum. La produccion de hifas emergentes, la reaccion en la zona de entrecruzamiento y la
produccion de lacasas son respuestas que se han descrito al confrontar Lentinula edodes,
Pleurotus eryngii y P. ostreatus con T. aggressivum o con sus metabolitos extracelulares. Estas
reacciones también se ven durante el cultivo de L. edodes en substratos lignocelulésicos, aunque
su capacidad competitiva mejoré modificando la composicion de los mismos, lo cual redujo la
incidencia de Trichoderma spp. Una de las modificaciones fue la adicion de componentes ricos
en lignina y fenoles, los cuales podian actuar como inductores de lacasas y del sistema de
defensa total (Savoie & Mata, 2003). Se ha reportado que la produccion de lacasas es inducida
por metabolitos extracelulares de Trichoderma. Sin embargo, no se cuenta con suficientes
estudios sobre el género Pleurotus y su produccién enzimatica en condiciones de confrontacion
con algun antagonista (Murrieta et al., 2002). Si se considera que la pigmentacion del medio se
debe mayoritariamente a la presencia de quinonas y otras substancias producidas durante la
accion oxidativa de las lacasas, entonces esta caracteristica de los micelios podria ser utilizada

como un factor de seleccion de cepas in vitro (Salmones & Mata, 2007).

2.4.1.1.7 Control de Trichoderma

Una vez que el “moho verde” se ha hecho evidente, es desafortunadamente muy tarde para
evitar pérdidas considerables de rendimiento en los cultivos comerciales. Sin embargo, algunas
de las medidas que pueden establecerse son las siguientes:

e Debe prestarse especial atencién a la higiene del local donde se producen los hongos. Con
deficientes condiciones de higiene, un pequeiio brote del “moho verde” rapidamente se
puede salir de control, debido al gran numero de esporas que producen, por lo que son ya
dificiles de contener.

e Pueden aplicarse tratamientos puntuales de sal a las areas afectadas.
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e El pre-tratamiento de la “semilla” de los hongos comestibles con algiin fungicida es mas
efectivo que el tratamiento directo del compost (Fletcher et al., 1986; Chang & Miles,
2004).

e Si el grano de la “semilla” se protege con fungicida, evitando asi la colonizacion del
compost por T. aggressivum, el micelio del hongo comestible crecera vigoroso desde el
grano de la “semilla” hacia la compost. Desafortunadamente, puede haber un efecto
secundario adverso en que tanto Verticillium como Dactylium han mostrado resistencia a
los fungicidas de benzimidazol, y en el largo plazo se generaria mayor resistencia
genetica. Por ello, debe tenerse cuidado en el uso de fungicidas.

e El control por la aplicacién de fungicidas, tales como el benomyl, durante la preparacion
del substrato es generalmente eficaz para inhibir hongos competidores. Estos
competidores son un problema mayor a temperaturas arriba de 35°C (Chang & Miles,
2004). Es necesario tener en cuenta que el uso de productos quimicos durante el ciclo de
cultivo estd limitado por la elevada susceptibilidad de las especies de Pleurotus
cultivadas a los plaguicidas y desinfectantes en general, y por el riesgo de acumulacion
de residuos de estos productos en los cuerpos fructiferos.

En general, las medidas que mejor pueden ayudar a reducir la contaminacion por el
“moho verde”, son la limpieza y la desinfeccion de los locales de cultivo vacios, la
eliminacion cuidadosa de los substratos residuales y de todas las posibles fuentes de
contaminacion (restos de cosecha, residuos organicos), una adecuada pasteurizacion, y el

buen manejo del cultivo por parte del personal encargado (Gea, 2002).

2.4.2 Control y selectividad

El control y el mejoramiento de los cultivos de hongos comestibles han provocado un
considerable interés en los Ultimos afios, ya que la produccion de hongos es econémicamente
importante. El crecimiento micelial de Pleurotus spp. es rapido, y se pueden usar varios
productos lignoceluldsicos como substrato de cultivo. El objetivo de su preparacion comercial es
producir un substrato que sea Optimo y selectivo para el crecimiento micelial. En el caso de
Pleurotus spp., esto se logra por la aplicacién de varios tratamientos térmicos para eliminar los

hongos competidores (Chang & Miles, 2004).
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La preocupacion por evitar la aparicion de Trichoderma spp. también se refleja en los
métodos empleados para la elaboracién de los substratos de Pleurotus spp., de tal forma que se
puede optar entre métodos con fundamentos distintos. Por ejemplo:

e Proporcionar una buena selectividad bioldgica, bien favoreciendo el desarrollo de
bacterias termofilas, o bien mediante la adicion al proceso de fermentacion aerobia de
activadores preseleccionados, como pueden ser Bacillus subtilis, B. pumilus y B.
macerans.

e Intentar la generacion de selectividad contra las especies de Trichoderma mediante el
ajuste del pH del substrato a valores de 7.5 o superiores, utilizando para ello caliza o
procesos de fermentacion cortos.

e Lautilizacion de fungicidas para proteger el substrato de hongos competidores.

En definitiva, ninguno de estos métodos resuelve enteramente el problema, aunque si
pueden ofrecer cierta proteccion (Gea, 2002).

Se han reportado experimentos qu permiten incrementar el rendimiento al remojar la paja
por periodos de 60 h, lo cual implica un lixiviado de la mayoria de los componentes solubles,
azucares entre ellos, asi como una mayor presencia y desarrollo de mohos en los substratos no
lixiviados. Por otro lado, los tratamientos térmicos tienen una influencia decisiva sobre la
selectividad del substrato. La pasteurizacion a 75°C y 85°C durante 24 h permite el crecimiento
tanto de hongos contaminantes como de Pleurotus, sélo el tratamiento a 65°C producia un
substrato que eliminaba casi todos los mohos contaminantes y permitia el crecimiento de
Pleurotus. Durante la fermentacion a 65°C se ha observado un rapido desarrollo de bacterias
termofilas, las cuales son capaces de desplazar a los mohos contaminantes sin afectar
significativamente el micelio de Pleurotus. En estos casos, la pasteurizacion de la paja a altas
temperaturas y a 65°C provoca una liberacion de azucares, por ejemplo, glucosa, la cual después
de 24 h es completamente metabolizada como fuente de carbono por bacterias termofilas. Por
ello, el empobrecimiento de azlcares y la alcalinizacion de la paja durante el proceso de
fermentacidn son factores criticos para la produccion de substratos selectivos (Castafieda & Leal,
2007), ya que las fuentes de carbono de fécil asimilacion, principalmente azUcares solubles como
la glucosa, constituyen el elemento que inicia y dispara el desarrollo de mohos contaminantes y
antagonistas. Es por ello que se recomienda emplear procedimientos que produzcan substratos

con bajos niveles de azlcares reductores para lograr mayor selectividad en el substrato, es decir,
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substratos en los que el micelio de Pleurotus pueda desarrollarse mas rapidamente que aquel de

mohos contaminantes y antagonistas (Castafieda & Leal, 2007).

2.5 Nutricion de los hongos

Los hongos estan considerados generalmente como heterétrofos estrictos. Son incapaces de
fotosintetizar y por consiguiente necesitan substratos ricos en energia para alcanzar sus
requerimientos bésicos de crecimiento. Los hongos producen una amplia variedad de enzimas
extracelulares, principalmente oxidasas e hidrolasas y pueden utilizar la mayor parte de los
substratos organicos que existen naturalmente, incluyendo la celulosa, la quitina, el almidon,
azucares, hemicelulosas y lignina. Normalmente, los carbohidratos son las principales fuentes de
carbono accesibles a los hongos, ya que son metabolizados para proporcionar energia y también
actian como precursores para la sintesis de material celular.

Los hongos utilizan nitrégeno, fundamentalmente en la forma de amonio, aunque casi
todos pueden utilizar nitratos. Los hongos generalmente crecen en el laboratorio sobre medio
definido que contiene azlcares, como glucosa y sacarosa, 0 sobre polimeros, como celulosa y
medios complejos no definidos incluyendo el medio agar con dextrosa y papa y medios basados
en vegetales. Otros nutrientes minerales importantes requeridos por los hongos para un maximo
rendimiento incluyen: fdsforo, azufre, potasio y magnesio. También se requieren para el
funcionamiento de las enzimas en condiciones de crecimiento rapido, nutrientes menores como

el zinc, cobre, molibdeno, y vitaminas.

2.5.1 Degradacion de polimeros

Una de las principales caracteristicas fisioldgicas de los hongos es su capacidad de
degradar polimeros simples y complejos. Esta habilidad es la que hace que la actividad de los
hongos sea de gran importancia para el reciclaje de substratos de carbono en la naturaleza.

La celulosa es el polimero individual mas importante de las plantas, constituyendo entre
el 40-50% de la pared celular de la planta madura. Consiste en un Gnico monémero, glucosa,
unido por enlace B(1-4). Una molécula de celulosa consiste en cadenas lineales de alrededor de
3,000 unidades de glucosa que pueden encontrarse al azar (celulosa amorfa) o en apretadas
microfibrillas (celulosa cristalina). La degradacion de la celulosa se lleva a cabo por dos enzimas
que son producidas normalmente por los hongos, la endo-B-glucanasa y la B-glucosidasa. Las

endoglucanasas hidrolizan las cadenas de celulosa a unidades mas pequefias, como el dimero
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celobiosa y el trimero celotriosa. La celobiosa es luego cortada por la B-glucosidasa y la glucosa
libre puede ser tomada por la célula como fuente de carbono. La degradacion de la celulosa
cristalina que existe naturalmente supone la accién de una tercera enzima, la exo-B-glucanasa
que escinde dos unidades sucesivas de azUcares (celobiosa) de los extremos de las cadenas de
celulosa. Los hongos celuloliticos son comunes, siendo los mas activos especies de Chaetomium,
Fusarium, Myrothecium y Trichoderma. La celulasa es considerada méas bien un complejo de
enzimas, las cuales son inducibles, es decir, son solamente formadas en la presencia del substrato
(celulosa) [Wainwright, 1995].

La lignina es el segundo polimero natural mas abundante en el planeta después de la
celulosa. Es mas resistente y dificil de descomponer que la celulosa. La molécula de la lignina es
un polimero tridimensional formado por tres bloques principales: los cinnamil alcoholes, que
tienen una estructura de fenil-propano (C6-C3). Estos estan unidos por uniones “-C-C-” o por
uniones “-C-0-C-” entre dos anillos, dos cadenas laterales de propano o un anillo y una cadena
lateral. A veces existe mas de una union entre cualquiera de los dos bloques. La molécula de
lignina es por consiguiente muy compleja, asi que no es sorprendente que sélo relativamente
pocos microorganismos, principalmente hongos y actinomicetos, posean las enzimas necesarias
para llevar a cabo su degradacion.

La degradacion de la lignina parece implicar dos mecanismos: 1) La molécula es
degradada a unidades mas sencillas, 0 2) Se degradan in situ los dobles enlaces y las cadenas
laterales. La aparicion de compuestos como el &cido vainillico y el coniferaldehido durante las
etapas tempranas de la degradacion de la lignina, sugiere que estd implicado el primer
mecanismo. El corte del anillo in situ ha sido descrito recientemente. La secuencia de la
degradacion de la lignina parece empezar con la desmetilacion para producir acidos difenélicos
que poseen dos grupos hidroxilo adyacentes. Los anillos se abren luego por una dioxigenasa para
dar una cadena alifatica unida a la lignina y estas cadenas alifaticas se escinden luego del
polimero mediante una oxigenasa, como la lacasa. Las cadenas laterales alifaticas son
degradadas por oxidasas en forma similar. Una caracteristica esencial de la degradacion de la
lignina es que es un proceso altamente oxidativo. Los principales hongos implicados en la
degradacion de la lignina pertenecen al grupo de los hongos de la “pudricion blanca”, siendo el
mejor conocido y mas ampliamente estudiado Phanerochaete chrysosporium (Wainwright,
1995).
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2.5.2 Modo de degradacion por los hongos de “pudricion blanca”

Recientemente, se ha investigado intensivamente la degradacion microbiana de las
lignocelulosas y el proceso y mecanismo de descomposicion de la madera. La lignina es un
componente esencial de las plantas vasculares y es el segundo material organico mas abundante
en la tierra. Se presenta con la celulosa en la forma de material lignocelulésico y conforma una
fraccion considerable de la masa total de la biosfera. Asi, juega un papel altamente significativo
en el ciclo del carbono. A diferencia de la celulosa y otros carbohidratos, la lignina es resistente a
la degradacion por la mayoria de microorganismos. La lignina puede ser convertida en humus y
ser lentamente biodegradada en el suelo. También puede ser completamente catabolizada por
ciertos microorganismos. Los microorganismos degradadores de lignina mejor conocidos y
claramente muy importantes son los hongos degradadores de la madera que causan las
“pudriciones blancas”. Hay varios cientos de especies que pertenecen a varias familias
degradadoras de los Hymenomycetes. Los hongos de la “pudricion blanca” son los tnicos
organismos que se sabe descomponen rapidamente la lignina (Chang et al., 1980).

La lignina, a diferencia de otros polimeros que se presentan naturalmente, contiene varios
tipos de enlaces intermonomeéricos, la mayoria de los cuales no son facilmente hidrolizables.
Consecuentemente, es muy probable que el sistema degradador de lignina de estos hongos sea un
complejo de diferentes enzimas. Pero ninguna de estas enzimas ha sido especificamente
identificada. La degradacion de la madera por los hongos de la “pudricion blanca” involucra la
accion combinada de las enzimas degradadoras de la lignina y enzimas degradadoras de
polisacaridos. El sistema enzimético degradador de lignocelulosa es de principal importancia
para la colonizacién del substrato y la asimilacion de carbono por los hongos saprofitos del suelo
y de la pudricion de madera. Las enzimas degradadoras de lignina y las polisacarido-hidrolasas
endodegradadoras hacen posible que los hongos penetren las paredes celulares lefiosas del
material vegetal, lo colonicen y utilicen. Luego, los polisacaridos vegetales a los que se ha tenido
acceso son transformados por celulasas y hexocelulasas exodegradadoras en mono y disacaridos
directamente transportables hacia la célula fungica y usados como fuentes de carbono y energia.
Por la naturaleza de los substratos de alto peso molecular, las enzimas degradadoras de
lignocelulosa son extracelularmente activas (Chang et al., 1980; Eichlerova et al., 2000;
Valaskova & Baldrian, 2006).
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Por muchos afios, se consideré que las enzimas que oxidan fenol, tales como la lacasa
(E.C. 1.10.3.2) y la peroxidasa ( E.C. 1.11.1.7), eran las enzimas mas probablemente
responsables de la degradacion de la lignina por los hongos de la “pudricion blanca”. Sin
embargo, todavia no esta claro el papel de las enzimas que oxidan fenol en la degradacién de la
lignina, ya que si actdan solas no fragmentan una parte considerable de la lignina. Se ha sugerido
que estas enzimas que oxidan fenol pueden jugar un papel indirecto en la eliminacién de los
compuestos fenolicos toxicos que pueden ser liberados de la lignina durante su descomposicion,
0 en la regulacion de la sintesis de enzimas.

Se sabe que los hongos de la “pudricion blanca” habitan las cavidades de las células de la
madera, y penetran de una célula a otra via perforaciones y a través de orificios colindantes, pero
la disolucion de la substancia de la pared celular resulta principalmente del adelgazamiento méas
0 menos uniforme de la pared celular del lumen hacia la ld&mina media compuesta. Asi, los
cambios en la lignina de la madera en cualquier momento durante la descomposicion estan
limitados solamente a una pequefia porcion de la lignina total y el grueso de la lignina permanece
estructuralmente sin cambio (Chang et al., 1980). Se concluye asi que las reacciones de
degradacion son principalmente oxidativas, con la formacién de cantidades considerables de
acidos carboxilicos, tanto aromaticos como alifaticos en el polimero de lignina. En la
degradacion de las moléculas de lignina pueden ser operativos varios modos de reacciones de
degradacion. Estas incluyen degradacion oxidativa de las cadenas laterales con la formacion de
funciones carboxilicas aromaticas, descomposicion de B-aril éteres, y modificacion oxidativa de
estructuras de cadenas laterales, y probablemente desdoblamiento oxidativo de anillos a grupos
acidos carboxilicos.

Liese (1970) distinguio dos tipos distintos de patrones de descomposicidn encontrados en
la madera con la “pudricidon blanca”: 1) Eliminacion simultdnea de todos los componentes de
pared celular, y 2) una eliminacion selectiva de la lignina y hemicelulosa. En efecto, los
Basidiomicetes de la “pudricion blanca” varian grandemente en su capacidad para causar
diferentes patrones micromorfolégicos de descomposicion. La biodegradacion de la lignina es un
proceso de multiples pasos que involucra una cantidad desconocida de enzimas extra- e intra-
celulares y varias de sus isoformas, pero se desconoce el papel exacto de las enzimas

individuales y su relativa contribucién al proceso degradador (Eichlerova et al., 2000).
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2.6 Lacasas

Las lacasas (EC 1.10.3.2, p-difenol:dioxigeno oxidorreductasa) pertenecen a la llamada
familia cobre-azul de oxidasas. Son glicoproteinas de naturaleza ubicua, se han reportado en las
plantas superiores y virtualmente en todos los hongos estudiados. Sin embargo, hay muchos
grupos taxondémicos o fisioldgicos de hongos que tipicamente no producen cantidades
significativas de lacasas o donde la lacasa so6lo es producida por unas cuantas especies. Nunca se
ha demostrado la produccion de lacasa en los hongos inferiores, esto es, Zygomycetes y
Chytridiomycetes. Sin embargo, este aspecto todavia no se ha estudiado en detalle. Una enzima
de este grupo fue descrita por primera vez a finales del siglo XIX por Yoshida, como un
componente de los conductos de resina del arbol de laca Rhus vernicifera. Mas recientemente, se
han identificado proteinas con caracteristicas tipicas de lacasas en insectos y procariotes (Riva,
2006; Baldrian, 2006).

Las lacasas son oxidoreductasas que pertenecen a las oxidasas multinucleares que
contienen cobre; catalizan la oxidacion monoelectronica de substratos (fenoles y aminas
aromaticas o alifaticas) a expensas del oxigeno molecular. El proceso redox tiene lugar con la
ayuda de un grupo de cuatro &tomos de cobre que forman el centro catalitico de la enzima;
también confieren el tipico color azul de estas enzimas debido a la intensa absorcion electrénica
de los enlaces “Cu-Cu”. El resultado total del ciclo catalitico es la reduccion de una molécula de
oxigeno a dos moléculas de agua y la oxidacién concomitante de cuatro moléculas de substrato
para producir cuatro radicales. Estos productos intermedios reactivos pueden producir luego
dimeros, oligdbmeros y polimeros. Las lacasas contienen tres centros de cobre, sitios T1, T2 y T3.
Los sitios T2 y T3 forman un grupo de cobre trinuclear en el que se reduce el oxigeno. El centro
de cobre T1 oxida el substrato reductor y transfiere los electrones generados a los centros de
cobre T2 y T3. La catélisis involucra la unidén de un substrato reductor a la cavidad T1 y
subsecuente reduccién del Cu(ll) a Cu(l) en el sitio T1, luego transferencia electronica interna de
T1 al grupo T2/T3, y finalmente, la unién y subsecuente reduccion de un O, a H,O en el grupo
T2/T3. Las lacasas de diferentes hongos muestran variaciones importantes en sus propiedades,
tales como potenciales redox, constantes cinéticas, especificidad de substrato, pH optimo (Riva,
2006; Tinoco et al., 2001).
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2.6.1 Funcion fisologica de las lacasas

Estos biocatalizadores, que pueden ser secretados o ser intracelulares, son diferentes en
los diversos organismos pero todos ellos catalizan procesos de polimerizacion o
despolimerizacién. Se ha propuesto que las lacasas estan involucradas en la esclerotizacion de la
cuticula en los insectos, y en el montaje de esporas resistentes a la UV en especies de Bacillus.
Las lacasas se encuentran tipicamente en plantas y hongos. En las plantas estan involucradas en
la formacién de la pared celular y, junto con las peroxidasas, en la lignificacion. Las lacasas
vegetales participan en los mecanismos basados en radicales de la formacion de polimeros de
lignina, mientras que en los hongos se ha sugerido la participacion de las lacasas en el rapido
crecimiento celular, formacion de primordios, patogénesis y eliminacion de contaminantes. Las
lacasas probablemente tienen méas papeles que incluyen la morfogénesis, la interaccion patégeno
fangico de vegetales/hospedero, defensa del estrés y no hay duda que las lacasas estan entre las
principales enzimas involucradas en los procesos de deslignificacion por los hongos de la
“pudricion blanca”. Adicionalmente, estas enzimas pueden proteger a los patdogenos fingicos de
las fitoalexinas y taninos toxicos, asi son un importante factor de virulencia en muchas
enfermedades fungicas (Baldrian, 2006; Das et al., 1997; Riva, 2006).

2.6.2 Aplicaciones de las lacasas
El interés en estas enzimas esencialmente eco-compatibles, ya que funcionan con el oxigeno y
producen agua como el Unico subproducto, ha crecido significativamente en afios recientes. Sus
usos abarcan la industria textil, de pulpa y papel, alimentaria e, incluso, en los procesos de
biorremediacion. Las lacasas también tienen usos en la sintesis organica, donde sus substratos
tipicos son fenoles y aminas, y los productos de reaccion son dimeros y oligdmeros derivados del
acoplamiento de productos intermedios radicales reactivos. ElI aumento en el conocimiento de
estas enzimas promovera en el futuro los procesos industriales basados en lacasas. Por otra parte,
se ha publicado en la tltima década una cantidad significativa de reportes que se han enfocado en
las propiedades bioquimicas de estas proteinas y/o en sus aplicaciones en los procesos
tecnoldgicos y de biorremediacion, ademas de su uso en reacciones quimicas (Riva, 2006).

Las lacasas de hongos llaman mucho la atencion debido a su posible involucramiento en
la transformacion de una amplia variedad de compuestos fenodlicos, incluyendo la lignina

polimérica y substancias humicas. Hasta ahora, se han purificado méas de 100 enzimas de cultivos
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fangicos, y se han caracterizado en términos de sus propiedades bioquimicas y cataliticas. La
mayoria de las especies fungicas ligninoliticas producen constitutivamente al menos una
isoenzima de lacasa y las lacasas también son dominantes entre las enzimas ligninoliticas en el
ambiente del suelo. Las isoformas de lacasa varian entre especies y dentro de especies,
dependiendo de las condiciones de cultivo (Baldrian, 2006).

Los hongos de la “pudricion blanca” son de particular interés debido a su capacidad para
degradar la lignina. Las enzimas degradadoras de la lignina también pueden degradar varios
compuestos orgéanicos incluyendo xenobid6ticos. El potencial uso biotecnoldgico de los hongos de
la “pudricion blanca” ha llamado mucho la atencioén durante las ultimas décadas, pero entre las
especies probadas hasta ahora, sélo unas cuantas son potencialmente utiles en el suelo
contaminado. La mayor parte de los experimentos de biodegradacion in situ han usado
Phanerochaete chrysosporium, Trametes versicolor, y Pleurotus ostreatus. Estas especies se
caracterizan por su capacidad para colonizar suelo que contenga una microbiota nativa (Baldrian,
2004).

Ademéas de una especificidad de substrato generalmente baja, la lacasa tiene otras
propiedades que hacen a esta enzima potencialmente Gtil para la aplicacion biotecnoldgica. Estas
incluyen el hecho de que la lacasa, a diferencia de las peroxidasas, no necesita la adicién o
sintesis de un cofactor de bajo peso molecular, como el peréxido de hidrdgeno, ya que su
substrato (el oxigeno) esta generalmente presente en su ambiente. La mayoria de las lacasas son
enzimas extracelulares, lo que hace muy fécil los procedimientos de purificacion, y las lacasas
generalmente exhiben un considerable nivel de estabilidad en el ambiente extracelular. La
expresion inducible de la enzima en la mayoria de las especies fungicas también contribuye a la

facil aplicabilidad en los procesos biotecnolégicos (Baldrian, 2006).

2.6.3 Lacasas y la interaccion entre microorganismos

Bajo condiciones naturales, los hongos de la “pudricion blanca” colonizan substratos
lignocelulosicos y sus hifas pueden penetrar el suelo. El suelo es también el principal ambiente
para los hongos de la “pudricién blanca” que descomponen subproductos hiimica. En ambos
casos, estos hongos interactlian con otros microorganismos. La mayoria de los estudios sobre las
interacciones se han enfocado a hongos que pudren madera u hongos de biocontrol, por ejemplo,

Trichoderma. El aumento en la degradacion de xenobioticos ocurre cuando se cocultivan los
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hongos de la “pudricién blanca” y microorganismos indigenas del suelo, y se ha reportado
actividad ligninolitica en suelo no estéril. Sin embargo, nunca se ha estimado directamente la
influencia de los microorganismos del suelo sobre las enzimas ligninoliticas (Baldrian, 2004).

Se ha encontrado incremento en la actividad de lacasa durante las interacciones entre dos
hongos de la “pudricion blanca”, o un hongo de la “pudricion blanca” y una especie de
biocontrol, tal como Trichoderma, y parece que la lacasa podria estar generalmente involucrada

en relaciones interespecificas de los hongos de la “pudricion blanca” (Baldrian, 2004).

2.7 Pleurotus y enzimas

Los hongos crecen en materia organica muerta de origen vegetal. Por lo tanto, pueden utilizar
casi todos los substratos y desechos agricolas. Durante el crecimiento del micelio y el desarrollo
de los cuerpos fructiferos, se sabe que ocurren cambios bioquimicos y como resultado se
secretan enzimas extracelularmente. Esto para degradar los materiales insolubles de los
substratos a moléculas simples y solubles, que son subsecuentemente utilizadas por enzimas
intracelulares. Las enzimas juegan asi un papel significativo en el desarrollo de los hongos
(Kuforiji & Fasidi, 2007).

Los Basidiomicetes de la “pudricion blanca” son microorganismos capaces de degradar
eficientemente la lignina. Sin embargo, el diferente grado de degradacion de la lignina con
respecto a otros componentes de la madera, depende mucho de las condiciones ambientales y la
especie fungica involucrada. Ahora esta claro que no hay un mecanismo Unico para lograr el
proceso de degradacién de la lignina y que la maquinaria enzimética de los diversos
microorganismos es diferente. El hongo de la “pudricion blanca” Pleurotus ostreatus es un
basidiomiceto conocido por su capacidad para degradar desechos lignocelulésicos agro-
industriales, que estan principalmente compuestos por celulosa, hemicelulosas y lignina.
Generalmente, se cultiva en paja de trigo, pero otros substratos, tales como tallos de algodon, han
resultado adecuados para su crecimiento. La colonizacion flngica de estos substratos tiene
implicaciones economicas de largo alcance. En efecto, ademas de la tradicional produccion de
cuerpos fructiferos de alto valor nutricional, la biodegradacion de la lignocelulosa hace al
compost degradado por los hongos un material potencialmente explotable para la alimentacion
animal. Efectivamente, como consecuencia de la degradacion selectiva de la lignina vy

hemicelulosas, la celulosa del substrato queda méas expuesta y puede ser utilizada por los
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rumiantes. Pleurotus ostreatus pertenece a una clase de microorganismos degradadores de
lignina que producen lacasas, manganeso-peroxidasas, y veratril alcohol oxidasas pero no lignino
peroxidasas (Locci et al., 2007; Palmieri et al., 1997).

El género Pleurotus incluye especies comestibles y medicinales que pertenecen al grupo
de los hongos de la “pudricion blanca” debido a su capacidad para producir enzimas
ligninoliticas extracelulares: lacasas, peroxidasas (peroxidasa manganeso-dependiente,
peroxidasa versatil), y aril-alcohol oxidasa. Gracias a esta capacidad, algunas especies de
Pleurotus se cultivan comercialmente en diferentes materiales lignocelulésicos, tales como
aserrin, productos de papel y la mayoria de desechos agricolas que se producen en enormes
cantidades en todo el mundo. Las fuentes de carbono en el medio juegan un importante papel en
la produccion de enzimas ligninoliticas. Se ha demostrado que el uso de fructosa en vez de
glucosa da por resultado un incremento de 100 veces en la actividad especifica de lacasa de
Basidiomycetes. Las enzimas ligninoliticas se producen durante el metabolismo secundario bajo
condiciones de nitrogeno limitado. Sin embargo, en Pleurotus ostreatus una alta concentracion
en el medio (34 mM, N como glutamato) no reprimia, sino mas bien estimulaba ligeramente la
mineralizacion de la lignina en comparacion con el medio limitado en nitrogeno. Asimismo, se
ha demostrado que la produccion de lacasas y peroxidasas depende de las especies y cepas del
género Pleurotus, las condiciones de cultivo (fermentacion sumergida o fermentacion de estado
solido), y de las fuentes de carbono, asi como las fuentes y concentraciones de nitrogeno (Staji¢
et al., 2006). Ya se han identificado, purificado, y clonado unas diversas lacasas de Pleurotus
spp. (Das et al., 1997).

2.7.1 Pleurotus, enzimas y otros microorganismos

Diversos estudios han reportado mayor mineralizacion y colonizacién del substrato donde
Pleurotus se cultivaba con microbiota del suelo. En la presencia de bacterias, Pleurotus puede
reaccionar de varias formas. En cultivos duales de Pseudomonas y Lentinula edodes, las enzimas
liticas fungicas degradan la pared bacteriana. Recientemente, se ha reportado un efecto positivo
sobre el crecimiento micelial de P. ostreatus inducido por la presencia de Pseudomonas
fluorescens (Velasquez-Cedefio et al., 2004).

Se ha descrito la produccion de lacasas como una respuesta al estrés ambiental. También

se ha reportado que una adaptacion preliminar de Pleurotus spp. a los metabolitos de
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Trichoderma spp. conducia a la induccion de la produccion de lacasa. Velasquez-Cedefio et al.
(2004) encontraron que la capacidad de T. longibrachiatum para competir en cultivos duales
disminuia en la presencia de otros microorganismos en los substratos. El efecto antagonico de las
bacterias de los substratos de hongos ha sido previamente observado y éste puede ser usado por
los productores de hongos para cultivar hongos bajo condiciones no estériles. La estimulacién de
las actividades de lacasa en el substrato pasteurizado podria contribuir al mejoramiento de la
capacidad de Pleurotus ostreatus para competir en el substrato pasteurizado, ademas del efecto
directo de las bacterias sobre T. longibrachiatum. Esto podria ser debido a que las
polifenoloxidasas son enzimas que catalizan reacciones de oxidacion que producen radicales.
Estos radicales son compuestos quimicos altamente reactivos, que pueden conducir a
perturbaciones de membrana. Se ha registrado un incremento de la actividad de lacasa in vitro,
en cultivos duales de P. ostreatus y T. longibrachiatum. Una isoforma de lacasa se produce mas
rapido cuando se cultiva P. ostreatus con T. longibrachiatum. Se debe intentar mejorar el
desarrollo en los substratos de cultivo de cepas bacterianas que pudieran inhibir el desarrollo de
Trichoderma, asi como promover el desarrollo de los hongos comestibles, produciendo asi
mejores rendimientos (Velasquez-Cedefio et al., 2004).

2.7.2 Estimulacion de produccion de enzimas por desechos lignocelulésicos

Recientemente, una extensa investigacion sobre hongos basidiomicetos se ha dirigido hacia el
objetivo de aislar nuevos organismos con enorme secrecion de enzimas ligninoliticas, asi como
enzimas con importantes propiedades para su aplicacion. Las principales enzimas asociadas con
la capacidad degradadora de lignina de hongos de la “pudricion blanca” son la lignina
peroxidasa, manganeso peroxidasa y lacasas. Algunos hongos de la “pudricion blanca” producen
todas estas enzimas, mientras otros producen sélo una o dos de ellas. Lentinula edodes (shiitake)
y Pleurotus spp. (“setas”) comprenden grupos de hongos comestibles con propiedades
medicinales importantes y aplicaciones biotecnoldgicas y medioambientales. Pueden producir las
enzimas extracelulares hidroliticas (celulasas y hemicelulasas) y oxidativas (ligninoliticas)
requeridas para degradar los principales componentes de la biomasa lignocelulésica a los
compuestos de bajo peso molecular que puedan asimilarse para la nutricion de los hongos. Es
importante evaluar la actividad de enzimas hidroliticas y oxidativas de Basidiomycetes mientras

se cultivan en la presencia de lignocelulosa, ya que en los substratos vegetales lignificados la

-44 -



celulosa, hemicelulosas, y lignina se encuentran ligadas. Ademas, el entendimiento de los
mecanismos fisiologicos que regulan la sintesis enzimatica en la bioconversion de lignocelulosa
podria ser Gtil para mejorar el proceso tecnoldgico de produccion de estos hongos comestibles.
Recientes estudios han mostrado que algunos desechos lignoceluldsicos estimulan la produccion
enzimatica por Basidiomycetes. Al comparar especies de Pleurotus y Lentinula edodes de
diversos origenes por primera vez en cuanto a su capacidad de producir enzimas
lignoceluloliticas en fermentacion sumergida (SF) y de estado solido (SSF) de diversos
materiales vegetales crudos, se demostré que la naturaleza del material lignocelulésico y el
método de cultivo de hongos son factores que determinan la expresion del potencial
lignocelulolitico de los hongos, asi como la proporcion de enzimas individuales en el complejo
enzimatico. La SSF de hojas de arbol es favorable para la secrecion de lacasa y MnP por la
mayoria de cepas de Pleurotus y L. edodes, mientras que la SF proporciona mejor produccion de
enzimas hidroliticas (Elisashvili et al., 2008).

En cultivos fungicos frecuentemente se puede inducir la actividad de lacasas afiadiendo
varios compuestos aromaticos al medio de crecimiento. En este aspecto, los tallos de algoddn son
superiores a otros desechos herbaceos para el cultivo de Pleurotus spp, ya que la degradacion del
tallo de algodon es mas rapida que aquella de la paja de trigo. La actividad enzimatica de P.
ostreatus se ve grandemente afectada por los medios de cultivo, por ejemplo, cuando se cultiva
en tallos de algodon, degrada principalmente lignina, mientras que, durante la colonizacién de la
paja de trigo, reduce significativamente el contenido de hemicelulosas. El extracto de tallo de
algodon (ETA) también estimula el crecimiento fangico en medios sintéticos; el componente
acelerador del crecimiento es mas soluble en solventes polares y se ha caracterizado como un
compuesto de tipo flavonoide. Asimismo, el ETA estimula la actividad de lacasa extracelular en
cultivos sumergidos. La induccion de la actividad de lacasa en esos cultivos estuvo
correlacionada con la concentracion de extracto suplementado (Locci et al., 2007; Ardon et al.,
1998).

2.8 Panorama general del cultivo de Pleurotus en México
2.8.1 Recursos genéticos de hongos
México es considerado un pais donde converge una notable diversidad bioldgica,

ecologica y cultural. Sin embargo, el cambio climético, la destruccion de habitats naturales, la
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pérdida del conocimiento tradicional, la biopirateria, la importacion de cepas comerciales, y la
escasa capacidad de conservacion in situ e in vitro representan serias amenazas en el corto plazo
para los recursos genéticos nativos de hongos comestibles y medicinales en México. Por si esto
fuera poco, la percepcion generalizada sobre la importancia de los hongos comestibles y
medicinales para la sociedad aun es muy baja. Esto dificulta la obtencién de financiamiento para
actividades de conservacion, investigacion y desarrollo alrededor de los hongos comestibles y
medicinales, sobre todo en un contexto de crisis econémicas globales recurrentes. Asi, los
recursos humanos, econdémicos y de infraestructura que actualmente se dedican a la preservacion
de los recursos genéticos de hongos comestibles y medicinales son minimos. Por otra parte, ya es
posible desarrollar estrategias integrales sobre los recursos genéticos nativos de hongos
comestibles y medicinales, involucrando su recoleccidn, conservacion, identificacion,
caracterizacion, y aplicaciones biotecnoldgicas. Pueden generarse asi nuevos productos e
innovaciones tecnoldgicas cuyo impacto sea notable, mejorando asi la percepcién social
(Morales et al., 2010). De esta forma, los Centros de Recursos Bioldgicos se han convertido en la
pieza fundamental para el desarrollo de las ciencias biolégicas y la biotecnologia en el siglo XXI.
Se trata de Centros que proporcionan los servicios estratégicos y el mantenimiento de células
vivas, genomas de organismos, y la informacion relacionada con la herencia y las funciones de
los sistemas bioldgicos.

En ese sentido a partir de 2004, el Colegio de Postgraduados Campus Puebla inicié el
establecimiento de un Centro de Recursos Genéticos de Hongos Comestibles (CREGENHC),
con los siguientes objetivos: 1) Mantener y conservar el germoplasma nativo procedente de
diversas regiones del pais; 2) Caracterizar el germoplasma nativo a nivel molecular,
principalmente el correspondiente al champifién (Agaricus), Pleurotus y Lentinula, generando
bases de datos asociadas; y 3) Establecer un programa de mejoramiento genético que combine
herramientas de genética clasica y molecular para desarrollar una nueva generacion de cepas
comerciales de hongos comestibles en México.

El CREGENHC cuenta con un total de 112 cepas nativas de hongos comestibles, que
representan 26 especies pertenecientes a los géneros Agaricus, Armillaria, Auricularia, Calvatia,
Coprinopsis, Ganoderma, Laetiporus, Lentinula, Neolentinus, Pleurotus, Stropharia y
Volvariella. Las cepas proceden de diversas regiones del pais, las cuales incluyen 14 Estados de
la republica (Sobal et al., 2007b).

-46 -



2.8.1.1 Recursos genéticos de Pleurotus

Los recursos genéticos de Pleurotus spp. representan un gran potencial para la agricultura
y la economia de nuestro pais, ya que se pueden desarrollar sobre una gran cantidad de
substratos lignocelul6sicos, mismos que se generan en grandes cantidades a lo largo y ancho de
nuestro territorio y son utiles no sélo para la alimentacion humana, sino también para otros
aspectos como la alimentacion animal, la medicina, la farmacia, la industria quimica, el control
biolégico, y la descontaminacion de suelos (Labarere & Bois, 2002).

La seccion del CREGENHC correspondiente al género Pleurotus esté integrada por 52
cepas procedentes de los Estados de Chiapas (11), Durango (1), Hidalgo (1), Jalisco (3), México
(1), Michoacéan (1), Morelos (11), Nuevo Ledn (2), Puebla (13), Tabasco (2), Tlaxcala (1),
Veracruz (3), y Yucatéan (2) [Sobal et al., 2007b].

Con base en la informacion morfoldgica, genética y molecular disponible en el
CREGENHC, se han logrado identificar seis grupos interestériles (GI) de Pleurotus, a partir de
los 15 GI reconocidos por Vilgalys et al. (1996). El anélisis de secuencias del ADNr (region
ITS), derivado de una matriz de distancia genética, indico la presencia de P. ostreatus (Jacq.) P.
Kumm. (GI-I), P. pulmonarius (Fr.) Quél. (GI-I1), P. djamor (Rumph. ex Fr.) Boedijn (GI-V), P.
cystidiosus O. K. Mill. (GI-VII), P. levis (Berk. & M. A. Curtis) Singer (GI-VIII), y Pleurotus
sp. (Morales et al., 2010; Huerta et al., 2010). Resulta interesante el caso de los recursos
genéticos de Pleurotus que se desarrollan sobre diversas especies de Agave en el altiplano
mexicano. Existen cuando menos tres poblaciones distintas de Pleurotus en este interesante
nicho ecoldgico. Aunque el estado taxondémico de P. sp. requiere de un completo analisis de
nomenclatura que involucre estudios morfologicos, genéticos, y moleculares. Se pueden
considerar al menos dos especies estrechamente emparentadas dentro de este complejo, P.
agaves Dennis y P. opuntiae (Durieu & Lév.) Sacc. Es posible que P. djamor, una especie
ampliamente distribuida en las regiones tropicales y subtropicales de Meéxico se traslape
geograficamente con P. ostreatus y P. pulmonarius en las tierras altas templadas, aunque esto
requiere ser confirmado. Asimismo, se requieren mas estudios particularmente en las regiones
norte sur y oriente, a fin de tener una mejor estimacion de la diversidad genética de las especies
de Pleurotus en México (Morales et al., 2010; Huerta et al., 2010). Con los programas adecuados
de mejoramiento, los recursos genéticos nativos representan una excelente alternativa para la in-

dustria, ante la importacion de cepas comerciales de otras regiones. Asimismo, también pueden
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obtenerse cepas comerciales para promover la produccion de hongos comestibles y medicinales
en las regiones tropicales y subtropicales del pais, hasta ahora no desarrolladas. Las especies
nuevas o novedosas identificadas representan una fuente potencial de valoracion real del
conocimiento tradicional, asi como de nuevos genes y propiedades funcionales para la salud
humana (Morales et al., 2010).

2.8.2 Avances del cultivo

El cultivo de hongos comestibles es una actividad productiva alternativa que adquiere
mayor auge en México desde el punto de vista ecoldgico, alimenticio y economico. La
produccién comercial de hongos comestibles se encuentra en su mayor parte, localizada en la
region central de México. Se aprovechan grandes cantidades de subproductos agricolas,
agroindustriales y forestales como substrato de cultivo, tales como pajas, pulpas, bagazos y
rastrojos. Substratos que se preparan para la siembra mediante fermentacion aerobia y/o
pasteurizacion con procesos tecnologicos de eficiencia variable. El cultivo de “setas” en
particular, es una actividad econémica con potencial de desarrollo que se realiza actualmente en
la mayoria de los Estados de la republica mexicana. EI nivel de desarrollo tecnoldgico de los
maodulos de cultivo es variable, desde cultivadores ocasionales con instalaciones muy rusticas y
producciones para autoconsumo 0 con unos cuantos kilogramos por semana, hasta empresas
formales con moédulos construidos ex profeso y produccion constante que alcanza en el mayor de
los casos las cien toneladas mensuales de “setas”. Existen probablemente menos de cien
unidades de produccion que superan un promedio diario de cien kilogramos en el pais y se
estima una produccion nacional superior a 2,100 toneladas anuales. La produccion rural de
hongos comestibles ha dado lugar a un gran nimero de pequefios productores (campesinos e
indigenas) con distintos tipos de organizacion, principalmente en el cultivo de “setas”, dada la
sencillez y bajo costo de implementacion del sistema utilizado. Este tipo de produccion es
normalmente constante, frecuente u ocasional, y una proporcion importante de productores
genera una produccion inestable o efimera, ya que no tienen apoyos suficientes de capital,
tecnologia, capacitacion ni asistencia técnica, tampoco planifican adecuadamente la
comercializacion del producto. La mayoria de los productores rurales dedican parte de la

produccién de hongos para el autoconsumo.
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Algunas entidades federales y estatales han promovido el cultivo de setas como una
estrategia de desarrollo social, otorgando el apoyo inicial para la implementacién de modulos.
Por otra parte, muchos cultivadores independientes han iniciado el cultivo por motivacion propia.
Sin embargo, a pesar de las muchas experiencias exitosas, se observa que gran cantidad de
iniciativas han aparecido y desaparecido sin dejar registro (Morales et al., 2007; Sanchez et al.,
2007).

2.8.3 Dificultades encontradas en el cultivo

Existen diferentes problemas a los que se enfrenta la industria nacional de hongos
comestibles que impiden su crecimiento. Algunos de los cuales estan relacionados con aspectos
de la comercializacién y otros mas referentes a los escasos estudios de investigacion. Junto a la
agudizacion de la escasez de recursos econémicos, se encuentran algunos problemas afiejos, tales
como la desconfianza de ciertos sectores de la poblacion por considerarlos venenosos, asi como
la variable y en ocasiones baja calidad del producto (Martinez-Carrera et al., 1993). Dentro de
esos diferentes problemas a los que se enfrenta la industria de hongos comestibles y que han
limitado su crecimiento, se encuentran los relacionados con el estudio de las caracteristicas
propias de la cepa y como estas pueden influir sobre la comercializacion. Sin embargo, otros
aspectos han sido relativamente ignorados (Martinez-Carrera et al., 1993). Las causas
particulares por las cuales muchos de los modulos de produccion antes mencionados han
desaparecido sin dejar registro seguramente han sido variadas, sin embargo, sobresalen los
siguientes puntos: problemas técnicos ligados a la produccién, deficiencias en la disponibilidad
de “semilla” de calidad, falta de personal calificado, problemas de comercializacion, problemas
administrativos y problemas de organizacion tanto interna como entre productores.

Entre los problemas directamente relacionados con la produccion se encuentra las plagas
y enfermedades que han provocado disminuciones en la produccion de hasta 40-50% (Sanchez et
al., 2007; Sobal et al., 2007b).

Por otra parte, practicamente las especies preferidas por los cultivadores y los
consumidores mexicanos son: P. ostreatus, mayoritariamente, y P. pulmonarius, en segundo
término. Por ello es importante destacar que:

e Existe poca diversificacion en cuanto a especies y variedades cultivadas comercialmente.
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e Aunque hay varios reportes sobre el cultivo experimental y semicomercial de P. djamor
(la especie silvestre mas comun en el pais), no se han desarrollado cepas para uso
comercial de esta especie.

e Serequiere trabajar mas la seleccion de cepas y aprovechar el valioso recurso genético de
P. djamor.

e Los cultivadores raramente utilizan diferentes cepas en funcion del substrato o de la
época del afio. Esto podria incidir en una utilizacion insuficiente de la infraestructura
productiva.

e Las cepas cultivadas son en su mayoria de origen extranjero, y es notorio que hace falta

desarrollar cepas mejoradas para las necesidades locales (Sanchez et al., 2007).

2.8.3.1 El problema de las plagas y enfermedades en México

Como las técnicas de produccion de hongos comestibles en México no son tan
especializadas y tecnificadas como en otros paises desarrollados, esta condicién puede provocar
pérdidas de graves consecuencias y, eventualmente, afectar drasticamente la produccion y la
rentabilidad del cultivo. Algunos estudios previos demuestran que la presencia de plagas y
enfermedades de las “setas” puede disminuir hasta en mas de 40% la produccion, y que el
principal complejo contaminante esta formado por los “mohos verdes”, esencialmente del género
Trichoderma.
De aqui se deriva la importancia que tiene el identificar las especies que se encuentran
contaminando los cultivos de hongos comestibles en nuestro pais, evaluar la capacitacion de los
productores y establecer las medidas preventivas y de control para evitar principalmente la
infestacion de Trichoderma aggressivum f. aggressivum, especie responsable de grandes
pérdidas econdmicas desde los 1980s provocando el cierre de innumerables plantas productoras
y afectando la produccion de hongos comestibles alrededor del mundo (Ortega-Garrido, 2002).
No existen variedades resistentes a estos contaminantes y el empleo de productos quimicos no es
aconsejable, por lo que el mejor medio de control es la buena preparacion del substrato y el
empleo de medidas preventivas.

Los insectos son también un problema que agobia a los productores, sobre todo en las
instalaciones de tipo rustico. En general, es necesario reforzar la capacitacion y la asistencia a los

productores y difundir informacion relacionada para que la persona a cargo del mddulo esté
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capacitada para manejar su situacion particular. El primer paso para un eficiente manejo
integrado de plagas es la busqueda de informacién y del conocimiento de la plaga en cuestion
(Fletcher et al., 1986).

A partir de 1996, el grupo de investigacion del Colegio de Postgraduados, Campus
Puebla, inici6 investigaciones bésicas, aplicadas y socioecondmicas sobre el problema causado
por la presencia de Trichoderma spp. en la produccion comercial de hongos comestibles en
México, ya que como se ha mencionado, diversas especies de Trichoderma ocasionan serias
pérdidas econdmicas, tanto a pequefios como a grandes productores de hongos comestibles. La
mayor parte de los registros corresponden a plantas rasticas productoras de setas, donde se han
reportado problemas de contaminacion por Trichoderma hasta en 33% de los productores de la
region central del pais (Sobal et al., 2007b).

En el estudio de Ortega-Garrido (2002) en siete plantas productoras de hongos de los
Estados de México, Morelos, Puebla, Tlaxcala y Veracruz, se observo que Trichoderma spp. se
encuentra en el 75% de las plantas estudiadas, principalmente en las areas de incubacion-
produccion (62.5%), alcanzando hasta el 50% de incidencia en las unidades de produccién
muestreadas. Por su parte, Coprinus spp. se presenta en el 25% de las plantas en la fase de
incubacion-produccion. En el 37.5% de las plantas se encontrd6 Pseudomonas spp. en las areas
de produccién. En cuanto a la incidencia de plagas, se observo la presencia de mosquitas de los
géneros Lycoriella spp. y Drosophyla spp. en el 100% de las plantas, principalmente en el area
de produccion.

Con relacion al control de mohos, la gran mayoria de los productores aplica el fungicida
Benlate (35.5% del ingrediente activo benomilo), aplicado sobre el substrato antes de la siembra
6 como aspersion diluida durante la pasteurizacion (10 ¢/200 L de agua) para intentar
controlarlos. Sin embargo, esta medida no ha sido muy eficiente, debido probablemente a que los
mohos han generado resistencia al producto (Ortega-Garrido, 2002).

En 2004, el grupo de investigacion del Colegio de Postgraduados detectd la presencia de
cepas agresivas micoparasitas de T. aggressivum f. aggressivum, identificada con técnicas
clasicas y moleculares, en muestras de substrato (compost) contaminado proporcionado por la
empresa Hongos de México, S. A. Esta empresa, cuyos voliumenes de produccién ascienden a 55

toneladas de champifiones por dia, ha llegado a tener disminuciones hasta del 50% en su
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produccion y pérdidas economicas millonarias debido al ataque de T. aggressivum f.

aggressivum (Sobal et al. 2007Db).

2.8.4 Seleccion y mejoramiento genético

Pleurotus ostreatus (Jacq.) P. Kumm. y especies emparentadas dentro del complejo de P.
ostreatus, son hongos comestibles comercialmente importantes en muchos paises del mundo.
Dado el interés que despierta la produccién de Pleurotus, sobre todo por la motivacion de
posibles exportaciones hacia mercados internacionales y por el aprovechamiento que pudieran
hacer diferentes grupos organizados de agricultores, y porque actualmente la mayoria de cepas
de hongos comestibles usados en Latinoamérica son importados de otras regiones,
principalmente de Europa, Norteamérica, y el Sureste de Asia, se hace necesaria la necesidad de
fortalecer esta tecnologia con cepas autoctonas eficientes (Matsumoto et al., 1995). Por otra
parte, el cultivo potencial de especies de Pleurotus en los paises subtropicales parece
prometedor, por lo que la propiedad para fructificar a temperaturas elevadas es una caracteristica
esencial para el cultivo de hongos en los paises subtropicales y tropicales, donde el costo de
comprar y operar equipo de enfriamiento lo haria prohibitivo. Esta es la razon de evaluar y
seleccionar cuidadosamente material bioldgico silvestre, capaz de adaptarse exitosamente a las
necesidades individuales de cada area especialmente de cepas locales, que s6lo requieran de un
minimo trabajo de cruzamiento, antes de ser incluidas en un proceso de produccidon comercial
(Zervakis & Balis, 1992). En México, dada la importancia que ha tenido en los ultimos afios el
cultivo y comercializacion de especies del género Pleurotus en regiones tropicales, actualmente,
una de las lineas de mayor interés sobre el tema es la seleccion y mejoramiento genético de cepas
con altos rendimientos adaptadas a estas condiciones ambientales (Gaitan-Hernandez &
Salmones, 1996).

El desarrollo de nuevos y mejores cultivares de Pleurotus es importante para promover su
produccion comercial. Aunque los aislamientos silvestres de P. ostreatus pueden proporcionar
valiosos recursos genéticos para propdésitos de reproduccion, ha habido poca investigacion basica
respecto al parentesco genético intraespecifico entre ellos (Matsumoto et al., 1995). El
aislamiento y mejoramiento genético convencional de cepas nativas son recientes, estan muy

poco desarrollados y se caracterizan por una falta de estudios moleculares. En este caso, la
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colecta y la evaluacion de los recursos genéticos nativos representa un paso muy importante para
la optimizacion de la produccion local a escala comercial, no s6lo porque se pueden obtener
aislamientos bien adaptados y alta calidad para la produccion de semilla, sino también para el
manejo y conservacion del germoplasma fungico nativo (Hernandez-lbarra et al., 1995;
Martinez-Carrera, 2000). El trabajo intensivo de reproduccion sobre cepas nativas que involucre
genetica clasica y molecular es una prioridad maxima, particularmente respecto a la tolerancia a
elevadas temperaturas y resistencia a hongos competidores (especialmente Trichoderma spp.), ya
que como ya se menciond, las cepas comerciales ahora disponibles son importadas de paises
templados y son mas susceptibles a una variedad de plagas y enfermedades (Martinez-Carrera,
2000).

Por otra parte, las cepas silvestres de hongos comestibles deben ser “domesticadas”, toda
vez que no son eficaces para el cultivo masivo por su produccion baja, inestable y con
caracteristicas de poco valor comercial. A diferencia de lo que sucede con las plantas, se requiere
de relativamente poco tiempo de investigacion sistematizada para seleccionar y adaptar los
hongos al cultivo a gran escala, puesto que sus ciclos de vida son bastante cortos (12-30 dias).
Dicha domesticacion se lleva a cabo por medio de un proceso de seleccion dirigida de las
caracteristicas deseadas, tales como alto rendimiento, crecimiento rapido, resistencia a
enfermedades, valor nutritivo y textura, olor y color de los cuerpos fructiferos (Martinez-Carrera
etal., 1993).

Un aspecto adicional es que los hongos comestibles, en particular, los de la “pudricién
blanca” como Pleurotus, secretan diversas enzimas que les permiten degradar substratos
lignocelulésicos. Un mayor conocimiento de este sistema multienziméatico podria llevar a
modificar y mejorar procesos como la produccién de hongos comestibles y la degradacion de
desechos lignocelulésicos.

2.9 La culturay los hongos comestibles
En un sentido general, el término “cultura” se define como un comportamiento y

pensamiento humano socialmente imitado con las propiedades de ser compartido, simbdlico,
integrado, aprendido, transmitido trans-generacionalmente y adaptable. De estas caracteristicas,
las Gltimas tres se reflejan en la aparicion, permanencia o extincion de los usos de los recursos
naturales (Bodley, 2005).

Los hongos han sido un recurso que desde tiempos antiguos, el hombre ha utilizado como
alimento, como medicamento o con un fin religioso. Los hongos han estado presentes en la vida
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del hombre desde tiempos remotos, lo que se puede comprobar con las figurillas de barro del afio
100 a. C. EI hombre fue conociendo a los hongos por ensayo Y error, lo que en ocasiones tuvo
graves consecuencias, de modo que poco a poco fue seleccionando los hongos que le eran Utiles,
y al recolectarlos, dispersaban segmentos de ellos por la zona para poder asegurar tener ese
recurso en otra ocasion. Este procedimiento fue una forma muy empirica de poder producir los
hongos comestibles, que incluso esa practica se sigue haciendo aun en nuestros dias, en las
comunidades cercanas a los ecosistemas donde en forma natural se desarrollan los hongos. Asi,
los hongos han formado parte de las relaciones historicas del hombre y su medio ambiente
(Chang & Miles, 1989; Furst et al., 1995; Oei, 1996).

El significado cultural (SC) es una clave en la etnobiologia cuantitativa que ofrece la
posibilidad de hacer inferencias acerca de los sistemas tradicionales de nomenclatura, uso,
apropiacion y valoracion de los recursos naturales. El significado cultural de un organismo ha
sido definido como la importancia del papel que el organismo juega dentro de una cultura
particular (Hunn, 1982).

El primer modelo tedrico del SC parte de las siguientes suposiciones: SC es igual a uso,
cuando “el uso” se interpreta en su contexto mas general, lo que quiere decir que conocer algo es
usarlo. El SC varia en cantidad, intensidad y exclusividad. El producto de estas tres variables
determina el “valor de uso” de cada uso, asi el Indice de SC de un organismo es la suma de sus
“valores de uso” (Turner, 1988).

En el caso de los hongos comestibles, este indice puede contener entre otras variables las
siguientes: frecuencia de mencidn, percepcion de abundancia, frecuencia de uso, sabor, uso como
alimento multifuncional, transmision de conocimiento, salud y economia. La aplicacién
adecuada de cuestionarios que incluyan preguntas sobre las variables mencionadas a una muestra
de informantes de la comunidad en estudio podréa proporcionar una imagen del SC que tienen los
hongos comestibles en dicha comunidad o grupo étnico.

Los hongos comestibles se recolectan en méas de 80 paises alrededor del mundo. Su valor
estimado de venta es de aproximadamente 2 mil millones de dolares al afio. En las areas rurales,
particularmente en los paises no desarrollados, los ingresos obtenidos por los hongos completan
la economia de las familias pobres (Boa, 2004). Por esa razon, se puede esperar que el valor
monetario de los hongos pudiera afectar considerablemente su SC en los lugares donde se
comercializan. Es dificil calcular el nimero de géneros de hongos comestibles, y todavia mas
dificil calcular el nmero de especies de hongos que producen setas lo suficientemente sabrosas
y numerosas como para ser consideradas Utiles como alimento, ya que los gustos y costumbres
locales influyen en la aceptabilidad de una especie de hongo comestible. Asi, qué tan comestible
es un producto representa un atributo subjetivo influenciado por la costumbre y la cultura (Chang
& Miles, 1989).

En México, aproximadamente 30 hongos (incluyendo liquenes) se usan con propdsitos
medicinales (Guzman, 1994), no se les aplica el concepto de medicina-alimento. O sea, ningun
hongo se consume como nutriente y medicina al mismo tiempo. Esto contrasta con Asia (Corea,
Japén y China) donde esto es bastante comin y casi 300 especies fungicas se usan como
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medicina (Ying et al.,1987). La gente siempre esta consciente de que un error en la identificacion
de hongos podria ser fatal. Los hongos comestibles silvestres forman parte de la diversidad
bioldgica, ecoldgica y cultural de México, han constituido parte importante de una estrategia
tradicional de subsistencia, la cual data de épocas prehispénicas y que se basa en el uso multiple
de los recursos naturales. Evidencias de su uso pueden situarse desde epocas prehispéanicas,
plasmadas en codices indigenas, en la época colonial con las descripciones de soldados y
misioneros espafioles del siglo XV1 y a finales del siglo XIX'y principios del siglo XX como los
trabajos de algunos naturalistas extranjeros. Es decir existe una tradicion micofaga. Muchas de
estas tradiciones se mantienen hasta nuestros dias, mediante practicas familiares de recoleccion
en épocas debidamente caracterizadas. Estas practicas desarrolladas por los “hongueros”, como
se les conoce a los recolectores de hongos, se realizan con fines de autoconsumo o
comercializacion a baja escala, en los mercados populares de poblaciones aledafias. De la misma
manera, como seguramente se realizaban en los mercados prehispanicos. Sin embargo, dicha
tradicion, vasto conocimiento y riqueza de especies se esta perdiendo paulatinamente, debido a la
destruccion de las regiones boscosas del pais y al proceso de transculturacion a que estan siendo
sometidos los grupos étnicos (Villarreal L. & Pérez-Moreno, 1989).

2.9.1 La produccion de hongos comestibles y la transformacion cultural

La palabra produccion se refiere a la accion de producir, crear, elaborar, fabricar, engendrar,
criar; y en el caso de la produccion de hongos comestibles, es el proceso por el cual se obtienen
los hongos que se desean, en una forma controlada o semicontrolada, ya sea a pequefia o a gran
escala.

El aprovechamiento energético es el motor de las transformaciones culturales, ya que
estimula la transformacion de la tecnologia disponible, tendiendo siempre a mejorar. Asi, la
cultura estd determinada por la forma en la que el grupo humano aprovecha su entorno,
obteniendo de éste energia. Y en el caso de la produccion de hongos comestibles, se puede
considerar que es una forma inteligente de aprovechar el entorno y obtener energia, ya que por
una parte, se estan empleando los residuos agricolas y agroindustriales, evitando contaminar el
ambiente, lo cual implica ahorrar energia, tanto para el hombre, como del ecosistema, ya que se
resuelve el problema en gran parte de la degradacion de dichos materiales, gracias a la capacidad
degradadora de los macromicetos. Por otra parte, se estan obteniendo los cuerpos fructiferos del
hongo, en un corto tiempo, con el uso de una cantidad limitada de agua, en un espacio reducido,
lo cual refleja el manejo de ciertos conocimientos referentes al ciclo de vida de este tipo de
organismos, obteniendo eficientemente energia, traducida como alimento. Y, finalmente, el
substrato degradado, en vez de representar un problema para el hombre, resulta ser un alimento
enriquecido para el ganado, a un costo bajo; o bien un excelente abono organico para la tierra de
cultivo, acortando los tiempos para los ciclos del nitrégeno y el carbono. Por otra parte, este tipo
de substratos degradados por los hongos comestibles tambien pueden favorecer a la degradacion
de substancias contaminantes, como colorantes e hidrocarburos.
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I11. PROBLEMA DE INVESTIGACION

México es un pais de notables diversidad bioldgica, ecoldgica y cultural. En este contexto, los
hongos comestibles representan un importante recurso genético, el cual es apreciado y
consumido por las comunidades indigenas y campesinas, asi como por la sociedad en general.
Todas las especies de hongos comestibles producidas comercialmente en México han sido
importadas de de diversas regiones, tales como Europa, Norteamérica y el E y SE de Asia. A la
fecha, no existen estudios en el pais sobre el potencial de los recursos genéticos nativos de
especies de hongos comestibles ampliamente valoradas por el conocimiento tradicional de las
comunidades, empleando metodologias modernas para su identificacion. El analisis a
profundidad de estos recursos genéticos permitiria diversificar las especies de hongos
comestibles comercialmente cultivados en México, y determinar nuevas caracteristicas y
propiedades que pueden derivar en diversas aplicaciones biotecnoldgicas. Este seria el caso, por
ejemplo, de nuevas cepas de hongos comestibles con resistencia genética al ataque del “moho
verde” (Trichoderma aggressivum), el cual representa una seria amenaza para el cultivo de

hongos comestibles a pequefia y gran escala en México.
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IV. HIPOTESIS Y OBJETIVOS
HIPOTESIS

Es posible producir en condiciones de laboratorio los recursos genéticos nativos de los
“Hongos del Maguey” de la region central de México, los cuales pueden ofrecer mayor o
igual adaptabilidad a las condiciones locales que las cepas extranjeras cultivadas

actualmente.

Las cepas nativas de Pleurotus aisladas de plantas de Agave presentan mas resistencia
genética natural al ataque del “moho verde” Trichoderma aggressivum f. aggresivum que la

cepa comercial.

OBJETIVOS
Objetivo General:

Caracterizar y seleccionar cepas de Pleurotus comercialmente competitivas para la
produccion rural y el mercado nacional, a partir de los recursos genéticos nativos apreciados

y consumidos por las comunidades indigenas y campesinas.

Objetivos Particulares:

Recolectar, aislar, caracterizar, identificar y seleccionar especies de Pleurotus que formen
parte del conocimiento tradicional de las comunidades rurales de la region central de
México.

Recolectar, aislar, caracterizar, e identificar cepas agresivas del “moho verde” (Trichoderma
aggressivum), las cuales ocasionen problemas de produccion y pérdidas econdémicas a los
productores de hongos comestibles en México.

Establecer una estrategia para incorporar las cepas seleccionadas a nivel campo, para que

puedan ser utilizadas en las plantas rasticas de productores rurales de hongos comestibles.
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V. METODOLOGIA

El esquema de trabajo que se siguid en la presente investigacion se muestra en la Figura 5.1.

Pleurotus spp.

v

Recoleccion de recursos
genéticos desarrollandose en
plantas de maguey (Agave)

Trichoderma spp.

'

Recoleccion de cepas en
plantas productoras de
hongos comestibles

' '

Caracterizacion clasica:
- Macroscopica
- Microscopica
-TD
- Competitividad comercial
- Organoléptica

A 4

Caracterizacion enzimatica:
-Cinética de lacasas
-Produccioén de biomasa
-Produccion de proteina
-PAGE

\4
Caracterizacion molecular:
- Extraccion ADN
- PCR
- Purificacion ADN
- Secuenciacion
- Analisis filogenético

v

Confrontacion “in vitro” de Pleurotus
y Trichoderma

Estrategia de aplicacion de los

genotipos de Pleurotus
seleccionados a nivel campo

Figura 5.1. Esquema de trabajo realizado para la caracterizacion y seleccién de las cepas de
Pleurotus spp. aisladas de cuerpos fructiferos que crecen sobre el maguey,
proporcionadas por el Centro de Recursos Genéticos de Hongos Comestibles
(CREGENHC) del COLPOS, Campus Puebla.
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Para el desarrollo de la presente investigacion fue necesario realizar recolecciones de
hongos del género Pleurotus en la zona centro del pais, asi como muestras de mohos del género

Trichoderma, aislados de plantas productoras de hongos comestibles.

5.1 Recoleccidn de recursos genéticos de hongos comestibles y cepas de mohos

Se realizaron salidas de campo a diversas localidades de los Estados de Hidalgo, Morelos,
Puebla, y Tlaxcala para recolectar cuerpos fructiferos de Pleurotus creciendo sobre la base de las
plantas de maguey. Por su parte, para la obtencion de muestras de Trichoderma contaminando
substratos comerciales, se llevaron a cabo visitas a plantas productoras de hongos comestibles en
diversos Estados de la Republica. Todas las cepas aisladas y aquellas de referencia estan
depositadas en el Centro de Recursos Genéticos de Hongos Comestibles, Funcionales y
Medicinales (CREGENHC) del COLPQOS, Campus Puebla (Tabla 5.1). Las cepas de Pleurotus
se mantuvieron y resembraron en el laboratorio en medio de agar con extracto de malta (EMA),
mientras que las cepas de Trichoderma se matuvieron y resembraron en medios de agar con
dextrosa y papa (PDA) y completo con extracto de levadura (liquido, CYM). Tanto el EMA
como el PDA se prepararon de acuerdo a las instrucciones de la empresa, mientras que la
composicion del CYM fue (g/L agua destilada): dextrosa, 20; peptona, 2; extracto de levadura, 2;
MgSQO,.7H,0, 0.5; KH,PO,, 0.46; K;HPO,, 1; y agar, 20. En las Tablas 5.1 y 5.2 se presenta la
lista de cepas estudiadas de Pleurotus (24) y Trichoderma (14), respectivamente. La
investigacion incluyo tres cepas de referencia de P. djamor y P. ostreatus (Tabla 5.1).

3.2. Caracterizacion clésica

3.2.1. Caracteristicas macroscopicas y microscopicas de las cepas estudiadas

Se determinaron las principales caracteristicas macroscopicas de las colonias (color, densidad,
textura, micelio aéreo), en los medios de cultivo CYM, EMA y PDA (Difco, E.U.A.) [Sobal et
al., 1989]. Por otro lado, se considerd la presencia de fibulas, dimension de las fibulas (largo x
ancho), numero de fibulas por campo a 100x (Microscopio Karl-Zeiss), diametro de las hifas y

presencia de estructuras en forma de perilla con pedinculo.
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Tabla 5.1. Cepas de Pleurotus sp. aisladas de cuerpos fructiferos que crecian silvestres sobre la
base de plantas de maguey, asi como las cepas de referencia consideradas en el presente

estudio.
Codigo Especie Origen (Estado) Substrato
Cepas de referencia
CP-50 P. ostreatus (Jacg.) P. Kumm. Comercial Hibrido mejorado
. ) . Tronco en
CP-253 P. djamor (Rumph. : Fr.) Boedijn Tabasco -
descomposicion
CP-468 P. djamor Morelos Tronco en

descomposicién

Cepas de estudio

CP-98 P. sp. Hidalgo Maguey
CP-194 P. sp. Tlaxcala Maguey
CP-358 P. sp. Puebla Maguey
CP-359 P. sp. Puebla Maguey
CP-360 P. sp. Puebla Maguey
CP-361 P.sp. Puebla Maguey
CP-362 P.sp. Puebla Maguey
CP-363 P.sp. Puebla Maguey
CP-364 P.sp. Puebla Maguey
CP-365 P. sp. Puebla Maguey
CP-366 P. sp. Puebla Maguey
CP-373 P. sp. Morelos Maguey
CP-375 P. sp. Morelos Maguey
CP-376 P.sp. Morelos Maguey
CP-424 P. sp. Morelos -

CP-425 P.sp. Morelos Maguey
CP-426 P. sp. Morelos Maguey
CP-460 P. sp. Guerrero Maguey
CP-515 P. sp. Puebla Maguey
CP-516 P. sp. Puebla Maguey
CP-517 P. sp. Puebla Maguey
CP-518 P.sp. Puebla Maguey
CP-524 P. sp. Puebla Maguey
CP-525 P. sp. Puebla Maguey
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Tabla 5.2. Cepas de Trichoderma aisladas de muestras de substrato contaminado procedente de
plantas productoras de hongos comestibles de diversos Estados del pais.

Caddigo Especie (g;tlggg) Cultivo asociado
CPM-37 Hypocrea sp. Puebla Lentinula edodes
CPM-38  Trichoderma aggressivum f. aggressivum Samuels & W. Gams ~ México Lentinula edodes
CPM-78  Trichoderma longibrachiatum Rifai Puebla Lentinula edodes
CPM-103 Trichoderma aggressivum f. aggressivum Durango Pleurotus
CPM-108 Trichoderma sp Puebla Ganoderma
CPM-109  Trichoderma aggressivum f. aggressivum Veracruz Agaricus
CPM-110 Hypocrea sp Veracruz Agaricus
CPM-111  Trichoderma aggressivum f. aggressivum Veracruz Agaricus
CPM-112  Trichoderma aggressivum f. aggressivum Veracruz Agaricus
CPM-113  Trichoderma aggressivum f. aggressivum Veracruz Agaricus
CPM-114  Trichoderma sp Puebla Ganoderma
CPM-115 Trichoderma aggressivum f. aggressivum Guanajuato Pleurotus
CPM-116  Trichoderma citrinoviride Donacidon -

CPM-117  Trichoderma sp. Donacion -

5.2.2. Determinacion de la tasa de desarrollo (TD)

Esta variable se evalué determinando el maximo crecimiento lineal promedio de las colonias
(mm) cada tercer dia en cajas de petri (60 x 15 mm) con los medios de cultivo CYM, EMA y
PDA. En todos los casos, se obtuvo el promedio de tres réplicas experimentales (Martinez-
Carrera et al., 1986; Sobal et al., 1989).

5.2.4. Evaluacion de la competitividad comercial a nivel de mddulo experimental

La competitividad comercial de los hongos comestibles se definid en la presente investigacion
como las caracteristicas de una cepa que representan valor comercial. Dichas caracteristicas se
evaluaron a partir de la inoculacion con las siguientes variables: periodo para la colonizacion del
substrato (CS, dias), periodo para la aparicion de los primeros primordios de fructificacion (APP,
dias), periodo para obtener la ultima cosecha (TUC, dias), eficiencia bioldgica (EB, %) y tasa de
produccion (TP). La EB se determind dividiendo el peso himedo de los cuerpos fructiferos
obtenidos entre el peso seco del sustrato empleado al momento de la inoculacién, lo cual se
expreso en porcentaje (Tschierpe et al., 1977). La TP se evalud dividiendo la eficiencia biolégica

entre el periodo de produccidn de las cosechas.
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Preparacién de la “semilla”. Se emplearon granos de trigo estériles (121°C, 1 h) con una
humedad aproximada del 65+5%, colocados en frascos de vidrio de boca ancha. La inoculacion
de los granos se realiz6 colocando un subcultivo de placa de agar de las cepas estudiadas, bajo
condiciones asépticas. Los frascos inoculados se incubaron a 22-25°C hasta la completa

colonizacion de los granos por parte del micelio (Stoller, 1962).

Substrato. La preparacion del aserrin suplementado se llevo a cabo de acuerdo a la formula
COLPOS-17 (C17, Tabla 3.3), la cual se homogenizo y esterilizé a 121°C por 1 h en bolsas de

polipropileno con microfiltro (ca. 2.5 kg de sustrato por bolsa; 20 x 50 cm, Unicorn, E.U.A.).

Inoculacion del substrato y fructificacion. Las bolsas de polipropileno con aserrin
suplementado esterilizadas se inocularon homogéneamente con la “semilla” previamente
preparada. Los sustratos inoculados se incubaron a 27.5+0.5°C. Cuando el micelio de las cepas
colonizo6 completamente los sustratos, las bolsas se trasladaron al modulo experimental para su
fructificacion en condiciones apropiadas de humedad (75+5%), temperatura (27+1°C), luz diurna
indirecta, y aeracion (extraccion de aire por 1 h, cada ca. 8 h). Se realizaron 4-5 réplicas

experimentales.

Tabla 5.3. Composicién de la formula COLPOS 17 y sus proporciones en peso seco.

Peso de la
materia
Componentes .
prima

()
1. Bagazo de cafa (Saccharum officinarum L.) 29.9
2. Salvado de trigo comercial 69.3
3. Aserrin encino (Quercus acutifolia Ne€) 149.9
4. Aserrin Bursera (B. simaruba (L.) Sarg. 28.7
5. Olote de maiz (Zea mays L.) 63.4
6. Ca (OH), 10.5
7. CaS0Oq 42.0
Total peso seco 393.7
8. H,O (ml) 606.3
Total (peso himedo) 1,000.0
Peso humedo de la unidad de produccién (UP, g) 2,500.0
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5.2.5. Caracteristicas organolépticas

5.2.5.1. Prueba preliminar de las caracteristicas organolépticas

Un aspecto importante para poder introducir nuevas cepas al mercado de la produccion de
hongos comestibles son las caracteristicas organolépticas. Por tal motivo se realizd una
caracterizacion del sabor y consistencia a los cuerpos fructiferos producidos. Los hongos se
cocinaron Unicamente con aceite de maiz (Mazola) y sal, para evitar al maximo interferencias de
otros sabores, asi como percibir mejor sus caracteristicas. Se establecio una escala de 5 puntos
para especificar el sabor, y otra escala de 7 puntos para determinar la consistencia de las

muestras de hongos (Tabla 5.4).

Tabla 5.4. Escalas de sabor y consistencia definidas en este estudio para determinar las
caracteristicas organolépticas de los cuerpos fructiferos cocinados de las cepas estudiadas
de Pleurotus.

No. Escala de sabor*: No. Escala de consistencia:
0 Insipido 0  Muy suave
1  Sabor poco intenso (ligero) 1  Suave
2  Agradable (moderado) 2 Firme suave
3  Sabroso (intenso) 3  Firme, similar a la “carne”
4 Delicioso (muy intenso) 4 Ligeramente coriacea
5  Coriacea
6  Muy coriacea

* = Evaluacion adaptada a la escala de Anzaldua (2005).

5.2.5.2. Prueba grupal de las caracteristicas organolépticas (exploratoria de las
preferencias)

Para estimar el impacto de las cepas de Pleurotus, correspondientes a los “Hongos del Maguey”

se realizaron dos evaluaciones:

1) Preferencia de compra: se solicitd a los encuestados que registraran el orden de preferencia
de compra por aspecto (de mayor a menor grado) de hongos frescos representativos de cada cepa
(Figura 5.2).

2) Degustacidn de los hongos: Para la evaluacion exploratoria de las caracteristicas de olor,
sabor y consistencia con el consumidor, se utilizd una escala de 9 categorias, de acuerdo con

Anzaldua (2005) [Tabla 5.5]. Se eligieron al azar 16 jueces consumidores (9 mujeres y 7
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hombres). Solo se evaluaron fueron las cepas CP-363, CP-425, CP-426 y CP-460), tomando
como referencia dos cepas comerciales (CP-50 y Monte Rey). Esta prueba se consideré como
exploratoria de las preferencias de los consumidores, ya que el nimero de participantes fue bajo
(Ellis, 1961; ASTM, 1968).

Tabla 5.5. Escala de sabor y consistencia definida en este estudio para determinar las
caracteristicas organolépticas de los cuerpos fructiferos cocinados de las cepas estudiadas
de Pleurotus.

No. Escala de olor/sabor/consistencia*:
1 Me gusta muchisimo

2  Me gusta mucho

3  Megusta

4 Me gusta moderadamente
5 Indiferente
6

7

8

Me disgusta moderadamente
Me disgusta
Me disgusta mucho

9  Me disgusta muchisimo
* = Evaluacion adaptada a la escala de Anzaldua (2005).

5.3. Caracterizacion enzimética

5.3.1. Evaluacion de la produccion de lacasas por Pleurotus

La metodologia para la determinacién de lacasas, proteina, biomasa y electroforesis en gel de
poliacrilamida (PAGE) se defini6 durante la estancia de la alumna en el Instituto de
Biotecnologia de la Universidad Nacional Autobnoma de Meéxico, en el laboratorio del Dr.
Leobardo Serrano Carredn (Bourbonnais & Paice, 1990; Vidal, 2007; Casasanero-Ordufia, 2008;

Flores et al. 2009; Flores et al. 2010). Dicha metodologia se describe a continuacion.

5.3.1.1. Preparacion de materiales y medio liquido

El extracto de malta liquido (EML) se prepar6 pesando 10 g de malta comercial en el vaso de
precipitado y agregando 500 ml de agua destilada, se agité en parrilla ((Corning, E.U.A.,
velocidad 3). EI EML se ajust6 a pH= 6.0 con &cido fosforico al 50% y NaOH 0.4 M. El medio
de cultivo (90 ml) se distribuyé en matraces Erlenmeyer (500 ml), cubriéndolos con tapones
SIMAX y papel aluminio, para esterilizarlos a 121°C durante 20 min. Paralelamente, se
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esterilizaron el vaso de acero inoxidable (80 ml, Tipo BOSCH, Modelo 0601608034) y una

probeta de 10 ml, cubriéndolos con papel aluminio.

5.3.1.2. Inoculacion del medio liquido

Se cort6 placa de agar con micelio (1 cm?) a partir de una caja de petri en pleno crecimiento
fangico sobre medio de cultivo Agar-Malta (AM: agar bacterioldgico + 2% de malta comercial,
Drogueria Cosmopolita). Diez fragmentos de dicho inéculo (1 cm?) se colocaron asépticamente
al vaso de acero inoxidable estéril con ca. 30 ml de EML y se homogenizaron a 30,000 rpm
durante 10 s. El rotor del homogenizador se lavo con ca. 20 ml de EML y se transvaso (ca. 10
ml) a la probeta estéril para inocular cada matraz de Erlenmeyer que contenia 90 ml de EML.
Los matraces inoculados (100 ml en total) se incubaron en agitacion (150 rpm) a 25°C durante 4
dias (New Brunswick Scientific, E.U.A.).

5.3.1.3. Obtencion del inoculo

El pellet micelial desarrollado en el medio EML de los matraces incubados se transvaso a tubos
de teflon, los cuales se centrifugaron a 11,000 rpm durante 15 min (centrifuga Beckman, Modelo
J2-21). Se elimino con pipeta el sobrenadante y la biomasa micelial se resuspendi6 con ca. 12.5
ml de solucion salina 0.9% (J. T. Baker, E.U.A.) mediante agitacion en vortex (30-60s). El
contenido resuspendido se transvaso a tubos Falcon (15 ml, Corving), los cuales se centrifugaron
a 3,000 rpm durante 10 min. Se elimind con pipeta el sobrenadante y la biomasa micelial se
resuspendié nuevamente con ca. 14 ml de solucion salina 0.9% (J. T. Baker, E.U.A.) mediante
agitacion en vortex (1 min). El contenido resuspendido se centrifugé a 3,000 rpm durante 10
min. Se elimind con pipeta el sobrenadante y la biomasa micelial (equivalente a ca. 3.5 ml) se
resuspendié con agua destilada estéril (3x: 10.5 ml) mediante agitacion en vortex (1 min). El
contenido resuspendido en agua de 4 tubos Falcon se tansvasd a un vaso de acero inoxidable
estéril (80 ml), se homogeneizé a 30,000 rpm durante 10 s, y se virtio a un matraz de Erlenmeyer
(250 ml) estéril. Este matraz se agitdé manualmente y se tomo 1 ml para inocular los matraces

experimentales con 100 ml de EML estéril.
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5.3.1.4. Incubacion y extraccion de la enzima lacasa

Los 14 matraces de Erlenmeyer inoculados se incubaron en agitacion a 25°C y 150 rpm. La
cinética de produccion de lacasa se evalué a las 0, 24, 48, 72, 96, 120, y 144 h. Se transvasaron
muestras de 12 ml durante los periodos de estudio, pasdndolas a tubos Falcon estériles, los cuales
se centrifugaron a 5,000 rpm durante 10 min (centrifuga Eppendorf). Se recuperd el
sobrenadante y distribuyé en dos tubos Eppendorf (2 ml), guardando el restante en un tubo

Falcon (15 ml), los cuales se almacenaron a 4°C.

5.3.1.5. Preparacion de reactivos

Buffer de Acetatos 0.1 mM, pH= 5. Se prepararon 500 ml de acetato de sodio 0.1 M
(CH3COONa.3H,0; PM: 136.08, J. T. Baker, E.U.A.), pesando 6.805 g y se disolviéndolo en
500 ml de agua destilada. Por otra parte, se prepararon 200 ml de una solucion de acido acético
0.1 mM (CH3COOH; PM: 60.05), para ajustar el pH de la solucion acetato de sodio 0.1 M a 5.
Se midi6 1.144 ml de acido acético, y disolvié en 200 ml de agua destilada. Esta solucién se

afiade a los 500 ml de acetato de sodio 0.1 M, y titula hasta un pH de 5.

Substratos (para 2 cepas, en cinética enzimatica y geles). EI DMP 6 mM (2, 6-dimetoxifenol;
PM=154.17; lectura espectrofotométrica: 468 nm) se prepar6 pesando 0.07 g de DMP (Sigma-
Aldrich) en un tubo Eppendorf, se predisolvid en etanol, y se transvaso a una probeta para aforar
a 70 ml de etanol (J. T. Baker, E.U.A.). La Siringaldazina (SYR) 0.1 mM (PM= 360.37; lectura
espectrofotométrica: 526 nm) se preparé pesando 0.0018 g de siringaldazina (Sigma-Aldrich) en
un tubo Eppendorf, se predisolvio en etanol, y se transvaso a una probeta para aforar a 50 ml de
metanol (J. T. Baker, E.U.A.). El ABTS 1 mM (sal de diamonio del acido 2, 2’-azino-bis(3-
etilbenzo-tiazolin-6 sulfonico); PM= 548.7; lectura espectrofotométrica: 436 nm) se prepard
pesando 0.03843 g de ABTS (Sigma-Aldrich) en un tubo Eppendorf, se predisolvio en etanol, y
se transvasé a una probeta para aforar a 70 ml de etanol. Finalmente, el Guaiacol (GY; Sigma-
Aldrich) 60 mM (2-metoxifenol; PM= 124.14; lectura espectrofotométrica: 450 nm) se preparo
pesando 0.223 ml de guaiacol, y aforando a 30 ml de etanol. Las especificaciones de cada

substrato se resumen en la Tabla 5.6.
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Tabla 5.6. Substratos empleados para la determinacion de lacasas, considerando concentracion,
peso molecular, solvente y longitud de onda para su lectura en el espectrofotometro.

Substrato C Nombre Caracteristica PM A (nm) Cantidad Solvente
DMP 6.0 mM 2, 6-dimetoxifenol Cristales cafés 154.17 468 0.07¢g 70 ml etanol
Siringaldazina 0.1 mM - Polvo amarillo 360.37 526 0.0018 g 50 ml metanol

Sal diaménica del .
acido 2, 2’-Azino- Cristales
ABTS 1.0 mM bis(3-etilbenzo- transparentes 548.7 436 0.03843 g 70 ml etanol
tiazolin-6
sulfénico)
Guaiacol 60.0 mM 2-metoxifenol Polvo amarillo 124.14 465 0.223 ml 30 ml etanol

C= Concentracion.

5.3.1.6. Determinacion espectrofotométrica de la lacasa

Se realiz6 de acuerdo a la técnica Bourbonais & Paice (1990). La espectrofotometria o
espectroscopia es un método analitico que mide la cantidad de luz que es absorbida o transmitida
por una substancia en solucion. Es una écnica muy valiosa para la determinacion de substancias.
Todas las substancias en solucion absorben luz de ciertas longitudes de onda y transmiten luz de
otras longitudes. Por lo tanto, la absorbancia es una caracteristica de cada substancia, como lo
son el punto de fusion, el punto de ebullicién, la densidad y la solubilidad. Dado que la absorcion
se relaciona con la cantidad de substancia en solucién, puede utilizarse para la determinacion

cuantitativa de la concentracion de una substancia en la solucion (Gonzélez-Moran, 1996).

Las lecturas se llevaron a cabo en un espectrofotometro (Perkin-Elmer Lambda EZ 201).
Las mezclas de reaccion utilizadas para evaluar la concentracion enzimatica se especifican en la
Tabla 5.7, mientras que las cantidades empleadas para las cepas CP-50, CP-253 y CP460 se
muestran en las Tablas 5.8-5.9
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Tabla 5.7. Relacion de los componentes de la mezcla de reaccion utilizados para evaluar la
concentracion enzimatica en el espectrofotometro, considerando el blanco y la muestra.

Celda 1 Celda 2
Orden Componente
Blanco Muestra
10 Buffer de acetatos, pH= 5 Misma cantidad que en la Depende de la muestra y el substrato
mezcla de la muestra empleado
2° Substrato (DMP, SYR, ABTS, GY) 200 pl 200 pl

3 Malta al 2% medio lig. Misma cantidad que la
muestra
3 Muestra: sobrenadante con la enzima
(0, 24, 48,72, 96, 120 y 144 h)

DMP= 2, 6-dimetoxifenol. SYR= Siringaldazina, ABTS= Sal diamonica del acido 2, 2’-Azino-bis(3-etilbenzo-tiazolin-6 sulfénico), GY=

Depende de la absorbancia*

Guaiacol,

*=Si la absorbancia es < 0.01, se debe incrementar la muestra, mientras que si su valor es » 1.0 debera disminuirse la muestra.

Tabla 5.8. Componentes de la mezcla de reaccion utilizados para determinar la concentracion
enzimética en las muestras de la cepa CP-50 de Pleurotus ostreatus, dependiendo del

substrato.

Substrato Com(;:rﬁlr;ente Tiempo (h)
0 24 48 72 96 120 144
Buffer 1.750 1.750 1.780 1.780 1.780 1.750 1.700
DMP Substrato 0.200 0.200 0.200 0.200 0.200 0.200 0.200
Muestra 0.050 0.050 0.020 0.020 0.020 0.050 100 pul
Buffer 1.600 1.600 1.750 1.750 1.750 1.750 1.750
SYR Substrato 0.200 0.200 0.200 0.200 0.200 0.200 0.200
Muestra 0.200 0.200 0.050 0.050 0.050 0.050 0.050
Buffer 1.600 1.600 1.600 1.600 1.600 1.600 1.600
ABTS Substrato 0.200 0.200 0.200 0.200 0.200 0.200 0.200
Muestra 0.200 0.200 0.200 0.200 0.200 0.200 0.200
Buffer 1.600 1.600 1.600 1.600 1.600 1.600 1.600
GY Substrato 0.200 0.200 0.200 0.200 0.200 0.200 0.200
Muestra 0.200 0.200 0.200 0.200 0.200 0.200 0.200
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Tabla 5.9. Componentes de la mezcla de reaccion utilizados para evaluar la concentracion
enzimatica en las muestras de las cepas CP-253 y CP-460 de Pleurotus djamor y P. sp.,
respectivamente, dependiendo del substrato.

Substrato Com(r:]g)lr;ente Tiempo (h)
0 24 48 72 96 120 144
Buffer 1.600 1.600 1.600 1.600 1.600 1.600 1.600
DMP Substrato 0.200 0.200 0.200 0.200 0.200 0.200 0.200
Muestra 0.200 0.200 0.200 0.200 0.200 0.200 0.200
Buffer 1.600 1.600 1.600 1.600 1.600 1.600 1.600
SYR Substrato 0.200 0.200 0.200 0.200 0.200 0.200 0.200
Muestra 0.200 0.200 0.200 0.200 0.200 0.200 0.200
Buffer 1.600 1.600 1.600 1.600 1.600 1.600 1.600
ABTS Substrato 0.200 0.200 0.200 0.200 0.200 0.200 0.200
Muestra 0.200 0.200 0.200 0.200 0.200 0.200 0.200
Buffer 1.600 1.600 1.600 1.600 1.600 1.600 1.600
GY Substrato 0.200 0.200 0.200 0.200 0.200 0.200 0.200
Muestra 0.200 0.200 0.200 0.200 0.200 0.200 0.200

Al realizar la determinacion espectrofotométrica de lacasas se tomaron en consideracion
las siguientes recomendaciones: 1) El volumen de reaccion debe mantenerse constante en 2 ml;
2) La mezcla de reaccion debe llevarse a cabo en el siguiente orden: buffer + substrato +
muestra; 3) La cantidad de substrato debe ser constante (200 ul); 4) Primero debe calibrarse el
espectrofotometro en cero con el blanco; 5) En la celda de la muestra, al adicionarla se tapa con
parafilm y se agita manualmente, para introducirse al espectrofotdbmetro inmediatamente; 6) Las
lecturas de absorbancia se realizan en los tiempos 0, 1, 2, 3, 4, 5 y 6 min, para generar la
pendiente; y 7) Los residuos de las determinaciones enzimaticas se almacenan en frascos vy,

posteriormente, se entregan a empresas especializadas para su disposicion.

5.3.1.7. Determinacion de la actividad volumétrica
La actividad volumétrica se expresé en U/ml, lo cual corresponde a la cantidad de unidades
enzimaticas que se encuentran reaccionando con el substrato por mililitro del medio. Dicha

actividad se obtiene de acuerdo con la siguiente formula:
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m
Actividad Volumétrica =

W
donde:

m= Pendiente (obtenida de las lecturas de absorbancia por minuto).
e= Coeficiente de extincion molar (de cada substrato).

I= Ancho de la celda (1 cm o equivalente).

Los coeficientes de extincion molar de los substratos utilizados son los siguientes:
DMP: 27,500 (Téllez-Téllez et al., 2005); Siringaldazina: 65,000 (Leonowicz & Grzywnowicz,
1981); ABTS: 29,300 (Niku—Paavola et al., 1988.); Guaiacol: 26,600 (Vidal, 2007).

El coeficiente de extincion se determina realizando una serie de diluciones de la sustancia
de interés. Luego se mide la absorbancia de cada muestra de dilucion a una longitud de onda
determinada. Los valores de absorbancia son graficados en funcion de la concentracién. El
resultado debe ser una linea recta. La pendiente de la linea (Ay/AX) es el coeficiente de extincion
(K). Si las unidades de concentracion se expresan en moles, entonces la constante se llama
coeficiente de extinciéon molar y se mide en unidades M™ cm™. La pendiente se obtiene de los
datos de absorbancia de cada minuto en que transcurria la reaccion (0- 6 min) con el substrato.
En este caso, no fue necesario obtenerla, ya que el equipo del espectrofotometro proporcionaba
automaticamente el dato.

En virtud de que la formula de actividad volumétrica (AV) expresa el resultado M/min, es
necesario dividir el producto entre 1 x 10 para obtener la cantidad AV en uM/min. Esta AV se
divide entre el volumen de la muestra (0.02-0.200 ml) para obtener las unidades enzimaticas por
mililitro (U/ml). Una unidad enzimatica se definié como la cantidad de enzima capaz de liberar 1

uM de substrato por minuto, por mililitro.

5.3.2. Determinacion de biomasa
El contenido (biomasa micelial + EML) de los matraces experimentales se virtio en papel filtro

(esterilizado, secado a 80°C, y prepesado), ajustado a un embudo en matraz de Kitazato y se
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aplico vacio. La biomasa micelial obtenida sobre el papel filtro se peso, se secé a 80°C, y se pesd

nuevamente a las 24 h de secado.

5.3.3. Determinacion de la produccion de proteina extracelular

Debido a que las lacasas son glicoproteinas, al determinar la proteina extracelular en medio
liquido, se puede tener una correlacion entre la enzima lacasa y la proteina total. La produccién
de proteina por los hongos comestibles estudiados se determin6 de acuerdo con la técnica de
Bradford (1976), empleando suero de albimina bovina como estdndar (Bio-Rad protein assay,
E.U.A.). Para ello fue necesario desarrollar una curva de calibracion con una solucién stock de
concentracion conocida de albimina bovina, con el objetivo de tener valores de referencia para
evaluar las muestras bajo investigacion. La solucion stock (1 mg/ml) se prepard pesando 2 mg de
albimina bovina, y aforando a 2 ml con agua bidestilada MQ (miliQ). A partir de esta solucién

“stock” se prepararon 6 diluciones de concentracion conocida, de acuerdo con la Tabla 5.10.

Tabla 5.10. Concentracion de las soluciones estandar de albimina bovina.

Concentracion .,
Solucion Stock

de solucion H,O MQ

estandar [1 r(nngll)ml] (ml)

(mg/ml)
0.002 0.004 1.996
0.006 0.012 1.988
0.010 0.020 1.980
0.014 0.028 1.972
0.018 0.036 1.964
0.022 0.044 1.956

La concentracion de la solucion estdndar a partir del stock (1 mg/ml) se obtuvo mediante la
siguiente férmula:
C.V1=C,V,
donde:
C,= Concentracion de la solucion stock (1 mg/ml).
V1= Volumen de la solucién stock que se eligié de forma arbitraria (segunda columna de la
Tabla 5.10) para preparar el estandar correspondiente.

C,= Concentracion de la solucion estandar, que se desconoce.
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V,= Volumen final que se desea de la solucidn estandar (se prepararon 2 ml).
Se despeja C,, obteniéndose: C,=C,V1/V; (primera columna, Tabla 5.10).
La tercera columna de la Tabla 5.10 se genera al aforar el volumen final de 2 ml.

Para determinar la concentracion de proteina en el espectrofotdmetro se empled el
colorante azul de Coomassie (Bio-Rad Protein Assay, dye reagent concentrate 500-0006), el cual
reacciond con la proteina presente. Fue necesario preparar un blanco, asi como las soluciones
estandar con el colorante (por duplicado), de acuerdo a la Tabla 5.11. Después de 30 min se
realiz6 la lectura en el espectofotometro a una longitud de onda (A)= 595 nm, para generar la

curva de calibracion.

Tabla 5.11. Componentes necesarios para preparar las mezclas de reaccion de los estandares y el
blanco que determinardn espectrofotométricamente la curva de calibracién de proteina

(A= 595 nm).
Blanco + Estandar +
Componente

colorante colorante
H,O MQ (ml) 0.800 -
Estandar correspondiente (0.002, 0.006, 0.010, 0.014, 0.018, 0.022 mg/ml) [ml] - 0.800
Colorante Azul de Coomassie (ml) 0.200 0.200
VVolumen total (ml) 1.000 1.000

Se procedid a tomar las lecturas en el espectrofotometro de las mezclas de reaccion preparadas a
una longitud de onda (A)= 595 nm. El promedio de la absorbancia (duplicado) se grafico en el
programa Excel, para generar una linea de tendencia con su ecuacién y valor de r2
Posteriormente, se despejo el valor de “x” para obtener la concentracion de proteina de las
muestras, quedando de la siguiente manera:
y=mx+b
donde:

y= Absorbancia (valor que proporciona el espectrofotometro).

m= pendiente (valor que da la ecuacién de Excel)

X
I

concentracion de proteina (mg/ml) (valor deseado)

on
[

Interseccion con “y” (valor que da la ecuacion de Excel)
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Al despejar:
y—b
m

X =

Antes de realizar la lectura de las muestras en el espectrofotometro, se realizé una dilucién de las
muestras para evitar que los valores de absorbancia sobrepasen 1, y para generar mas muestra.
Por ejemplo, 0.500 ml de la muestra + 0.500 ml H,O MQ = Dilucion 1:2 de la muestra. Esta
dilucion se utilizé para preparar la mezcla de reaccion, de acuerdo con la Tabla 5.12. Para el
caso de las muestras de provenientes de los co-cultivos y controles en medio solido se realizd

una dilucién 1:3.

Tabla 5.12. Componentes necesarios para preparar las mezclas de reaccién de los estandares, el
blanco y de las muestras para determinar espectrofotométricamente la concentracion de
proteina de las muestras (A =595 nm).

Componente Blanco Estandar Muestra
+ colorante + colorante + colorante
H,O MQ (ml) 0.800 - -
Estandar (mg/ml) [ml] - 0.800 -
Muestra (sobrenadante diluido 1:2) - - 0.800
Colorante Azul de Coomassie (ml) 0.200 0.200 0.200
Volumen total (ml) 1.000 1.000 1.000

e,

Finalmente, para obtener la concentracion de proteina de las muestras, se despejo “x” de la
ecuacion de la recta:
y=mx+b
y—b
m

X =

Absorbancia - b o
X = x 2 (factor de dilucion, de 1:2)
m
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5.3.4. Determinacion de la actividad enzimatica de lacasas en medio de agar al confrontar
Pleurotus y Trichoderma aggressivum (PAGE)

Se obtuvo la tasa de desarrollo por separado de cada una de las cepas estudiadas, para precisar
las condiciones de co-cultivo en caja de petri. Posteriormente, se desarrollaron por triplicado en
caja de petri con EMA, los siguientes tratamientos: control Pleurotus ostreatus (CP-50), control
Trichoderma aggressivum (CPM-64), y el co-cultivo CP-50 x CPM-64. Para evaluar la
produccion de lacasa en funcion de la interaccion basidiomicete-Trichoderma, Los co-cultivos se
incubaron hasta lograr una longitud de contacto entre las colonias 5.0 + 0.5 cm. El &rea de
interaccion se cortdé con un molde de aluminio (8 x 1.5 cm), y se transfirio a un tubo Falcon de
50 ml, al cual se le adicionaron 4 ml de buffer de acetatos 0.1 mM, pH= 5. La suspension se
agito en el Vortex (Thermolyne, E.U.A.) por 8 min al nivel de agitacion méaxima. El contenido se
transfiri6 nuevamente a tubos Falcon de 15 ml, y se centrifugé a 5,000 rpm durante 5 min
(Centrifuga Eppendorf 5804). El sobrenadante se virti6 en tubos Eppendorf (2 ml). La
determinacion de lacasas al espectrofotometro se realizé con los substratos DMP, SYR y ABTS,

siguiendo la técnica descrita previamente (Tabla 5.9).

5.3.5. Electroforesis de lacasas producidas por Pleurotus

5.3.5.1. Preparacion de los geles

Se prepar6 primero el gel separador de acrilamida al 10%, en el cual se separaron las proteinas
de acuerdo con su peso molecular. Los componentes se colocaron en un tubo Falcon siguiendo el
orden indicado en la Tabla 5.13. Se tuvo especial cuidado al agregar el Gltimo ingrediente, ya
que la mezcla se polimeriza con rapidez; por tal motivo, debe homogeinizarse inmediatamente
después de agregar el TEMED (Bio-Rad, E.U.A.). El TEMED se emple6 puro, y con una
micropipeta se tomaron 3.3 ml de la mezcla del gel separador preparado, depositandolos entre las
placas de cristal del equipo de electroforesis vertical (Mini-PROTEAN 3 Electrophoresis Cells,
E.U.A) y agregando agua MQ para emparejar el llenado del gel. Es importante usar guantes,

para evitar el contacto con los reactivos.
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Tabla 5.13. Componentes necesarios para la preparacion de geles de acrilamida: gel separador y
gel concentrador.

Tipo de gel de acrilamida

Componente Separador (10%) Concentrador (5%)
(ml) (uh* (ml) (uD*

Acrilamida 40% (Bio-Rad, No. Cat.
161-0144) 1.74 1,740 0.30 300
Buffer TRIS 1.5 M, pH=8.8 1.68 1,680
Buffer TRIS 0.5 M, pH=6.8 0.80 800
H.,O destilada 3.438 3,438 1.391 1,391
Persulfato de amonio (APS) 10% 0.060 60 0.0146 14.6
TEMED
(N,N,N,N'-tetrametilnediamina) 0.006 6 0.0029 2.9
Cantidad necesaria de cada gel 3.3 0.8

Persulfato de amonio (APS) 10% (Sigma, No. A-3678). Acrilamida 40% (Bio-Rad, No. 161-
0144).

Ver Anexo B para preparacién de reactivos.

Después de ca. 5 min, se retir0 el agua para agregar en la parte superior el gel
concentrador, el cual se prepard de acuerdo a la Tabla 5.13. De igual forma que en el gel
separador, se tuvo cuidado al agregar el TEMED, para homogeneizarlo inmediatamente, y se
virtio entre las placas de cristal la cantidad de 0.8 ml del gel concentrador. Posteriormente, se
coloco el peine para establecer los pozos. Una vez solidificados los geles, pueden utilizarse
directamente o almacenarse con las placas de vidrio en buffer de corrida a 4°C. El gel preparado
se coloco en el aparato para el corrimiento electroforético, y se depositaron en los pozos 15 pl de
las muestras preparadas y la lacasa comercial. El gel se introdujo al equipo, en la camara de
corrimiento, para agregar el buffer de corrida no desnaturalizante (introducir completamente para
que cubra los electrodos). El equipo se tap06 y se conecto a la corriente (PowerPac Basic Power
Supply, Bio-Rad, no. 164-5050).

5.3.5.2. Preparacion de las muestras
Concentrado. Las muestras de estudio se tomaron de experimento previo (ver 5.3.3.
Determinacion de la produccion de proteina extracelular). En tubos Eppendorf se coloco la

muestra a concentrar, de acuerdo a la cantidad de proteina que tuviera, haciendo un ajuste para
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que el concentrado tuviera una concentracion de proteina de 200 pg/ml. Las muestras se
concentraron introduciéndolas en una centrifuga de vacio (Eppendorf AG, Mod. 22331), cuyo
procedimiento puede durar hasta 8 h para las de mayor volumen. Después de la concentracion se
retiraron y se introdujeron al congelador.

Muestras preparadas. A un tubo Eppendorf (1 ml), se le agregaron 15 pul de la muestra
concentrada, y 7 pl buffer de carga no desnaturalizante (Tris 0.5 M, pH 6.8).

Preparacion de la lacasa comercial. Se pesaron 10 ug de lacasa comercial + 1 ml de
agua destilada + 2 pl de glicerol.

La cantidad de corriente adecuada dependio del geles, de 15-25 mA. El proceso de
corrimiento de 2 geles tomé aproximadamente 2:30 h. Cuando se observé que las muestras
corrieron hasta el final, se retiraron del equipo, de las placas de cristal, y se depositaron dentro de
unas tapas de caja de petri (20 mm de diametro) que se colocaron en una placa agitadora (Dusher
Technology, E.U.A.). La actividad enzimaética se revelé agregando 50 ml de buffer de acetatos,
pH= 5, y se adicionaron 15 ml de ABTS. A los 22 min se sacé el gel y se pasé a buffer de
acetatos limpio, momento en que comenzaron a observarse las bandas de corrimiento color
verde, las cuales se fotografiaron. Nuevamente, se sacaron y se pusieron en 50 ml de buffer
limpio. Luego se cambid el buffer (50 ml), y se agregaron 15 ml de siringaldazina, repitiendo la
operacion anterior, es decir, se pasé a buffer limpio, y se observaron bandas rosas. Se adiciond
buffer de acetatos para destefiir. En seguida, se adicionaron a la caja de petri 50 ml de buffer de
acetatos + 15 ml de guayacol, se paso a buffer limpio y se observaron bandas cafés en esta
ocasion. Se paso a buffer limpio para destefiir. Se agregaron 50 ml buffer de acetatos + 15 ml de

DMP, se paso a buffer limpio observandose bandas cafeés.

5.4. Caracterizacion molecular
5.4.1. Analisis a nivel molecular de la region ITS del ADNr de las cepas de Pleurotus
La metodologia de estudio se realizo de acuerdo con Martinez-Carrera (1995).

5.4.1.1. Cultivo de las cepas en medio liquido y cosecha del micelio
Las cepas de Pleurotus estudiadas se desarrollaron en cajas de petri con medio completo liquido

con extracto de levadura (CYM, dextrosa, 20 g; peptona, 2 g; extracto de levadura, 2 g; MgSQ,.7
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H,0, 0.5 g; KH2POy, 0.46 g; KoHPO,, 1 g; agua destilada: 1,000 ml), incubadas a 25°C. El
micelio de cada cepa fue cosechado empleando una espatula estéril, eliminando el exceso de
humedad, presionando y secando el micelio entre dos segmentos de papel filtro (Whatman). El
micelio se introdujo en tubos Eppendorf (1.5 ml), los cuales se cerraron y colocaron vapor de
nitrogeno liquido (N,, -130°C) por 20 min, para posteriormente almacenarse a -24°C o se
liofilizaron inmediatamente (Labconco, E.U.A.).

En el caso de Trichoderma, las cepas estudiadas se cultivaron en matraces de Erlenmeyer
con 50 ml de medio liquido CYM, en agitacion (150 rpm) a una temperatura de 27+2°C, por un
periodo de 72-120 h dependiendo de la cepa. Para cosechar el micelio, el contenido de los
matraces se virtio sobre un papel filtro estéril, el cual fue depositado dentro de un embudo
Buchner, fijado a un matraz Kitazato con sistema de vacio para extraer la mayor parte del medio

liquido.

Figura 5.2. Proceso de cosecha del micelio de Trichoderma para estudios moleculares.

5.4.1.2. Liofilizacién del micelio
Los tubos Eppendorf con el micelio congelado se liofilizaron durante 24 h empleando un
liofilizador (Labconco, Freezone 4.5, E.U.A.). Las muestras liofilizadas fueron empleadas para la

extraccion de ADN, o almacenadas en un desecador.

5.4.1.3. Extraccion del ADN
La extraccion del ADN gendmico se realizd de acuerdo con la técnica de Challen et al. (1995).

Se homogenizé la muestra moliendo el micelio liofilizado en el tubo Eppendorf con una asa de
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plastico estéril (gamma irradiada). Se le agregaron 650 ul de Buffer A (2 ml KCI 4 M; 2 ml
EDTA 0.5 M pH 8.0; 1 ml Triton 20%; 9 ml agua destilada) para favorecer la lisis celular,
afiadiendo 5 pl de ARNasa (10 mg/ml, Qiagen) para evitar la interferencia del ARN. Se agit6 en
el vortex y se incubd a 70°C por 30 min para acelerar la reaccion. Posteriormente, se centrifugo a
13,000 rpm durante 10 min, con el fin de eliminar los restos celulares. El sobrenadante se
depositd en una columna Qiagen tip 20 (QIAGEN Plasmid Mini Kit), pre-equilibrada con 1 ml
de Buffer QBT. Después, la columna fue lavada cuatro veces con 1 ml de Buffer QC, y el ADN
fue eluido con 700 pl de Buffer QF para recuperarse en un tubo de microcentrifuga. EI ADN se
precipité con 700 ul de isopropanol, mezclandolo por inversion, dejando reposar 2 min, se
centrifug6 a 13,000 rpm durante 20 min, y se retird el sobrenadante. EI exceso de sales del pellet
de ADN obtenido se elimind con 500 pl de etanol al 70%, mezclando por inversion. Se volvié a
centrifugar a 13,000 rpm por 10 min, y se elimind el sobrenadante, retirando la mitad del
solvente con una micropipeta, y el resto se elimind volteando rapidamente el tubo sobre un papel
absorbente. El resto del solvente se volatilizo colocando el tubo en el horno a 55°C durante 30
min. Finalmente, el pellet seco se resuspendid en 50 pl de buffer Tris EDTA pH 8.0 (TE 1x) en
bafio Maria a 55°C durante 30 min. La calidad y cantidad del ADN se determind por el método
de Sambrook et al. (1989), por electroforesis en gel de agarosa (1.5%), con tincion de bromuro

de etidio.

5.4.1.4. Calidad y cantidad del ADN extraido

Para preparar el gel de agarosa al 1.5 % (1.5 g de agarosa ultrapura, 100 ml de Buffer TAE 1%
1x, preparado con 980 ml agua destilada estéril mas 20 ml TAE 50x). En un matraz (250 ml) se
virtio la agarosa y el buffer TAE 1x. Se calentdé por 1 min en el microondas moviendo y
mezclando de manera homogénea. Posteriormente, se agregaron 3 pul de bromuro de etidio, y se
agitdé para homogenizar y vertiir en el aparato electroforético. Ya solidificado, se retird el peine
cuidadosamente y se agreg6 el buffer TAE 1x a la cAmara electroforética hasta cubrir el gel. Las

muestras de ADN se prepararon de acuerdo a la mezcla de reaccion de la Tabla 5.14.
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Tabla 5.14. Componentes de la mezcla de reaccion para realizar el corrimiento electroforético de
las muestras de ADN extraido.

Componentes de la mezcla Volumen
(uL)
Buffer TE 1x (BTE 1x) 6.0
Buffer de carga (BC) 3.0
Muestras de ADN 1.0

Los marcadores (A-DNA 0.25 pg/pl, Roche, E.U.A.) se depositaron sobre los pozos,
como referencia en el corrimiento electroforético de los volumenes de A-DNA 10 ng, 1.0 pl; 25
ng, 2.5 pl; y 50 ng, 5.0 pl. El corrimiento se desarrollo a 75 volts/5 min, y 50 volts/3:15 h.
Posteriormente, el gel se colocé en un transiluminador Geldoc (Bio-Rad, E.U.A.) para

cuantificarse con el programa Quantity One Software.

5.4.1.5. Reaccion en Cadena de la Polimerasa (PCR) de la region ITS del ADNr

Las concentraciones de ADN se ajustaron a 50 ng en todas las muestras. Las reacciones de
amplificacion (50 pl) se llevaron a cabo con un AmpliTaq Gold PCR kit (Applied Biosystems,
E.U.A.), cuya composicion se muestra en la Tabla 5.15. La region ITS1-5.8S-1TS2 se amplificd
empleando los iniciadores ITS1 (TCCGTAGGTGAACCTGCGG) e ITS4
(TCCTCCGCTTATTGATATGC) [White et al., 1990].

Tabla 5.15. Componentes de la mezcla de reaccion para realizar la amplificacion de la region
ITS del ADNr mediante la reaccion en cadena de la polimerasa (PCR).

Componente Volumen
(uh)
Mezcla maestra (Master mix) 25
Agua de PCR 10-14
Iniciador ITS-1 (10 uM) 5
Iniciador ITS-4 (10 pM) 5
Muestra de DNA (50 ng) 1-5
VVolumen total de reaccion 50

Los tubos con la mezcla de reaccion se colocaron en el termociclador (Gene Amp PCR

System 9700, Applied Biosystems), siguiendo un protocolo de un ciclo inicial (95°C/1 min),
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seguido de 25 ciclos adicionales (94°C/30 s; 50°C/45 s; 72°C/5 min), y un ciclo final (72°C/5
min). Los productos de amplificacion se almacenaron a -24°C, y se visualizaron por

electroforesis en gel de agarosa (1.5%) con bromuro de etidio.

5.4.1.6. Purificacion y secuenciacion de los productos de PCR

Se siguio el protocolo del kit de purificacion de PCR de QIAquick (QIAGEN, Alemania). Se
tomo el producto de PCR (ca. 46 pul), y se afiadio 5 veces su volumen de buffer PB (230 pl),
mezclando por inversion de 5 a 10 veces. Posteriormente, se transfirio la mezcla (ca. 276 pl) a
columnas (QIAquick Spin 50) rotuladas. Se centrifugaron a 13,000 rpm/2 min, y se desechd el
liquido centrifugado del tubo colector, el cual se vuelvio a unir a la columna. Se afiadieron 700
ul de buffer PE a las columnas para lavar las muestras, y se centrifugaron a 13,000 rpm/2 min.
Se desechd el liquido centrifugado del tubo colector, para volver a centrifugar a 13,000 rpm/2
min. Posteriormente, se retir6 el tubo colector, y en su lugar se colocé un tubo Eppendorf (1.5
ml). Luego se le afiadieron 30 pl de agua de PCR al centro de la membrana de la columna, se
cerrd la columna y se centrifug6 a 13,000 rpm/2 min. Se retird la columna y, finalmente, el tubo
que contiene el producto de ADN puro se almacend a -24°C. Los fragmentos de ADN

purificados fueron secuenciados por SeqWright DNA Technology Services (E.U.A.).

5.4.1.7. Andlisis de las secuencias de ADN

La alineacion comparativa de las secuencias de las cepas estudiadas se realiz6 con el programa
MEGA4 (E.U.A.) (Tamura et al., 2007), incluyendo informacién de la base de datos internacional
del European Bioinformatic Institute (EBI, Cambridge, Inglaterra). Las secuencias se

uniformaron, y se analizaron por los métodos de Neighbor-Joining y de Maxima Parsimonia. El soporte del

agrupamiento filogenético del dendrograma generado fue evaluado por la prueba de bootstrap.

5.4.2. Estudio de las cepas de Trichoderma
Estas cepas fueron caracterizadas con las mismas técnicas convencionales y moleculares

empleadas para el género Pleurotus.
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5.4.2.1. Procedimiento para la eliminacion de bacterias que contaminan las cepas de
Trichoderma
Algunas de las cepas que se aislaron de plantas productoras de hongos comestibles presentaron
persistentemente bacterias contaminantes en el medio de cultivo. En estos casos, se preparo el
medio de cultivo PDA con cloranfenicol (0.1 mg/ml). Un pequefio segmento de las hifas de la
periferia de las colonias se transfirio a cajas de petri con dicho medio. Posteriormente, las
colonias desarrolladas de Trichoderma se cultivaron en medio liquido CYM con la misma
concentracion de cloranfenicol, para concluir el proceso de purificacion y eliminacion de las
bacterias contaminantes. Cuando las bacterias persistieron, se procedio a incrementar la dosis de
cloranfenicol a 0.3 mg/ml y 0.5 mg/ml en medio liquido CYM. Después de 48-96 h, se realiz6 un
subcultivo de las cepas a medio liquido CYM sin cloranfenicol para corroborar que el cultivo

fuera axénico.

5.4.2.2. Mantenimiento de las cepas de Trichoderma

Su mantenimiento en medio sélido tiene desventajas, ya que a temperatura ambiente es necesario
resembrar cada dos meses, requiere contar con un area especial de trabajo por la gran cantidad de
esporas que se producen. Por tal motivo, las cepas se desarrollaron en medio liquido CYM con y
sin cloranfenicol, los cuales se monitorearon por un periodo de ocho meses, para verificar su

viabilidad y la posible presencia de bacterias.

5.5. Confrontacion de Pleurotus y Trichoderma

La respuesta de las cepas seleccionadas de Pleurotus frente al competidor Trichoderma
aggressivum f. aggressivum se determin6 en medio de cultivo PDA (Bioxon) a un pH control
(pH=5.6) y a pH=11 [medio con pH extremo que inhibe el crecimiento de Trichoderma (Bonilla,
2006)]. Esto con el objetivo de evaluar la resistencia genética de las cepas de Pleurotus aisladas
de maguey contra el competidor Trichoderma, asi como su capacidad para poder desarrollarse
sobre un medio selectivo con pH extremo. Asimismo, se evaluo cualitativamente la produccion
enzimatica de lacasas por parte de Pleurotus al confrontarse con Trichoderma aggressivum f.
aggressivum, los cual se consider6 como una respuesta de competencia por nutrientes y

establecimiento. Para ello se utilizO como substrato, agregado al medio de cultivo, la sal
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diamonica del acido 2, 2’-azino bis (3-etilbenzotiazolin-6 sulfonico) [ABTS, CAS 30931-67-0,
A1888-5G; Sigma, Canada; Tabla 5.16).

Tabla 5.16. Componentes del medio de agar con dextrosa y papa (PDA) control con la sal
diamonica del acido 2, 2’-azino bis (3-etilbenzotiazolin-6 sulfénico) [ABTS], y del
medio selectivo a pH=11.

Concentracion en 1000 ml

Condicién Componente (9) %
PDA 39.0 3.90
Control (pH=5.6) ABTS 0.549 0.055
PDA 39.0 3.90
) Ca SO 35.2 3.52
Tratamiento (pH=11) C&(O"?)z 88 0.88
ABTS 0.549 0.055

Para la preparacion del medio selectivo PDA pH=11, se prepararon Yy esterilizaron
durante 20 min a 15 Ib de presion (121°C), todos los componentes por separado. El agar se
disolvié en 820 ml, CaSO,4 (J. T. Baker, E.U.A.) en 80 ml, Ca(OH), (J. T. Baker, E.U.A.) en
20 ml, y 60 ml de agua destilada para recuperar remanentes. EI ABTS se disolvio en 20 ml de
agua destilada estéril y se adicion6 al medio estéril junto con todos los demas componentes,
filtrandolo con una unidad de filtro de éster celulosa (0.2 um) de jeringa (DISMIC-25as).

Los parametros evaluados en esta Gltima etapa fueron los siguientes:

1. Tasa de desarrollo (TD) de todos los cultivos en mm/dia.

2. Halo de pigmentacion fuerte (HF) y débil (HD) que revel6 cualitativamente la produccion
enzimatica de lacasas liberadas al medio por parte de las cepas de Pleurotus.

3. Esporulacion de Trichoderma aggressivum f. aggressivum frente a las cepas de Pleurotus
en el caso de los co-cultivos y cultivos independientes. La toma de muestra se realizd en
tres zonas: la primera en cerca del indculo de Trichoderma, la segunda en la parte media
del area de esporulacion, y la tercera se realizd en el limite con la cepa estudiada de
Pleurotus (Figura. 5.5). De cada zona se tomaron tres muestras circulares de 5 mm de
didametro para colocarlas en tubos de ensaye con 10 ml de agua destilada estéril y 5 pl de
Tween 80 (Sigma Ultra, E.U.A.) como surfactante para reducir la tension superficial de
las esporas de Trichoderma y obtener una suspension homogénea. El conteo de esporas

de cada zona se realizo en la cAmara de Neubauer (Martinez-Carrera, 1995).
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El esquema de trabajo de esta etapa se muestra en la Figura 5.3.

Pleurotus

P. ostreatus Pleurotus sp.
I i
CP-50 CP-363, CP-460, CP-517
| i

pH=5.6 pH= 11

PllPT || T||P| PT|T

Medicion de:
e Tasa de desarrollo
e Halo de pigmentacion
e Esporulacion

Figura 5.3. Esquema del experimento realizado para confrontar las cepas de Pleurotus
seleccionadas con Trichoderma aggressivum f. aggressivum (CPM-112). P= Pleurotus.
P/T= Co-cultivo Pleurotus-Trichoderma. T= Trichoderma.

Figura 5.4. Zonas de muestreo para evaluar la esporulacion de Trichoderma aggressivum f.
aggressivum (CPM-112) en confrontacién con las cepas seleccionadas de Pleurotus.
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5.6. Anélisis estadistico

Los datos obtenidos en los estudios experimentales se sometieron a un analisis de varianza
(ANOVA), conforme a un disefio completamente al azar. Posteriormente, se realiz6 la
comparacion multiple de medias con la prueba de Tukey (o = 0.05). En el caso de la evaluacion
de cepas a nivel modulo experimental, los datos se analizaron con ANOVA, de acuerdo a un
disefio de blogues completamente al azar, seguida por una comparacién multiple de medias con
la prueba de Tukey (a =0.05). Todos los analisis se realizaron con el programa estadistico

STATGRAPHICS Plus para Windows, Version 4.1 (Statistical Graphics Corp., E.U.A.).
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VI. RESULTADOS Y DISCUSION

6.1. Caracterizacion de las cepas de Pleurotus

6.1.1. Caracterizacion microscopica y macroscopica micelial de las cepas estudiadas

De acuerdo con la revision realizada al microscopio, todas las cepas presentaron fibulas, donde
las dimensiones de la cepa comercial CP-50 fueron pequefias (3 X 3 um), en comparacion con las
cepas CP-425 (8 x 5 um), CP-364 (7 x 6 um) y CP-365 (7 x 6 um). En relacion al ancho de las
hifas, la cepa que presento hifas de mayor grosor fue la CP-366 (2.5 x 6.5 um). La cepa que tuvo
muy pocas fibulas fue la CP-359 (una fibula por cada tres campos a 100x en el microscopio.
Ademas, en esta misma cepa se encontraron muy pocos septos, mientras que la cepa CP-363
presentd una gran cantidad de fibulas (61 fibulas/campo) en una preparacion regular y la cepa
comercial CP-50 so6lo una pequefia proporcién de fibulas. La CP-373 y CP-375 mostraron una
fibula/campo y los septos se localizaron hasta encontrar una fibula. Otra de las caracteristicas
que se logro registrar de las cepas de Pleurotus estudiadas fue la presencia de estructuras en
forma de perilla con pedunculo. (Figura 6.1). Esta caracteristica so6lo se logré observar en las
cepas CP-50, CP-194, CP-358, CP-376 y CP-460 (Tabla 6.1). El color del micelio de las
diferentes cepas fue blanco, mientras que la densidad fue abundante en los tres medios probados
para la cepa CP-50 y CP-424. La textura vario de lanosa, plumosa o algodonosa, siendo la CP-
360 la que cubrié los medios probados en el menor tiempo, presentd una textura de lanosa a
plumosa de acuerdo al medio (Tabla 6.4).

F 7 | ’

% S 4

Figura 6.1. Observacion microscopica del micelio de las cepas de Pleurotus estudiadas: a:
Fibulas en una preparacion regular, y b: Estructuras en forma de perilla con pedunculo
presentes en algunas de las cepas.
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Tabla 6.1. Caracterizacion microscopica de 19 cepas de Pleurotus sp. silvestres comparadas con
una cepa comercial de referencia (CP-50).

Namero

Presencia  Fibulas Diametro -
Cepa fibulas (um) de hifas (sum) Observacion
K fibulas K
1 CP-50 + 3x3 12 1-3 Presencia de perillas con pedinculo
2 CP-253 + 5x5 6 3-6 -
3 CP-468 + 4x4 25 2-5 -
1 CP-98 + 5x5 9 2-3
2 CP-194 + 5x5 6 2-4 Presencia de perillas con peddnculo
3 CP-358 + 5x5 4 3-5 Presencia de perillas con peddnculo
4  CP-359 + 2x3 <1 3-4 Casi no tiene septos
5 CP-360 + 6x5 11 2-4 -
6 CP-361 + 5x5 24 4-5 -
7 CP-362 + 4x4 9 2-3 -
8 CP-363 + 6x6 61 2-3 -
9 CP-364 + 7x6 22 2-3 -
10 CP-365 + 7x6 13 2-3 -
11 CP-366 + 5x5 14 2.5-6.5 -
12 CP-373 + 6x6 1 1-3
13 CP-375 + 6x4 1 1-3
14  CP-376 + 6x5 12 2-3 Presencia de perillas con pedinculo
15 CP-424 + 5x6 36 2-4 -
16 CP-425 + 8x5 13 1-4 -
17 CP-426 + 6x5 16 1-3 -
18 CP-460 + 5x6 17 2-4 Presencia de perillas con pedinculo
19 CP-515 + 6x5 9 1-4 -
20 CP-516 + 5x6 15 2-5 -
21  CP-517 + 6X6 22 2-6 Presencia de perillas con pedinculo
22 CP-518 + 4x5 30 1-4 -
23 CP-524 + 6x6 11 2-5 -
24  CP-525 + 5x5 12 2-6 -

6.1.2. Determinacion de la tasa de desarrollo en diferentes medios de cultivo

La mayoria de las cepas se desarrollé mejor en el medio completo con extracto de levadura
(CYM) [Figura 6.2.], siendo la cepa CP-360 la que obtuvo la mayor tasa de desarrollo de 8.3
mm/dia. En este mismo medio, la CP-375 fue la que obtuvo la menor tasa (0.9 mm/dia). El
medio PDA fue favorable para las cepas CP-50 (4.0 mm/dia), CP-360 (4.6 mm/dia), CP-426 (4.4
mm/dia) y CP-517 (4.8 mm/dia). Para el medio EMA, la cepa que destacé fue la CP-358 (8
mm/dia), aunque no se observd una diferencia significativa entre los tres medios que se
probaron. La cepa que obtuvo la tasa de desarrollo mas baja en el medio EMA fue la CP-516
(Tabla 6.2). En la Tabla 6.3 y 6.4 se muestran las caracteristicas macroscépicas del micelio de

las cepas de referencia y de las cepas estudiadas, en general, en el medio CYM presentaron
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mayor densidad y micelio aéreo, las cuales variaron de regular a abundante, y en cuanto a textura

predomind plumosa y/o algodonosa.

Tabla 6.2. Caracterizacion de 27 cepas de Pleurotus en 3 medios de cultivo: agar con papa
dextrosa (PDA), medio completo con extracto de levadura (CYM) y agar con
extracto de malta (EMA)

Tasa de desarrollo (mm/dia)

Cepa Especie Medios de cultivo

PDA* CYM* EMA*
CP-50 P.ostreatus 4.0 mnfio 6.0 r 4.2 nfio
CP-253 P.djamor 1.6  abcdef 3.7 Imnfio 3.3 kilmn
CP-468 P. sp. 2.1 efghij 3.7 Imnio 3.2 jKklmn
CP-98 P. sp. 1.4 abcdef 3.4 Imnfio 2.3 efghij
CP-194 P. sp. 1.2 abcdef 2.3 fghijk 2.0 defghi
CP-358 P. sp. 8.1 S 7.5 S 8.0 s
CP-359 P. sp. 3.3 KImnfi 6.3 r 4.8 opq
CP-360 P. sp. 4.6 op 8.3 S 5.7 par
CP-361 P. sp. 06 ab 1.1 abcde 0.8 ab
CP-362 P. sp. 1.6  abcdefg 6.0 r 3.3 Kklmn
CP-363 P. sp. 0.6 ab 1.3 abcdef 1.2 abcdef
CP-364 P. sp. 0.8 ab 4.6 op 0.8 ab
CP-365 P. sp. 0.9 abcd 2.0 cdefghi 1.2 abcde
CP-366 P. sp. 1.2  abcdef 4.6 op 3.3 Kklmn
CP-373 P. sp. 2.8 hijkl 5.7 par 2.7 ghijkl
CP-375 P. sp. 05 a 0.9 abc 0.7 ab
CP-376 P. sp. 1.1  abcde 1.2 abcde 1.7 bcdefgh
CP-424 P. sp. 1.1  abcde 3.6 Imnfio 2.9 ijklm
CP-425 P. sp. 1.6  abcdef 5.8 qr 4.2 nfio
CP-426 P. sp. 4.4 fio 7.7 S 4.2 nfio
CP-460 P. sp. 06 ab 4.5 0 2.1 efghij
CP-515 P. sp. 3.5 kImnfi 5.7 par 53 par
CP-516 P. sp. 0.7 ab 2.3 fghijk 03 a
CP-517 P. sp. 4.8 op 5.6 par 57 par
CP-518 P. sp. 0.8 ab 2.5 fghijk 1.6 abcdef
CP-524 P. sp. 3.3 kImnfi 6.2 r 3.9 nfio
CP-525 P. sp. 3.1 kImnfi 5.1 op 2.8 ijklm

*= Diferentes letras en la misma columna indican diferencias significativas entre las medias, de acuerdo a la Prueba de Tukey ( a = 0.05).
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Tabla 6.3 Caracterizacion morfolégica macroscépica de las cepas de Pleurotus de referencia
estudiadas, cultivadas en medio de cultivo de agar papa dextrosa (PDA), medio de
levadura completo (CY M) y agar con extracto de malta (EMA)(23°C, n=3).

Cepa Medio de Morfolégica macroscopica
cultivo Color Densidad Textura Micelio aéreo

PDA Blanco Abundante Algodonosa Regular

CP-50 CYM Blanco Abundante Algodonosa Abundante
EMA Blanco Abundante Algodonosa Regular
PDA Blanco Regular Algodonosa Regular

CP-253 CYM Blanco Escaso Salitrosa Escaso
EMA Blanco Escaso Algodonosa Escaso
PDA Blanco Abundante Algodonosa Abundante

CP-468 CYM Blanco Regular Salitroso Abundante
EMA Blanco Regular Algodonosa Regular

Tabla 6.4 Caracterizacién morfoldégica macroscépica de las cepas de Pleurotus aisladas de
maguey estudiadas, cultivadas en medio de cultivo de agar papa dextrosa (PDA),
medio de levadura completo (CYM) y agar con extracto de malta (EMA)(23°C,

n=3).
C Medio de Morfoldgica macroscopica
epa cultivo Color Densidad Textura Micelio aéreo
PDA Blanco Abundante Plumosa Regular
CP-98 CYM Blanco Abundante Aterciopelada Regular
EMA Blanco Regular Algodonosa Abundante
PDA Blanco Abundante Algodonosa Regular
CP-194 CYM Blanco Regular Aterciopelada Muy escaso
EMA Blanco Regular Algodonosa Escaso
PDA Blanco Regular Plumosa Abundante
CP-358 CYM Blanco Abundante Algodonosa Regular
EMA Blanco Escaso Plumosa Escaso
PDA Blanco Abundante Plumosa Abundante
CP-359 CYM Blanco Abundante Plumosa Abundante
EMA Blanco Regular Plumosa Regular
PDA Blanco Abundante Plumosa Abundante
CP-360 CYM Blanco Escaso Lanosa Escaso
EMA Blanco Regular Plumosa Regular
PDA Blanco Escaso Aterciopelado Escaso
CP-361 CYM Blanco Abundante Lanosa Regular
EMA Blanco Regular Aterciopelado Escaso
PDA Blanco Regular Plumosa Regular
CP-362 CYM Blanco Regular Plumosa Regular
EMA Blanco Escaso Lanosa Escaso
PDA Blanco Escaso Plumosa Escaso
CP-363 CYM Blanco Regular Plumosa Regular
EMA Blanco Escaso Plumosa Regular
PDA Blanco Abundante Lanosa Regular
CP-364 CYM Blanco Abundante Plumosa Abundante
EMA Blanco Regular Lanosa Escaso
CP-365 PDA Blanco Escaso Lanosa Escaso
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CYM Blanco Regular Lanosa Regular
EMA Blanco Escaso Lanosa Escaso
PDA Blanco Abundante Plumosa Regular
CP-366 CYM Blanco Abundante Plumosa Abundante
EMA Blanco Regular Plumosa Abundante
PDA Blanco Regular Algodonosa Regular
CP-373 CYM Blanco Regular Algodonosa Regular
EMA Blanco Abundante Algodonosa Regular
PDA Blanco Regular Lanosa Escaso
CP-375 CYM Blanco Regular Lanosa Escaso
EMA Blanco Escaso Lanosa Muy escaso
PDA Blanco Abundante Plumosa Abundante
CP-376 CYM Blanco Regular Algodonosa Regular
EMA Blanco Escaso Algodonosa Escaso
PDA Blanco Abundante Algodonosa Regular
CP-424 CYM Blanco Abundante Plumosa Regular
EMA Blanco Abundante Plumosa Abundante
PDA Blanco Regular Algodonosa Regular
CP-425 CYM Blanco Regular Espuma seca Abundante
EMA Blanco Regular Plumosa Regular
PDA Blanco Escaso Algodonosa Regular
CP-426 CYM Blanco Regular Espuma seca Regular
EMA Blanco Escaso Plumosa Regular
PDA Blanco Regular Algodonosa Escaso
CP-460 CYM Blanco Escaso Plumosa Regular
EMA Blanco Escaso Algodonosa Escaso
PDA Blanco Regular Plumosa Abundante
CP-515 CYM Blanco Regular Plumosa Abundante
EMA Blanco Regular Plumosa Abundante
PDA Blanco Regular Lanosa Regular
CP-516 CYM Blanco Regular Lanosa Regular
EMA Blanco Regular Plumosa Regular
PDA Blanco Regular Plumosa Muy abundante
CP-517 CYM Blanco Abundante Plumosa Muy abundante
EMA Blanco Regular Plumosa Muy abundante
PDA Blanco Regular Algodonosa Regular
CP-518 CYM Blanco Abundante Algodonosa Abundante
EMA Blanco Regular Plumosa Regular
PDA Blanco Regular Plumosa Regular
CP-524 CYM Blanco Regular Algodonosa Regular
EMA Blanco Regular Plumosa Abundante
PDA Blanco Regular Algodonosa Regular
CP-525 CYM Blanco Regular Algodonosa Regular
EMA Blanco Regular Algodonosa Regular
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Figura 6.2. Crecimiento caracteristico de las cepas de Pleurotus estudiadas. a: La cepa CP-358
desarrollandose sobre agar con papa dextrosa (PDA), medio completo con extracto de
levadura (CYM) y agar con extracto de malta (EMA); y b: Morfologia macroscépica de
diferentes cepas estudiadas (CYM).

6.1.3. Evaluacion de la competitividad comercial a nivel médulo experimental
Debe sefalarse que los resultados de esta etapa de la investigacion fueron afectados por la huelga
laboral que afectd al Colegio de Postgradudados, a principios de 2010, razon por la cual se

presentan a continuacion los datos mas relevantes.

6.1.3.1. Primera fructificacion

De las cepas estudiadas, las mas prometedoras resultaron ser la CP-362 y la CP-460, las cuales
mostraron excelentes tiempos en la fase de produccion, y obtuvieron las eficiencias bioldgicas
mas altas superando a la cepa comercial, presentando un color Ilamativo, forma y sabor
diferentea (Figura 6.3). Sin embargo, dichas cepas no tuvieron los mejores resultados en la
caracterizacion morfolégica macroscopica, ni las mejores tasas de desarrollo en los 3 medios
probados. En relacion a la colonizacién del substrato, no hubo diferencia estadisticamente
significativa entre las cepas CP-50, CP-253, CP-361, CP-460 y CP-468, cuya colonizacion se
presento entre 13 a 17 dias. Para la aparicién de los primordios, la cepa comercial los desarrollé
a los 25.5 dias, mientras que la cepa CP-460 requirio un tiempo mayor de 41 dias a partir de la
inoculacion. Un dato interesante al realizar este estudio fue analizar la eficiencia bioldgica en
relacion al tiempo que requirié para obtener la segunda cosecha (momento en que se realizé el

corte para la evaluacion). La CP-50 obtuvo una EB de 32.92% en un tiempo de 72 dias, en 2
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cosechas (TP = 0.4572), mientras que la CP-460 logro una EB de 58.04% en una cosecha, en un
periodo de 54 dias (1.0748) [Tabla 6.5.]. Las condiciones del modulo de fructificacion fueron
temperaturas maximas de 15-27°C y minimas de 11-15° C, con una humedad relativa de 32-89%
(Figura 6.4).

Figura 6.3. Fructificaciones de las cepas de Pleurotus que obtuvieron los mejores resultados en
comparacion con la cepa comercial: a: CP-50 (cepa de referencia), b: CP-362 con
fructificaciones color crema, y ¢: CP-460 con fructificaciones de color amarillento.
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Figura 6.4. Principales condiciones ambientales registradas durante la primera fructificacion de
las cepas de Pleurotus. a: Temperaturas maximas (15-27°C) y minimas (11-15°C). b:
Humedad relativa (32-89%).
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Tabla 6.5. Periodos de tiempo registrados en la fase de produccién (12. Fructificacion), nimero
de cosechas y eficiencia bioldgica de 20 cepas de Pleurotus.

FASE DE PRODUCCION

Cepa Tiempo (dias) Cosechas® EB* P
CS* APP* TUC* (%)
CP-50 15.0 abc 25.5 b 72 d 2 d 32.92 c 0.4572
CP-253 17.3 abcd 24.5 b 70 d 2 d 17.59 b 0.2512
CP-468 13.0 a 24.8 b 55 bc 1 b 12.21 b 0.2220
CP-194 33.3 ] - a - a - a - a -
CP-358 26.5 hi 72 f - a - a - a -
CP-359 194 cde - a - a - a - a -
CP-360 25.3 ghi - a - a - a - a -
CP-361 17.0 abcd - a - a - a - a -
CP-362 19.0 bcde 26.8 bc 58 c 1 b 35.70 c 0.6155
CP-363 28.0 ij - a - a - a - a -
CP-364 19.5 bcdef - a - a - a - a -
CP-365 215 defgh - a - a - a - a -
CP-366 19.8 cdefg  33.8 d 56 c 1.3 bc 20.17 b 0.3601
CP-373 24.8 fghi 72 f - a - a - a -
CP-375 23.2 efghi - a - a - a - a -
CP-376 22.0 defgh 70 f - a - a - a -
CP-424 22.0 defgh  29.8 c 51 b 15 ¢ 21.52 b 0.4219
CP-425 25.8 hi - a - a - a - a -
CP-426 25.8 hi 72 f - a - a - a -
CP-460 14.2 ab 41 e 54 bc 1 b 58.04 d 1.0748

*= Diferentes letras en la misma columna indican diferencias significativas entre las medias, de acuerdo a la Prueba de Tukey ( a = 0.05).
CS= Colonizacion del substrato (periodo desde la inoculacién). APP= Aparicién de primordios de fructificacion (periodo desde la inoculacién).
TUC= periodo para la Gltima cosecha al momento de la evaluacion, desde la inoculacién. EB= Eficiencia biol6gica (%). TP= Tasa de produccién.

También se realizd una evaluacion en cuanto a plagas y enfermedades durante la fase de
produccion de la primera fructificacion de las cepas de Pleurotus (Tabla 6.6), incluyendo
diversas especies de mohos e insectos en diferentes estadios, principalmente del género

Lycoriella.

En la evaluacion se determind como porcentaje la presencia de bacterias y mohos en la
superficie del substrato, e insectos en substrato y fructificaciones. De las 11 cepas que estaban
fructificando al momento de la evaluacion, nueve de ellas presentaron bacterias en el micelio de
la superficie del substrato, manifestdndose como manchas cafés, en donde ya no se volvian a
formar primordios. Asi, las cepas que presentaron un mayor porcentaje de bacterias fueron la
CP-366 (40%), CP-361 (37.5%) y CP-362 (35%). De estas cepas, las dos ultimas presentaron un
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sistema de defensa muy débil, ya que se encontraban en la primera cosecha. Diferente es el caso
de la CP-366 que se encontraba entre la tercera y cuarta cosecha, por lo que su sistema de
defensa se encontraba en una etapa decreciente. Es importante destacar los valores encontrados
en la cepa de referencia CP-50 (15%), la cual a pesar de estar en el mismo nimero de cosechas,
el porcentaje bacteriano fue reducido. De igual forma, las cepas que tuvieron un bajo porcentaje
de bacterias entre la tercera y cuarta cosecha fueron las cepas CP-253 (13.5%), CP-424 (16.3%)
y CP-468 (3.7%). Las cepas que estaban fructificando y que no presentaron bacterias fueron la
CP-460 en la cosecha 3-4, y la cepa CP-359 en la primera cosecha.

Tabla 6.6. Estimacion de la proporcién de bacterias, mohos competidores e insectos en las
unidades de produccién de las cepas de Pleurotus estudiadas.

Cepa Cosechas Bacterias (%) Mohos (%) Insectos (%)
CP-50 35 15.0 - 75
CP-253 4 135 7.5 6.0
CP-468 3.7 175 20 11
CP-194 0 - - -
CP-358 0 - - -
CP-359 1 - 5.0 5
CP-360 0 - - -
CP-361 1 37.5 5 -
CP-362 1 35.0 15 3.7
CP-363 0 - - -
CP-364 0 - - -
CP-365 0 - - -
CP-366 35 40.0 - 20
CP-373 0 - - -
CP-375 1 18.8 13.8 20
CP-376 1 11.8 1 1.2
CP-424 3.5 16.3 5 13.8
CP-425 0 - - -
CP-426 0 - -
CP-460 3.5 - 1 4

En relacion a la presencia de mohos en la superficie del substrato, nueve cepas

presentaron mohos, la cepa CP-468 (20%) tuvo el mayor porcentaje, con tres tipos de mohos
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caracterizados Unicamente por su coloracion verde, blanca o naranja. EI mas bajo porcentaje lo

presentaron las cepas CP-460 (1%, moho naranja) y la CP-376 (1%, moho verde).

Al evaluar la presencia de insectos, se encontré que la cepa CP-460 estuvo gravemente
afectada, hasta en un 40%, por insectos (Lepidopteros), particularmente una especie de polilla de
la que se encontraron huevos, larvas y pupas. El dafio principalmente fue causado por las larvas
que hicieron tuneles en el interior de los cuerpos fructiferos. Las larvas fueron blanquecinas con
manchas cafés y la cabeza también café, con una longitud de aproximadamente 5-7 mm (Figuras
6.5 y 6.6). Las demas cepas no fueron afectadas por este insecto, aunque estuvieran
fructificando. Otro insecto encontrado fue la mosquita Lycoriella, pero sin causar serios dafios,
ya que normalmente consumen el micelio de la superficie de la unidad de produccion. Su mayor
porcentaje se registro en la cepa CP-375 (20%), desde la primera cosecha, y en la CP-366 (20%).
La presencia de Lycoriella en la cepa CP-460 fue del 4%. Asi, puede decirse que las cepas mas
susceptibles a plagas y enfermedades (en un mddulo con hongos desarrollandose en las ultimas
cosechas) son la CP-361, CP-362, CP-366, CP-375 y CP-460. En este caso, se recomendaria a
los productores la importancia del saneamiento del area de produccion, y sincronizar las
unidades de produccion hasta la segunda o maximo tercera cosecha de hongos, para evitar

problemas de plagas y enfermedades.

Figura 6.5. Caracteristicas de la etapa larval vista al microscépio estereoscépico del insecto
lepidoptero que afecto las fructificaciones de las cepas estudiadas de Pleurotus. Las larvas
midieron aproximadamente 10-12 mm de largo.
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Figura 6.6. Diferentes etapas de los insectos (Orden: Lepidoptera, Género: Plodia sp.) que
causaron serios dafios a la cepa CP-460 de Pleurotus sp. durante la primera fructificacion.
a: Larva que generd taneles en el interior del estipite. b: Dafio causado por larvas en todo
el cuerpo fructifero. c: Pupa enterrada en el cuerpo fructifero y pupas completas a los
lados. d: Imago.

6.1.3.2. Segunda fructificacion

Debido a que la mayoria de las cepas no fructificaron, y por las condiciones que propiciaron la
presencia de plagas y enfermedades, se decidio realizar una segunda evaluacion de la etapa de
produccién por un periodo mayor de tiempo (tanto incubacion, como fructificacion) y se
registraron las condiciones ambientales en el médulo experimental (Figura 6.7). Se obtuvieron
los periodos de colonizacién del substrato, aparicion de primeros primordios de fructificacion,
altima cosecha, nimero de cosechas, eficiencia bioldgica y tasa de produccion (Tabla 6.7;
Figura 6.8).

25

=
1
relativa (%)
[T
[SIR=IR= ]

Temperatura( °C)
=
=)
medad
=
S

v

M PN TN M AN NN IN SN N NP ST DM e
AEERIRRRERTSEIINEEEERNEREREEE8S
- MO AN ATR SN IO N DX ATRNSME NN dTRh oSN
mmmmmmmmmmmmmmmmmmmmmmmmmmmmmm ]
Periodo de Fructificacion {dias)

Periodo de Fructificacién {dias)

Figura 6.7. Condiciones ambientales registradas en el modulo experimental durante la segunda
fructificacion de las cepas estudiadas de Pleurotus. a: Temperaturas (16-20°C). b:
Humedad relativa (45-80%).
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Tabla 6.7. Periodos en la fase de produccion, a partir de la inoculacion, correspondientes al
numero de cosechas, eficiencia bioldgica (EB), y tasa de produccion (TP) de la
segunda fructificacion de las cepas estudiadas de Pleurotus.

FASE DE PRODUCCION

Periodo (dias)
Cepa CS APP  TyUC

No Cos EB (%) TP

CP-50 140 278 665 20 56.43 + 2.88 0 0.7102 +0.18 d
CP-253 13.8 155 525 20 47.90 + 1.18 ¢fg 0.8796 +0.03 d
CP-468 153 180 358 20 24.90 + 2.10 abcdefg 0.6665 +0.06 cd
CP-194 585 0.0 00 00 0.00 + 0.00 abcdefg 0.0000 +0.00 a
CP-358  20.0 67.0 1150 10 5.43 + 2.64 abcdefg 0.0355 +0.02 ab
CP-359 266 793 1013 15 22.33 + 1.85 abcdefg 0.1652 +0.01 ab
CP-360 25.0 135.0 00 00 0.00 + 0.00 abcdefg 0.0000 +0.00 a
CP-361 26.0 1033 1130 10 2.63 + 1.83 abcdefg 0.0173 +0.01 ab
CP-362 21.0 500 798 13 26.77 +10.99 abcdefg 0.2736 +0.07 ab
CP-363 21.0 915 1125 15 51.43 +15.89 fg 0.3796 +0.12 bed
CP-364 220 990 1193 10 3.50 + 0.85 abcdefg 0.0220 +0.00 ab

CP-365 200 940 1180 1.0 10.40 +10.40 abcdefg 0.0662 +0.00 abc

CP-366 10.0 110 340 20 32.17 + 2.21 abcdefg 0.8906 +0.07 d
CP-373 245 715 1145 15 32.90 + 7.88 bcdefg 0.2440 +0.05 ab
CP-375 188 273 910 20 14.17 + 7.25 abcdefg 0.1166 +0.02 ab
CP-376 190 948 1088 10 1.07 + 0.29 abcdefg 0.0081 +0.00 a
CP-424 100 205 453 20 31.97 + 0.69 abcdefg 0.6583 +0.06 cd
CP-425 195 905 1330 13 33.00 + 2.54 bcdefg 0.2223 +0.02 ab
CP-426 240 416 1063 15 34.07 + 9.11 cdefg 0.2404 +0.05 abc
CP-460 143 333 655 20 47.37 + 2.83 ¢fg 0.6817 +0.05 cd

4.42 abcdefg 00651 +0.02 ab
0.00 abcdefg  0.0134 £0.00 ab
5.84 defg 0.2560 +0.05 ab
7.97 abcdefg 00896 +0.04 ab

CP-515 17.0 1435 1660 15 10.87
CP-516 19.0 1638 1680 10 2.30
CP-517 13.0 620 1540 20 44.86
CP-518 253 1100 1627 13 14.67
CP-524 305 960 1603 15 16.20 + 7.62 abcdefg 0.0969 *+0.04 ab
CP-525 32.0 1430 1725 15 22.37 + 2.63 abcdefg 0.1288 +0.00 ab

*= Diferentes letras en la misma columna indican diferencias significativas entre las medias, de acuerdo a la Prueba de Tukey ( o = 0.05).
CS= Colonizacién del substrato (periodo desde la inoculacién). APP= Aparicion de primordios de fructificacion (periodo desde la inoculacion).
TUC= periodo para la Gltima cosecha al momento de la evaluacion, desde la inoculacién. EB= Eficiencia biolégica (%). TP= Tasa de produccion.

+ + 4+ ++ H+ H+ H+ M+ H+ H+ H+ H+ H+ 4+

La colonizacion del substrato (CS) mas rapida se presento en las cepas CP-424 (10 dias),
CP-366 (10 dias), CP-517 (13 dias), CP-253 (13.8 dias), CP-50 (14 dias) y CP-460 (14.3 dias),
entre las cuales no se encontrd diferencia significativa, mientras que las cepas que requirieron

mayor tiempo para colonizar el substrato fueron la CP-524 (30.5 dias) y CP-525 (32.0 dias).
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Figura 6.8. Media y error estandar de los pardmetros evaluados sobre la competitividad
comercial de la segunda fructificacion de las cepas estudiadas de Pleurotus. a: Eficiencia
biolégica (EB, %). b: Tiempo para obtener la ultima cosecha (TUC). c: Tasa de
produccién (TP).

La aparicion de los primeros primordios de fructificacion (APP) fue temprana, y
equiparable con la cepa comercial CP-50 (27.8 dias), en las cepas CP-366 (11 dias), CP-253
(15.5 dias), CP-468 (18 dias), CP-424 (20.5 dias), CP-375 (27.3 dias). Las que aparecieron en
seguida fueron la CP-460 (33.3 dias), CP-426 (41.6 dias), y CP-362 (50 dias). En el resto de las
cepas se prolongd mas, siendo las ultimas cepas en fructificar la CP-525 (143 dias), CP-515

(143.5 dias), y CP-516 (168 dias). El nimero de cosechas que se obtuvo vario de 1 a 2 cosechas.

El menor periodo requerido para obtener la Gltima cosecha (TUC) fue registrado en las
cepas CP-366 (34 dias), CP-468 (35.8 dias), CP-424 (45.3 dias), CP-253 (52.5 dias), CP-460
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(65.5 dias), CP-50 (66.5 dias), CP-362 (79.8 dias), CP-375 (91 dias), CP-359 (101.3 dias),
CP-426 (106.3 dias) y CP-365 (118 dias). Por el contrario, las cepas que presentaron el periodo
maés prolongado para fructificar, fueron las cepas CP-517 (154 dias), CP-524 (160.3 dias), CP-
518 (162.7 dias), CP-515 (166 dias), CP-516 (168 dias) y CP-525 (172.5 dias).

Las cepas que destacaron en promedio por eficiencia biolégica (EB, %) fueron la CP-50
(56.4%), CP-253 (47.90%), CP-363 (51.43%), CP-460 (47.37%) y CP-517 (44.86), entre las que
no hubo diferencia estadistica. Sin embargo, no se encontr6 diferencia significativa de la cepa
comercial con respecto a otras cepas que presentaron una mayor variabilidad: CP-362, CP-366,
CP-373, CP-424, CP-425, CP-426, y CP-468.

Considerando la eficiencia bioldgica y el tiempo para obtener la Gltima cosecha se obtuvo
la tasa de produccion (TP), donde los valores mas altos fueron alcanzados por la cepa CP-366
(0.8906), CP-253 (0.8796), CP-50 (0.7102), CP-460 (0.6817), CP-468 (0.6665), CP-424
(0.6583) y CP-363 (0.3796), entre las que no hubo diferencia significativa.

En la Figura 6.9 se aprecia graficamente el comportamiento de las cepas evaluadas en
relacion a los parametros de eficiencia bioldgica, tiempo para obtener la Gltima cosecha vy la tasa
de produccién; en donde el area con color representd la zona de valores Optimos. Asi puede
observarse que las cepas estudiadas compiten con la cepa de referencia CP-50, ya sea porque se
encuentren incluidas en la zona de valores 6ptimos, o bien se aproximen a ella. Las cepas que
destacaron en los tres parametros alternativos junto con la CP-50, fueron la CP-253 y CP-460.
Aquellas que presentaron TUC y TP competitivos solamente fueron la CP-366, CP-424 y CP-
468.

Por otra parte, las condiciones ambientales registradas durante la segunda fructificacién de
las cepas estudiadas de Pleurotus resultaron mas estables (temperatura: 16-20°C; humedad
relativa: 45-80%), con respecto a ageullas de la primera fructificacion (temperatura: 15-27°C;
humedad relativa: 32-89%).
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De acuerdo con los valores 6ptimos alcanzados durante la etapa de produccion por las
cepas estudiadas en relacion con la cepa comercial (Tabla 6.8) se consider6 como cepas
relevantes: CP-50, CP-253, CP-366, CP-424, CP-460 y CP-468. Algunas de estas cepas se
incluyeron en la etapa final de esta investigacion, que correspondié a la determinacién de la
resistencia natural contra Trichoderma aggressivum, asi como a la determinacion de su cinética
de produccion de lacasas. La caracterizacion de las fructificaciones se encuentra en el ANEXO
B.

Tabla 6.8. Comparacion de las cepas estudiadas de Pleurotus consideradas competitivas con
aquellas de referencia, en relacion a los parametros evaluados. Los datos no mostraron
diferencias estadisticamente significativas.

Cepa CS APP TUC EB TP
(dias) (dias) (dias) (%)
1 CP-50 14.0 27.8 66.5 56.43 0.7102
2 CP-253 13.8 15.5 52.5 47.90 0.8796
3 CP-468 18.0 35.8 0.6665
4 CP-362 50.0 79.9
5 CP-363 51.43 0.3796
6 CP-366 10.0 11.0 34.0 0.8906
7 CP-375 27.3 91.0
8 CP-424 10.0 20.5 45.3 0.6583
9 CP-426 41.6
10 CP-460 14.3 33.3 65.5 47.37 0.6817
11 CP-517 13.0 44.86

6.1.4. Caracterizacion organoléptica
6.1.4.1. Prueba preliminar de las caracteristicas organolépticas
Un aspecto importante para introducir nuevas cepas de hongos comestibles al mercado son las
caracteristicas organolépticas, tales como sabor y consistencia. Para ello, los cuerpos fructiferos
de las cepas seleccionadas, se cocinaron y evaluaron.

Al momento de ser cocinados los “Hongos del Maguey”, en general, se pudo percibir un
aroma agradable de mayor intensidad en comparacion con la cepa comercial CP-50. Los hongos

se frieron (ca. 15 min) completamente por ser fibrosos, lo cual mejord su consistencia. Durante

-99-



la degustacion de cada una de las cepas de Pleurotus, se logrd percibir un mejor sabor en

relacion con la cepa de referencia.

De acuerdo con los resultados de la caracterizacion organoléptica preliminar (Tabla 6.9.),
en cuanto a sabor, todas las cepas de “Hongos del Maguey” superaron a la cepa comercial de
referencia CP-50. Las cepas con sabor muy intenso fueron la CP-358, CP-363, CP-366, CP-373
y CP-525, mientras que las cepas con sabor suave fueron la CP-361, CP-364, CP-375, CP-315y
CP-524.

La CP-50 se considerd con sabor poco intenso y de consistencia suave, mientras que las

cepas estudiadas de “Hongos del Maguey” fueron de sabor agradable intenso o moderado.

Por otra parte, en cuanto al resultado obtenido al evaluar la consistencia, siete cepas
presentaron una consistencia equivalente a la cepa comercial (CP-361, CP-364, CP-375, CP-376,
CP-426, CP-468, CP-525). Las cepas catalogadas como firmes suaves fueron la CP-359, CP-362,
CP-365, CP-366, CP-515). Las cepas que presentaron una consistencia firme similar a la “carne”
fueron la CP-194, CP-358, CP-363, CP-424 y CP-517, las cuales son competitivas en términos
de sus propiedades organolépticas (sabor, consistencia). En la Tabla 6.10 se especifican aquellas
cepas recomendables principalmente por el criterio de consistencia, ya que algunas cepas pueden
ser muy agradables en sabor, pero su consistencia no es aceptable (coriacea). En general, todo el
material estudiado es valioso, ya que algunas cepas presentaron caracteristicas favorables,
aunque pueden carecer de otras que podrian mejorarse por mejoramiento genético. Las cepas de
Pleurotus que se consideraron recomendables para la produccion comercial fueron la CP-50, CP-
253, CP-366, CP-424, CP-460 y CP-468. En este aspecto es importante considerar las demandas
del sistema de produccion-consumo de los hongos comestibles en México. Una observacion
experimental importante fue el hecho de que los “Hongos del Maguey” tuvieron una mayor

viabilidad postcosecha que las cepas de referencia.
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Tabla 6.9 Caracteristicas organolépticas de las cepas de Pleurotus estudiadas en prueba

preliminar.
Cepa Sarbo Cons;stenci Recomendable Cepa Sabor Consistencia Recomendable
CP-50 1 1 Si CP-373 4 6 -
CP-253 2 4 - CP-375 3 1 Si
CP-468 2 1 Si CP-376 2 1 Si
CP-194 2 3 Si CP-424 2 3 Si
CP.358 4 3 Si CP-425 2 0 Si
CP-359 3 2 Si CP-426 2 1 Si
CP-360 - - - CP-460 2 5 -
CP-361 3 1 Si CP-515 3 2 Si
CP-362 2 2 Si CP-516 2 6 -
CP-363 4 3 Si CP-517 2 3 Si
CP-364 3 1. Si CP-518 2 5 -
CP-365 2 2. Si CP-524 3 4 -
CP-366 4 2 Si CP-525 4 1 Si

Al reunir los valores Optimos obtenidos en la evaluacion de la competitividad por
produccion (sin diferencia significativa), y los valores registrados en la evaluacion de la
competitividad por propiedades organolépticas (Tabla 6.10.), fue posible tener mayor certeza de
cuéles son las cepas prometedoras a corto plazo. Es decir, aquellas cepas con posibilidades de
insertarse al mercado, o bien, incluirlas de manera inmediata en las investigaciones presentes,
como recursos genéticos viables y de gran valor. En este caso, se recomendaron 11 cepas para la
ltima etapa de este trabajo de investigacion, correspondiente a la caracterizacion enzimatica.
Los resultados demostraron que, de las siete variables analizadas, las cepas con mayor potencial
fueron la CP-253, CP-366, CP-424, y CP-460. De estas, la primera y la ultima presentaron son
recursos con buenas caracteristicas. Por otra parte, en la Tabla 6.10 también se muestran
aquellas cepas poco competitivas contra la cepa comercial, aunque tuvieron buen sabor y

consistencia.

-101 -



Tabla 6.10. Comparacion de las cepas estudiadas de Pleurotus con aquellas de referencia, en lo
que respecta a los parametros evaluados de produccion y propiedades.

Competitividad

Propiedades

Produccioén organolépticas Cri'gerios
. Cs APP TUC EB TP CCP S C cipo cubiertos
P& "dias) (dias) (dias) (%)
1 CP-50 140 278 665 5643 07102 Si_ 1 1 Si 7
2 CP-253 138 155 525 4790 08796 Si 2 4 No 6
3 CP-468 180 358 06665 Si 2 1 Si 5
4 CP-362 500 79.9 No 2 2 Si 4
5 CP-363 5143 03796 No 4 3  Si 4
6 CP-366 100 11.0 34.0 08906 Si 4 2 Si 6
7 CP-375 273 91.0 No 3 1 Si 4
8 CP-424 100 205 453 06583 Si 2 3 S 6
9 CP-426 416 No 2 1 Si 3
10 CP-460 143 333 655 4737 06817 Si 2 5 No 6
11 CP-517 130 44.86 No 2 3 Si 4

CS= Colonizacion del substrato. APP= Aparicion de primeros primordios. TUC= Periodo para la Gltima cosecha. EB= Eficiencia biolégica. TP=
Tasa de produccién. CC/P= Cepa competitiva por produccién. S= Sabor (escala: 0= Insipido, 1= Poco intenso, 2= Agradable, 3= Sabroso, 4=
Delicioso). C= Consistencia (escala: 0= Muy suave, 1= Suave, 2= Firme suave, 3= Similar a “carne”, 4= Ligeramente coridcea, 5= Coriacea, 6=
Muy coriacea). C/PO= Competitiva por propiedades organolépticas.

6.1.4.2. Evaluacién exploratoria de aceptacion por consumidores
Los resultados de las dos evaluaciones dieron a conocer una aproximaciéon del impacto que

pudieran tener en el mercado las cepas de Pleurotus aisladas de maguey, y fueron los siguientes:

6.1.4.2.1. Preferencia de compra

Los encuestados registraron el orden de preferencia de compra por aspecto (de mayor a menor
grado) de hongos frescos representativos de cada cepa. De acuerdo con los resultados mostrados
en la Tabla 6.11, en la categoria de los hongos que se comprarian primero se registrd la cepa CP-
363 (62.5%), seguida por la CP-50 (50%) en segundo término, la CP-460 (40%) en tercer
término, la CP-426 (30.8%) en cuarto término, la CP-425 (30.8%) en quinto término, y la
comercial Monte Rey (27.3%) en sexto término. Asi se puede observar que varias cepas de

“Hongos del Maguey” compiten con las cepas comerciales. En resumen, el estudio exploratorio
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indico que la cepa que un consumidor elegiria en primer lugar seria la CP-363, en segundo lugar
la CP-50, y en tercer lugar la CP-460.

Tabla 6.11. Preferencia de compra (%) por apariencia de las fructificaciones (Pleurotus) por
parte de consumidores no expertos, tomando como referencia dos cepas comerciales.

Categoria Cepa Pro?;or)cmn
1° CP-363 62.5
20 CP-50 50.0
3° CP-460 40.0
40 CP-426 30.8
50 CP-425 30.8
6° Monte Rey 27.3

6.1.4.2.2. Evaluacion exploratoria de las propiedades organolépticas de las cepas de
Pleurotus por consumidores no expertos
Para la evaluacion exploratoria de las caracteristicas de olor, sabor y consistencia con

consumidores no expertos, se considerd una escala de nueve categorias (Anzaldua, 2005).

1) Olor. Los hongos que fueron catalogados con mayor porcentaje como que “les gustaba
muchisimo” (primera categoria) por su olor segn la opinion de los jueces consumidores:
Monte Rey (30.8%). En la segunda categoria por olor, expresada como que “les gustaba
mucho” con un mayor porcentaje mencionaron a las cepas: CP426 (33.3%) y CP460
(33.3%). Se observa una gran tendencia de las cepas de Pleurotus de maguey a agradar por su
olor y principalmente las cepas CP425, CP426 y CP460 (Tabla 6.12).
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Tabla 6.12. Evaluacién del olor por parte del consumidor final, de cuatro cepas de Pleurotus de
maguey y una cepa comercial, considerando una escala de nueve categorias, segun

Anzaldua (2005).
Categoria Cepa Prop();)r)cmn
1° Monte Rey 30.8
20 CP-426, CP-460 33.3
3° CP-363 50.0
40 CP-425 14.3

2) Sabor. De las cepas evaluadas por los jueces consumidores en cuanto a sabor, las cepas de
Pleurotus de maguey sobresalieron en relacion con la cepa comercial (Monte Rey) destacando
en la categoria 1, correspondiente a “me gusta muchisimo” la cepa CP363 (35.7%); y la cepa
CP425 (30%) fue equiparable con la Monte Rey (30%). En la segunda categoria (“Me gusta
mucho”) destacaron las cepas CP426 (60%), CP425 (50%) y CP460 (50%). También en este
parametro, en la categoria 8 (“Me disgusta mucho™) solo se presento la cepa CP426 (Tabla
6.13).

Tabla 6.13. Evaluacion del sabor por parte del consumidor final, de cuatro cepas de Pleurotus
de maguey y una cepa comercial, considerando una escala de nueve categorias, segun

Anzaldua (2005).
Categoria Proporcién
Cepa (%)
1° CP-363 35.7
20 CP-426 27.3
3° CP-460, Monte Rey 50.0
40 CP-425 16.7

3) Consistencia. En este parametro, los encuestados eligieron en primer término a la cepa
comercial Monte Rey (71.4%), en segundo lugar a las cepas que les gusté muchisimo en
cuanto a consistencia fueron la CP-425 y la CP-426 (20.0%); y en tercer lugar a las cepas CP-
363 y CP-460 (33.3%) (Tabla 6.14). Es importante mencionar que la cepa que se menciond
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también como que les gustdé muchisimo fue la CP425 (28.6%) junto con la comercial Monte

Rey (71.4%). Y la cepa que desagraddé muchisimo en relacion a la consistencia fue la CP426.

Tabla 6.14 Evaluacion de la consistencia por parte del consumidor final, de cuatro cepas de
Pleurotus de maguey y una cepa comercial, considerando una escala de nueve categorias,

segun Anzaldua (2005).
Categoria Proporcién
Cepa (%)
1° Monte Rey 71.4
20 CP-425, CP-426 20.0
3° CP-363, CP-460 33.3

6.1.5. Aspectos relevantes de la caracterizacion de Pleurotus
De acuerdo con los resultados obtenidos en la caracterizacion microscopica, macroscopica y de
la evaluacion de la competitividad comercial durante la primera y segunda fructificacion, se
considerd que ni la presencia de una gran cantidad de fibulas en el micelio, ni elevada tasa de
desarrollo en medio de cultivo, son parametros que indiquen buena competitividad comercial de
una cepa.

Por otra parte, se confirmé que la presencia de estructuras en forma de perilla con peddnculo
en el micelio estan asociadas al genero Pleurotus, aunque no en todas las cepas estudiadas (27).
S6lo se observaron en las cepas CP-50, CP-194, CP-358, CP-376, CP-460 y CP-517. Segln
Thorn & Tsuneda (1993) y Hibbett (1994), dichas estructuras estan relacionadas con atrapar
nematodos, y han sido reportadas en P. cornucopiae (Paulet) Rolland, P. cystidiosus O.K. Miller,
P. levis (Berk. & Curt.) Sing., P. ostreatus (Uacq. : Fr.) Kummer, P. populinus Hilber &
Vilgalys, y P. pulmonarius (Fr. : Fr.) Quél..De acuerdo con Barron & Thorn (1987), la funcién
de estas estructuras es secretar una toxina (acido trans-2-decandico), la cual paraliza a los

nematodos, que posteriormente son invadidos por las hifas del hongo.

En relacién a los pardmetros evaluados en la competitividad comercial durante la primera

fructificacion, se puede decir que las cepas de Pleurotus prometedoras a nivel comercial fueron:
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CP-460 y CP-362. Estas cepas presentaron una eficiencia biologica y tasa de produccion mayor
a aquellas de la cepa comercial CP-50. Cabe destacar que entre las plagas y enfermedades
registradas en el cultivo de las cepas estudiadas de Pleurotus no se han reportado en la
bibliografia los lepidopteros como un problema grave. Sin embargo, si se tienen registros de
esciaridos (Lycoriella) [Hussey & Gurney, 1968; Snetsinger, 1972; Fletcher et al., 1997), los
foridos (Megaselia) [Johal & Disney, 1994; Krishnamoorthy et al. 1991; Mohan et al., 1995,
Wetzel et al., 1982), los cecidomidos (Heteropeza, Mycophila) [Ferri, 1985; Vedie, 1993, Wetzel
et al., 1982], los colémbolos (Hypogastrura, Lepidocyrtus, Seira) [Ferri, 1985; Sandhu & Arora,
1994), y los pigmeforidos (Bakerdania) [De Lillo, 1997]. Por otra parte, en la segunda
fructificacion, se demostr6 que con una limpieza rigurosa es posible mantener sana la produccion

de hongos comestibles, sin problemas serios de plagas y/o enfermedades.

Los resultados que se obtuvieron de la segunda fructificacion de la produccion, mas la
evaluacion exploratoria de la preferencia de compra y percepcion organoléptica se presentan en
la Tabla 6.15.

Tabla 6.15. Cepas que destacaron en los siete criterios de produccién, y andlisis exploratorio de
las propiedades organolépticas y preferencia de consumidores no expertos.

Criterios Cepa
7 CP-50
6 CP-253, CP3-66, CP-424, CP-460
5 CP-468
4 CP-362, CP-363, CP-375, CP517
3 CP-426
Compra CP-363, CP-50, CP-460, CP-426, CP-425, Monte Rey
Olor Monte Rey, CP-363, CP-426, CP-460, CP-425
Sabor CP-363, CP-425, Monte Rey, CP-426, CP-425, CP-460

Consistencia  Monte Rey, CP-425, CP-363, CP-460

Los resultados de algunas de las cepas de “Hongos del Maguey” (Pleurotus) son
prometedores, con la ventaja de que algunas de sus caracteristicas comerciales pueden mejorar

mediante un programa adecuado de mejoramiento genético. Aungue existen cepas de P.
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pulmonarius que han sido estudiadas con este fin comercial (Vogel & Salmones, 2000), el
germoplasma utilizado fue extranjero. En cambio, Por otra parte, las cepas de los “Hongos del
Maguey” son abundantes, presentan diversidad genética, tienen sabor muy agradable e intenso

por lo que podrian comercializarse como un gourmet.

6.1.6. Caracterizacion enzimatica de las cepas de Pleurotus

6.1.6.1. Determinacion de la cinética de lacasas de las cepas seleccionadas

La actividad enzimatica se evalud con 4 substratos: DMP (2, 6-dimetoxifenol), Siringaldazina
(SYR, Sigma, E.U.A.), ABTS [2, 2’-Azino-bis (3-ethylbenzo-thiazoline-6-sulfonic acid)
diammonium salt] (Sigma, E.U.A.) y Guaiacol (GY, Sigma, E.U.A.). Con ellos se pudo observar
la afinidad de las lacasas de Pleurotus por determinado substrato, de la misma manera que en el

corrimiento enzimatico en los geles de poliacrilamida (PAGE).

De los cuatro substratos que se utilizaron para evaluar la actividad enzimatica, la mayor
respuesta se presenté con DMP en las tres cepas que se estudiaron, sin embargo, la produccion
de las enzimas es muy diferente entre las tres especies. Esto fue similar a las observaciones
realizadas por Cho et al. (2002), quienes determinaron las actividades de lacasas y peroxidasas
durante las etapas de desarrollo de primordio y fructificacion de P. ostreatus y P. sajor-caju. En
el caso de P. ostreatus, el nivel de la peroxidasa dependiente de Mn se encontro baja en la etapa
de primordio y gradualmente se incrementé con el desarrollo del cuerpo fructifero, mientras que
en P. sajor-caju, no se detectd actividad en ninguna de las etapas. Asi, en el presente trabajo se
demostraron diferencias significativas en la produccion de lacasa a nivel micelial en P. ostreatus
(CP-50), P. djamor (CP-253), y P. sp. ( “Hongos del Maguey”). En el substrato DMP, la cepa
CP-50 present6 su mayor actividad a las 48 h con un valor de 292.55 U/ml, mientras que la cepa
CP-253 obtuvo un valor maximo de 39.96 U/ml a las 120 h, y la cepa CP-460 present6 su
actividad maxima a las 96 h, con una actividad de 142.86 U/ml (Tabla 6.16).
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Tabla 6.16. Actividad volumétrica (AV) de lacasas de las cepas de referencia de Pleurotus
ostreatus (CP-50) y P. djamor (CP-253), en comparacion con una cepa seleccionada de
los “Hongos del Maguey” (Pleurotus sp.; CP-460).

Actividad volumétrica (U/ml)

Tiempo (h) CP-50 CP-253 CP-460
0 3.49 0.00 7.66
24 24.95 1.04 2.99
44 268.16 10.62 20.78
48 292.54 11.6 15.32
72 243.82 25.46 49.35
96 119.46 36.96 142.86
120 64.94 39.96 115.06
144 39.50 10.22 92.04

Por otra parte, al realizar el corrimiento electroforético, en el caso de la cepa CP-50, en el
carril que corresponde a las 72 h se comenzaron a observar dos bandas, lo cual indicd que se
estan produciendo dos isoenzimas. La primera y mas definida se ubico en la parte baja del gel y
fue de bajo peso molecular. En cambio, la CP-253 mostrd sélo una banda difusa en la parte
superior del gel, la cual fue de alto peso molecular y gradualmente se definio entre las 72 y 120 h
(Figura 6.9).

Al evaluar la produccion enzimética con SYR, la CP-50 obtuvo su méaximo a las 48 h, con
un valor de 78.74 U/ml, mientras que la CP-253 logrd su valor maximo a las 120 h con 18.29
U/ml (Figura 6.10). Estos resultados se vieron reflejados en el gel de poliacrilamida, donde se
apreciaron bandas mas tenues que las observadas con DMP. Es decir, las enzimas producidas no
presentaron gran afinidad por la SYR, en comparacién con el DMP.

En cuanto al comportamiento de la cinética que presentan las enzimas producidas, se
observo en todos los casos un pico de produccion, el cual decrecié posteriormente. Esto puede
deberse a que los nutrientes se agotaron, o bien, a que la concentracion de metabolitos

producidos por el micelio inhibieron la produccién enzimatica. En cuanto a la variacion
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interespecifica en los niveles enzimaticos, es claro que la cepa CP-253 mostro niveles inferiores
de lacasas, probablemente porque se trata de una cepa silvestre, sin mejoramiento genético, y por

ser una caracteristica de la especie.

Actividad volumétrica con DMP

350.00
300.00 292.54
'_g 250.00 26816 243.82
—
2
= 200.00 o
= 150.00 14286 ¢
- / TToue, 115.06 == CP253
1000 o4 9284 CP460
7000 3940
1022

Figura 6.9. Evaluacién de la actividad volumétrica (AV) de lacasas utilizando DMP: a: Cinética
de las cepas CP-50, CP-253 y CP-460 de Pleurotus. b: Corrimiento electroforético
(PAGE).
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Figura 6.10. Evaluacion de la actividad volumétrica de lacasas utilizando Siringaldazina (SYR).
a: Cinética de las cepas CP-50 y CP-253 de Pleurotus. b: Corrimiento electroforético

(PAGE).

La actividad enzimatica de las lacasas con el substrato ABTS fue mas baja en comparacion
con DMP y SYR, donde la produccion méxima de enzima para la CP-50 se presenté a las 48 h y
72 h, con una actividad enzimatica sobre el substrato ABTS de 43.67 y 44.66 U/ml,

respectivamente. En la CP-253, el valor méaximo se determiné a las 120 h, con 21.66 U/ml. En el

Actividad volumétrica con SYR

4—CP-50

0 24 48 72 96 120 144
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gel, se observo una doble banda a las 48 h en el caso de la cepa CP-50, esto representd la
presencia de dos isoenzimas. Conforme transcurre el tiempo, la isoenzima de menor peso
molecular disminuyo, en tanto que la isoenzima de mayor peso molecular se definid6 mejor

conforme transcurri6 el tiempo (Figura 6.11).

Actividad volumétrica con ABTS

50.00
45.00 136 44 66
40.00
38.53
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S / 30.49
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> 2500 / 27.80
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15.00 / s 19.06 —m—CP-253
10.00 / : W 11.71

: 4{ 11.23
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Figura 6.11. Evaluacion de la actividad volumétrica de lacasas utilizando ABTS. a: Cinética de
las cepas CP-50 y CP-253 de Pleurotus. b: Corrimiento electroforético (PAGE).

Finalmente, al evaluar con el substrato de GY, la afinidad enzimatica por este substrato
resulté ser muy baja para la cepa CP-50, con un méaximo a las 48 h de 38.79 U/ml. Esto
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correspondio en el corrimiento electroforético a una banda un poco mas marcada que el resto y,
es importante hacer notar, que en este caso, s6lo se pudo observar una sola banda producida. En
las determinaciones con los otros substratos, se presentaron dos bandas, correspondientes a dos
isoenzimas con diferente afinidad al substrato. Sin embargo, en la cepa CP-253, cuyos valores
enzimaticos fueron muy bajos y que alcanzé un pico a las 120 h, con una actividad enzimatica de
5.61 U/ml, no fue posible revelarla en el gel de poliacrilamida (Figura 6.12). A futuro, valdria la

pena repetir el experimento incrementando las concentraciones enzimaticas.

Actividad volumétrica con GY

45
40

38.79

= 35 A /

£ 39 /

> / N 2735

‘;I' 25 / \ —4—CP-50

20 / N\ —m—CP-253

15
o / \30.94
c 379/ - 2-17 4.03
0.43 0.09 * 5.61
0 - _ 4.22 4.16
a 0 24 48 72 96 120 144
Tiempo (h)

Figura 6.12. Evaluacion de la actividad volumétrica de lacasas utilizando guaiacol: a: Cinética
de las cepas CP-50 y CP-253 de Pleurotus; b: Corrimiento electroforético (PAGE).
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6.1.6.2. Determinacion de biomasa de las cepas seleccionadas de Pleurotus

Al analizar los resultados obtenidos en la produccion de biomasa de la cepa CP-50 y la
CP-253, se demostré que la cepa CP-253 produjo una mayor cantidad con un maximo de
produccion de biomasa de 3.6381 g/L a las 144 h, aunque sus pellets fueron méas pequefios que
aquellos de la CP-50, aproximadamente un 50%. Por su parte, la CP-50 presento la mayor

produccién de biomasa a las 144 h, con un valor de 2.2545 g/L (Figura 6.13).

Biomasa (g/L)

4 Tiempo
15 (hy  CP-50 CP-253 CP-460
s s 0 0.3883 0.3624 0.8835
g 2 S 24 0.3458 0.2549 0.7833
2 2 3 —4—CP50 44 10650 1.9371 1.3368
LS Zjﬁ"/@ e CPg0 48 11619 21132 15738
. —7 ’ o 72 10955 25499 1.1674
o ‘ 96 1.8178 3.2986 1.0421
0 24 44 48 72 96 120 144 120 1.4579 3.4029 1.1809
Tiempo (h) 144 22545 3.6381 1.4170

Figura 6.13. Biomasa producida por las cepas CP-50 de Pleurotus ostreatus y CP-253 de P.
djamor en extracto de malta liquido (EML). a: Perfil de la produccién de biomasa. b:
Datos cuantitativos (experimentos independientes).

6.1.6.3. Produccion de proteinas en medio liquido de las cepas seleccionadas de Pleurotus

La produccion de proteina en EML fue en general mayor en la cepa CP-50, en comparacion con
la cepa CP-253 de P. djamor. La CP-50 obtuvo un valor pico a las 48 h (35.7105 pg/ml),
posteriormente decrecid bruscamente a las 72 h (25.2632 ug/ml), manteniéndose de esa forma en
valores muy cercanos hasta llegar a las 144 h del fin del experimento. Este decremento
posiblemente se puede explicar por una paulatina inactivacion de las enzimas presentes en
funcién del tiempo. Por su parte, la cepa CP-253 mostré un comportamiento realmente confuso,
ya que, al parecer, consume las proteinas del medio, pero esto no se refleja en la produccién
enzimatica a las 96 y 144 horas. Se recomienda estudiar a mayor profundidad el comportamiento

de las proteinas en ambas especies (Figura 6.14).
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Figura 6.14. Produccion de proteina de las cepas CP-50 (Pleurotus ostreatus), CP-253 (P.
djamor) y CP-460 (P. sp.) en extracto de malta liquido (EML). a: Perfil de la produccién
de proteina. b: Datos cuantitativos.

6.1.6.4. Determinacion de la actividad enzimatica de lacasas en medio de agar de Pleurotus

ostreatus (CP-50) y de Trichoderma aggressivum (CPM-64)

Los resultados mostraron una mayor afinidad enzimatica por el substrato DMP, por parte de la
cepa CP-50 (DMP, 15.96 U/ml; SYR, 5.84 U/ml; ABTS, 5.86 U/ml). En el caso del co-cultivo
CP-50 vs. CPM-64 (Pleurotus vs. Trichoderma) en medio EMA, la actividad enzimatica se
incrementa notablemente 3.8 veces mas que el control CP-50 de Pleurotus (15.96 U/ml), dando
un valor de 61.76 U/ml. Esto coincidi6 con las bandas que aparecen en el gel de poliacrilamida.
Este resultado confirmd lo establecido por Baldrian (2004, 2006), cuando discutié el aumento en
la degradacién de xenobidticos que se presenta cuando se co-cultivan los hongos de la pudricién
blanca y microorganismos indigenas del suelo. Para la CPM-64 de Trichoderma, la cantidad
encontrada fue insignificante, por lo que no hubo ninguna reaccion positiva que se pudiera

detectar en el gel con los diferentes substratos (Tabla 6.17; Figura 6.15).

-114 -



Tabla 6.17. Actividad volumétrica (AV) de lacasas (U/ml) en medio de agar con extracto de
malta de la cepa CP-50 de P. ostreatus y CPM-64 de Trichoderma aggressivum.

Cepa AV (U/ml)
DMP _SYR ABTS
CP-50 1596 584 586
CP-50 vs. CPM-64 6176  10.16 11.48
CPM-64 088 012 0.08

Figura 6.15. Corrimiento electroforético de las proteinas de sobrenadante del co-cultivo de la
cepa CP-50 vs. CPM-64, y las cepas control [carriles de la derecha: Trichoderma (T),
Pleurotus (P), Pleurotus vs. Trichoderma (P/T)], revelando las bandas con los substratos
DMP, SYR, ABTSy GY.
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6.1.7. Analisis a nivel molecular de las cepas de Pleurotus
En la Figura 6.16 se muestra un ejemplo de los geles utilizados para confirmar la cantidad y
calidad de la extraccion del ADN de las cepas de Pleurotus estudiadas. Por su parte, en la Figura

6.17 se presenta el ejemplo de los productos amplificados por PCR de la region ITS del ADNr.

I ADNA 10 ng

e
2R

<
;2
o o
==
e Y

Pleurotussp.

Figura 6.16. Evaluacion de la cantidad y calidad del ADN extraido del micelio de algunas cepas
estudiadas de Pleurotus.

ADNA 20 ng
Marker VI
CP50
Marker VI

PRC Test: Purified DNA PRC
060510 Gel: 28 070510

Figura 6.17. Evaluacion de la cantidad y calidad del producto de PCR de la region ITS del

ADNIrr, tanto amplificado (a) como purificado (b).

Las secuencias en estudio tuvieron alrededor de 640-730 pares de bases, de las cuales se
usaron 639 bp para realizar el andlisis de reconstruccion de la filogenia de las cepas estudiadas
por el método de maxima parsimonia y por el método de Neighbor-Joining. En un primer
analisis, las secuencias se alinearon y se ajustaron sus extremos, eliminando los segmentos no
identificados y obteniendo un arbol filogenético por el método de Neighbor-Joining, con una
prueba de Bootstrap de 1000 réplicas, empleando una secuencia de Hohenbuehelia como grupo

externo (Figura 6.18). Su matriz de distancia genética se muestra en la Figura 6.19. La mayor
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parte de las secuencias de “Hongos del Maguey” se agruparon en un linaje monofilético que
incluyé cepas de los Estados de Puebla y Morelos, con amplia distancia genetica entre ellas. Un
sublinaje incluyé dos cepas de referencia de P. djamor (CP-253, CP-468), y dos cepas cercanas
genéticamente de “Hongos del Maguey” (CP-366, CP-424). La cepa CP-98 de “Hongos del
Maguey” se agrup6 en otro sublinaje independiente cercano a las cepas de referencia de P.
cystidiosus y P. djamor. Dos cepas de “Hongos del Maguey” (CP-525, CP-104) fueron distantes
genéticamente del linaje mencionado, aunque no formaron grupos monofiléticos. El resto de las
cepas se agrupo de manera mezclada, es decir, los grupos monofiléticos incluyeron cepas de

diferentes especies, lo cual sugirio la necesidad de un analisis a mayor profundidad.

525-1TS4

194-ITS4

253-1TS4

366-ITS4

424-1TS4

488-ITS4

524-1TS4

518-1TS4

517-ITS4

516-1TS4

515-ITS4

— 426-ITS4

425-1Ts4

364-ITS4

362-1TS4

361-ITS4

360-1TS4

358-ITS4

375-1TS4

50-ITS4

AF139968 P levs
AJB43898-P.ostreatus
98-ITS4

AY315766 P cystidiosus
AY285821 P djamor
AY265829 P ostreatus
AY 368665 Pleurotus ostreatus Unp
AY265835 Hohenbuehelia grisea

o

Figura 6.18. Arbol generado por analisis de Neighbor Joining de las secuencias 1TS1-5.8s-1TS2
de las cepas de Pleurotus estudiadas y aquellas de referencia. La suma de las longitudes de
las ramas en el arbol déptimo resultd de 6.02951674. Los codigos de cada cepa
corresponden al Centro de Recursos Genéticos de Hongos Comestibles, Funcionales y
Medicinales (CREGENHC), o al banco de datos del European Bioinformatics Institute
(Gene Bank: EBML-EBI; www.ebi.ac.uk/).
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Matriz de distancias CEPAS

CEPAS 1 2 34 56 7 8 9 1011 12 1314 15 16 1718 1920 21 22 23 24 25 26 27 28
s25] [1]
s0| [2] D.2
9g| [3] 2.1 24
194 [4] 00 0.2 21
253( (5] 0.1 02 1.7 041
38| (6] 0.0 0.2 2.1 0.0 01
360( (7] 0002 21000100
31| (8] 0.0 0.2 2.1 0.0 0100 00
32| (9] 0.0 02 2.1 00 0100 00 0O
34| (1000 02 21 00 0.1 0.0 0.0 0000
36| (1101 021701000101 010101
35| (1200 02 2100010000 00000001
44| [13] 01021701 000101 01010100 01
45| [14] 0002 21 00 01 0000 000000 0.1 0.0 0.1
46| (1510002 21 00 010000 000000010001 00
468| [16] 0102 1.7 01 000101 010101 00010001 0.1
515/ [17) 0002 2.1 0.0 0.1 0.0 0.0 0000 00 0.1 0.0 0.1 0.0 0.0 0.1
516| (18) 0.002 21 00 0.1 00 00 0000 00 010001 000001 00
517| [19) 0.0 02 2.1 0.0 0.1 0.0 0.0 0.000 00 01 00 0.1 00 0001 00 00
518 (20) 0002 21 00 01 0000 000000010001 000001 000000
524 (2110002 2100010000 000000010001 000001 00000000
AY315766 P. cystidiosus | [77) 2630 0.5 26 2.2 26 26 2626 26 22 26 22 26 26 22 26 26 26 2626
AY368665P. ostreatus| 93] 1722 06 1.7 1917 1.7 1717171981719 1717198 171717171703
AY265835 Hohenhuehelia| [94) 1722 0917 181717 171717 181718171718 171717 171706 05
AF139968F dvks| [25] 2725 22 27 3027 27 272727 302730272730 2727272727241974
AJB43898P ostreatus| [26] 1717 24 17 181717 171717 181718171718 171717 171722213117
AY265821P.djamor| [27] 2226 03 22 23 22 22 222222232223 222223222222222205050824 24
AY265820F ostreatus| [28] 192506 19221919 191919 221922191922 1918918 181802000517 2205

12 3 4 5 6 7 8 9 1011 12 13 14 15 16 17 18 19 20 21 22 23 24 25 26 27 28

Figura 6.19. Matriz de distancia genética generada por el método de Neighbor-Joining
mediante el programa MEGAA4.

Las similitudes y relaciones genéticas entre las cepas estudiadas se establecieron por el
método de Nei (1976). El valor que se obtuvo de las distancias genéticas entre las cepas vario
entre 0.0 a 3.1.

El andlisis de las secuencias de la regién ITS del ADNr demostré una amplia diversidad
genética en las cepas estudiadas de los “Hongos del Maguey”. Se lograron identificar cinco
grupos monofiléticos independientes, los cuales se muestran en la Figura 6.18. EI Grupo |
incluyé las cepas CP-358, CP-360, CP-361, y CP-515, todas ellas procedentes del Estado de
Puebla. EI Grupo Il estuvo conformado por las cepas CP-98, CP-359 y CP-364 de los Estados de
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Puebla e Hidalgo. En el Grupo Il se integré el mayor nimero de cepas (8): CP-194, CP-365,
CP-375, CP-376, CP-426, CP-460, CP-516 y CP-525. Este grupo fue interesante porque incluyé
cepas procedentes de varios Estados de la regidon central de México, tales como Guerrero,
Morelos, Puebla y Tlaxcala. EI Grupo IV incluyé las cepas CP-363, CP-373, y CP-517 de los
Estados de Morelos y Puebla. Finalmente, el Grupo V incluyo las cepas CP-366 y CP-424 de los
Estados de Puebla y Morelos, respectivamente, las cuales se agruparon con tres cepas de
referencia de P. djamor, indicando cercania genética. El resto de las cepas de “Hongos del
Maguey” (4) no se integraron a ningiin grupo monofilético, constituyendo lineas independientes
(CP-362, CP-425, CP-518, CP-524). Las cepas de referencia de P. ostreatus se integraron

independientemente en otro grupo monofilético.

Los resultados obtenidos en el analisis molecular coincidieron en general con el estudio
preliminar de los “Hongos del Maguey” realizado por Huerta et al. (2010). Considerando la
mayor diversidad genética analizada en este estudio, puede concluirse que los “Hongos del
Maguey” pertenecen a una especie independiente de los taxa descritos hasta ahora dentro del
género Pleurotus, ya que constituyen cuando menos cinco grupos monofiléticos independientes y
con amplia distancia genética del resto de las especies. Uno de estos grupos (V), sin embargo,
parece estar filogenéticamente relacionado con P. djamor, una especie bastante comudn en las
zonas tropicales y subtropicales de México (Huerta et al., 2010). Por ello, es importante
desarrollar pruebas de compatibilidad genética entre los cinco subgrupos filogenéticos de los
“Hongos del Maguey”, asi como estos con el resto de los 15 grupos interestériles hasta ahora
descritos para el género Pleurotus (Vilgalys et al., 1996). Esto demostrara se los “Hongos del
Maguey” constituyen una especie genéticamente aislada, interestéril con resto de las especies, a

partir del concepto bioldgico de especie.
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1 360-ITS4 Pucbla
0 _E 3611TS4 Puebla
0 L 515TS4 Puebla L I
0 358.TS4 Puebla
0 AY450340 Al
359-TS4 Puebla™
0 53 98-ITS4 Hidalgo L 1§
TE 364-1TS4 Pucbla |
425.TS4 Morelos
524-ITS4 Puebla
1 362-ITS4 Puebla
194-TS4 Taxcala
516-ITS4 Pacbla
460-TS4 Guerero
- = 426-TS4 Morelos | o
525-ITS4 Puebla
375-ITS4 Morclos
" o _'l: 365-ITS4

1 376-ITS4 Morelos

518-ITS4 Paebla

373-ITS4 Morelos
37 v

= 517-TS4 Puacbla
7‘: 363-ITS4 Puebla

AY265821 P djamor
253-ITS4 Tabasct Pleuwrotus diamor
468-ITS4 Mordos Plewrotus diamor
=5 _|: 366-ITS4 Puebla v

34 424-ITS4 Morelos
AY368665 Plewrotus ostreatus

a9 _I: 50-ITS4 Plewrotus ostreatus
74 AY265829 Plewrotus ostreatus

99

AY265835 Hohenbuehelia grisea

Figura 6.20. Arbol consenso generado por el anélisis de méaxima parsimonia, analizando las
secuencias ITS1-5.8s-1TS2 de las cepas de Pleurotus estudiadas y aquellas de referencia.
indices del arbol: indice de consistencia (Cl)= 0.846154 e indice de retencion (RI)=
0.935484. Los valores de bootstrap se muestran arriba de las ramas (1,000 réplicas). Los
cddigos de cada cepa corresponden al Centro de Recursos Genéticos de Hongos
Comestibles, Funcionales y Medicinales (CREGENHC), o al banco de datos del European
Bioinformatics Institute (Gene Bank: EBML-EBI; www.ebi.ac.uk/).
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6.2. Caracterizacion de las cepas de Trichoderma

6.2.1. Caracterizacion microscopica y macroscopica micelial

Se inicid con 23 cepas de “mohos verdes” contaminantes de cultivos de hongos comestibles

(Tabla 6.18- 6.19), de los cuales se seleccionaron aquellos identificados como pertenecientes al

género Trichoderma (Tabla 6.20).

Tabla 6.18. Caracterizacion macroscopica y microscOpica general de “mohos verdes”

contaminantes de cultivos de hongos comestibles.

Identificacion

Cadigo Macroscopia Microscopia L
preliminar
‘ Gran cantidad de esporas verde | Micelio septado, esporas esféricas, conidi6foros en
M-3 '\ =& obscuro, micelio blanco i racimos y conidios en cadena Penicillium
L Micelio blanco y esporas verde | oo Esporas ovaladas (4 x 2 pm), fidlides ligeramente
M-4 obscuro. i “2%.  globosas en la base, en racimos. Penicillium
& . . 4
z Micelio blanco, lanoso, Gran cantidad de clamidosporas (6-8 pum), micelio
M-7 ¢ COstroso. delgado, septado. Fialides en racimos, con conidios Penicillium
- en cadena.
[ Esporas verde claro a obscuras, @@ Micelio delgado (2um), septado, esporas ovaladas
& con micelio blanco % abundantes (4 x 2 um). .
M31 A aterciopelado. . Deuteromycotina
y 8 Micelio blanco, aterciopelado. | VBRET Micelio septado de 7 pm de grosor, gran cantidad de
M-34 g L L\“ clamidosporas terminales e interhifales (10um). Deuteromycotina
: . Micelio blanco, con esporas [ Micelio septado, delgado, con esporas dispuestas en
M-37 ; verde obscuro. ‘,f’ | racimos. -
Micelio blanco, con esporas [ Presencia de fialides en conidiéforos
M-38 verdes abundantes. Trichoderma
TR Micelio blanco, ceroso. 3 Micelio septado delgado, con clamidosporas, y
M-39 i | estructuras apicales en forma de pera. Deuteromycotina
L] Micelio blanco, lanoso Eg Micelio septado con clamidosporas, conidios
. Bits”, lobosos en forma de pera. .
M-43 - 35 Soe 9 P Deuteromycotina
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Tabla 6.19. Caracterizacion macroscopica y microscopica general de cepas de “mohos verdes”

contaminantes de cultivos de hongos comestibles.

Macroscopia

Microscopia

Identificacion
preliminar

M-57

M-64

M-66

M78

M89

M103

M108

M109

M110

M111

M112

M113

TrG

Micelio blanco, con esporas crema

Micelio  blanco, verdes

abundantes

esporas

Micelio blanco crema, esporas verde-
obscuro.

Micelio blanco, esporas verde claro
abundantes.

Micelio lanoso, verdoso con esporas
abundantes.

Micelio blanco, lanoso a ligeramente
algodonoso.

Micelio blanco, con esporas verdes
abundantes.

Micelio blanco lanoso, esporas verde
obscuro escasas.

Micelio blanco aterciopelado, con
esporas verde claro.

L5

Micelio blanco lanoso, con esporas 5

verde claro.

Micelio blanco, esporas verde limén a
verde obscuro abundantes.

Micelio blanco, esporas verde obscuro
y algunas  amarillo  verdoso,
abundantes.

Micelio blanco, con esporas verde
obscuro, abundantes.

Micelio blanco, algodonoso, esporas
amarillo limén a verde obscuras.

Micelio septado, conidios globosos.

Esporas ovaladas pequefias (1-2pm),
abundantes, micelio septado (1pm).

Conididforo globoso, fialides en forma de
botella y conidios en cadena. Micelio de
4 pum de didmetro.

Gran cantidad de conidios (12 x 2um).

Micelio septado delgado, conidios y
clamidosporas abundantes.

Micelio septado muy delgado, 1-2pum,
con clamidosporas, y estructuras apicales
en forma de pera.

Micelio de 2-4 pm, conidios ovalados
abundantes. Presencia de fialides en
conididforos.

Hifas de 5 pum de didmetro, conidios
terminales y clamidosporas. Presencia de
fialides en conididforos.

Hifas de 4 um de didmetro, septadas, con
conidios esféricos.

Hifas de 2 pum de diametro,
clamidosporas interhifales de 10 pm.
Presencia de fialides.

Fialides semiglobosas, conidios apicales
(2 pm).

Hifas septadas, con fialides en grupos de
tres.

Hifas septadas de 2-4 um, clamidosporas
de 6-10 um.

Hifas de 2-4 pm de ancho, conidi6foros
escasos, presencia de clamidosporas.

Deuteromycotina

Deuteromycotina

Aspergillus

Deuteromycotina

Deuteromycotina

Trichoderma

Trichoderma

Trichoderma

Trichoderma

Trichoderma

Trichoderma

Trichoderma
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Las cepas de Trichoderma seleccionadas pertenecieron a cinco Estados del pais: México,
Durango, Puebla, Veracruz y Guanajuato. Se encontraron asociadas a cuatro cultivos de hongos
comestibles: Agaricus, Lentinula edodes, Pleurotus spp., y Ganoderma spp. Después de realizar
la caracterizacion macroscopica y microscopica, se lograron identificar doce cepas como
pertenecientes al género Trichoderma (Figura 6.21), y dos como afines a Trichoderma (Tabla
6.20).

Tabla 6.20. Cepas seleccionadas tentativamente pertenecientes al género Trichoderma, aisladas
de muestras de substrato contaminado procedente de plantas productoras de hongos
comestibles de diversos Estados del pais. Las cepas estan depositadas en el Centro de
Recursos Genéticos de Hongos Comestibles, Funcionales y Medicinales (CREGENHC)
del COLPOS, Campus Puebla.

Cadigo Especie ?Ersltg;(;]o) Cultivo asociado
CPM-37 Hypocrea sp. Puebla Lentinula edodes
CPM-38  Trichoderma aggressivum f. aggressivum Samuels & W. Gams ~ México Lentinula edodes
CPM-78  Trichoderma longibrachiatum Rifai Puebla Lentinula edodes
CPM-103  Trichoderma aggressivum f. aggressivum Durango Pleurotus
CPM-108 Trichoderma Puebla Ganoderma
CPM-109  Trichoderma aggressivum f. aggressivum Samuels & W. Gams ~ Veracruz Agaricus
CPM-110 Hypocrea sp. Veracruz Agaricus
CPM-111  Trichoderma aggressivum f. aggressivum Veracruz Agaricus
CPM-112  Trichoderma aggressivum f. aggressivum Veracruz Agaricus
CPM-113  Trichoderma aggressivum f. aggressivum Veracruz Agaricus
CPM-114  Trichoderma Puebla Ganoderma
CPM-115 Trichoderma aggressivum f. aggressivum Guanajuato Pleurotus
CPM-116  Trichoderma citrinoviride Donacién -

CPM-117  Trichoderma sp. Donacion -

,,-
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Figura 6.21. Fidlides de Trichoderma de las cepas: a: CPM-109. b: CPM-110. ¢: CPM-112.
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6.2.2. Determinacion de la tasa de desarrollo

Las cepas de Trichoderma (Tabla 6.20) que presentaron la mayor tasa de desarrollo sin
diferencia significativa en PDA fueron: CPM-108 (25.3+0.46 mm/dia), CPM-37 (24.4+0.79
mm/dia), CPM-103 (24.2+0.36 mm/dia), CPM-38 (23.6+0.93 mm/dia), CPM-112 (22.6+0.67
mm/dia), CPM-78 (22.2+2.38 mm/dia) y CPM-111 (20.6£1.19 mm/dia). La cepa con la tasa de
desarrollo mas baja fue la CPM-110 (14.9+1.55 mm/dia). La tasa de desarrollo en el medio EMA
para las mismas cepas de Trichoderma fue alta en las cepas CPM-37 (23.5+£1.20 mm/dia), CPM-
38 (22.1+2.14 mm/dia), CPM-103 (21.8+0.80 mm/dia), CPM-111 (20.7+0.63 mm/dia), CPM-
108 (20.6+£3.21 mm/dia), y CPM-109 (20.5+1.77 mm/dia).

Tabla 6.21. Tasa de desarrollo (TD % error estandar) de las cepas de Trichoderma seleccionadas,
las cuales fueron aisladas de plantas productoras de hongos comestibles. Condicion de
incubacidn: 28°C.

Tasa de desarrollo (mm/dia)*

Cepa

PDA CYM EMA
CPM-38 23.6 +0.93 fghijk 22.1 +1.04  cdefghijk 221 #2.14  cdefghijk
CPM-103 24.2 +0.36 hijk 23.0 +1.08 efghijk 21.8 #0.80  cdefghijk
CPM-108 253 +0.46 k 251 *1.10 k206 £3.21  cdefghiik
CPM-109  16.9 +1.50 abcdefg 17.1 *0.59  abcdefgh 205 +1.77  cdefghik
CPM-111  20.6 +1.19  cdefghijk 19.7 £0.93  bedefghijk 20.7 #0.63  cdefghijk
CPM-112 226 +0.67  defghijk 16.8 *0.79  abcdefy 19.5 +0.38 bedefghijk
CPM-110  14.9 +1.55 abc 119 +0.34 a 119 #0281 a
CPM-114 17.4 +0.24 abcdefghi 239 =0.27 ghijk 16.2 +1.07 abcde
CPM-37 24.4 +0.79 ijk 25.3 +0.38 k 23.5 +1.20 fghijk
CPM-78 222 +2.38  defghijk 254 +2.57 K 17.3 £1.51 abcdefghi
CPM-113  17.4 +0.44 abcdefghi 18.7 *0.54  abcdefghijk 19.1 +0.66 abcdefghijk
CPM-117 156 +3.18 abcd 18.7 *0.20  apcdefghijk 18.7 +0.59 abedefghijk
CPM-116 17.3 £0.60 abcdefghi 18.1 +0.35 abcdefghij 12.8 +0.82 ap
CPM-115 15.4 £0.54 abcd 16.7 +1.52 abcdefg 16.5 +0.29 abcdef

*= Diferentes letras indican diferencias significativas con la prueba de rango multiple de Tukey (o = 0.05).

La tasa de desarrollo en el medio CYM de las cepas de Trichoderma result6 ser alta en las
cepas CPM-78 (25.4+2.56 mm/dia), CPM-37 (25.3+0.38 mm/dia), CPM-108 (25.1+1.10
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mm/dia), CPM-114 (23.9+0.27 mm/dia), CPM-103 (23.0+1.08 mm/dia) y CPM-38 (22.1+1.04
mm/dia).

El crecimiento de las cepas de Trichoderma en los tres diferentes medios de cultivo
estudiados fue muy similar. Sin embargo, se observé que en el medio con menos nutrientes
(PDA), los conidios maduraron mas rapido, tornandose a color verde obscuro, aunque se forman
en menor cantidad. En EMA, los conidios tardaron un poco mas en madurar, amarillenta, con
una mayor densidad de estos. Finalmente, en CYM los conidios se produjeron en una cantidad
mucho mayor que en PDA y EMA, sin embargo, tardaron mas tiempo en madurar, observandose

conidios densos blanquecinos a amarillentos (Figura 6.22).

Figura 6.22. Colonias de Trichoderma creciendo sobre diferentes medios de cultivo: medio
completo con extracto de levadura (CYM), agar con papa y dextrosa (PDA), y agar con
extracto de malta (EMA). a: CPM-38. b: CPM-113.

6.2.3. Eliminacién de bacterias asociadas a las cepas de Trichoderma

Algunas de las cepas que se aislaron de plantas productoras de hongos comestibles presentaron
persistentemente bacterias en el medio de cultivo, asociadas las cepas CPM-103, CPM-109,
CPM-37 y CPM-78 de Trichoderma. Por ello, se prepard6 PDA con cloranfenicol (0.1 mg/ml)
para hacer subcultivos de las mismas. Un pequefio segmento de las hifas de la periferia de dichas
colonias de Trichoderma se transfirieron a matraces con medio liquido CYM mas cloranfenicol
(0.1 mg/ml), este ultimo medio para poder evidenciar de mejor forma la presencia de bacterias.
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Sin embargo, cuando las bacterias persistian, se procedio a incrementar la dosis de cloranfenicol

a 0.3 mg/ml y 0.5 mg/ml en medio liquido CYM, para después de 48-96 h transferir un inoculo

de los mismos a medio liquido CYM sin cloranfenicol para corroborar el cultivo axénico (Tabla

6.21).

Tabla 6.22. Evaluacion de los tratamientos con cloranfenicol para eliminar las bacterias
contaminantes asociadas a los cultivos de Trichoderma. (dosis: 0.1, 0.3, 0.5 mg/ml)

Presencia de bacterias

Tratamiento A B C
Cloranfenicol 0.1 0.0 0.3 0.0 05 0.0
(mg/ml)
Cepa
CPM37 + + - + - -
CPM78 + + - - - -
CPM103 + + - + - -
CPM109 + + - - - -

+= Presencia de bacterias. -= Ausencia de bacterias.

Se pudo observar que en la cepa CPM-103, durante el proceso de eliminacion de las

bacterias, su capacidad para producir esporas disminuy6 y su desarrollo fue mas lento (Figura

6.23.). Antes de eliminar la contaminacion bacteriana, a las 48 h de inoculacion en 50 ml de

CYM liquido, el micelio saturd el medio y se observé esporas abundantes (Figura 6.24). En el

restos de las cepas se observo el mismo efecto, pero en diferentes grados.

Figura 6.23. Obtencion de cultivo puro de Trichoderma en agar con papa y dextrosa mas
cloranfenicol. a: Cepa CPM-103 con bacterias. b: Cultivo axénico.
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Figura 6.24. Cepa CPM-103 de Trichoderma contaminada por bacterias asociadas. a: Medio
completo liquido con extracto de levadura (CYM), a las 48 h de inoculacion con la cepa
CPM-103. b: Eliminacion de la biomasa para evaluar la presencia o ausencia de
contaminacion bacteriana.

6.2.4. Mantenimiento de las cepas de Trichoderma

El mantenimiento de las cepas de Trichoderma en medio solido tiene sus desventajas, ya que a
temperatura ambiente es necesario resembrarlas cada dos meses y se requiere contar con un area
especial para trabajar con las cepas, por la gran cantidad de esporas que producen. Por tal
motivo, las cepas estudiadas se desarrollaron en medio liquido CYM con y sin cloranfenicol, los
cuales permitieron mantener las cepas para evaluacion de viabilidad hasta 5 y 8 meses (Tabla
6.22). Trabajar principalmente micelio resulta ser muy practico, ya que se puede trabajar en la
camara de flujo, y se puede detectar facilmente la presencia de bacterias. Por otra parte, se
detectd que cada cepa de Trichoderma desarroll6 pellets caracteristicos (Figura 6.25), lo que

facilita la evaluacién de la viabilidad.
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Figura 6.25. Ejemplos de variabilidad de los pellets producidos en medio completo liquido con
extracto de levadura (CYM) por las cepas de Trichoderma: CPM-111 (a), CPM-112 (b),
y CPM-113 (c).
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Tabla 6.23. Determinacion del tiempo de conservacion de las cepas de Trichoderma tomando
pellets de matraces con medio completo liquido con extracto de levadura (CYM), con
cloranfenicol (MCC) y sin cloranfenicol (MSC). Las cepas se recuperaron en agar con
dextrosa y papa (PDA) por 48-96 h a los cinco y ocho meses de conservacion.

Mes 5 Mes 8
CEPA MSC MGG Recug);)r)acmn MSC Recug;)r)acién
CPM-38 + + 100 + 100
CPM-103 + + 100 + 100
CPM-108  + + 100 - 0
CPM-109  + + 100 - 0
CPM-111 + + 100 - 0
CPM-112 + + 100 - 0
CPM-110 + + 100 + 50
CPM114 + + 100 + 50
CPM-37 + + 100 + 100
CPM-78 + + 100 + 100
CPM-113 + + 100 + 50

MSC= Matraz con medio liquido sin cloranfenicol, MCC= Matraz con medio liquido con cloranfenicol,

Los resultados obtenidos en la evaluacion del tiempo de conservaciéon de las cepas de
Trichoderma en medio CYM liquido, indico que el periodo adecuado de conservacién fue de

cinco meses, con una viabilidad del 100%.

6.2.5. Analisis molecular de las cepas de Trichoderma

Con base en los resultados obtenidos del andlisis de secuencias por el método de Neighbor

Joining, se obtuvo el dendrograma que muestra las distancias genéicas de las cepas estudiadas de

Trichoderma, junto con las cepas de referencia obtenidas de la base de datos del Instituto de

Bioinformatica Europea (Figura 6.26). Como grupo externo se incluyé a Fusarium oxyxporum.
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El andlisis por Neighbor Joining demostré que las cepas CPM-38, CPM-103, CPM-109, CPM-
111, CPM-112, y CPM-113 corresponden a la especie recientemente descrita de “moho verde”
agresivo Trichoderma aggressivum f. aggressivum Samuels & W. Gams. Por su parte, las cepas CPM-37 y
CPM-110 se identificaron como Hypocrea, fase anamorfica de Trichoderma. Por su parte, las

cepas CPM-108 y CPM-114 se determinaron como otras especies de Trichoderma.

CPMT14TIGITS4
CPM3TATS4
CPM10BITS4
CPM-331TS42)
CPM-331TS4
Tich aureonide FJS10086.1
Tich ciiinoiride HUO37970.
Tich alroviide HMO47766.1 1
— Tich pferum HMO37065 1
L Hypocrea kxil AY737751.1
Tich aggresiwum faggressium AF45...
Tich haziarum Thé AFO57618.1 Roys...
o

CPM113154
CPM1114TS4
CPM1084TS4
CPM1124TS4
Trichoderma longibrachiatum FJ462769.1
CPM1031TS4
. CPM78ITS4
Hypotrea indescens HM051067.1
Hypocrea koningii HM037934.1
Hypotrea viridesc ens HM051067.1
CPM1104TS4
Fusaium oxysporum AF055220.1 Dodd ...

inlEn

Figura 6.26. Dendrograma de las cepas estudiadas de Trichoderma, generado por el método de
Neighbor Joining, a partir del analisis de las secuencias de la regiéon ITS (ITS1-5.85-1TS2)
del ADNr. Los codigos de cada cepa corresponden al Centro de Recursos Genéticos de
Hongos Comestibles, Funcionales y Medicinales (CREGENHC), o al banco de datos del
European Bioinformatics Institute (Gene Bank: EBML-EBI; www.ebi.ac.uk/).
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Considerando los resultados de la tasa de desarrollo y los resultados del dendrograma de
Trichoderma, se pudo observar que no sélo las cepas de Trichoderma agresivas, las cuales
causan serios problemas en la produccién comercial de hongos, presentan rapida velocidad de
crecimiento, sino también otras especies. La tasa de desarrollo de las cepas CPM-108, CPM-37 y
CP-M78 fue alta y no presentd diferencias significativas con respecto a las cepas agresivas CPM-
109, CPM-111, CPM-112 y CPM-113). Esto demostro que la velocidad de crecimiento no es util

como parametro unico de diagndstico para identificar las cepas agresivas del “moho verde”.

6.3. Evaluacidn de la confrontacion de las cepas seleccionadas de Pleurotus vs.

Trichoderma

Del experimento realizado en PDA (controles a pH inicial=5.6 y pH inicial= 11 para Pleurotus y
Trichoderma, y co-cultivos Pleurotus vs. Trichoderma a pH=5.6 y pH= 11), al dia 3 se observo
el rapido avance del micelio de la cepa seleccionada de Trichoderma aggressivum f. aggressivum
(CPM-112), més all4 de la mitad de la caja de petri en el medio PDA, pH=5.6, tanto en los
controles como en los co-cultivos con las cepas CP-50 de P. ostreatus, y CP-363, CP-460 y CP-
517 de P. sp. Mientras tanto, el desarrollo de las cepas de Pleurotus era minimo aunque el viraje
a color azul intenso del medio por la produccidn enzimatica abarcaba hasta £25% de la caja de
petri. Por otro lado, en el tratamiento de PDA, pH=11, no se aprecié desarrollo micelial de
Pleurotus, ni de Trichoderma, tanto en los controles como en los co-cultivos (Figura 6.27,
Tabla 6.23).

Trichoderma aggressivum
cPM112

Pleurotusvs Trichoderma
Dia3

CP363
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Figura 6.27. Prueba cualitativa de la produccion de lacasas al tercer dia de inoculacion con las
cepas seleccionadas de Pleurotus en medio de agar con dextrosa y papa (PDA), a un pH
inicial de 5.6 y 11, tanto en controles como en los tratamientos. El co-cultivo fue con
Trichoderma aggressivum f. aggressivum (CPM-112).
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6.3.1. Tasa de desarrollo y halos de produccion enzimatica de Pleurotus y Trichoderma en
PDA apH5.6

La mejor tasa de desarrollo se registro en la cepa comercial CP-50 (1.3+ 0.2 mm/dia) de P.
ostreatus y la CP-517 (1.0+0.33 mm/dia) de P. sp., cuya diferencia no fue estadisticamente
significativa. Las cepas CP-460 (0.2+0.08 mm/dia) y CP-363 (0.0£0.0 mm/dia) de P. sp.
presentaron menor tasa de desarrollo. Por su parte, las cepas de Trichoderma aggressivum f.
aggressivum, CPM-112 (9.3+0.05 mm/dia) y CPM-113 (7.0+£0.05 mm/dia) presentaron la mayor
tasa de desarrollo, cuya diferencia no fue estadisticamente significativa (Tabla 6.23).

Por otra parte, la produccién enzimatica de lacasas generd un halo azul intenso (HF) en
las cepas de Pleurotus, un poco menor en el “Hongo del Maguey” (P. sp.: CP-460: 13.7+ 0.33
mm), en comparacion con la cepa comercial CP-50 de P. ostreatus (17.0+ 0.57 mm), aunque la
diferencia no fue significativa. Este también fue el caso del halo azul débil entre ambas cepas

estudiadas (Tabla 6.24). No se observé ningun halo en las cepas de Trichoderma.

Tabla 6.24. Tasa de desarrollo y halo enzimatico de lacasas en agar con dextrosa y papa (PDA,
pH= 5.6) de las cepas seleccionadas de Pleurotus y Trichoderma (controles).
Evaluacion al tercer dia de la inoculacion.

Especie Halo
enzimatico
TD * EE (mm/dia) (mm)
Cepa HF +EE HD +EE
P. ostreatus CP-50 13 2020 b 170 + 057 b 208 + 072 a
P. sp. CP5-17 1.0 +033 b 130 +152a 177 +120 a
P. sp. CP-460 0.2 +0.08 a 137 + 0.33 ab 19.0 + 0.00 a
P. sp. CP-363 0.0 +£0.00 a 130 £ 033 a 190 +£0.57 a
T. aggressivum f. aggressivum CPM-112 93 +005 0.0 +0.0 0.0 +0.0
T. aggressivum . aggressivum CPM-113 7.0 +0.05 c 0.0 +0.0 0.0 +0.0

TD= Tasa de desarrollo. HF= Halo enzimatico fuerte. HD= Halo enzimatico débil.

En el caso de los co-cultivos, las cepas de Pleurotus en general presentaron una menor
tasa de desarrollo en comparacion con los controles, mientras que la cepa de Trichoderma
aggressivum f. aggressivum se mantuvo en el mismo nivel de desarrollo. Entre los co-cultivos
CP-50 vs. CPM-112 (0.66 = 0.0 mm/dia) y CP-517 vs. CPM-112 (0.44 + 0.1 mm/dia) no se
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encontrd diferencia significativa, mientras que el desarrollo de la cepa CP-460 en el co-cultivo
fue menor (0.33 = 0.0 mm/dia; CP-460 vs. CPM-112) y estadisticamente diferente a la cepa de
referencia control CP-50. Sin embargo, en la produccién enzimética no hubo diferencia
significativa, ni en la formacion del halo fuerte (CP-50, 14.0 £ 0.6 mm; CP-460, 12.66 + 0.3
mm), ni del halo débil (CP-50, 18.8 + 0.6 mm; CP-460, 17.6 = 0.6 mm), Por otra parte, debe
destacarse que la cepa CP-363 en el co-cultivo no present6 desarrollo del micelio (CP-363 vs.
CPM-112); sin embargo, si se observd produccion enzimatica, la cual fue estadisticamente

similar a la expresada por la cepa comercial (Tabla 6.24; Figura 6.28).

Tabla 6.25. Tasa de desarrollo y halo enzimatico de lacasas en agar con dextrosa y papa (PDA,
pH= 5.6) de los co-cultivos entre las cepas seleccionadas de Pleurotus vs. Trichoderma
aggressivum f. aggressivum (controles). Evaluacion al tercer dia de la inoculacion.

Especie

TD (mm/dia) Halo enzimético (mm)

Cepas P T HF HD
P. ostreatus vs. Trichoderma CP-50 vs. CPM-112 066c  10.00 a 140 b 18.83 b
P. sp. vs. Trichoderma CP-517 vs. CPM-112 044bc 922 a 1133 a 1633 a
P.sp. vs. Trichoderma CP-460 vs. CPM-112 0.33b 9.22 a 1266 ab  17.66 ab
P.sp. vs. Trichoderma CP-363 vs. CPM-112 00a 100 a 13.0 ab 18.0 ab

P= Pleurotus. T= Trichoderma. HF= Halo enzimatico fuerte. HD= Halo enzimético débil.

20.0

T
5
3 |
£15.0 -
| 50/M112
10.0 - i 517/M112
460/M112
L
5.0 m363/M112
0.0 T—
P T HF HD

Tasa de dasarrollo/ Halo enzimatico

Figura 6.28. Comparacion de la tasa de desarrollo de los co-cultivos entre las cepas
seleccionadas de Pleurotus vs. Trichoderma aggressivum f. aggressivum (CPM-112) en
agar con dextrosa y papa (PDA, pH= 5.6), al tercer dia de la inoculacion.
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Se observa resistencia natural de los “Hongos del Maguey” al ataque de la cepa CPM-112

de Trichoderma aggressivum f. aggressivum, ya que su crecimiento radial se limito al acercarse a

la zona del halo de produccion enzimatica de Pleurotus. Este comportamiento se presentd con

todas las cepas, aunque fue mas evidente en los “Hongos del Maguey”, principalmente la cepa

CP-460 (14.2 £ 0.6 mm) y CP-517 (12.5 + 0.3 mm), las cuales mostraron una mayor limitacion

en relacion con la cepa de referencia CP-50 (9.6+ 0.6 mm) [Tabla 6.25; Figura 6.29].

Tabla 6.26. Distancia limitante de confrontacion (DLC) en los co-cultivos entre las cepas
seleccionadas de Pleurotus vs. Trichoderma aggressivum f. aggressivum (CPM-112) en
agar con dextrosa y papa (PDA, pH=5.6), al cuarto dia de la inoculacion.

Especie +EE
Cepas DLC (mm)
P. ostreatus vs. Trichoderma CP-50 vs. CPM-112 96 +0.6 a
P. sp. vs. Trichoderma CP-517vs. CPM-112 125 +0.3 bc
P.sp. vs. Trichoderma CP-460vs. CPM-112 142 +06¢
P. sp. vs. Trichoderma CP-363 vs. CPM-112 10.7 £0.3ab

Figura 6.29. Respuesta diferenciada de las cepas seleccionadas de Pleurotus al confrontarse con
Trichoderma aggressivum f. aggressivum (CPM-112), las cuales muestran el halo de
produccidn enzimatica de lacasas en agar con dextrosa y papa (PDA, pH= 5.6), al cuarto
dia de la inoculacion. a: CP-50 vs. CPM-112. b: CP-517 vs. CPM-112. c: CP-460 vs.
CPM-112. d: CP-363 vs. CPM-112.
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6.3.2. Esporulacion de Trichoderma (CPM-112) en los co-cultivos con Pleurotus

La formacion de esporas de Trichoderma aggressivum f. aggressivum en los co-cultivos fue
marcadamente menor en presencia de las cepas estudiadas de Pleurotus, en las denominadas
Zona 1 y 2 (Zona 1: 400,000- 2,925,000 conidiosporas/ml; Zona 2: 100,000-350,000
conidio/ml), con respecto al control de Trichoderma que presentd un numero de 4,025,000

esporas/ml en la Zona 1, y 4,025,000 esporas/ml en la Zona 2 (Tabla 6.27; Figura 6.35 y 6.36).

Tabla 6.27. Analisis comparativo de la esporulacion (nimero de conidiosporas + error estandar)
de Trichoderma aggressivum f. aggressivum (CPM-112) en tres zonas de muestreo de
los co-cultivos con las cepas seleccionadas de Pleurotus en agar con dextrosa y papa
(PDA, pH=5.6), al cuarto dia de la inoculacion.

Especie Cepa Zona 1 Zona 2 Zona 3
P. ostreatus vs. Trichoderma  CP-50 vs. CPM-112 2,925,000 +153885.0 ¢ 300,000 + 333333 a 0
P. sp. vs. Trichoderma CP-517 vs. CPM-112 1,825,000 *123884.0b 125,000 + 41666.7 a 0
P. sp. vs. Trichoderma CP-460 vs. CPM-112 400,000 * 66666.0a 100,000 + 40824.8 a 0
P. sp. vs. Trichoderma CP-363vs. CPM-112 2,125,000 * 93169.5b 350,000 + 763763 a 0
T. aggressivum f. aggressivum  CPM-112 4,025,000 *228066.0d 4025000 +245657.0a 0

*= Diferentes letras en la misma columna indican diferencias significativas entre las medias, de acuerdo a la Prueba de Tukey (o = 0.05).

Inéculo
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Zonas de muestreo Trichoderma
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Figura 6.30. Esporulacion de Trichoderma aggressivum f. aggressivum (CPM-112) en tres
zonas de muestreo de los co-cultivos con las cepas seleccionadas de Pleurotus en agar
con dextrosa y papa (PDA, pH= 5.6), al cuarto dia de la inoculacién.
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Por otra parte, al microscopio estereoscopico, también se observo una menor densidad
micelial de Trichoderma aggressivum f. aggressivum (CPM-112) al establecer contacto con los
“Hongos del Maguey”, lo cual indico una respuesta diferenciada a la confrontacién con las cepas

seleccionadas de Pleurotus y que requiere un estudio a mayor profundidad.

6.3.3. Tasa de desarrollo y halos de produccion enzimatica de Pleurotus y Trichoderma en
PDA a pH 11

Al estudiar la tolerancia de las cepas seleccionadas de Pleurotus a condiciones extremas de pH
inicial 11, en este experimento crecio la cepa CP-460 de “Hongos del Maguey” a una tasa de
desarrollo de 1.1 mm/dia (Tabla 6.28), aunque las cepas CP-50 y CP-517 mostraron halos de
produccion enzimética de lacasas indicando un desarrollo minimo. El pH del medio PDA a los
18 dias de la inoculacién fue diferente entre las cepas (CP-50: 8.31; CP-460: 8.32; CP-517:
8.38) [Figura 6.31].

Tabla 6.28. Tasa de desarrollo y halo enzimatico de lacasas en agar con dextrosa y papa (PDA,
pH inicial= 11) de las cepas seleccionadas de Pleurotus (tratamiento). Evaluacion al dia
18 de la inoculacion.

Halo

L H
Especie Cepa ( mr-;%i ) enz(lr?rﬁ;lco del PFIZ))A, dia
HF HD 18
P. ostreatus CP-50 0.0 0.0 7.0 8.31+0.0a
P. sp. CP-517 0.0 7.0 140 8.38+0.0Db
P. sp. CP-460 1.1 27.0 350 832+0.1a
P. sp. CP-363 0.0 0.0 0.0 -
T. aggressivum f. aggressivum CPM-112 0.0 0.0 0.0 -
T. aggressivum f. aggressivum CPM-113 0.0 0.0 00 -

TD= Tasa de desarrollo. HF= Halo enzimatico fuerte. HD= Halo enzimatico débil.
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Figura 6.31. Halo de produccion enzimética de las cepas seleccionadas de Pleurotus, CP-50
(izquierda), CP-517 (centro) y CP-460 (derecha), sometidas a una condicion extrema en
agar con dextrosa y papa con pH 11, a 18 dias de la inoculacion.

6.3.4. Tasa de desarrollo y halos de produccion enzimética de Pleurotus y Trichoderma en
PDA apH 5.6y 11 (segundo experimento)

En este experimento el halo de produccion enzimética de lacasas fue menor en los co-
cultivos Pleurotus y Trichoderma a pH 5.6, en relacion a los controles pH5.6. La cepa CP-517
crecid mejor en la condicion extrema de pH 11, con una tasa de desarrollo de 2.0 mm/dia en la
cepa sola y de 2.92 mm/dia en el co-cultivo Pleurotus y Trichoderma (Figura 6.32). Por su
parte, Trichoderma aggressivum f. aggressivum fue incapaz de desarrollarse en la condicién
extrema de pH 11 (Tabla 6.29; Figura 6.33). Una observacién importante fue que la cepa
seleccionada CP-517 de “Hongos del Maguey” fue capaz de crecer después de la confrontacion
con Trichoderma aggressivum f. aggressivum (PDA, pH=5.6), lo cual indicd una respuesta

diferenciada de las cepas de Pleurotus (Figura 6.34).
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Tabla 6.29. Tasa de desarrollo y halo enzimatico de lacasas en agar con dextrosa y papa (PDA,
pH inicial= 5.6 y 11) de las cepas seleccionadas de Pleurotus y su confrontacién con
Trichoderma aggressivum . aggressivum (controles y tratamientos). Evaluacién al dia
13 de la inoculacién.

P T ..
., Halo enzimatico (mm)
Condicion Cepa TD TD
(mm/dia) (mm/dia) HF HD

CP-50 2.46 - 38.0 50.0

Control CP-517 2.84 - 52.0 60.0

pH 5.6 CP-460 2.69 - 30.0 42.0

CPM-112 9.30 - 0.0 0.0

Co-cultivo CP-50 vs. CPM-112 0.23 10.0 20.0 35.0

oH 5.6 CP-517 vs. CPM-112 0.30 9.6 21.0 35.0

CP-460 vs. CPM-112 0.07 9.2 25.0 30.0

CP-50 0.46 - 20.0 28.0

Control CP-517 2.00 - 30.0 37.0

pH 11 CP-460 0.07 - 5.0 14.0

CPM-112 0.0 - 0.0 0.0

Co-cultivo CP-50 vs. CPM-112 0.00 0.0 0.0 0.0

oH 11 CP-517 vs. CPM-112 2.92 0.0 42.0 43.0

CP-460 vs. CPM-112 0.00 0.0 6.0 14.0

TD= Tasa de desarrollo. HF= Halo enzimatico fuerte. HD= Halo enzimatico débil.

Es importante mencionar que la induccion de lacasas en hongos superiores por microorganismos
competidores ha sido considerada como una respuesta de proteccién al ataque, de acuerdo con
Eggert et al. (1996), y Collins & Dobson (1997). Los experimentos realizados demostraron
respuesta diferenciada de las cepas seleccionadas de Pleurotus al ataque del “moho verde” de
Trichoderma aggressivum f. aggressivum (CPM-112), asi como a la condicion extrema de pH

11, lo cual requiere de un estudio a mayor profundidad.
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Figura 6.32. Respuesta diferenciada de las cepas seleccionadas de Pleurotus al cultivarse en
condicion extrema de pH 11, tanto solas como en confrontacién con Trichoderma
aggressivum f. aggressivum (CPM-112). Tanto en los controles (pH 5.6) como en los
tratamientos (pH 11), las colonia muestran el halo de produccién enzimatica de lacasas
en agar con dextrosa y papa (PDA, pH= 5.6), al dia 13 de la inoculacién. a: Tratamiento
pH 11, co-cultivos CP-50 vs. CPM-112 (izquierda), CP-517 vs. CPM-112 (centro), y
CP-460 vs. CPM-112 (derecha). b: Tratamiento pH 11, cultivo de las cepas CP-50
(izquierda), CP-517 (centro), y CP-460 (derecha). c: Control pH 5.6, cultivo de las
cepas CP-50 (izquierda), CP-517 (centro), y CP-460 (derecha).
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Figura 6.33. Respuesta diferenciada de las cepas del “moho verde” de Trichoderma aggressivum
f. aggressivum (CPM-112), tanto en el control (pH 5.6, izquierda) como en el
tratamiento a condicion extrema de pH 11 (derecha), al dia 13 de la inoculacién en agar
con dextrosa y papa (PDA).

Figura 6.34. Respuesta diferenciada de las cepas seleccionadas de Pleurotus (CP-50: izquierda;
CP-517: centro; CP-460: derecha), después de la confrontacién con las cepas del
“moho verde” de Trichoderma aggressivum f. aggressivum (CPM-112), al dia 13 de la
inoculacion en agar con dextrosa y papa (PDA; pH 5.6).
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VIl. CONCLUSIONES Y RECOMENDACIONES

e Se demostro que los “Hongos del Maguey” corresponden a una nueva especie de Pleurotus,
hasta ahora endémica del altiplano mexicano, a través del andlisis filogenético de la region
ITS del ADNr. Dicha especie estd conformada por diversas poblaciones que presentan una
amplia diversidad genética, a pesar de su limitada distribucion geografica. Se recomienda
ampliar la recoleccion de recursos genéticos, evaluar el conocimiento tradicional de esta
especie. y llevar a cabo pruebas de compatibilidad genética con el resto de los 15 grupos
interestériles hasta ahora descritos para el género Pleurotus (Vilgalys et al., 1996), lo cual
confirmara que se trata de una especie genéticamente aislada e interestéril con el resto de los
taxa, a partir del concepto bioldgico de especie.

e Las cepas nativas de “Hongos del Maguey” CP-460 y CP-363, por sus caracteristicas de
cultivo y organolépticas, tienen un gran potencial para la produccion comercial e
incorporacion al mercado nacional. Asimismo, ya pueden considerarse para un programa de
mejoramiento genético.

e La produccion de lacasas es un factor que no estq relacionado con la competitividad
comercial de las cepas.

e Es factible obtener cepas de Pleurotus con caracteristicas de resistencia genética natural al
ataque de Trichoderma aggressivum f. aggressivum, ya que se observd una respuesta
diferenciada en las variables experimentales al estudiar la confrontacién de ambos géneros:
1) Tasa de desarrollo, 2) Halo de produccion enzimatica de lacasas, 3) Distancia limitante de
confrontacién, 4) Tolerancia a condicién extrema de pH, y 5) Produccion de conodiosporas.

e Los “Hongos del Maguey” pueden ser aprovechados por la comunidades rurales de México,
campesinas e indigenas, tanto en la alimentacion como en la generacion de ingreso, a través

de estrategias adecuadas de transferencia de tecnologia.
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VIIl. ESTRATEGIA PROPUESTA PARA EL APROVECHAMIENTO Y USO DE

LOS RECURSOS MICOLOGICOS DE LAS CEPAS DE PLEUROTUS
AISLADAS DE MAGUEY

La presente estrategia se plantea los siguientes objetivos, y se esquematiza en la Figura 8.1:

Diversificar las opciones de los productores en cuanto a las cepas que manejen, lo que
por una parte a ellos les permitiria elegir la cepa que mejor les convenga por mayor
rendimiento, periodo de produccién, y mejor adaptacion a las variaciones climéticas y del
mercado. Por otra parte, al rotar las cepas de amplia informacion genética, se podria estar
cortando la ruta de transmision de algunas enfermedades y posiblemente hacer frente a

algunas plagas.

Diversificar las opciones que los productores puedan ofrecer al consumidor en cuanto a
propiedades organolépticas y caracteristicas fisicas de los hongos, lo que evitaria que el
consumidor opte por otro producto sustituto, e incremente su interés por los nuevos

productos.

Mantener la estabilidad de la produccién y del mercado durante todo el afio, tomando en
cuenta de que las cepas son locales y presentarian una mayor adaptacion que las cepas

extranjeras, lo que se traduciria en ingresos estables 0 mayores.

Llevar un registro del desempefio de las diferentes cepas de acuerdo a los informes de los
mismos productores, lo que permitiria saber si es necesario someterlas a un programa de

mejoramiento en particular o introducir otras cepas con nuevas caracteristicas.

Seguir colectando cepas de Pleurotus de maguey, aprovechando que el maguey se
desarrolla en la mayoria de los estados del pais, es posible que se obtenga un mayor
numero de cepas que se adapten a un mayor rango de condiciones, y que pueda favorecer

a mas productores.
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8.1. Actores de la estrategia
Con base en todo lo anterior, se consideran los siguientes actores:

1. Los productores a quienes se dirige la estrategia.

2. Los consumidores que finalmente son los que aprueban o desaprueban el producto.

3. EIl Colegio de Postgraduados Campus Puebla y otras instituciones de investigacion
sobre la biotecnologia de hongos comestibles que mediante sus investigaciones
puedan proporcionar a los productores especies alternativas con caracteristicas
diferentes. Asimismo, extender el mercado de la produccién de hongos comestibles
hacia nuevos sectores de la poblacién, atendiendo las necesidades locales de la cadena
produccién —consumo, proporcionando la "semilla” micelial a los productores, para
que puedan asegurar una produccién nacional estable con diferentes alternativas de
cepas.

4. EIl sector Gobierno, a través de la Secretaria de Agricultura, Ganaderia, Desarrollo
Rural, Pesca y Alimentacion (SAGARPA), Fundaciones PRODUCE vy otros
organismos que estan en posibilidades de brindar apoyos técnicos, financieros y
administrativos a los productores de hongos comestibles.

8.2. El sujeto social de la estrategia

Entre las principales preocupaciones de los pequefios y medianos productores rurales de hongos
comestibles al comercializar su producto fresco esta el poder cubrir la demanda del mercado en
el tiempo, frecuencia, cantidad y calidad requeridos, razones por las cuales, estos productores
podrian conformar un sujeto social, ya que serian los principales beneficiarios de los apoyos y
gestiones institucionales. Su adecuada organizacion es fundamental para poder cubrir las

necesidades del mercado nacional, e incluso aquellas del mercado internacional.

8.3. Estrategia de manejo y aplicacion de las cepas de Pleurotus de maguey

Las instituciones de investigacion que pueden sugerir una estrategia de manejo y aplicacion de
las cepas de Pleurotus de maguey, estudiando horizontalmente su adaptacion a las diferentes
condiciones climéticas anuales y a las distintas regiones demandadas por los productores rurales.

De este modo, se puede aplicar y recomendar la cepa mas adecuada para cada region.
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Asi, de las cepas de Pleurotus de maguey caracterizadas en el presente estudio, de las
cepas CP-460 y CP-363, se determinaria su productividad en diferentes regiones del centro del
pais. De esta forma se plantea la evaluacion a nivel de campo de las cepas mas competitivas que
se obtuvieron en este trabajo de acuerdo a las evaluaciones de TD y de los parametros que

evalUaron la competitividad comercial.

A través de la estrategia de cultivo rural de hongos comestibles (Martinez-Carrera, 2002),
se elaborardn las unidades de produccion en el Laboratorio de Biotecnologia de Hongos
Comestibles del Colegio de Postgraduados Campus Puebla, con las cepas seleccionados a nivel
modulo experimental. Cuando las unidades hayan sido colonizadas en su totalidad, se
distribuirdn de forma aleatoria a productores de hongos comestibles de las comunidades en
cuestion, de acuerdo con un disefio experimental. Se evaluara la aceptacion de las cepas como

una opcion en su cultivo por medio de la aplicacién de un cuestionario.

8.4. Evaluacion de las cepas de Pleurotus spp. aisladas de maguey con los productores
rurales de hongos comestibles
La evaluacion se realizaria por 2 medios:
1. Encuesta directa a los productores: Se considera en el cuestionario que se aplicara
a los productores, las variables necesarias para evaluar la aceptacion en el mercado,
tales como:
e El tiempo para obtener las fructificaciones
e Calidad de las cepas
e Rendimiento de las cepas

e Aceptacion en cuanto a sabor y textura.
2. Evaluacion directa de las unidades por el evaluador: En este punto, se considerara

la aparicion de primeros primordios, tamafio promedio de los hongos, niumero de

fructificaciones.
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8.5. Comercializacion

La introduccién de nuevas cepas de hongos comestibles con diversas caracteristicas
organolépticas puede abrir nuevos nichos de mercado e incluso puede impulsar la generacién de
nuevas empresas capaces de ofrecer un producto de excelente calidad, tanto a nivel nacional

como internacional.

8.6. Comentarios finales

El aprovechamiento de los recursos micoldgicos con los que cuenta el territorio nacional es de
gran importancia, ya que por una parte se conserva el conocimiento etnomicologico, y por otra,
se extiende la posibilidad de emplear estos recursos a otras areas de la biotecnologia, como lo es
la medicina, biorremediacion y tecnologia de alimentos. Y ademaés, es una forma de preservar
estos recursos naturales antes que el cambio climético termine con ellos. Asimismo, la actividad
productiva generada por las estas cepas traera beneficios sociales, econémicos y ecoldgicos al

pais.
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las cepas de Pleurotus aisladas de maguey

- 146 -



IX. EVALUACION DE HIPOTESIS

9.1. Evaluacién de la primera hipotesis:

e Es posible producir en condiciones de laboratorio los recursos genéticos nativos de los
“Hongos del Maguey” de la region central de México, los cuales pueden ofrecer mayor o
igual adaptabilidad a las condiciones locales que las cepas extranjeras cultivadas
actualmente.

9.1.1. Evidencia que sostiene a la hipotesis

De los pardmetros evaluados, las cepas entre las cuales no presentan diferencia estadistica en 6

de 7 parametros son la CP-366, CP-424 y CP-460 (Tabla 9.1), lo cual sostiene que presentan

igual adaptabilidad a las condiciones locales de cultivo, en comparacion con la cepa comercial.

En cuanto a las propiedades oganolépticas, de acuerdo al estudio exploratorio, los “Hongos del

Maguey” presentan mayor aceptacion en cuanto a sabor y preferencia de compra que las cepas

comerciales consideradas como referencia. Lo cual, eleva las probabilidades de que este recurso

y su tecnologia de cultivo pueda transferirse con éxito a los productores rurales de hongos

comestibles.

Tabla 9.1. Comparacién de las cepas estudiadas de Pleurotus con aquellas de referencia, en lo
que respecta a los pardmetros evaluados de produccion y propiedades.

Competitividad

Propiedades
organolépticas

CS APP TUuC EB TP CC/P S C C/IPO

Produccion Criterios

cubiertos

Cepa  “Gias) (dias) (dias) (%)
1 CP50 140 278 665 5643 07102 S 1 1 Si 7
> CP-253 138 155 525 4790 08796 Si 2 4  No 6
3 CP-468 180 358 06665 Si 2 1  Si 5
4 CP-362 500 79.9 No 2 2 Si 4
5  CP-363 5143 03796 No 4 3  Si 4
6 CP-366 100 110 340 08906 Si 4 2 S 6
7 CP-375 273 91.0 No 3 1 Si 4
8 CP-424 100 205 453 06583 Si 2 3  Si 6
9 CP-426 416 No 2 1 Si 3
10 CP-460 143 333 655 4737 06817 Si 2 5 No 6
11 CPs517 130 44.86 No 2 3 Si 4

CS= Colonizacion del substrato. APP= Aparicion de primeros primordios. TUC= Periodo para la Gltima cosecha. EB= Eficiencia biolégica. TP=
Tasa de produccién. CC/P= Cepa competitiva por produccién. S= Sabor (escala: 0= Insipido, 1= Poco intenso, 2= Agradable, 3= Sabroso, 4=
Delicioso). C= Consistencia (escala: 0= Muy suave, 1= Suave, 2= Firme suave, 3= Similar a “carne”, 4= Ligeramente coriacea, 5= Coriacea, 6=
Muy coriacea). C/PO= Competitiva por propiedades organolépticas.
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9.1.2. Interpretacion

Al analizar la primera hipotesis se considera que si se sostiene, ya que los recursos nativos
de los hongos comestibles aunque no presentan esa riqueza genética dirigida y especifica como
la de una cepa hibrida comercial, si poseen toda una seleccion natural que los respalda, y que
incluso los hace mejor adaptados que la cepa comercial, con muchas otras caracteristicas que a lo

largo de varios afios se han ido seleccionando, y con seguridad la cepa comercial no las posee.

9.2. Evaluacién de la segunda hipotesis:
e Las cepas nativas de Pleurotus aisladas de plantas de Agave presentan mas resistencia

genética natural al ataque del “moho verde” Trichoderma aggressivum f. aggresivum que la

cepa comercial.

9.2.1. Evidencia que sostiene a la hipotesis

La hipdtesis se sostiene por los resultados obtenidos que demuestran que los “Hongos de
Maguey” son capaces de limitar el desarrollo del competidor Trichoderma aggressivum f.
aggressivum. De acuerdo con la Tabla 9.2 ; 9.3 y Figura 9.1 se pudo apreciar que por lo menos
en dos de las tres cepas que se confrontaron contra Trichoderma aggressivum f. aggresivum
presentan mayor resistencia que la cepa comercial, por lo cual, existe la posibilidad de encontrar
caracteristicas importantes en estos recursos, las cuales puedan emplearse de forma constante no
solo en la produccién de hongos comestibles, sino también en otras areas de la actividad
humana. Por una parte, las cepas probadas limitaron la extensién del competidor, y por otra, el

porcentaje de esporulacién se observo evidentemente reducido.

Tabla 9.2. Distancia limitante de confrontacién (DLC) en los co-cultivos entre las cepas
seleccionadas de Pleurotus vs. Trichoderma aggressivum f. aggressivum (CPM-112) en
agar con dextrosa y papa (PDA, pH= 5.6), al cuarto dia de la inoculacion.

Especie +EE
Cepas DLC (mm)
P. ostreatus vs. Trichoderma CP-50 vs. CPM-112 96 +06 a
P. sp. vs. Trichoderma CP-517 vs. CPM-112 125 +0.3 bc
P.sp. vs. Trichoderma CP-460vs.CPM-112 142 +0.6¢C
P. sp. vs. Trichoderma CP-363 vs. CPM-112 10.7 £0.3ab

*= Diferentes letras en la misma columna indican diferencias significativas entre las medias, de acuerdo a la Prueba de Tukey ( a = 0.05).
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Tabla 9.3. Analisis comparativo de la esporulacion (nimero de conidiosporas * error estandar)
de Trichoderma aggressivum f. aggressivum (CPM-112) en tres zonas de muestreo de
los co-cultivos con las cepas seleccionadas de Pleurotus en agar con dextrosa y papa
(PDA, pH=5.6), al cuarto dia de la inoculacion.

Especie Cepa Zona 1 Zona 2 Zona 3
P. ostreatus vs. Trichoderma  CP-50 vs. CPM-112 2,925,000 + 153885.0 ¢ 300,000 * 33333.3a 0
P. sp. vs. Trichoderma CP-517vs. CPM-112 1,825,000 *123884.0b 125000 + 41666.7 a 0
P. sp. vs. Trichoderma CP-460 vs. CPM-112 400,000 * 66666.0a 100,000 + 40824.8 a 0
P. sp. vs. Trichoderma CP-363vs. CPM-112 2,125,000 * 93169.5b 350,000 + 76376.3a 0
T. aggressivum f. aggressivum  CPM-112 4,025,000 *228066.0d 4,025,000 +245657.0 a 0

*= Diferentes letras en la misma columna indican diferencias significativas entre las medias, de acuerdo a la Prueba de Tukey ( a = 0.05).
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Figura 9.1. Esporulacién de Trichoderma aggressivum f. aggressivum (CPM-112) en tres zonas
de muestreo de los co-cultivos con las cepas seleccionadas de Pleurotus en agar con
dextrosa y papa (PDA, pH= 5.6), al cuarto dia de la inoculacion.

9.2.2. Interpretacion

Esta segunda hipdtesis se sostiene, debido a que especificamente los “Hongos de Maguey” se
desarrollan en condiciones muy dificiles, por lo que se considera que han desarrollado sistemas
de tolerancia a condiciones extremas. Dicha caracteristica hace a estos recursos que posean un
gran potencial para ser producidos, y que puedan ser la solucion a los principales problemas que
presentan los productores de hongos comestibles.
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Anexo B:
Preparacion de reactivos:

l. Buffer de acetatos

Para la recuperacion de las enzimas en los co-cultivos, se empled buffer de acetatos pH 5 0.1
mM, gue esta constituido por:

e Solucion de acetato de sodio (0.1M):
3.4025 g de acetato de sodio disuelto en 250 ml de agua destilada.

e Solucion de &cido acético (0.1 mM):
0.572 ml de acido acético diluido en 100 ml de agua destilada.

La solucion de acido acético se vierte sobre la solucion de acetato de sodio hasta ajustar pH a 5,

aproximadamente se requieren 90 ml de la solucién de acido acético para los 250 ml de la
solucion de acetato de sodio.

Il. Substratos utilizados para determinar actividad lacasa

Los substratos utilizados para determinar actividad enzimatica de lacasa corresponden a los mas
citados en la bibliografia y se muestran en la siguiente tabla:

Tabla A. Caracteristicas de los substratos empleados para realizar actividad enzimatica de

lacasa
Concentracién g A Disolver
Substrato Nombre quimico (M*-  Absorcion
(mM) 1 en
cm™) (nm)
Sal diamdnica del
acido 2, 2’-Azino-
ABTS bis(3-etilbenzo- 1 29,300 436 Etanol
tiazolin-6 sulfonico)
(SIGMA)
2, 6-dimetoxifenol
DMP (SIGMA) 6 27,500 468 Etanol
Orto-metoxifenol
Guayacol (SIGMA) 60 26,600 470 Etanol
Siringaldazina 4-Hidroxi-3,5- 0.1 65,000 520 Metanol

dimetoxibenzaldehido
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Preparacion:
1. ABTS (PM=548.7, 2=436, 1 mM): Pesar 0.00549 g y aforar a 10 ml con etanol
2. DMP (PM=154.17, =468, 6 mM): Pesar 0.01 g de DMP y aforar a 10 ml con etanol
3. Siringaldazina (PM=360.37, A=526, 0.1 mM): Pesar 0.00036 g y aforar a 10 ml con
metanol.
4. Guayacol (PM=124.14, »=450, 60 mM): Pesar 0.223 ml, y aforar a 30 ml con etanol

Los productos de la oxidacion de los substratos generan los siguientes colores: ABTS (verde-
azul), DMP (Amarillo intenso), Siringaldazina (Fiusha) y Guayacol (café oxido claro).

I11. Preparacion de soluciones para geles nativos.

e Acrilamida 40% (Bio-Rad, No. Cat. 161-0144)
Formula: CH,CHCONH,
PM: 71.08 g'mol™

Se puede utilizar puro o se puede preparar, como se menciona a continuacion: Pesar 40 g de
acrilamida y 0.8 g de bisacrilamida, aforar a 100 ml con agua destilada. Guardar la solucion en
un frasco ambar y almacenar a 4°C.

e Buffer de Tris 1.5 M pH 8.8 (Sigma, No. Cat. T-6066)
Formula: C14H11N03
PM: 121.14 g'mol™

Pesar 18.17 g de TRIS y disolverlos en 50 ml de agua destilada, ajustar el pH a 8.8 con HCI 1N,
posteriormente aforar a 100 ml. Filtrar la solucion con membrana de 0.22 um y guardarla en un
frasco &mbar a temperatura ambiente.

e Buffer de TRIS 0.5 M pH 6.8 (Sigma, No. Cat. T-6066)

Pesar 6.06 g de TRIS y disolverlos en 50 ml de agua destilada y ajustar el pH a 6.8 con HCI 1N,
posteriormente aforar a 100 ml. Filtrar la solucion con membrana de 0.22 um y guardarla en un
frasco &mbar a temperatura ambiente.

e Persulfato de amonio (APS) 10% (Sigma, No. Cat. A-3678)
Pesar 0.5 mg de APS vy disolverlos en 5 ml de agua destilada. Mantener a 4°C protegido de la
luz.

e TEMED (Bio-Rad, 161-0800)
Se utiliza puro.
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e Buffer de carga
Mezclar: 2.5 ml de Buffer de TRIS 0.5 M pH 6.8
2 ml de Glicerol (Sigma-Aldrich)
4 ml de agua bidestilada.
3 mg de Azul de Bromofenol (Sigma-Aldrich)

Aforar la mezcla a 15 ml con agua destilada.
e Buffer de corrida (50 Mm TRIS + 380 Mm Glicina)

Pesar 60.57 g de TRIS (Fisher scientific, BP152-1), 28.52 g de Glicina (Bio-rad, 161-0724) y
aforar a 1 L con agua destilada. Filtrar con membrana de 0.22 um.
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