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I. RESUMEN

Guatemala es un pais con una alta biodiversidad, sin embargo, la deforestacion, el avance de
la frontera agricola y otros factores similares estan contribuyendo al deterioro de los ecosistemas en
los que se desarrollan las diversas especies de hongos comestibles, que es necesario proteger y
mejorar para su utilizacion en beneficio del pais.

En el pais existe una gran variedad de hongos comestibles que crecen en diferentes
ecosistemas. Dentro de éstos hongos comestibles, se encuentran 70 especies que se consumen en
21 localidades del pais, incluyendo dos del género Neolentinus, siendo ellas N. ponderosus y N.
lepideus.

Neolentinus ponderosus y N. lepideus, se desarrollan sobre madera de coniferas,
especialmente de Pinus spp y son objeto de consumo y venta en las regiones de Huehuetenango y
Totonicapan, en donde se les conoce con los nombres de kulich, xikin chaj y hongo de verano,
entre otros. Sin embargo, a pesar de la factibilidad de su cultivo, utilizando para ello la gran
cantidad de residuos de madera de pino que genera la industria maderera en el pais, estas dos
especies han sido poco estudiadas.

Actualmente en Guatemala, gracias al financiamiento otorgado por la Universidad de San
Carlos de Guatemala, se han sentado las bases para el inicio de los estudios sobre Neolentinus y
ya se ha trabajado su conocimiento tradicional, taxonomia, aislamiento de germoplasma (cepas) y
pruebas preliminares para determinar la produccion de indculo y eficiencia biologica (Bran, et al,
2003a).

Por tal motivo, fue necesario describir las caracteristicas miceliares de cultivo in vitro de
cuatro cepas nativas de Neolentinus y determinar el medio y la temperatura donde éstas
presentaran un mejor desarrollo. Ademas evaluar la producciéon de indculo, determinando el
mejor sustrato como vehiculo y aquella temperatura donde las cepas presentaran un mejor
crecimiento. Asimismo, evaluar la productividad de dichas cepas, para conocer la eficiencia
bioldgica y tasa de produccion.

Al respecto, para la cepa N. ponderosus 02.02, el mejor crecimiento miceliar se obtuvo en
el medio EMA a 26°C. La produccién de indculo se logréo en menor tiempo en el sustrato de
aserrin de pino a la misma temperatura, mientras que la mayor eficiencia bioldgica y tasa de
produccion fue encontrada en el sustrato F3 (madera de pino: aserrin mas viruta), enriquecida con
5% de salvado de arroz, a temperatura ambiente.

Para las cepas N. ponderosus 02.03, 145.02 y N. lepideus 90.02, el crecimiento miceliar se
evidencid en el medio EMA a 26°C. La produccion de indculo se llevo a cabo en menor tiempo
en granos de trigo a esa misma temperatura y la mayor eficiencia biologica y tasa de produccion
fue obtenida en el sustrato F3.



Il. INTRODUCCION

Guatemala es un pais con una alta biodiversidad, sin embargo, la deforestacion, el avance de la
frontera agricola y otros factores similares estan contribuyendo al deterioro de los ecosistemas en los
que se desarrollan las diversas especies de hongos comestibles, que es necesario proteger y mejorar
para su utilizacion en beneficio del pais (Bran, et al, 2002).

Aunado a ello, la pobreza y el aumento poblacional, hacen necesario crear alternativas que
provean fuentes alimenticias y econdmicas que contribuyan al desarrollo de las comunidades
campesinas y que ademads conlleven a la conservacion de los ecosistemas donde crecen los hongos,
buscando con ello, un adecuado manejo del recurso fingico mediante el cultivo de hongos
comestibles sobre desechos agroindustriales, con miras al uso de la diversidad fungica nativa, como
estrategia sostenible de los recursos naturales y como parte integral de los sistemas culturales (Bran,
et al, 2002).

Los recursos genéticos de los hongos tienen un alto interés para la alimentacion humana y
animal. La recolecta de hongos comestibles, involucra la bioprospeccion, el estudio, la
conservacion, y el uso de cepas de este género con diferentes finalidades y objetivos, en aspectos
de investigacion ambiental, agricola, farmacéutica y taxondémica (Bull, et al, 2000). En este
sentido, los procesos de bioprospeccion, tienen caracteristicas que involucran la interaccion entre
el conocimiento tradicional, que poseen las comunidades locales e indigenas y las actividades
comerciales propias de industrias relacionadas con productos derivados de la biodiversidad. En
esta interaccién, emergen otra serie de actores como las Universidades y otras entidades de
investigacion (Duarte, et al, 2006).

Neolentinus ponderosus y N. lepideus, son especies de reconocida comestibilidad. La
primera, se encuentra desde Guatemala hasta Estados Unidos y la segunda, en América y Europa
(Pegler, 1983). En nuestro pais, se encuentran creciendo sobre madera de coniferas y son objeto
de consumo y venta en las regiones de Huehuetenango y Totonicapan, en donde se les conoce
con los nombres de kulich, xikin chaj y hongo de verano, entre otros (Bran, et al, 2003a). A pesar
de la factibilidad de su cultivo, utilizando la gran cantidad de residuos de madera de pino que
genera la industria maderera en el pais, estas dos especies han sido poco estudiadas.

Actualmente en Guatemala, gracias al financiamiento otorgado por la Universidad de San
Carlos de Guatemala, se han sentado las bases para el inicio de los estudios sobre Neolentinus y
ya se ha trabajado su conocimiento tradicional, taxonomia, aislamiento de germoplasma (cepas) y
pruebas preliminares para determinar la produccion de indculo y eficiencia biologica (Bran, et al,
2003a). Sin embargo, si bien, dichos estudios han proporcionado importante informacion,
resultan incipientes y aiin es necesario conocer las cepas aisladas caracterizandolas in vitro, asi
como mejorar su productividad para fines de produccion en comunidades campesinas, como una
alternativa alimenticia, comercial y potencialmente medicinal.



I1l. ANTECEDENTES
1. Marco conceptual:
A. Los hongos

Los hongos forman un grupo taxondémico diferente a plantas y animales, al cual se le
denomina Reino Fungi. Se diferencian del resto de los organismos vivos, en su estructura
microscOpica a base de hifas, en su caracter perenne y en sus procesos de reproduccion a través
de esporas sexuales y asexuales (Alexopoulos, et al, 1996, Guzman, 2003). La clasificacion
actual de este reino, se basa en las relaciones evolutivas de los grupos de organismos
correspondientes a linajes monofiléticos y se incluyen en cuatro Phyla: Chytridiomycota,
Zygomycota, Ascomycota y Basidiomycota (Alexopoulos, et al, 1996, Guarro, et al, 1999).

Los hongos se cuentan entre los organismos mas importantes del mundo, no solamente por su
papel vital en el funcionamiento del ecosistema, sino también por su influencia en los humanos y
en actividades relacionadas con él. También son esenciales en la descomposicion, reciclamiento y
transporte de nutrientes y son indispensables para el desarrollo sostenible del ambiente. Algunas
especies son patogenas de plantas y animales y otras forman simbiosis con diversas especies de
plantas, algas, cianobacterias y animales (Mueller, et al, 2004).

Se ha estimado que podrian existir 1.5 millones de especies en este reino (Hawksworth, 1991,
2001) y, de ellas, aproximadamente 140,000 producen cuerpos fructiferos de tamafio y estructura
suficiente para ser consideradas macrohongos, muchas de las cuales se cultivan o se recolectan
para alimento (Chang & Miles, 2004)

B. Los hongos comestibles

La comestibilidad de los hongos es conocida por los humanos desde tiempos inmemoriales.
Se estima que cerca de 7,000 especies poseen varios grados de comestibilidad, y mas de 3,000
especies de 31 géneros se consideran como las principales comestibles (Chang & Miles, 2004).

Hasta el afio 2003, en Guatemala se han reportado 70 especies de hongos comestibles. Entre
ellas se cuentan dos especies del género Neolentinus: N. ponderosus y N. lepideus, cuyo valor
culinario y comercial es aprovechado por los habitantes de San Mateo Ixtatan, Huehuetenango y
aldeas de Totonicapan. Estos hongos pueden ser utilizados como una alternativa alimenticia, a
pequeina, mediana y gran escala, aplicando una tecnologia sustentable (Bran, et al, 2002, 2003a y
2003D).

C. Cultivo de hongos comestibles

Actualmente en el mundo, se han estudiado para fines de cultivo, alrededor de 200
especies, de las cuales aproximadamente 60 se cultivan comercialmente y cerca de 10 se cultivan
a escala industrial. Las 10 especies cultivadas mas populares a nivel mundial son Agaricus
bisporus/bitorquis, Lentinula edodes, Pleurotus spp., Auricularia spp, Volvariella volvacea,
Flammulina velutipes, Tremella fuciformis, Hypsizygus marmoreus, Pholiota nameko y Grifola
frondosa. En afos recientes, se cultivan también varias nuevas especies de hongos comestibles,



entre ellos, Hericium erinaceus, Dictyophora indusiata, Stropharia rugoso-anulata, Lepista
nuda, Agrocybe aegerita, A. cylindraceae, Pleurotus citrinopileatus y Cantharellus cibarius
(Chang & Miles, 2004).

El cultivo de hongos se ha popularizado en todo el mundo. En 1999, la produccion
mundial de hongos cultivados fue estimada en mas de 7 millones de toneladas. La produccion
mundial de hongos se ha incrementado durante las ultimas dos décadas, de 1.2 millones de
toneladas en 1981 a 6.2 en 1997, siendo China el mas grande productor, consumidor y exportador
de hongos (Chang & Miles, 2004).

La Argentina fue el primer pais que en la década de los 50 producia hongos comestibles en
Iberoamérica, habiendo mantenido su produccion anual entre 1000 a 1200 toneladas en los tltimos 3
afios. Aunque la produccion aumentd notablemente en el quinquenio 1985-1990 pasando de 700 a
1200 toneladas. Algunos estudios muy recientes del mercado argentino indican que es posible elevar
esta produccion a practicamente el doble de la actual con un consumo asegurado. Como se ha
indicado anteriormente en todo el mundo se observa un explosivo avance del consumo de hongos
comestibles (Deschamps, 2003).

En México y particularmente en Chiapas, el cultivo de Pleurotus ostreatus (Jacq.: Fr.)
Kumm. se visualiza como una alternativa para la solucion, al menos parcial, de problemas como la
falta de alimento y la contaminacion ambiental por desechos organicos de origen agroindustrial
(Guillén-Navarro, et al, 1998).

El cultivo de hongos con fines comerciales ha sido poco explotado en Guatemala. En
1977 se produjo Agaricus bisporus (Champifién) en pequena escala. En la década de los setentas
esta actividad se establecio en escala comercial. La produccion de Agaricus en Guatemala, oscila
alrededor de las 68,504 kg/afio, el 70% de esta produccion se consume en el pais y el 30% se
exporta a El Salvador y Honduras (De Leon, 2003).

En 1984 se establecio en el pais el cultivo de Lentinula edodes (Shiitake), usando aserrin
de encino (Quercus) como sustrato. Se calcula que se producen 34,020 kg/afio, de los cuales se
exporta el 80% y solamente el 20% se comercializa en Guatemala (De Le6n, 2003).

La produccion comercial de Pleurotus dio inicio en 1986, calculandose la produccion en
29,580 kg/ano. La mayor parte de la produccion se consume en Guatemala (90%) y una pequena
proporcion (10%) se exporta a El Salvador y Honduras (De Leon, 2003). Es importante mencionar
que las cepas cultivadas son de origen extranjero y no cepas guatemaltecas.

Sobre el cultivo de cepas nativas de hongos, se han realizado estudios sobre la produccion en
cultivo in vitro de cuerpos fructiferos de una cepa guatemalteca de Auricularia aff. fuscosuccinea
proveniente de una finca del municipio de San Rafael Pie de la Cuesta, San Marcos (12). De igual
forma, se han efectuado estudios sobre la fisiologia del crecimiento miceliar de cepas guatemaltecas
y extranjeras de Agrocybe aegerita (Lau, 2001, Vallejo, 2002).

A través de las fases desarrolladas del proyecto Hongos Comestibles de Guatemala:
diversidad cultivo y nomenclatura vernacula (afios 2001 a 2004), se han aislado mas de 40 cepas de
hongos comestibles nativos, entre las que se cuentan varias especies de los géneros Pleurotus,



Neolentinus, Agrocybe, Lepista, Auricularia, Suillus, Lactarius, Polyporus, Schizophyllum, entre
otras. Se ha logrado producir cuerpos fructiferos de 12 cepas, entre Neolentinus y Pleurotus,
determinandose que varias cepas de Pleurotus poseen eficiencias biologicas (EB) significativas
cuando se cultivan sobre diferentes sustratos (Bran, et al, 2003a, 2004).

También, varias especies de Pleurotus (P. djamor, P. ostreatus y P. levis), fueron cultivadas
a nivel artesanal en 205 mddulos ubicados en el occidente del pais, logrando producir alrededor de
1,200 libras durante el afio 2005 (Bran, et al, 2005).

Por otra parte, a partir de dos cepas nativas de P. djamor y dos de P. ostreatus, se obtuvieron
tres cruzas mejoradas en cuanto a su crecimiento miceliar y eficiencia biologica sobre el sustrato de
olote de maiz, a través del entrecruzamiento de micelio monocaridtico. Dichas cepas mejoradas se
consideran promisorias para su cultivo en comunidades rurales (Bran, et al, 2006).

D. EIl género Neolentinus

Anteriormente, las especies que conforman el género Neolentinus estuvieron incluidas
dentro del género Lentinus (Pegler, 1983). Sin embargo, Redhead & Ginns (Redhead & Ginns,
1985), indicaron que si bien, las especies de Neolentinus no tienen diferencias microscopicas
significativas con las de Lentinus, el primero causa pudricion café en la madera y el segundo
causa pudricion blanca. Esta caracteristica permitio separar ambos géneros (Redhead & Ginns,
1985).

Estudios filogenéticos indicaron ademas, que los hongos pleurotoides-lentinoides pueden
separarse en cuatro clados, correspondientes a Pleurotus, Lentinus, Panus y Neolentinus (Lechner
& Wright, 2002, Lechner, et al, 2004).

Neolentinus se clasifica taxonomicamente de la manera siguiente (Hawksworth, et al,
1995):

Reino:  FUNGI

Phylum: Basidiomycota

Clase: Basidiomycetes

Subclase: Agaricomycetidae

Orden:  Polyporales

Familia: Polyporaceae

Género: Neolentinus Redhead & Ginns, 1985

1. Caracteristicas morfoldgicas:
a. Caracteristicas macroscépicas y microscopicas:

La morfologia del género es extremadamente variable, en la mayoria de los casos, el
basidiocarpo tiene un estipite bien desarrollado, en posicion central, el cual se contintia con el

pileo. El basidiocarpo puede ser grande y robusto en especies tales como N. lepideus y N.
ponderosus (Pegler, 1983).



La superficie del pileo esta esencialmente formada por un epicutis; en muchos casos el
pileo es fibriloso radialmente, escamoso o densamente piloso. El pileipellis usualmente esta
formado por hifas generativas, con fibulas, aunque es frecuente encontrar hifas esclerificadas
especialmente hacia el centro del pileo (Redhead & Ginns, 1985).

El himenio es lamelar, decurrente al estipite. Las laminas son triangulares en seccion.
Muchas especies desarrollan anastomosis e intervenaciones, resultando en una condicidon
subporoide que posiblemente indique un ancestro polyporal. Trama lamelar regular (Redhead &
Ginns, 1985).

El sistema hifal generalmente es dimitico, aunque algunas especies pueden presentar un
sistema trimitico. El tipo de hifas secundarias, esta constituido por hifas generativas y
esqueléticas o ligadoras-esqueléticas (Pegler, 1983).

Las basidiosporas generalmente son cilindricas, hialinas, inamiloides, no dextrinoides, de
pared delgada y lisa (Pegler, 1983).

2. Habitat y distribucion
a. Mundial:

Algunas especies de Neolentinus, son de amplia distribucion. N. lepideus se encuentra en
Europa, Asia y América del Norte, creciendo usualmente sobre troncos y raices muertas de
coniferas, especialmente sobre Pinus, Abies, Picea, Larix y Sequoia, aunque existen reportes que
indican que se le ha encontrado creciendo ocasionalmente sobre Quercus y Ulmus (Pegler, 1983).

N. ponderosus, es una especie que se encuentra en la region Pacifico-Noroeste de América
del Norte, también se ha reportado de México (Pegler, 1983, Moreno-Fuentes, et al, 1996). Se
encuentra creciendo sobre troncos podridos de coniferas, especialmente sobre Pinus ponderosa
Dougl. (Pegler, 1983). En México se ha recolectado sobre troncones de pino (Pinus spp) o encino
(Quercus spp) en tiempos secos (mayo y junio), con un poco de humedad en el suelo (Moreno-
Fuentes, et al, 1996).

En Argentina, recientemente se reportd N. schaefferi, creciendo sobre troncos de Fraxinus
(Lechner, 2002).

b. Guatemala:

En el pais se han reportado dos especies: Neolentinus lepideus (Fr.: Fr.) Redhead & Ginns,
que fue recolectado en Chuipachec, Totonicapan, sobre troncos de P. pseudostrobus; vy,
Neolentinus ponderosus (Miller) Redhead &Ginns, que se recolectd en el municipio de San
Mateo Ixtatan, Huehuetenango, creciendo sobre troncos de Pinus tecunumanii y P. pseudostrobus
(Bran, et al, 2003b).



3. Etnomicologia

En Guatemala, las especies del género Neolentinus se conocen hasta ahora, con los nombres
vernaculos de xikin chaj (idioma K’iche’) u oreja de pino (Neolentinus lepideus) en Totonicapan
y kulich (idioma Chuj) u hongo de verano (N. ponderosus) en el municipio de San Mateo Ixtatan,
Huehuetenango. Ambas especies se recolectan durante el final de la época seca (marzo a abril)
(Bran, et al, 2003a). En particular, N. ponderosus es objeto de venta en los mercados de San
Mateo Ixtatan, Bulej (San Mateo Ixtatan), Palegué (Nent6n), Santa Cruz Barillas y Santa Eulalia
(Huehuetenango), a un precio de Q20.0 a Q25.0 la libra (Morales, O., comunicacion personal).

Los indigenas en la region de Bacusinare, municipio de Guazapares, Chihuahua, México,
conocen el hongo comestible Kuté-mo’ko-a (dialecto tarahumara) u “hongo del troncén”. Se ha
determinado que por sus caracteristicas morfologicas corresponden a la especie de Neolentinus
ponderosus. Este hongo se recolecta antes de las lluvias y se consume solamente el pileo
(Moreno-Fuentes, et al, 1996).

2. Marco referencial:
a. Estudios sobre el cultivo de Neolentinus

Se tiene poca informacion sobre las caracteristicas miceliares de cultivo de las especies de
Neolentinus, aunque se pueden mencionar las siguientes:

1. Estados Unidos:

Se estudié una cepa de N. ponderosus, la cual presenté un diametro entre 78 y 89 mm a
los 14 dias de incubacion, con textura algodonosa, color blanco, con hifas radiadas hacia el
margen. Olor afrutado (Miller, 1965).

2. México:

La cepa mexicana de N. lepideus, IE-133, se estudio sobre tres medios de cultivo: agar
papa dextrosa (PDA), agar Sabouraud dextrosa (SDA) y agar extracto de malta (MEA),
incubandolos a 20, 22.5, 25 y 27°C. El mejor crecimiento se observo a 27.5°C en el medio PDA
(Gaitan-Hernandez, et al, 1995).

Esta misma cepa, en agar ADP-IM (agar papa dextrosa con infusion de madera de Pinus
montezumae), presentd densidad baja a muy alta, textura sedosa y flocosa y puede presentar
agregaciones hifales. En algunas cepas se detect6 la formacion de primordios, un olor parecido al
balsamo del Perti y cambio a un color café oscuro en el agar (Gaitan-Hernandez, 2000).

Se evalud la potencialidad de cultivo de dos cepas silvestres de N. lepideus y N.
ponderosus utilizando como medios de cultivo agar extracto de malta y agar papa dextrosa, se
obtuvo un crecimiento adecuado de las dos cepas, en los medios utilizados. En las pruebas
llevadas a cabo en semillas y otros sustratos, se observo un desarrollo miceliar adecuado en
granos de trigo y crecimiento lento en paja de trigo, en ambas especies (Palacios, 2000).



También se caracterizaron y seleccionaron cepas mas productivas de N. suffrutescens, por
medio de entrecruzamiento y produccion de cuerpos fructiferos a nivel de planta piloto. Se
obtuvieron como resultado 15 cepas intraespecimen del entrecruzamiento de 12 aislamientos
monosporicos, observandose crecimiento miceliar a los 12 dias de incubacion. La eficiencia
biologica vario de 4.85 a 14.60% y la tasa de produccion fue de 0.07 a 0.19% sobre madera de
Pinus spp. Sobre viruta de P. montezumae Lambert se obtuvo una eficiencia bioldgica de 4.41 a
14.92% y una tasa de produccion de 0.06 a 0.23%. Los resultados obtenidos son de importancia
debido a que este hongo ha sido poco estudiado y posee una alta factibilidad de cultivo (Gaitan-
Hernandez, 2000).

3. Argentina:

Las colonias de Neolentinus schaefferi, presentaron micelio que cubre las cajas de petri de
90 mm en 4 a 5 semanas, creciendo uniformemente, color blanquecino, lisas a aterciopeladas.
Después de 4 semanas, las colonias tienden a formar conglomerados en la parte media y margen.
El margen es regular, compacto al principio y poco definido después de 2 a 3 semanas. Reverso
sin pigmento. Olor a derivados de la urea. No produce basidiocarpos durante ese periodo. Hifas
hialinas, con fibulas, de 2 a 5 pm de didmetro. Clamidosporas terminales o intercalares de 11.5-
19.5 x 8.0-8.5 um (Lechner, 2002).

4. Guatemala:

Se determino que varias cepas de Neolentinus tienen tiempos de produccion de indculo en
un rango de 80 dias (N. lepideus) y 241 dias (N. ponderosus) en sorgo. Las eficiencias biologicas
variaron entre el 18% (N. lepideus) y 32 % (N. ponderosus) sobre aserrin de pino, observandose
que es necesaria la suplementacion de este sustrato con salvado de arroz al 5%, para lograr la
produccion de cuerpos fructiferos en N. ponderosus. Sin embargo, las eficiencias fueron muy
bajas (Bran, et al, 2003a).

b. Estudios sobre las propiedades medicinales de Neolentinus lepideus

A partir de un extracto de N. lepideus soluble en agua, se aislo el compuesto PG101, el
cual increment6 los niveles del factor de necrosis tumoral (TNF) e interleucinas 1, 10 y 12 (IL-1,
IL-10, IL-12). El PG101, demostr6 tener un gran potencial como inmunomodulador terapéutico
(Jin, et al, 2003a). Este compuesto tiene también potencial bioldgico al modificar las actividades
selectivas de citocinas in vitro, principalmente para controlar la transcripcion del factor NF-kB, el
cual controla la expresion del TNF, IL-1, IL-10, IL-12, IL-18. Estos resultados sugirieron la
potencialidad del PG101 como un inmunoestimulante durante la radioterapia y/o quimioterapia
(Jin, et al, 2003Db).



IV. JUSTIFICACION

El cultivo de hongos comestibles adquiere cada vez mayor importancia en el mundo. Para
Guatemala representa una alternativa que generaria ventajas bien definidas tanto en el campo
ecologico como en el socio-econdmico, porque ademas de constituir una opcion alimenticia para
la poblacidn, representa un sistema de produccion limpio en el cual se contribuye no soélo a
utilizar los deshechos agroforestales que pueden contaminar el medio ambiente, sino que ademas
se reutilizan los residuos que quedan después del cultivo (Bran, et al, 2002).

Por otra parte, en el pais existe una gran variedad de hongos comestibles que crecen en
diferentes ecosistemas. Dentro de éstos hongos comestibles, se encuentran 70 especies que se
consumen en 21 localidades del pais, incluyendo dos del género Neolentinus siendo ellas N.
ponderosus y N. lepideus (Bran, et al, 2003b).

Estas especies nativas, pueden ser aprovechadas para el desarrollo econdémico y
alimenticio de comunidades rurales, para que en el futuro, los integrantes de las mismas sean
capaces de generar en pequefias unidades de produccion artesanal, una fuente alterna de alimento,
ya que son conocedoras y consumidoras de distintas especies de hongos silvestres, pero
desconocen las técnicas de su domesticacion (Palacios, 2000).

Por tal motivo, se hace muy necesario describir las caracteristicas miceliares de cultivo in
vitro de cuatro cepas nativas de Neolentinus y determinar el medio y la temperatura donde éstas
presentaran un mejor desarrollo. Ademads evaluar la produccion de indculo, determinando el
mejor sustrato como vehiculo y aquella temperatura donde las cepas presentaran un mejor
crecimiento. Asimismo, evaluar la productividad de dichas cepas, para conocer la eficiencia
bioldgica y tasa de produccion.



V. OBJETIVOS
2. General:
Documentar el comportamiento de cepas nativas de Neolentinus spp. en diferentes

medios de cultivo in vitro y sustratos utilizados como vehiculo, a diferentes temperaturas, asi
como evaluar su productividad.

2. Especificos:
a. Determinar el medio de cultivo y la temperatura de incubacion donde las cepas presenten
un mejor crecimiento, a través de la evaluacion de la tasa radial de crecimiento.
b. Describir las caracteristicas macro y microscopicas de cultivo in vitro, obtenidas en
diferentes medios de cultivo y temperaturas, para documentar las caracteristicas

morfoldgicas de las colonias y los tipos de hifas que exhiben cada una de las cepas.

c. Evaluar la produccion de indculo sobre diferentes sustratos y temperaturas, a través de la
determinacion del tiempo de colonizacion miceliar.

d. Cuantificar la eficiencia bioldgica y la tasa de produccion, para evaluar la productividad
de las cepas sobre diferentes sustratos.
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VI. HIPOTESIS

1. Las cepas de Neolentinus spp evidencian una mayor tasa radial de crecimiento en por lo
menos en un medio de cultivo y una temperatura a estudiar.

2. El tiempo de colonizacion de las cepas de Neolentinus spp para la produccion de indculo, es
menor sobre granos de sorgo en por lo menos una temperatura a evaluar.

3. La eficiencia bioldgica y la tasa de produccion de las cepas de Neolentinus spp, presentan

valores mayores al 50% y 0.5 EB/dia, respectivamente, al ser cultivadas sobre aserrin de pino
mas salvado de arroz al 10%.
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VII. METODOLOGIA

1. Revitalizacion de las cepas:

o

Revitalizacion de las cepas (N. lepideus 90.2002, N. ponderosus 02.2002, 145.2002 y
02.2003), sembrandolas en agar PDA e incubdndolas a 26°C, por 15 dias.

2. Determinacién de la tasa radial de crecimiento de las cepas a diferentes temperaturas y
medios de cultivo:

El procedimiento se realiz6 de acuerdo con lo recomendado por Gaitan-Hernandez, et al,
(2000) y Mier, et al, (2002).

a. Tasa radial de crecimiento:

(0]

Preparar los medios de cultivo: Agar papa dextrosa (PDA) y agar con extracto de malta
(EMA) con infusion de madera de pino triste (PDA-P) (la infusién se preparara hirviendo
45 g de viruta de madera de Pinus pseudostrobus en 1500 ml de agua destilada) y agar
papa dextrosa con infusion de pino rojo (PDA-T) (la infusion se preparara hirviendo 45 g
de viruta de madera de Pinus tecunumanii en 1500 ml de agua destilada), agar papa
dextrosa (PDA) y agar con extracto de malta (EMA).

Esterilizar los medios por 15 minutos a 121°C.

Para las cepas de Neolentinus ponderosus, inocular 120 cajas de cada uno de los medios
PDA, PDA-P, PDA-T, EMA-P, EMA-T y EMA, con cada una de las cepas revitalizadas,
con un segmento de 0.5 mm del cultivo.

Para la cepa de Neolentinus lepideus, inocular 80 cajas de cada uno de los medios PDA,
PDA-P, EMA-P y EMA, con un segmento de 0.5 mm del cultivo.

Identificar las cajas de Petri conteniendo los medios de cultivo, con referencia, nombre de
la cepa, fecha de inoculacion, medio, temperatura de incubacion y nimero de repeticion.
Sellar las cajas inoculadas con papel parafilm, para evitar su deshidratacion.

Incubar 10 cajas de cada medio inoculadas con cada una de las cepas a las temperaturas
de 18 y 26°C.

Anotar la velocidad de crecimiento radial determinando el diametro de la colonia en dos
planos perpendiculares cada 3 dias, obtenido en cada uno de los medios y a diferentes
temperaturas, durante un maximo de 15 dias.

Determinar graficamente la tasa radial de crecimiento de las cepas, mediante la medicion
de los diametros que se traspasen perpendicularmente, sumar y dividir entre dos para
calcular el diametro medio. Este didmetro se calcula cada tercer dia para estimar la tasa
radial de crecimiento miceliar (mm/dia) y el diametro final.

3. Determinacion de las caracteristicas macro y microscopicas de las colonias de las cepas
de Neolentinus spp.

El procedimiento se realizé de acuerdo con lo recomendado por Nobles (1965).
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0]

Observar las caracteristicas de macro y micromorfologia preparando tinciones en fresco
con azul de lactofenol o floxina-rojo congo a las colonias obtenidas en diferentes medios
de cultivo e incubadas a diferentes temperaturas.

Caracterizar macroscopicamente las colonias de las cepas de Neolentinus spp. con ayuda
de un esteredscopo. Observar el color, apariencia, consistencia, pigmento en el medio,
forma y crecimiento del micelio.

Realizar la descripcion microscopica del micelio de las colonias, realizando preparaciones
con azul de lactofenol, para observar las caracteristicas hifales a 400 aumentos.

4. Produccion de inoculo

(2000).

(0]

(0]

El procedimiento se realizd de acuerdo con lo recomendado por Gaitan-Hernandez, et al,

Hidratar los sustrato de aserrin de pino (Pinus spp), sorgo y granos de trigo, por 24 horas,
alcanzando aproximadamente el 80% de humedad.

Colocar los sustratos individualmente en bolsas de polipapel con 200 gramos en peso
humedo y esterilizarlos por 45 minutos a 121°C.

Inocular los sustratos con fragmentos de agar de aproximadamente 1.0 cm® del micelio
que ha crecido en medio de cultivo, de cada una de las cepas (10 repeticiones por sustrato
y cepa).

Identificar las bolsas con referencia, nombre de la cepa, fecha de inoculacion, sustrato,
temperatura de incubacién y nimero de repeticion.

Incubar los sustratos a temperaturas de 18 y 26°C.

Observar el crecimiento del micelio sobre el sustrato cada 5 dias, hasta que se observe la
colonizacién completa de los sustratos.

5. Preparacion e inoculacion de los sustratos a evaluar en cuanto a fructificacion

El procedimiento se realiz6 de acuerdo con lo recomendado por Gaitan-Hernandez, et al,

(2000) y Bran, et al, (2004).

0]

Sustratos. Se emplearon cuatro formulaciones que incluyeron una mezcla de dos tipos de
maderas: aserrin y viruta de Pinus spp. Los aserrines fueron recolectados en los
departamentos de Huehuetenango y Totonicapan, donde constituyen desechos de la
industria maderera.

El tamafio de particula del aserrin fue de de 2-3 mm y de la viruta de 7-8 mm.

Secar la madera en horno a 75°C durante 72 h.

La preparacion de las formulaciones de los sustratos se realizd como se indica a
continuacion:

» Formulacién 1: Madera (1Kg), salvado de trigo (30g), harina de maiz (20g),
azicar de cafia (12g), sulfato de calcio (30g), sulfato de amonio (0.4g) y
superfosfato de calcio (0.6g).

»  Formulacién 2: Olote de maiz (1Kg), madera (250g), salvado de trigo (312.5g),
azlcar de cafia (25g), pectina (0.375g) y urea (0.5g).

»  Formulacién 3: 1.0 Kg de madera, méas salvado de arroz al 5 %.
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= Formulacién 4: 1.0 Kg de madera, mas salvado de arroz al 10%.

0 Determinar el porcentaje de humedad de los sustratos (Amexo 1).

0 Colocar los sustratos en bolsas de polipapel por separado y esterilizarlos por 45 minutos a
121°C.

O Inocular cada uno de los sustratos con 200 g del inoéculo previamente preparado (5
repeticiones por cada formulacion de sustrato y cepas).

0 Una vez inoculados, colocarles un respiradero de gasa previamente esterilizado para
favorecer la aireacion.

O Incubar a 26°C, hasta que el micelio cubra el sustrato.

6. Evaluacion de la produccion de cuerpos fructiferos

Los modulos de produccion que se utilizaron para esta fase, fueron facilitados por la
Cooperativa Pueblo Unido (Zaragoza, Chimaltenango) y/o Asociacion ADIFE (Tecpan,
Chimaltenango), las cuales cuentan con moddulos de produccion cerrados y exclusivos para el
cultivo de hongos comestibles.

El procedimiento se realizd de acuerdo con lo recomendado por Gaitan-Hernandez, et al,
(2000).

0 Colocar lo sustratos en un area de produccién con iluminacion natural difusa y ventilacion
para favorecer la fructificacion.

0 Pesar los cuerpos fructiferos cosechados.

0 Evaluar con base a la eficiencia biologica (EB), la cual se determinard expresando en
porcentaje la relacion entre peso fresco de las fructificaciones de los hongos producidos y
el peso seco del sustrato (%EB = (Peso fresco de los hongos/peso seco del sustrato) x
100).

0 La tasa de produccion (TP), se determinard mediante la relacion de la eficiencia bioldgica
entre el nimero total de dias transcurridos desde la inoculacion hasta la aparicion de los
primordios (TP= %EB/dias dias transcurridos desde la siembra hasta la cosecha de los
cuerpos fructiferos).

0 Medir el nimero y tamafio de las fructificaciones obtenidas, evaluando segtn el didmetro
del pileo: grupo 1 (G1) <5,0 cm, grupo 2 (G2) entre 5,0 y 10 cm y mayores a 10 cm (G3).

0 Los parametros medioambientales que se registraron durante la produccion fueron,
temperatura y humedad.

7. Disefio experimental y tratamiento estadistico

A los datos de todos los experimentos, se les aplico un analisis de comparacion de medias por
medio de la prueba de rango multiple de Tukey (0=0.05 %).

0 Los experimentos de crecimiento micelial se realizaron con 10 repeticiones y los datos
registrados a los 15 dias de incubacidon se someterdn a un andlisis de varianza
unifactorial.

0 El experimento de planta piloto se realiz6 con cinco réplicas/sustrato y a los datos de
produccion se les aplico un andlisis de varianza.
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VIIl. RESULTADOS
A. Crecimiento miceliar

Para la cepa N. ponderosus 02.02, el crecimiento miceliar en todos los medios de cultivo
estudiados fue mayor cuando se incubaron a 26°C, que cuando fueron incubados a 18°C. En
general, el mayor crecimiento se observo en el medio EMA y el menor crecimiento en el medio
PDA-T a ambas temperaturas (Grafica 1).

A 18°C, el mayor crecimiento miceliar de la cepa de N. ponderosus 02.02 se present6 en
el medio EMA, donde se registr6é un didmetro medio de 20.9 mm y una tasa radial de crecimiento
miceliar (TRC) de 2.09 mm/dia. El menor crecimiento se observo en el medio PDA-T donde la
cepa obtuvo un diametro medio de 14.3 mm y una TRC de 1.43 mm/dia (Tabla 1, Grafica 1).

A esta misma temperatura de incubacion, el andlisis estadistico mostré6 que no existid
diferencia significativa entre el crecimiento miceliar en los medios PDA, PDA-P y PDA-T, asi
como tampoco entre el crecimiento en los medios EMA, EMA-P y EMA-T (p>0.05). Por el
contrario, existié diferencia significativa entre ambos grupos de medios, asi los valores de
significancia encontrados fueron entre los medios PDA y EMA (p=0.000), PDA y EMA-P
(p=0.024), asi como entre PDA y EMA-T (p=0.000). Este mismo caso se observd entre los
medios PDA-P y EMA (p=0.000), PDA-P y EMA-P (p=0.032), PDA-P y EMA-T (p=0.001).
Existi6 también diferencia significativa entre el medio PDA-T y EMA (p=0.000), PDA-T y
EMA-P (p=0.007), asi como entre PDA-T y EMA-T (p=0.000) (Tabla 1).

El mayor crecimiento miceliar de la cepa de N. ponderosus 02.02 a 26°C, se obtuvo en el
medio EMA, con un diametro medio de 42.2 mm y una TRC de 4.21 mm/dia. El menor
crecimiento se observo en el medio PDA-T en el que se alcanz6 un diametro de 24.9 mm y una
TRC de 2.49 mm/dia.

En cuanto al analisis estadistico en este caso, mostr6 que no existio diferencia
significativa entre el crecimiento en los medios PDA, PDA-P, EMA-P y EMA-T, asi como entre
los medios EMA, EMA-P y EMA-T (p>0.05). Los valores que indicaron diferencia significativa
se encontraron entre el crecimiento en PDA-T con todos los otros medios evaluados (PDA
(p=0.032); PDA-P (p=0.038); EMA (p=0.000); EMA-P (p=0.000) y EMA-T (p=0.000). El
crecimiento en el medio EMA también mostr6é diferencia significativa con los medios PDA
(p=0.006), PDA-P (p=0.005) y PDA-T (p=0.000) (Tabla 1).
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Tabla 1. Crecimiento miceliar de la cepa de Neolentinus ponderosus 02.02 durante 10 dias de
incubacion a dos temperaturas.

Temperatura  Medio de cultivo® Didmetro medio Tasa de
(mm) + DS 23 crecimiento radial
(mm/dia)
PDA 148+7.10 a 1.48
PDA-P 149+£680 a 1.49
PDA-T 143+£570 a 1.43
18°C EMA 209+114 b 2.09
EMA-P 19.1+102 b 1.91
EMA-T 206+114 b 2.06
PDA 328+17.1 b 3.28
PDA-P 327155 b 3.27
26°C PDA-T 249+116 a 2.49
EMA 42.1+£227 ¢ 4.21
EMA-P 40.1+185 bc 4.01
EMA-T 372+169 be 3.72

1. PDA: agar papa dextrosa; PDA-P: agar papa dextrosa con infusion de P. pseudostrobus; PDA-T: agar papa dextrosa con infusion de
P. tecunumanii; EMA: agar extracto de malta; EMA-P: agar extracto de malta con infusion de P. pseudostrobus; EMA-T: agar extracto
de malta con infusion de P. tecunumanii.

2. Media de 20 repeticiones, lecturas a los 3, 5, 7 y 10 dias de incubacion + la desviacion estandar.
3. Diferentes letras en la misma columna indican diferencia significativa con la prueba de comparaciones multiples de Tukey (0=0.05).

Gréfica 1. Crecimiento miceliar de la cepa de Neolentinus ponderosus 02.02 durante 10 dias de
incubacién a dos temperaturas.
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Con respecto a la cepa N. ponderosus 02.03, los mayores crecimientos miceliares se
obtuvieron cuando se incubd a 26°C, contrario a lo ocurri6 a 18°C. Ademads, los mayores
didmetros de las colonias y TRC se registraron en el medio EMA y los valores mas bajos se
observaron en el medio PDA-T a ambas temperaturas (Tabla 2, Grafica 2).

A 18°C, el mayor diametro de las colonias se observd en el medio EMA (26.0 mm), asi
como el mayor valor de TCR (2.6 mm/dia). Asimismo, se estableci6 que el menor diametro fue
de 15.3 mm, con una TRC de 1.53 mm/dia, en el medio PDA-T (Tabla 2).

Al realizar el analisis estadistico, se comprobd que no existi6 diferencia significativa entre
el crecimiento miceliar obtenido en los medios PDA, PDA-P y PDA-T. Por otra parte, tampoco
se observd diferencia significativa entre el crecimiento en los medios PDA, PDA-P y EMA-T, asi
como también entre los medios EMA, EMA-P y EMA-T (p>0.05) (Tabla 2).

Se observo diferencia significativa entre los medios PDA y EMA (p=0.000) y PDA y
EMA-P (p=0.022). Asimismo entre los medios PDA-P con los medios EMA (p=0.000) y EMA-P
(p=0.008), asi como entre el medio PDA-T, con los medios EMA (p=0.000), EMA-P (p=0.000) y
EMA-T (p=0.007) (Tabla 2).

A 26°C, el mayor didmetro medio registrado fue de 50.4 mm (TRC de 5.04 mm/dia) en el
medio EMA y por el contrario, el menor didmetro medio fue de 32.2 mm (TRC de 3.22 mm/dia),
el cual fue observado en el medio PDA-T (Tabla 2).

Estadisticamente, no se encontrd diferencia significativa entre el crecimiento miceliar
registrado en los medios PDA, PDA-P y PDA-T, asi como entre los medios PDA, PDA-P y
EMA-T, entre los medios EMA-P y EMA-T y finalmente, entre los medios EMA y EMA-P
(p>0.05) (Tabla 2).

Las diferencias significativas se encontraron entre los medios PDA, EMA (p=0.000) y
EMA-P (p=0.019), asi como entre el medio PDA-P con los medios EMA (p=0.000) y EMA-P
(p=0.001). El medio PDA-T fue estadisticamente diferente a los medios EMA (p=0.000), EMA-P
(p=0.000) y EMA-T (p=0.022), asi como también lo fueron los medios EMA con EMA-T
(p=0.042) (Tabla 2).
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Tabla 2. Crecimiento miceliar de la cepa de Neolentinus ponderosus 02.03 durante 10 dias de
incubacion a dos temperaturas.

Temperatura  Medio de cultivo® Didmetro medio Tasa de
(mm) + DS 23 crecimiento radial
(mm/dia)
PDA 17.9+9.5 ab 1.79
PDA-P 17.3£9.8 ab 1.73
PDA-T 15.3+6.0 a 1.53
18°C EMA 26.0+15.4 c 2.60
EMA-P 23.3+14.9 c 2.33
EMA-T 21.4+£10.9 be 2.14
PDA 372+ 189 ab 3.72
PDA-P 350+17.5 ab 3.50
26°C PDA-T 3224143 a 3.22
EMA 504 +£24.1 d 5.04
EMA-P 47.3+£23.9 cd 4.73
EMA-T 41.6 £ 18.0 be 4.16

1. PDA: agar papa dextrosa; PDA-P: agar papa dextrosa con infusion de P. pseudostrobus; PDA-T: agar papa dextrosa con infusion de
P. tecunumanii; EMA: agar extracto de malta; EMA-P: agar extracto de malta con infusion de P. pseudostrobus; EMA-T: agar extracto
de malta con infusion de P. tecunumanii.

2. Media de 20 repeticiones, lecturas a los 3, 5, 7 y 10 dias de incubacion + la desviacion estandar.
3. Diferentes letras en la misma columna indican diferencia significativa con la prueba de comparaciones multiples de Tukey (0=0.05).

Gréfica 2. Crecimiento miceliar de la cepa de Neolentinus ponderosus 02.03 durante 10 dias de
incubacion a dos temperaturas.
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La cepa de N. ponderosus 145.02, mostré un comportamiento diferente a las demas cepas
de esta misma especie evaluadas a ambas temperaturas, dado que los valores de diametro medio y
TCR registrados en el medio PDA-T a 26°C, fue menor al observado en el medio EMA-P a 18°C
(Tabla 3, Grafica 3).

A 18°C, el mayor didmetro de crecimiento miceliar encontrado fue de 19.7 mm (TRC de
1.97 mm/dia), en el medio EMA-P, mientras tanto que el menor didmetro (1.05 mm y TRC de
1.05 mm/dia), se registrd en el medio PDA-T (Tabla 3).

El crecimiento miceliar observado entre los medios PDA y PDA-T, no fue
estadisticamente diferente, asi como no lo fue el crecimiento encontrado entre los medios PDA y
PDA-P. Tampoco se evidenci6 diferencia significativa entre los medios PDA-P, EMA y EMA-T,
asi como no se encontr6 entre los medios EMA, EMA-P y EMA-T (p>0.05) (Tabla 3).

El crecimiento miceliar fue estadisticamente diferente entre el medio PDA con los medios
EMA (p=0.000), EMA-P (p=0.000) y EMA-T (p=0.000). EI medio PDA-P fue estadisticamente
diferente a los medios PDA-T (p=0.025) y EMA-P (p=0.014), mientras que el medio PDA-T fue
diferente a los medios PDA-P (p=0.025), EMA (p=0.000), EMA-P (p=0.000) y EMA-T
(p=0.000) (Tabla 3).

En cuanto al crecimiento miceliar evaluado a 26°C, se comprobd que los mayores valores
de diametro y TRC (39.5 mm y 3.95 mm/dia, respectivamente) se obtuvieron en el EMA. Los
valores menores (18.6 mm y 1.86 mm/dia), se observaron en el medio PDA-T (Tabla 3).

Tabla 3. Crecimiento miceliar de la cepa de Neolentinus ponderosus 145.02 durante 10 dias de
incubacion a dos temperaturas.

Temperatura  Medio de cultivo® Didmetro medio Tasa de
(mm) + DS 23 crecimiento radial
(mm/dia)
PDA 11.4+6.4 ab 1.14
PDA-P 15.0+£8.3 be 1.50
18°C PDA-T 105+48 a 1.05
EMA 180+11.7 «cd 1.80
EMA-P 19.7+129 d 1.97
EMA-T 180+10.1 cd 1.80
PDA 276+173 b 2.76
PDA-P 29.0+14.5 bc 2.90
26°C PDA-T 18.6+£8.7 a 1.86
EMA 395+214 d 3.95
EMA-P 36.0+17.6 cd 3.60
EMA-T 30.6 £ 17. bed 3.06

1. PDA: agar papa dextrosa; PDA-P: agar papa dextrosa con infusion de P. pseudostrobus; PDA-T: agar papa dextrosa con infusion de
P. tecunumanii; EMA: agar extracto de malta; EMA-P: agar extracto de malta con infusion de P. pseudostrobus; EMA-T: agar extracto
de malta con infusion de P. tecunumanii.

2. Media de 20 repeticiones, lecturas a los 3, 5, 7 y 10 dias de incubacion + la desviacion estandar.

3. Diferentes letras en la misma columna indican diferencia significativa con la prueba de comparaciones multiples de Tukey (0=0.05).
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Gréfica 3. Crecimiento miceliar de la cepa de Neolentinus ponderosus 145.02 durante 10 dias de
incubacion a dos temperaturas.
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Con respecto a los resultados obtenidos con la cepa Neolentinus lepideus 90.02, se
determind que a 18°C de temperatura de incubacion, el mayor diametro de las colonias y TCR se
obtuvieron en el medio EMA (35.2 mm y 2.93 mm/dia, respectivamente). Por el contrario, los

menores valores de estos pardmetros se observaron en el medio PDA (27.0 mm y 2.25 mm/dia)
(Tabla 4, Grafica 4).

Asimismo, el andlisis estadistico efectuado evidencid que no se obtuvo diferencia
significativa entre el crecimiento observado en el medio EMA, con respecto al medio EMA-P.

Asimismo, tampoco existid diferencia significativa entre los medios PDA, PDA-P y EMA-P
(Tabla 4).

La existencia de diferencia estadisticamente significativa solamente fue evidente entre el

crecimiento en el medio EMA, con respecto a los medios PDA (p=0.007) y PDA-P (0.028)
(Tabla 4).

A 26°C, el mayor crecimiento miceliar se encontrd en el medio EMA-P, con un didmetro
medio de las colonias de 55.9 mm y una TCR de 4.66 mm/dia. El menor crecimiento se observo
en el medio PDA (46.8 mm y 3.90 mm/dia) (Tabla 4, Gréfica 4).

Estadisticamente, no se observo diferencia entre el crecimiento obtenido en los medios
PDA, PDA-P y EMA, asi como entre los medios PDA-P, EMA y EMA-P. Por el contrario, el
medio EMA-P present6 solamente diferencia con el medio PDA (p=0.030) (Tabla 4).
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Gréfica 4. Crecimiento miceliar de la cepa de Neolentinus lepideus 90.02 durante 12 dias de
incubacién a dos temperaturas.
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Tabla 4. Crecimiento miceliar de la cepa de Neolentinus lepideus 90.02 durante 12 dias de
incubacién a dos temperaturas.

Temperatura  Medio® Diametro Tasa de Crecimiento
(mm) £ DS %3 radial (mm/dia)
PDA 27.0+ 164 a 2.25
PDA-P 28.1+14.5 a 2.34
18°C EMA 3524220 b 2.93
EMA-P  326+17.7 ab 2.72
PDA 46.8 £24.2 a 3.90
26°C PDA-P 482+21.3 ab 4.02
EMA 53.1+£23.7 ab 4.42
EMA-P 5594232 b 4.66

1. PDA: agar papa dextrosa; PDA-P: agar papa dextrosa con infusion de P. pseudostrobus. EMA: agar extracto de malta; EMA-P: agar
extracto de malta con infusion de P. pseudostrobus.

2. Media de 20 repeticiones, lecturas a los 3, 5, 7, 10 y 12 dias de incubacion + la desviacion estandar.

3. Diferentes letras en la misma columna indican diferencia significativa de acuerdo con la prueba de comparaciones multiples de
Tukey (a=0.05).
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B. Caracteristicas macro y microscopicas de las colonias (Figs. 1-12)

Con respecto a estos parametros, la cepa de N. ponderosus 02.02, a 18°C, evidencio color
blanco en el anverso, en los medios que contenian como base el agar PDA, asi como también
color blanco o sin coloracion en el reverso. En los medios con agar EMA como base, la
coloracion tanto en el reverso como en el anverso fue amarillenta (Tabla 5).

A esta misma temperatura, microscopicamente y con respecto a la presencia de fibulas, en
los medios PDA y PDA-P fue donde se observd una gran cantidad de estas estructuras, mientras
que en los medios EMA y EMA-P se observo una regular cantidad. Los medios con escasas
fibulas fueron PDA-T y EMA-T. Por otra parte, el desarrollo de solamente hifas de 4.0-5.0 um se
presento en los medios EMA-T y PDA-T, respectivamente. Los demas medios, presentaron hifas
de entre 2.0 y 5.0 um. En ninguno de los medios estudiados se observd la formacion de
clamidosporas.

En cuanto a las caracteristicas observadas a 26°C, las colonias fueron de color blanco a
blanquecino en el anverso en los medios PDA, PDA-P y PDA-T, con reverso sin coloracion o de
color blanco. Los medios EMA, EMA-P y EMA-T presentaron colonias con anversos y reversos
de color amarillento.

En las caracteristicas microscopicas, la mayor cantidad de fibulas se produjeron en los
medios PDA y EMA, mientras que en los medios restantes, se observd una regular cantidad de
estas estructuras. Respecto a las hifas, en tres medios de cultivo (PDA-T, EMA-P y EMA-T) se
observaron solamente hifas entre 4.0 y 5.0 um, mientras que en los medios restantes se
observaron hifas entre 1.0 y 4.0 um. Por otra parte, a esta temperatura, tampoco se observo la
formacién de clamidosporas.

Tabla 5. Caracteristicas coloniales de la cepa de Neolentinus ponderosus 02.02 durante 10 dias de
incubacion a dos temperaturas.

Temperatura Medio® Caracteristicas de las colonias
Color Color Fibulas Diametro Clamidosporas
(anverso) (reverso) Hifas (um)
PDA Blanco Sin color +++ 2.0-3.0 Ausentes
PDA-P Blanco Sin color Ao+ 2.0-4.0 Ausentes
PDA-T Blanco Blanco +4 5.0 Ausentes
18°C EMA Amarillento  Amarillento ++ 20-5.0 Ausentes
EMA-P Amarillento  Amarillento ++ 2.0-5.0 Ausentes
EMA-T Amarillento ~ Amarillento + 4.0 Ausentes
PDA Blanco Sin color Ao+ 1.0-4.0 Ausentes
PDA-P Blanco Sin color ++ 1.0-4.0 Ausentes
26°C PDA-T Blanco Amarillento ++ 5.0 Ausentes
EMA Amarillento  Amarillento +++ 1.0-4.0 Ausentes
EMA-P Amarillento  Amarillento ++ 5.0 Ausentes
EMA-T Amarillento  Amarillento ++ 4.0 Ausentes

1. PDA: agar papa dextrosa; PDA-P: agar papa dextrosa con infusion de P. pseudostrobus; PDA-T: agar papa dextrosa con infusion de P.
tecunumanii; EMA: agar extracto de malta; EMA-P: agar extracto de malta con infusion de P. pseudostrobus; EMA-T: agar extracto de malta con

infusion de P. tecunumanii.
3. Abundantes. 4. Escasas. 5. Regular cantidad.
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La cepa N. ponderosus 02.03 cuando se incubé a 18°C presentd colonias con anverso de
color blanco en los medios PDA, PDA-P, PDA-T, EMA y EMA-T, con reverso del mismo color,
con excepcion del medio EMA, en el cual el reverso fue de color amarillento. Colonias con el
anverso y reverso de color amarillento solamente se observaron en el medio EMA-P (Tabla 6).

Microscopicamente, a esta misma temperatura de incubacidn, solamente en los medios
PDA y EMA se observo la formacion de regular cantidad de fibulas, en el resto, las fibulas fueron

escasas. En todos los casos se observaron hifas entre 4.0 y 6.0 pm y ausencia de clamidosporas
(Tabla 6).

A 26°C, todos los medios de cultivo, con excepcion del medio EMA, presentaron anverso
de color blanco. Sin embargo, presentaron diferencias en la coloracién de reverso, el cual vario
desde un color amarillento en los medios PDA, PDA-T, EMA, EMA-P y EMA-T, hasta un color
blanco en el medio PDA-P. El medio EMA, tanto en el reverso como en el anverso presentd color
amarillento (Tabla 7).

Microscopicamente, en el medio EMA-P se observd abundante cantidad de fibulas,
mientras que en los medios PDA-P y PDA-T estuvieron presentes en regular cantidad. En los
medios PDA, EMA y EMA-T, las fibulas fueron escasas. Respecto al didmetro de las hifas, en
todos los medios de cultivo fueron de 4.0-6.0 um y no se observo la formacion de clamidosporas.

Tabla 6. Caracteristicas coloniales de la cepa de Neolentinus ponderosus 02.03 durante 10 dias de
incubacién a dos temperaturas.

Temperatura  Medio® Caracteristicas de las colonias
Color Color Fibulas Diametro  Clamidosporas
(anverso) (reverso) Hifas (um)
PDA Blanco Blanco ++ 4.0-5.0 Ausentes
PDA-P Blanco Blanco + 5.0 Ausentes
PDA-T Blanco Blanco + 4.0 Ausentes
18°C EMA Blanco Amarillento ++ 4.0 Ausentes
EMA-P Amarillento  Amarillento + 5.0 Ausentes
EMA-T Blanco Blanco + 4.0 Ausentes
PDA Blanco Amarillento + 4.0 Ausentes
PDA-P Blanco Blanco ++ 4.0 Ausentes
26°C PDA-T Blanco Amarillento ++ 5.0 Ausentes
EMA Amarillento  Amarillento + 6.0 Ausentes
EMA-P Blanco Amarillento ~ +++* 5.0 Ausentes
EMA-T Blanco Amarillento + 4.0 Ausentes

1. PDA: agar papa dextrosa; PDA-P: agar papa dextrosa con infusion de P. pseudostrobus; PDA-T: agar papa dextrosa con infusion de P.
tecunumanii; EMA: agar extracto de malta; EMA-P: agar extracto de malta con infusion de P. pseudostrobus; EMA-T: agar extracto de malta con
infusion de P. tecunumanii.

2. Regular cantidad. 3. Escasas. 4. Abundantes.
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La cepa de N. ponderosus 145.05 incubada a 18°C presentd una gran variacién en cuanto
a la coloracion de las colonias. En el medio PDA y PDA-T, las colonias fueron de color blanco
en el anverso, pero presentaron colores amarillento y blanco, respectivamente en el reverso. En
las colonias de los medios de cultivo PDA-P, EMA, EMA-P y EMA-T, el anverso fue de color
amarillento, sin embargo, el reverso varid6 desde un color amarillento en los medios PDA-P,
EMA y EMA-T, hasta un color café en el reverso del medio EMA-P (Tabla 7).

Microscopicamente a esta misma temperatura, se comprobd que se formaron regular
cantidad de fibulas en los medios PDA y PDA-P, mientras que en los medios restantes las fibulas
fueron escasas. Las hifas fueron de 4.0-5.0 um de diametro en la mayoria de los medios,
notandose que esta cepa produjo las hifas mas anchas de todos las cepas de N. ponderosos
evaluadas en este estudio, alcanzando un diametro de 7.0 um en el medio EMA-P. En este caso,
tampoco fue posible observar la formacion de clamidosporas.

Respecto a las caracteristicas distintivas de esta cepa a 26°C, se pudo observar que en
todos los medios de cultivo ensayados, el color de las colonias fue amarillento, mientras que el
color del reverso vari6 desde amarillento en los medios PDA, PDA-P, PDA-T y EMA, hasta
color café en los medios EMA-P y EMA-T (Tabla 7).

Microscopicamente y a la temperatura de incubacion anteriormente indicada, se verifico
que en todos los medios de cultivo estudiados se produjo escasa cantidad de fibulas, hifas de 4.0-
5.0 um y ausencia de clamidosporas.

Tabla 7. Caracteristicas coloniales de la cepa de Neolentinus ponderosus 145.02 durante 10 dias de
incubacién a dos temperaturas.

Temperatura Medio® Caracteristicas de las colonias

Color Color Fibulas Diametro Clamidosporas
(anverso) (reverso) Hifas (um)

PDA Blanco Amarillento ++ 5.0 Ausentes
PDA-P Amarillento  Amarillento ++ 5.0 Ausentes
PDA-T Blanco Blanco +3 4.0-5.0 Ausentes
18°C EMA Amarillento  Amarillento + 4.0 Ausentes
EMA-P  Amarillento Café + 7.0 Ausentes
EMA-T  Amarillento  Amarillento + 5.0 Ausentes
PDA Amarillento  Amarillento + 5.0 Ausentes
PDA-P Amarillento  Amarillento + 4.0 Ausentes
26°C PDA-T Amarillento  Amarillento + 4.0 Ausentes
EMA Amarillento  Amarillento + 4.0 Ausentes
EMA-P Amarillento Café + 5.0 Ausentes
EMA-T  Amarillento Café + 5.0 Ausentes

1. PDA: agar papa dextrosa; PDA-P: agar papa dextrosa con infusién de P. pseudostrobus; PDA-T: agar papa dextrosa con infusion de P.
tecunumanii; EMA: agar extracto de malta; EMA-P: agar extracto de malta con infusion de P. pseudostrobus; EMA-T: agar extracto de malta con

infusion de P. tecunumanii.
2. Regular cantidad. 3. Escasas.
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Con relacion a las caracteristicas macroscopicas observadas en las colonias de la cepa N.
lepideus 90.02 a 18°C, se comprobd que en todos los medios de cultivo el anverso de las
colonias fue de color blanco, mientras que el reverso fue de color amarillento en los medios EMA
y EMA-P y sin ninguna coloracion en los medios PDA y PDA-P.

Microscopicamente a 18°C, una abundante cantidad de fibulas se observaron en el medio
PDA-P, regular cantidad en el medio PDA y escasas en los medios EMA y EMA-P. Asimismo,
presentaron hifas de 1.0-5.0 um de didmetro y se pudo corroborar la presencia de clamidosporas
solamente en el medio PDA-P.

A 26°C, el anverso de las colonias fue principalmente de color blanco, en los medios
PDA, PDA-P y EMA, no presentando el reverso ninguna coloraciéon en los dos primeros medios,
mientras que en el ultimo de los mencionados, el reverso fue de color amarillento. En el medio
EMA-P, tanto el anverso como el reverso fueron de color amarillento (Tabla 8).

Microscopicamente presentaron regular cantidad de fibulas, con excepcion del medio
EMA-P que presentd escasas. De igual forma, mostraron hifas de 2.0-5.0 um y ausencia de
clamidosporas.

Tabla 8. Caracteristicas coloniales de la cepa de Neolentinus lepideus 90.02 durante 12 dias de
incubacién a dos temperaturas.

Temperatura Medio® Caracteristicas de las colonias
Color Color del  Fibulas Didametro  Clamidosporas
reverso Hifas (um)
PDA Blanco Sin color ++2 1.0—-4.0 Ausentes
PDA-P Blanco Sin color 43 1.0-4.0 Presentes
18°C EMA Blanco Amarillento + 2.0-5.0 Ausentes
EMA-P Blanco Amarillento + 20-4.0 Ausentes
PDA Blanco Sin color ++ 2.0-3.0 Ausentes
26°C PDA-P Blanco Sin color ++ 2.0-4.0 Ausentes
EMA Blanco Amarillento ++ 2.0-4.0 Ausentes
EMA-P Amarillento  Amarillento + 2.0-5.0 Ausentes

1. PDA: agar papa dextrosa; PDA-P: agar papa dextrosa con infusién de P. pseudostrobus; PDA-T: agar papa dextrosa con infusion de P.
tecunumanii; EMA: agar extracto de malta; EMA-P: agar extracto de malta con infusion de P. pseudostrobus; EMA-T: agar extracto de malta con
infusion de P. tecunumanii.

2. Regular cantidad. 3. Abundantes. 4. escasas.
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Figuras 1-9. Caracteristicas macro y microscopicas de las cepas de N. ponderosus. 1-3. Cepa N.
ponderosus 02.02. 1-2. Color amarillento desarrollado en el anverso y reverso de las colonias creciendo
sobre agar EMA a 18°C. 3. Anverso de la colonia creciendo en agar EMA a 26°C, nétese el color
amarillento. 4-5. Cepa N. ponderosus 02.03. 4. Colonia de color blanco desarrollada en agar PDA-P
(anverso). 5. Colonia de color blanco (anverso) en agar PDA a 18°C. 6. Colonia de color amarillento de la
cepa N. ponderosus 145.02 en agar EMA-P a 18°C. 7. hifas de 4.0 a 5.0 um de didmetro con fibulas en la
cepa N. ponderosus 02.03 (x400). 8-9. Hifas de 1.0 a 2.0 um con fibulas en la cepa N. ponderosus 02.02
(x400).

Figuras 10-12. Caracteristicas macro y microscopicas de la cepa N. lepideus 90.02. 10. Colonia de
color blanco (anverso) en el medio PDA a 26°C. 11. Colonia de color blanco en el anverso en agar EMA a
26°C. 12. Clamidospora desarrollada en el medio PDA-P a 18°C (x400).
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C. Produccion de inéculo (Figs. 13-15)

En cuanto al inoculo elaborado a partir de la cepa de N. ponderosus 02.02 a 18°C, el
sustrato de aserrin de pino necesitd 54 dias para la produccion del mismo, evidenciando ademas
diferencia estadisticamente significativa con el tiempo observado en el trigo y sorgo (p=0.000).
En estos dos ultimos, fueron necesarios alrededor de 61 dias para lograr la colonizacion completa
de ambos sustratos. Como es notorio, no existid diferencia estadisticamente significativa entre
ambos (Grafica 5, Tabla 9).

Para esta misma cepa pero a una temperatura de incubacion de 26°C, los resultados fueron
similares a los obtenidos a 18°C. El aserrin de pino solamente necesité 40 dias para producir el
in6culo, mostrando ademas diferencia significativa con el trigo (p=0.000) y sorgo (p=0.003). El
tiempo de produccion del inoculo en estos dos ultimos fue de 46 y 44 dias respectivamente, no
existiendo diferencia significativa entre ambos (Grafica 5, Tabla 9).

Tabla 9. Produccion de in6culo de la cepa de Neolentinus ponderosus 02.02, sobre diferentes
sustratos y temperaturas.

Temperatura Sustrato Dias + DS *?
Aserrin de pino 54.60+2.90 a

18°C Granos de trigo 61.60+£2.90b
Granos de sorgo 61.13+320b

Aserrin de pino 40.60+2.90 a

26°C Granos de trigo 46.67+341b
Granos de sorgo 4480 +3.54b

1: Tiempo de colonizacion miceliar de los sustratos para la produccion de indculo.

2: Diferentes letras en la misma columna indican diferencia estadisticamente significativa con la prueba de comparaciones multiples de
Tukey (0=0.05).

Gréfica 5. Produccion de indculo de la cepa de Neolentinus ponderosus 02.02, sobre diferentes
sustratos y temperaturas.
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Para la cepa de N. ponderosus 02.03, el indculo elaborado en trigo e incubado a 18°C, se
produjo en 55 dias, mientras que en aserrin de pino se produjo en 62 dias y en sorgo en 63 dias.
El tiempo para la produccion de indculo en aserrin de pino fue significativamente diferente al
obtenido en trigo y sorgo (p=0.000), pero no existié diferencia entre estos dos tltimos (Tabla 10,
Grafica 6).

A 26°C, en esta misma cepa, el inoculo obtenido en granos de trigo se produjo en 41 dias,
mientras que el tiempo de produccion en el aserrin de pino fue de 42 dias y en sorgo fue de 46
dias. No existio diferencia significativa entre el tiempo de produccion del indculo en granos de
trigo y aserrin de pino, pero si se observo diferencia entre la produccion del indculo en sorgo,
comparado con la produccion en trigo (p=0.000) y aserrin de pino (p=0.001) (Tabla 10, Grafica
0).

Tabla 10. Produccién de inéculo de la cepa de Neolentinus ponderosus 02.03, sobre diferentes
sustratos y temperaturas.

Temperatura Sustrato Dias + DS '
Aserrin de pino 62.07+246a

18°C Granos de trigo 55.07+2.46b
Granos de sorgo 63.47+181a

Aserrin de pino 4247+ 181 a

26°C Granos de trigo 41.07+246a
Granos de sorgo 46.20+3.54b

1: Tiempo de colonizacion miceliar de los sustratos para la produccion de indculo.
2: Diferentes letras en la misma columna indican diferencia estadisticamente significativa con la prueba de comparaciones multiples de
Tukey (0=0.05).

Gréfica 6. Produccion de indculo de la cepa de Neolentinus ponderosus 02.03, sobre diferentes
sustratos y temperaturas.
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Respecto a la cepa de N. ponderosus 145.02, a 18°C, el indculo en trigo se produjo en 56
dias, tiempo que mostr6 diferencia significativa con respecto a lo observado en el aserrin de pino

y sorgo (p=0.000), en los cuales el inoculo se produjo en 63 dias, sin diferencia significativa entre
ellos (Tabla 11, Grafica 7).

A 26°C, el indculo en trigo se produjo en 40 dias, en tanto que en aserrin de pino el
tiempo demorado fue de 42 dias, sin evidenciar diferencia significativa entre ellos. En sorgo, el
tiempo de produccion de indculo fue de 48 dias, existiendo diferencia significativa con relacion al
trigo y aserrin de pino (p=0.000) (Tabla 11, Grafica 7).

Tabla 11. Produccién de in6culo de la cepa de Neolentinus ponderosus 145.02, sobre diferentes
sustratos y temperaturas.

Temperatura Sustrato Dias + DS '
Aserrin de pino 63.47+181a

18°C Granos de trigo 56.47+1.81b
Granos de sorgo 63.93+3.6la

Aserrin de pino 42.00+2.64 a

26°C Granos de trigo 40.60 £2.89 a
Granos de sorgo 48.07+2.46D

1: Tiempo de colonizacion miceliar de los sustratos para la produccion de indculo.
2: Diferentes letras en la misma columna indican diferencia estadisticamente significativa con la prueba de comparaciones multiples de
Tukey (0=0.05).

Gréfica 7. Produccion de inéculo de la cepa de Neolentinus ponderosus 145.02, sobre diferentes
sustratos y temperaturas.
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Referente a la cepa de N. lepideus 90.02, al evaluar la elaboracion de indculo a 18°C, en
trigo tardo 42 dias en la produccion, mientras que en aserrin de pino y sorgo el tiempo observado
fue de 50 y 51 dias, respectivamente. Estadisticamente, solamente existio diferencia significativa
entre el tiempo advertido en trigo, comparado con el aserrin de pino y sorgo (p=0.000).

A 26°C, el indculo en trigo se produjo en 30 dias, en tanto que en aserrin de pino el
tiempo registrado fue de 33 dias, sin presentar diferencia significativa entre ellos. Por el
contrario, dado que el tiempo de produccion en sorgo fue de 40 dias, éste sustrato presentd
diferencia significativa con el trigo y el aserrin de pino (p=0.000).

Tabla 12. Produccidon de in6culo de la cepa de Neolentinus lepideus 90.02 sobre diferentes sustratos y
temperaturas.

Temperatura Sustrato Dias + DS '
Aserrin de pino 50.87+3.20a

18°C Granos de trigo 4247+ 1.81b
Granos de sorgo 51.80+3.54a

Aserrin de pino 33.13+3.20a

26°C Granos de trigo 30.33+4.32a
Granos de sorgo 40.13+3.20b

1: Tiempo de colonizacion miceliar de los sustratos para la produccion de indculo.

2: Diferentes letras en la misma columna indican diferencia estadisticamente significativa con la prueba de comparaciones multiples de
Tukey (0=0.05).

Gréfica 8. Produccién de in6culo de la cepa de Neolentinus lepideus 90.02 sobre diferentes sustratos
y temperaturas.
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D. Eficiencia bioldgica y tasa de producciéon (Figs. 16-26)

Durante el periodo de incubacién de los sustratos, para el crecimiento de las cepas, la
temperatura se mantuvo entre los 26 + 4°C, mientras que la humedad estuvo entre el 50-80 %.
Para la induccion y desarrollo de las fructificaciones, las muestras se colocaron bajo iluminacion
natural (12 h luz/oscuridad), con ventilacion, humedad (75-90%) y temperaturas entre los 15 a
25°C. Para todas las cepas se obtuvo una sola cosecha en todos los sustratos.

Para la cepa N. ponderosus 02.02, hubo crecimiento y colonizacion en los sustratos con
las formulaciones 1 y 2 (F1, F2), sin embargo, no se desarrollaron los cuerpos fructiferos, por lo
que se indica solamente que la cepa colonizd ambos en 48 dias. En el sustrato con formulaciéon 3
(F3), la eficiencia bioldgica fue la mayor obtenida para esta cepa (29.91%), con una tasa de
produccion de 0.52, ademas, el mayor porcentaje de cuerpos fructiferos estuvieron entre 5 y 10
cm de didmetro de pileo. En el sustrato con formulacion 4 (F4), la eficiencia biologica fue menor,
con 12.89% y una tasa de produccién de 0.25; asimismo, el mayor porcentaje de cuerpos
fructiferos fue menor a 5 cm de didmetro de pileo. Estadisticamente hubo diferencia significativa
de la eficiencia bioldgica obtenida en los sustratos F3 y F4 (p=0.000) (Tabla 13, Grafica 9).

Tabla 13. Productividad de la cepa N. ponderosus 02.02

Formulacion % EB + DS 1 T8 TP* Produccién de cuerpos fructiferos
de sustrato (dias) por grupos de tamafios de pileos ®

Peso® Gl G2 G3

(9 (<5cm) (5-10 cm) (>10 cm)
F1 0 48 0 -—- — - -
F2 0 48 0 -—- — - -
F3 2991 +4.73 a 58 0.52 47.98 22.1% 59.5% 18.4 %
F4 1289+3.09 b 50 0.25 28.58 59.3 % 40.7 % ---

1. Porcentaje de eficiencia bioldgica = la desviacion estandar. 2. Diferentes letras en la misma columna indican diferencia estadisticamente
significativa con la prueba de comparaciones multiples de Tukey (0=0.05). 3. Tiempo en dias transcurrido desde la siembra hasta la cosecha de los

cuerpos fructiferos. 4. Tasa de produccion. 5. Peso total de las fructificaciones. 6. Porcentaje calculado a partir del peso total de las
fructificaciones.

Graéfica 9. Productividad de la cepa N. ponderosus 02.02.
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La cepa N. ponderosus 02.03 fructifico en tres de los sustratos (F1, F3 y F4),
obteniéndose la mayor eficiencia biologica en el sustrato F3 (12.84%) y la menor en el sustrato
F4 (5.88 %). En cuanto al tamafio de las fructificaciones, los tres sustratos produjeron cuerpos
fructiferos de menos de 5 cm de diametro de pileo y solamente los sustratos F1 y F3,
desarrollaron pileos de 5 a 10 cm de diametro, aunque en menor porcentaje. El analisis estadistico
mostré que existié diferencia significativa entre el sustrato F3, comparado con los sustratos F1
(p=0.016) y F4 (p=0.003), sin embargo, no existi6 diferencia entre estos dos ultimos.

Tabla 14. Productividad de la cepa N. ponderosus 02.03.

Formulacion % EB + DS ' T TP* Produccion de cuerpos fructiferos
de sustrato (dias) por grupos de tamafios de pileos ®

Peso’ Gl G2 G3

(9) (<5cm) (5-10 cm) (>10 cm)

1 7.12+2.80 a 48 0.14 12.64 71.9 % 28.1 %

2 0 - 48

3 12.84+433 b 58 0.22 22.90 62.6 % 374 %

4 5.88+£0.99 a 50 0.11 13.04 100 %

1. Porcentaje de eficiencia bioldgica + la desviacion estandar. 2. Diferentes letras en la misma columna indican diferencia estadisticamente
significativa con la prueba de comparaciones multiples de Tukey (¢=0.05). 3. Tiempo en dias transcurrido desde la siembra hasta la cosecha de los

cuerpos fructiferos. 4. Tasa de produccion. 5. Peso total de las fructificaciones. 6. Porcentaje calculado a partir del peso total de las
fructificaciones.

Gréfica 10. Productividad de la cepa N. ponderosus 02.03.
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La cepa N. ponderosus 145.02 solamente fructificé en el sustrato F3. En este sustrato se
obtuvo una eficiencia biologica de 21.62 % y una tasa de produccién de 0.37. El mayor
porcentaje de cuerpos fructiferos fue menor a 5 cm de didmetro del pileo, no obstante, también se
obtuvieron mas de 60 % de pileos de 5 a 10 cm y mayores a 10 cm (Tabla 15, Grafica 11).

Tabla 15. Productividad de la cepa N. ponderosus 145.02.

Formulacion % EB + DS 1 T8 TP* Produccién de cuerpos fructiferos
de sustrato (dias) por grupos de tamafios de pileos ®

Peso® G1 G2 G3

(9 (<5cm) (5-10 cm) (>10 cm)
1 0 48 --- - -
2 0 48 --- - -
3 21.62+6.78 58 0.37 38.54 38.8 % 31.1 % 30.1 %
4 0 50 --- --- ---

1. Porcentaje de eficiencia bioldgica = la desviacion estandar. 2. Diferentes letras en la misma columna indican diferencia estadisticamente
significativa con la prueba de comparaciones multiples de Tukey (¢=0.05). 3. Tiempo en dias transcurrido desde la siembra hasta la cosecha de los

cuerpos fructiferos. 4. Tasa de produccion. 5. Peso total de las fructificaciones. 6. Porcentaje calculado a partir del peso total de las
fructificaciones.

Graéfica 11. Productividad de la cepa N. ponderosus 145.02.
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La cepa de N. lepideus 90.02, fructifico en los sustratos F1, F2 y F3. En el sustrato F3
alcanz6 la mayor eficiencia bioldgica con 11.27 % y una tasa de produccion de 0.21. La menor
eficiencia biologica se obtuvo en el sustrato F1 con 4.67 % y una tasa de produccion de 0.1. En
cuanto al tamano de los cuerpos fructiferos, el sustrato F1 produjo la totalidad de fructificaciones
menores a 5 cm de didmetro de pileo, mientras que el sustrato F3 desarroll6 el mayor porcentaje
de pileos de esta dimension. Por el contrario, el sustrato F4 produjo un mayor porcentaje de
pileos entre 5 y 10 cm. Estadisticamente, existi6 diferencia significativa entre los F3 y F1

(p=0.001), pero no existid diferencia entre los sustratos F3 y F4, asi como entre los sustratos F1 y
F4.

Tabla 16. Productividad de la cepa N. lepideus 90.02.

Formulacién % EB + DS 12 T3 TP Produccién de cuerpos fructiferos
de sustrato (dias) por grupos de tamafios de pileos °

Peso’ Gl G2 G3

(9 (<5 cm) (5-10 cm) (>10 cm)

1 4.67+242 a 48 0.1 8.28 100 % - -

2 0 48 --- - - --- -

3 11.27£299 b 54 0.21 20.10 68.1 % 31.9% -

4 7.72 £ 1.98 ab 50 0.15 17.14 32.1% 67.9 % -

1. Porcentaje de eficiencia bioldgica = la desviacion estandar. 2. Diferentes letras en la misma columna indican diferencia estadisticamente
significativa con la prueba de comparaciones multiples de Tukey (¢=0.05). 3. Tiempo en dias transcurrido desde la siembra hasta la cosecha de los

cuerpos fructiferos. 4. Tasa de produccion. 5. Peso total de las fructificaciones. 6. Porcentaje calculado a partir del peso total de las
fructificaciones.

Grafica 12. Productividad de la cepa N. lepideus 90.02.
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Finalmente, la mayor eficiencia bioldgica de todas las cepas estudiadas fue obtenida por
la cepa N. ponderosus 02.02 en el sustrato F3, seguido de la cepa N. ponderosus 145.02 en este
mismo sustrato y fue también en esta misma formulacion donde todas las cepas obtuvieron cada
una la mayor eficiencia bioldgica, ya que todas fructificaron en ella (Grafica 13).

Por otra parte, las cepas N. ponderosus 02.03 y N. lepideus 90.02, fructificaron en los
tres sustratos (F1, F3, F4), la cepa N. ponderosus 02.02 fructificoé en dos sustratos (F3 y F4) y la
cepa N. ponderosus 145.02 solamente fructifico en un sustrato (F3) (Grafica 13).

Gréfica 13. Comparacion de la eficiencia bioldgica de todas las cepas estudiadas, sobre diferentes
sustratos.

Circulos: Sustrato F1.
Cuadrados: Sustrato F2.
Rectangulos: Sustrato F3.
Rombos: Sustrato F4.
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Figuras 13-15. Inéculo producido por las cepas de N. ponderosus. 13. Indculo de la cepa N. ponderosus
02.02, sobre sorgo a 18°C. 14. Indculo de la cepa N. ponderosus 02.03 sobre aserrin de pino a 18°C. 15.
Inoculo de la cepa N. ponderosus 145.02 sobre trigo a 18°C.

Figuras 16-20. Fructificacion de cepas de N. ponderosus. 16-18. Cepa N. ponderosus 02.02 sobre el
sustrato F3. 16. Primordios. 17. Cuerpos fructiferos jovenes. 18. Vista general de los cuerpos fructiferos
maduros, donde se pueden observar hongos con pileos entre 1.0 a mas de 10 cm de diametro. 19. Cepa N.

ponderosus 02.02 sobre el sustrato F4. 20. Cuerpos fructiferos de la cepa N. ponderosus 02.03 sobre el
sustrato F4.
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Figuras 21-23. Fructificacion de la cepa N. ponderosus 145.02 sobre el sustrato F3. 21. cuerpo
fructifero en etapa temprana de formacion. 22. Grupo de primordios. 23. Cuerpos fructiferos maduros y de
mas de 10 cm de diametro en el pileo.

Figuras 24-26. Fructificacion de la cepa N. lepideus 90.02. 24. Vista general de los sustratos F3 en
fructificacion. 25. Primordios y cuerpos fructiferos jovenes en el sustrato F3. 26. Cuerpos fructiferos sobre
el sustrato F4.

37



IX. DISCUSION

Respecto al comportamiento general de las cepas de Neolentinus evaluadas, se demostro
que el crecimiento miceliar en todos los medios de cultivo estudiados fue mayor en los que
contenian agar EMA como base, que los que contenian agar PDA. Este comportamiento colectivo
de las cepas puede atribuirse a la mejor utilizacion y mayor cantidad de nutrientes presentes en el
medio de cultivo EMA. Este medio consiste en extracto concentrado de malta, hexosas (glucosa y
fructosa), disacéridos (maltosa y sucrosa), trisacaridos (maltotriosa) y dextrinas, asi como
sustancias nitrogenadas, tales como proteinas, péptidos, aminoacidos, purinas, pirimidinas y
vitaminas (Crueger, 1984); mientras que el medio PDA, consiste en basicamente en almidén de
papa y glucosa, lo que hace de él un medio notoriamente menos enriquecido que el EMA
(Stamets, 1993).

Otro aspecto a destacar es que el crecimiento miceliar fue menor cuando las cepas y
medios de cultivo se incubaron a 18°C que cuando se incubaron a 26°C. Esta caracteristica puede
obedecer a que todas las cepas evaluadas en este estudio, han sido adaptadas a condiciones de
laboratorio (26°C) durante varios afios, por lo que no es de extrafiar que expresaran mejor
crecimiento a esta temperatura.

Especificamente, con relacién al crecimiento de la cepa N. ponderosus 02.02 a 18°C,
debido a que el mayor crecimiento se present6 en el agar EMA, se recomendaria su cultivo bajo
estas condiciones. Sin embargo, ya que no existié diferencia significativa con el crecimiento en
los medios EMA-P y EMA-T, también podrian ser utilizados, puesto que el crecimiento fue
similar. En este caso, la suplementacion de los medios de cultivo con infusion de dos distintas
clases de madera que constituyen el habitat natural de la especie (Pinus pseudostrobus y P.
tecunumanii), no mostré evidencia de estimulacion del crecimiento miceliar, por el contrario, el
crecimiento decrecié debido probablemente a una mayor cantidad de sustancias de dificil
degradacién (como celulosa y lignina), adicionados al medio. A 26°C, el comportamiento de esta
cepa fue similar, con la salvedad que los diametros de crecimiento de las colonias fueron
mayores.

La cepa en mencion, en los medios PDA, PDA-P y PDA-T, tanto a 18 como a 26°C, en el
anverso de las colonias el micelio fue de color blanco, mientras que el color del reverso fue
fundamentalmente sin coloracion o blanco. Por el contrario, en los medios EMA, EMA-P y
EMA-T a ambas temperaturas, el anverso y reverso de las colonias fue de color amarillento, lo
cual podria no ser una caracteristica deseable, ya que el aparecimiento de esta coloracion en
colonias de otras especies de hongos, como las de Lentinula edodes y Pleurotus spp, puede
indicar la produccién de abundantes metabolitos secundarios (no necesarios para el crecimiento y
reproduccion) o alguna anormalidad en el crecimiento (Crueger, 1984; Stamets, 1993).

Para esta misma cepa, microscopicamente puede decirse que la estimacion de la cantidad
de fibulas presentes, no estuvo relacionada con el medio de cultivo o la temperatura, no obstante,
la presencia de estas estructuras garantiza la condicion dicariotica del micelio, la cual es de vital
importancia en la formacion de los cuerpos fructiferos (Alexopoulos, 1996). Aparentemente, si
existié relacion entre el diametro de las hifas y los medios de cultivo, ya que en los medios que
contenian infusiones de maderas promovieron la formacion de hifas de diametros mayores a 4.0
pum, debido a que muchas especies de hongos degradadores de madera, forman las denominadas
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hifas fibrosas, para poder penetrar dentro de la estructura lefiosa de los arboles (Nobles, 1965). La
ausencia de clamidosporas es favorable para los cultivos si se considera la pigmentacion
amarillenta observada en algunos medios de cultivo, debido a que estas estructuras de resistencia
se forman ante condiciones ambientales adversas (Alexopoulos, 1996).

En el caso de la cepa N. ponderosus 02.03, también obtuvo el mayor crecimiento en los
medios EMA a las dos temperaturas de incubacion, sin embargo, si se desea cultivar la cepa a
18°C, se recomiendan los medios EMA y EMA-P, ya que no existio diferencia significativa entre
ellos. Si la cepa debe ser trabajada a 26°C, debe ser inoculada en el medio EMA o en EMA-P,
puesto que en ellos se obtuvieron los mayores crecimientos, ademas de existir diferencia
significativa con respecto a los otros medios de cultivo evaluados. La importancia de estudiar el
medio de cultivo y temperatura donde las cepas logren su mayor crecimiento miceliar reside en
que se reduce el ciclo de cultivo del hongo, cuando se estudia con fines de productividad
(Salmones, et al, 1997).

Respecto a las caracteristicas macroscopicas de las colonias, en este caso se observo que
fueron de color blanco en casi todos los medios de cultivo y temperaturas de incubacion, con
excepcion de los medios EMA-P a 18°C y EMA a 26°C. Los reversos de las colonias fueron de
color amarillento principalmente a 26°C que a 18°C, sin embargo, puesto que en el anverso casi
no se presentd dicha coloracidn, podria interpretarse como una caracteristica provechosa por la
poca produccion de metabolitos secundarios como se indicara anteriormente. Por aparte, la
estimacion de las fibulas no estuvo relacionada con los medios de cultivo o temperaturas, asi
como tampoco con el crecimiento miceliar, sin embargo como se citdé con anterioridad, éstas
garantizan el estado dicariotico del micelio. En esta cepa también se observé que en todos los
medios de cultivo y temperaturas las hifas fueron mayores a 4.0 um dada su naturaleza de hongo
degradador de la madera (Miller, 1965).

La cepa N. ponderosus 145.02 obtuvo su mayor crecimiento en el medio EMA-P a 18°C,
mientras que a 26°C, el mejor crecimiento se observé en el medio EMA, por lo que se sugiere que
se utilicen estas condiciones en futuros cultivos de esta cepa. Como alternativa, pueden utilizarse
también el medio EMA-T, a ambas temperaturas, ya que no existio diferencia significativa entre
el crecimiento en estos medios.

Respecto a las caracteristicas de las colonias de esta cepa, en su mayoria presentaron color
amarillento en el anverso y reverso, e incluso en los medios EMA-P a 18°C y EMA-P y EMA-T a
26°C el reverso fue de color café. Solamente el medio PDA-T a 18°C no present6 coloracion
amarillenta en el anverso y reverso de las colonias. Como se indicé con antelacion, este tipo de
pigmentacion no es deseable en el crecimiento miceliar de las colonias, puesto que pueden ser
indicativos de anormalidades (Stamets, 1993). Microscopicamente, en la mayoria de cultivos no
fue posible observar abundante cantidad de fibulas, sino que por el contrario, fueron escasas en
casi todos los medios de cultivo y temperaturas, lo cual no es una caracteristica favorable para la
fructificacion (Alexopoulos, 1996). Ademas, las hifas también fueron de un diametro mayor a
4.0 pm y no se observaron clamidosporas.

En general, las tres cepas de N. ponderosus (02.02, 02.03 y 145.02), obtuvieron sus

maximos crecimientos en el medio EMA a 26°C y los menores valores de crecimiento se
observaron en el medio PDA-T a 18°C. De las tres cepas, N. ponderosus 02.03 fue la mas
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vigorosa en su desarrollo (50.4 mm), seguida de la 02.02 (42.1 mm) y 145.02 (39.5mm). Estos
resultados fueron inferiores a lo reportado para esta especie (colonias de entre 78 y 89 mm de
diametro a los 14 dias de incubacidn), en el medio EMA (Miller, 1965).

Es importante resaltar que la presencia de coloracion amarillenta o café indistintamente
en el anverso o reverso de las colonias influyo6 en el crecimiento miceliar de las cepas, puesto que
esta caracteristica estuvo mas acentuada en la cepa 145.02, seguido de la 02.02 y la que menos la
presento fue la cepa 02.03.

Respecto a la cepa de N. lepideus 90.02, ésta obtuvo su mayor crecimiento en el medio de
cultivo EMA-P a 26°C (55.9 mm), por lo que se sugiere el cultivo de esta cepa bajo estas
condiciones. En este caso en particular, el uso de madera estimuld el crecimiento ya que el
habitat natural de esta especie es entre otros, P. pseudostrobus.

A manera de comparacion, en estudios anteriores se ha reportado que esta especie crece
45.14 mm en medio PDA, durante 19 dias a 25°C (Sobal, et al, 2007), 56.89 mm en medio EMA
a 25°C y 58.12 mm en medio PDA, durante 12 dias (Gaitdn-Hernandez, 1995) y 90 mm a
temperatura ambiente en el medio EMA durante 21 dias, por lo que los valores obtenidos en este
estudio (Tabla 4), son similares. Sin embargo, fueron inferiores a los 70.7 mm observados en la
cepa mexicana (ATCC 96535) al final de 12 dias sobre el medio PDA-IM (infusion de madera de
P. montezumae) a 27°C (Gaitan-Hernandez, 2000).

Respecto a las caracteristicas microscépicas de esta cepa, se resalta que solamente en el
medio EMA-P a 26°C se observo coloracion amarillenta de las colonias y sin embargo en este
medio se obtuvo el mayor crecimiento, esta caracteristica también ha sido descrita por varios
autores (Nobles, 1965; Gaitan-Hernandez, et al 1995; Sobal, et al, 2007). Por otra parte, el
diametro de las hifas, las fibulas y la presencia de clamidosporas en el medio PDA-P, ha sido
ampliamente informado para esta especie (Nobles, 1965; Gaitan-Hernandez, et al 1995).

Por otra parte, dado que las cepas evidenciaron un mayor crecimiento (didmetro de las
colonias y TCR) en el medio EMA a 26°C, se acepta la hipdtesis referente al crecimiento
miceliar.

Respecto a la produccion del inoculo o “semilla”, se considera que el mejor sustrato es el
que es colonizado por una cepa determinada, en menor tiempo, debido a que los prolongados
tiempos de produccion del mismo, promueven la contaminacion y alargan los ciclos de cultivo
(Stamets, 1993).

En la cepa de N. ponderosus 02.03 el sustrato donde se produjo el in6culo en menor
tiempo fue el aserrin de pino a ambas temperaturas, siendo la mejor temperatura 26°C, por el
menor tiempo empleado, y, por tanto, se recomienda la elaboracion del in6culo en estas
condiciones, puesto que existe una diferencia de aproximadamente una semana, con relacion a los
otros sustratos. La elaboracion de indculo en aserrin de pino ha sido exitosa para otras especies
como N. lepideus (Gaitan-Hernandez, 2000) y ademas el aserrin es méas barato que cualquier otro
grano y permite la produccién de grandes cantidades de inoculo a bajo costo (Quimio, 2001).
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La produccion de inoculo de las cepas N. ponderosus 02.03 y 145.02 fue similar. En
ambas, el menor tiempo fue observado en los granos de trigo tanto a 18 (55 y 56 dias,
respectivamente) como a 26°C (41 y 40 dias, respectivamente). No obstante, a 26°C puede ser
utilizado alternativamente el aserrin de pino, debido a que no mostré diferencia significativa con
el trigo. Existe un reporte publicado de la produccion de indculo de una cepa mexicana de N.
ponderosus (L18), en el cual se recomienda el uso de granos de trigo porque en ellos se obtuvo el
mejor crecimiento con respecto a los granos de mijo (Palacios, 2000a).

En la cepa N. lepideus 90.02, el indculo fue obtenido en menor tiempo en el trigo (42
dias) a 18°C, asi como a 26°C (30 dias), aunque a esta Gltima temperatura de incubacion, también
puede ser utilizado el aserrin de pino por no haber tenido diferencia significativa con el trigo.
Comparativamente, se comenta que en Oaxaca, México, se utiliza trigo para la produccion de
indculo de N. lepideus, el cual se usa posteriormente en el “taller de cultivo de hongos para nifios
indigenas” (Palacios, 2000b).

Puesto que el tiempo para la produccion del inoculo de las cepas de Neolentinus spp, no fue
menor sobre granos de sorgo en por lo menos una temperatura a evaluar, se rechaza la hipotesis
concerniente a este aspecto.

Con relacion a la productividad de las cepas, inicialmente se indica que el sustrato con
formulacion 2, el cual constituia basicamente por olote, madera, azlcar, urea y pectina, no
promovid la formacion de cuerpos fructiferos. EI micelio de todas las cepas coloniz6 este
sustrato, sin embargo, los nutrientes probablemente no fueron degradados y asimilados
adecuadamente (posiblemente el olote), lo cual no permiti6 que el micelio formara las
fructificaciones.

Por otra parte, en el caso particular de la cepa N. ponderosus 02.02 la cual fructificé en los
sustratos con formulaciones 3 y 4, se recomienda su cultivo sobre el sustrato F3, debido a que no
solo se obtiene una eficiencia bioldgica considerable (29.91%) sino que se obtiene un alto
porcentaje de pileos de mas de 5 cm de didmetro. Lamentablemente, no existe alguna publicacion
accesible donde se indiquen parametros de productividad de cepas de N. ponderosus, por lo que
no es posible efectuar correlacion alguna con los datos obtenidos en este estudio.

En el caso de la cepa N. ponderosus 02.03, también se recomienda su cultivo en el
sustrato con formulacion F3, debido a que la eficiencia bioldgica obtenida fue la mayor para esta
cepa (12.84 %), y ademas se obtienen pileos de entre 1 y 10 cm de diametro. Es importante
mencionar que esta cepa durante el transcurso del presente estudio ha evidenciado resultados
satisfactorios, puesto que no solo presentd colonias con el mayor crecimiento miceliar (de las
cepas de N. ponderosus) y poca pigmentacion amarillenta, sino que fue la Unica de las cepas de
N. ponderosus, que fructificd en tres sustratos, incluyendo el sustrato F1.

La cepa N. ponderosus 145.02 solamente fructificd en el sustrato F3, donde obtuvo una
eficiencia bioldgica considerable (21.62 %) y cuerpos fructiferos con pileos de incluso mayores a
10 cm de didmetro. Por estas caracteristicas, se considera promisoria para futuros estudios a nivel
de campo. Se resalta que en los resultados de crecimiento miceliar, esta cepa presentd abundante
pigmentacion y poca evidencia de fibulas, por lo que estas caracteristicas pudieran estar
relacionadas con su fructificacion en solamente uno de los sustratos.
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La cepa de N. lepideus 90.02 fructifico en tres sustratos (F1, F3 y F4), sin embargo, la
mayor eficiencia bioldgica fue mayor en el sustrato F3 (11.27 %). Confrontando los resultados
obtenidos en este estudio con los reportados en la literatura, se puede decir que son similares, ya
que las eficiencias bioldgicas de 15 cepas mexicanas de N. lepideus fluctuaron entre 4.85 y 14.60
% (Gaitan-Hernandez, 2000).

Debido a que todas las cepas fructificaron en el sustrato con formulacion F3 con
eficiencias bioldgicas aceptables, se reconoce su efectividad para el cultivo de las mismas. Por
otra parte, siendo el sustrato menos enriquecido de todas las formulaciones evaluadas en este
trabajo, se advierte la capacidad de las cepas de fructificar en este sustrato de bajo costo, lo que
haria aun més factible el cultivo de N. ponderosus y N. lepideus en condiciones artesanales.

Respecto a la hipotesis planteada para esta parte del estudio, esta debe ser rechazada, debido
a que la eficiencia biologica y la tasa de produccion de las cepas de Neolentinus spp, no
presentaron valores mayores al 50% y 0.5, respectivamente, al ser cultivadas sobre aserrin de
pino mas salvado de arroz al 10%.

A manera de recapitulacion de los resultados obtenidos en este estudio, a continuacion se
indican las mejores condiciones de cultivo de cada una de las cepas:

Para la cepa N. ponderosus 02.02, se recomienda que el crecimiento miceliar se efectie en
el medio EMA a 26°C, la produccién de indculo debera realizarse en aserrin de pino a la misma
temperatura y la fructificacion deberd realizarse en el sustrato F3 (madera de pino: aserrin mas
viruta), enriquecida con 5% de salvado de arroz, a temperatura ambiente.

Para las cepas N. ponderosus 02.03, 145.02 y N. lepideus 90.02, el crecimiento miceliar

debera efectuarse en el medio EMA a 26°C, el in6culo debera elaborarse en granos de trigo a esa
misma temperatura y la produccion de los cuerpos fructiferos deberéa realizarse en el sustrato F3.
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Las colonias de la cepa N. ponderosus 02.02 presentaron el mayor crecimiento miceliar en el
medio EMA a 26°C, con un diametro de 42.2 mm y una TRC de 4.21 mm/dia, a los 10 dias
de incubacion.

La colonias de la cepa N. ponderosus 02.03 evidenciaron el mayor crecimiento miceliar en el
medio EMA a 26°C, con un diametro de 50.4 mm y una TRC de 5.04 mm/dia, a los 10 dias
de incubacion.

Las colonias de la cepa de N. ponderosus 145.02 presentaron su mejor crecimiento en el
medio EMA a 26°C, con un didmetro de 39.5 mm y una TCR de 3.95 mm/dia de a los 10 dias
de incubacion.

Las colonias de la cepa Neolentinus lepideus 90.02, presentaron su mejor desarrollo en el
medio EMA-P a 26°C, con un diametro de 55.9 mm y una TCR de 4.66 mm/dia, a los 12 dias
de incubacion.

Macroscopicamente, la cepa de N. ponderosus 02.02, a 18°C, en los medios que contenian
como base el agar PDA, evidencio6 colonias de color blanco en el anverso, asi como también
color blanco o sin coloracion en el reverso. En los medios con agar EMA como base, la
coloracidn tanto en el reverso como en el anverso fue amarillenta.

Microscopicamente, la cepa de N. ponderosus 02.02 a 18°C revel0 la presencia de fibulas en
todos los medios, desarrollo de hifas de 2.0-5.0 um y ausencia de clamidosporas.

Macroscopicamente, la cepa de N. ponderosus 02.02 a 26°C present6 colonias de color blanco
a blanquecino en el anverso en los medios PDA, PDA-P y PDA-T, con reverso sin coloracion
0 de color blanco. Los medios EMA, EMA-P y EMA-T presentaron colonias con anversos y
reversos de color amarillento.

MicroscOpicamente, la cepa de N. ponderosus 02.02 a 26°C present0 fibulas, hifas de 1.0 y
4.0 um y ausencia de clamidosporas.

Macroscopicamente, en la cepa N. ponderosus 02.03 a 18°C present6 colonias con anverso de
color blanco en los medios PDA, PDA-P, PDA-T, EMA y EMA-T, con reverso del mismo
color, con excepcion del medio EMA, en el cual el reverso fue de color amarillento. EI medio
EMA-P presento colonias con el anverso y reverso de color amarillento.

Microscopicamente, en la cepa N. ponderosus 02.03 a 18°C se observaron fibulas, hifas 4.0 y
6.0 um y ausencia de clamidosporas.

Macroscopicamente, la cepa N. ponderosus 02.03 a 26°C en todos los medios de cultivo, con
excepcion del medio EMA, presentaron anverso de color blanco, con diferencias en la
coloracion de reverso, el cual vario desde un color amarillento en los medios PDA, PDA-T,
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EMA, EMA-P y EMA-T, hasta un color blanco en el medio PDA-P. EI medio EMA, tanto en
el reverso como en el anverso present6 color amarillento.

MicroscOpicamente, la cepa N. ponderosus 02.03 a 26°C present6 fibulas, hifas de 4.0-6.0
um y ausencia de clamidosporas.

Macroscopicamente, la cepa de N. ponderosus 145.05 a 18°C en los medios PDA y PDA-T,
las colonias fueron de color blanco en el anverso, pero presentaron colores amarillento y
blanco, respectivamente en el reverso. En las colonias de los medios de cultivo PDA-P, EMA,
EMA-P y EMA-T, el anverso fue de color amarillento, con el reverso que vario desde un
color amarillento en los medios PDA-P, EMA y EMA-T, hasta un color café en el reverso del
medio EMA-P.

Microscopicamente, la cepa de N. ponderosus 145.05 a 18°C presentd fibulas, hifas de 5.0 a
7.0 um y ausencia de calmidosporas.

Macroscopicamente, la cepa de N. ponderosus 145.05 a 26°C en todos los medios de cultivo
ensayados, el color de las colonias fue amarillento, mientras que el color del reverso vari
desde amarillento en los medios PDA, PDA-P, PDA-T y EMA, hasta color café en los medios
EMA-Py EMA-T.

Microscopicamente, la cepa de N. ponderosus 145.05 a 26°C se verificd la presencia de
fibulas, hifas de 4.0-5.0 um y ausencia de clamidosporas.

Macroscopicamente, la cepa N. lepideus 90.02 a 18°C, presentd colonias con anverso de
color blanco, mientras que el reverso fue de color amarillento en los medios EMA'y EMA-P y
sin ninguna coloracion en los medios PDA y PDA-P.

Microscopicamente, la cepa N. lepideus 90.02 a 18°C, mostrd fibulas de 1.0-5.0 um de
diametro y presencia de de clamidosporas en el medio PDA-P.

Macroscopicamente, la cepa N. lepideus 90.02 a 26°C, el anverso de las colonias fue
principalmente de color blanco, en los medios PDA, PDA-P y EMA, no presentando el
reverso ninguna coloracion en los dos primeros medios, mientras que en el Gltimo de los
mencionados, el reverso fue de color amarillento. En el medio EMA-P, tanto el anverso como
el reverso fueron de color amarillento.

MicroscOpicamente, la cepa N. lepideus 90.02 a 26°C, presento fibulas, hifas de 2.0-5.0 umy
ausencia de clamidosporas.

El indculo de la la cepa de N. ponderosus 02.02 a 18°C se produjo en menor tiempo (40 dias)
en aserrin de pino a 26°C.

En la cepa de N. ponderosus 02.03, el indculo se produjo en menor tiempo en granos de trigo
(41 dias) a 26°C.
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En la cepa de N. ponderosus 145.02, el inoculo se produjo en menor tiempo en granos de
trigo (40 dias) a 26°C.

En la cepa de N. lepideus 90.02, el in6culo se produjo en menos tiempo en granos de trigo (30
dias) a 26°C.

La cepa N. ponderosus 02.02, obtuvo su mayor eficiencia bioldgica en el sustrato F3
(29.91%), con una tasa de produccion de 0.52 y con cuerpos fructiferos entre 5y 10 cm de
diametro en el pileo, fructificando también en el sustrato F4.

La cepa N. ponderosus 02.03 fructifico en tres de los sustratos (F1, F3 y F4), obteniéndose la
mayor eficiencia bioldgica en el sustrato F3 (12.84%), con una tasa de produccién de 0.22 y
con cuerpos fructiferos de 1 a 10 cm de diametro en el pileo.

La cepa N. ponderosus 145.02 solamente fructifico en el sustrato F3, alcanzando una
eficiencia bioldgica de 21.62 %, una tasa de produccion de 0.37 y cuerpos fructiferos entre 1
a més 10 cm de didmetro en el pileo.

La cepa de N. lepideus 90.02, fructifico en los sustratos F1, F2 y F3, obteniendo en el sustrato

F3 la mayor eficiencia bioldgica con 11.27 %, una tasa de produccién de 0.21y cuerpos
fructiferos menores a 5 cm de didmetro en el pileo.
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X1. RECOMENDACIONES
Estudiar las cepas de Neolentinus con colonias de color amarillento o café, para evaluar su
capacidad de produccion de posibles metabolitos secundarios.

Realizar mas estudios sobre el sustrato conformado por madera de pino y salvado de arroz al
5% (F3), a efecto de incrementar la productividad de las cepas.

Estudiar las cepas sobre otras clases de sustratos, tales como aserrin y troncos de encino o
troncos de pino para evaluar su productividad.

Recolectar mas cepas nativas de Neolentinus para ampliar el banco genético actual.

Identificar otras especies de Neolentinus presentes en Guatemala no solo para conocer su
diversidad sino ademas para su bioprospeccion.

Transferir la tecnologia generada en este estudio a personas del area rural del pais, para
beneficio alimenticio y econémico a través del cultivo de este hongo comestible.
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Anexo 1.

XI. ANEXOS

Porcentaje de humedad y peso seco de los sustratos formulados para la produccion de cuerpos

fructiferos.

Formulacion de

Peso total himedo

% humedad

Peso seco del

sustrato del sustrato sustrato
1 | 1000 g | 64.54 354.46 g
2 \ 1000 g ] 61.13 388.70 g
3 | 1000 g | 64.35 356.65 g
4 | 1000 g | 55.66 44340 g
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