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ABSTRACT

In Mexico there are only few research projects aiming at the selection of thermo-resistant
strains since this is a problem ocurring only in tropical and subtropical regions. For this
reason, thermo-resistant strains were chosen from comercial strains of P. ostreatus for this
work and hybrids among the specimens, which were capable of growing and blooming at
high temperatures.

From 1600 monosporic myceliums of P. ostreatus exposed to a temperature of 35°C for
72 hours, the ones recovered were the following: 13 from ECS-0107, 8 from ECS-0111, 2
from ECS-0112, 5 from ECS-0114, 1 from ECS-0115, 6 from ECS-152 and 11 from ECS-
167. Those with the highest growth rate were ECS-0167,11, 0114-10, 0114-30,0167-1, 0167-
7, 0152-177, 0107-34 with 11.98 to 10.30 mm for day. The intercrossings of monospores
showed the existence of 9 alleles A and 9 allels B. This allowed for the production of 160
fertile hybrids, with very wide morphologic differences among them.
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RESUMEN

En México hay pocos trabajos tendientes a
la seleccién de cepas termorresistentes,
pues este es un problema que solo se pre-
senta en las regiones tropicales. Por lo que
aqui se seleccionaron cepas termorresisten-
tes a partir de cepas comerciales de P.
ostreatus y se formaron hibridos intra e inter
especimenes capaces de crecer y fructificar
a altas temperaturas. De 1,600 micelios
monospdricos sometidos a 35°C por 72 ho-
ras se recuperaron 13 de la cepa ECS-0107,
ocho de la cepa ECS-0111, dos de la ECS-
0112, cinco de la ECS-0114, una de la ECS-
0115, seis de la ECS-0152 y 11 de la ECS-
0167. Los de mayor velocidad de crecimien-
to fueron ECS-0167-11, ECS-0114-10, ECS-
0114-30, ECS-0167-1, ECS-0167-7, ECS-
0152-177 y ECS-0107-34.

Los entrecruzamientos de monospéricos
mostraron la existencia de nueve alelos A
y nueve B. Esto permitié producir 160 hi-
bridos con diferencias morfolégicas muy
marcadas.

Palabras clave: Pleurotus ostreatus, cepas
termoresistentes, monospo6ricos, velocidad
de crecimiento.

INTRODUCCION

En Chiapas, donde por lo menos el 70% de
la poblacién vive en areas rurales y desa-
rrolla actividades de tipo agricola y/o ga-
nadera, existen problemas de escasez de
alimento de alta calidad, sobretodo en areas
alejadas de los centros urbanos de acopio.
Debido a la abundancia de desechos agri-
colas y a las condiciones climaticas que pre-
dominan, el cultivo de Pleurotus es una al-
ternativa para solucionar este problema.
Este hongo crece naturalmente sobre tron-
cos de arboles muertos y se le conoce como
hongo blanco. Se colecta para su consumo
durante la época de lluvia y es un alimento
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apreciado por los lugarenos.

A pesar de los logros tecnologicos de su
cultivo, la productividad obtenida no es bue-
na. Esto se debe a que las cepas que se culti-
van provienen de zonas templadas, adapta-
das a crecer y fructificar a temperaturas ba-
jas (15-20°C). Esto ha hecho que la industria
incipiente del cultivo de hongos en regiones
tropicales y subtropicales se enfrente a serios
problemas como la falta de adaptacion de las
cepas a altas temperaturas y la lenta coloni-
zacion del substrato con relacién a los conta-
minantes. Debido a lo anterior es importante
generar cepas capaces de soportar la tempe-
ratura producida por el substrato, que conti-
nda fermentando atn después de pasteuri-
zado y de fructificar en las dreas tropicales a
temperaturas mayores de 25°C. Estas carac-
teristicas permitirdn a Pleurotus competir efi-
cientemente con la flora natural del sustrato.

Elliot (1989) comenté que para que el
cultivo de Pleurotus sea factible en los tro-
picos deben desarrollarse trabajos de me-
joramiento tendientes a resolver el proble-
ma de fructificacion a altas temperaturas.
Muller (1988), mencioné que Pleurotus tie-
ne una amplia variacién genética, que lo
capacita para crecer sobre una gran varie-
dad de substratos y fructificar en un am-
plio rango de temperaturas. Por otro lado
Li (1980) mostré que la respuesta a altas
temperaturas puede ser manejada por pro-
gramas de mejoramiento genético median-
te cruzas, pues se trata de un carécter do-
minante gobernado por siete genes.

En México existen pocos trabajos tendien-
tes a la seleccién de cepas termorresistentes
pues este es un problema que sélo se presen-
ta en regiones tropicales y subtropicales. En
este trabajo se seleccionaron cepas
termorresistentes generadas a partir de es-
poras y micelios provenientes de cepas co-
merciales de P. ostreatus, formaron hibridos
intra e inter especimenes capaces de fructifi-
car a altas temperaturas y con cualidades co-
merciales.
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MATERIALES Y METODOS

Origen de las cepas de Pleurotus
ostreatus

Las cepas de P. ostreatus estudiadas se
enumeran en la tabla 1. Todas ellas fue-
ron donadas por diferentes institucio-
nes. Se obtuvieron por aislamiento
vegetativo y actualmente forman par-
te del cepario de El Colegio de la Fron-
tera Sur (ECOSUR) de Tapachula
Chiapas.

Obtenciéon de esporadas
Fue necesario llevar a produccién las ce-
pas estudiadas, para obtener esporadas.
Para esto se utiliz6 la metodologia sefia-
lada por Stamets y Chilton (1983); usan-
do como substrato pulpa de café. Se co-
lectaron cuidadosamente basidiocarpos
maduros y se colocaron por 2 a 4 horas
sobre papel filtro estéril con el himenio
hacia abajo. Posteriormente se elimina-
ron los cuerpos del hongo y se dejaron
secar las esporadas para evitar su
germinaciéon durante su almacenamien-
to (Stamets,1993).

Las esporadas se conservaron en bol-
sas de plastico con silica gel y selladas her-
méticamente. Cada esporada se etiqueto

con el namero de clave de la cepa y la
fecha.

Seleccion de cepas termorresistentes

La seleccién de cepas se hizo a partir de
esporas termorresistentes o de micelios
monosporicos capaces de crecer a tempe-
raturas mayores de 30°C.

Tratamiento a esporadas y seleccién de
termorresistentes

Se sometieron 0.5 cm? de cada esporada a
35, 40 y 45°C por 24, 48 y 72 horas, estos
rangos se seleccionaron tomando como base
los resultados del trabajo de Li y Eger
(1978). Posteriormente cada esporada tra-
tada se sembré por el método de dilucién
en agar extracto de malta (AEM) a un pH
5.5. Se incubaron por 72 horas. Posterior-
mente, bajo condiciones de asepsia, fueron
observadas al microscopio estereoscopico
para reaislar aquellas que resistieron el tra-
tamiento térmico.

Aislamientos monospdricos y tratamien-
to térmico de micelios

La obtencién de monospéricos se logré al
colocar 0.5 cm? de esporada en 10 mL de
agua destilada estéril. A partir de esta se
prepararon otras diluciones hasta lograr
tener 50 esporas por 0.1 mL. De esta ulti-
ma dilucién se tomaron 0.5 mL y se distri-
buyeron homogéneamente sobre la super-
ficie de una placa de agar azul de anilina
pH 5.5 con la ayuda de una espatula de

Tabla 1. Cepas de Pleurotus ostreatus, resguardadas en el cepario de El Colegio
de la Frontera Sur, en Tapachula de Cérdova y Ordénez, Chiapas.

Clave Origen
ECS-0152 |Colegio de Posgraduados de México.
ECS-0106 |Guatemala
ECS-0107 |Guatemala
ECS-0111 |Cepa comercial de México, D.F.
ECS-0112 |U.AM.

ECS-0114 |U.AM.
ECS-0115 |U.AM.
ECS-0167 |SOCAMA
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vidrio estéril (el colorante sélo se usa como
contraste). Las cajas se incubaron por 48
horas a 25°C. Finalmente, bajo condiciones
de asepsia y con la ayuda de agujas estéri-
les y un microscopio estereoscépico, los
micelios provenientes de una sola espora,
se pasaron a tubos con AEM (Método mo-
dificado de Eger 1979). Se obtuvieron 200
monosporicos de cada cepa, los cuales se
codificaron con el niimero de cepa y el de
aislamiento, ejemplo: Cepa ECS-0112-1.

La seleccion de micelios monospdricos
termorresistentes se realiz6, al reaislar
aquellos micelios que sobrevivieron después
de ser incubados por cinco dias a 35 y 40
°C. Este ensayo se hizo por triplicado.

Caracterizacién de monospdricos
termorresistentes

Debido a que es importante la seleccién de
monosporicos de mayor vigor fue necesa-
rio medir la velocidad de crecimiento y ha-
cer una caracterizacién morfolégica de los
mismos. Para esto se sembraron discos de
micelio de 3 mm de didmetro por cada
cepa, en cajas de Petri con AEM pH 5.5. Se
incubaron a 26 °C. Una vez activadas, se
midi6 diariamente el didmetro del micelio
con un Vernier. Con estos datos se forma-
ron las curvas de desarrollo y se determiné
para cada uno de los casos, la fase logarit-
mica. Las lecturas que forman la etapa ini-
cial y final de esta fase, se utilizaron para
el calculo de la velocidad de crecimiento se-
gtin la férmula propuesta por Mcneil y
Harvey, (1989). El experimento se llevé a
cabo por quintuplicado.

Los resultados se sometieron al analisis
de varianza y comparacién de medias de
Duncan a 0.01. Sobre este mismo material
se hizo la descripcién de la morfologia co-
lonial.

Identificaciéon de los facteres de incom-
patibilidad en monosporicos termorresis-
tentes

Se aparearon los monosporicos termorre-
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sistentes provenientes del mismo cuerpo
fructifero en todas las combinaciones posi-
bles y se evito las cruzas recurrentes, segtin
la metodologia propuesta por Eugenio y
Anderson (1968) y Eger (1979);. Para esto,
se colocaron pequefias porciones de
micelio, uno frente a otro, de los monosp6-
ricos a aparear, en cajas de AEM. Poste-
riormente se incubaron a 25°C por 5 0 6
dias.

Para separar los aislamientos en gru-
pos de incompatibilidad, se revisaron al mi-
croscopio compuesto fragmentos de
micelios de la parte donde se unen y de los
extremos distales de cada colonia. La pre-
sencia de fibulas en el micelio, se interpret6
como reaccién de compatibilidad y su au-
sencia como incompatible. La separacion
de grupos de incompatibilidad se hizo si-
guiendo las recomendaciones de Eugenio
y Anderson, (1968).

Formacion de hibridos

Una vez identificado el grupo de incompa-
tibilidad de los aislamientos termorresisten-
tes, se aparearon aquellos que pertenecen
al grupo I con los del IV y los del II con los
del III. Se formaron hibridos intraespecime-
nes e interespecimenes.

RESULTADOS Y DISCUSIONES

Seleccion de esporas termorresistentes

En los tratamientos a 35 y 40 °C por dife-
rentes tiempos la mayoria de las cepas pre-
sentaron esporas con capacidad para ger-
minar, este hecho no permitié seleccionar
esporas termorresistentes (Tabla 2), pero a
45°C por 72 horas sélo 35 esporas produje-
ron micelio y de ellas 4 se desarrollaron nor-
malmente al ser transferidas a medio de
cultivo. Estas fueron: ECS-0114-1*, ECS-
0114-3*, ECS-0114-4* (1%) y ECS-0167-
1%(0.4%). Esto demuestra que una tempe-
ratura de 45 °C provoca en general dafos
irreversibles en el metabolismo de las espo-
ras. Algo similar observaron Li y Eger
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Tabla 2. Porcentajes de germinacién de esporas de Pleurotus ostreatus tratadas a 35y

400C por diferentes tiempos.

85°C€ 40°C
Cepas 24 43 72 24 48 /2
(horas) (horas)

ECS-0106 90.0 32.5 310 275 17.5 14.5
ECS-0107 15.5 7.5 75 28.0 2395 1155
ECS-0111 93.5 73.0 22.5 69.25 63.0 30.5
ECS-0112 16.5 12.0 6.0 0.75 0 0
ECS-0114 24.5 27.5 22.0 16.75 11.0 10.0
ECS-0115 8.0 2.5 2.0 11.0 8.5 6:75
ECS-0152 23.5 18.0 15.5 35.75 27.0 20.75
ECS-0167 70 S5 "5 6.25 4.5 125

V. 17.69 14.37 1299 9191 9.09 9.88

(1978), quienes mencionaron que la germi-
nacién de las esporas de Pleurotus se redu-
ce rapidamente al incrementar la tempera-
tura. Ellos observaron que no hubo germi-
nacién de esporas cuando las esporadas se
sometieron a 40 °C por tres dias; y que al
prolongar el tratamiento por tres semanas
las esporas se vacuolaron y perdieron su
viabilidad.

La sensibilidad de las esporas de cepas
comerciales de P. ostreatus a la temperatu-
ra, explica el por qué estos especimenes no
se han establecido naturalmente en las areas
cercanas a las plantas productoras de hon-
gos, que se localizan en éreas tropicales y
subtropicales.

Seleccion de micelios termorresistentes

De 1600 micelios monospoéricos provenien-
tes de ocho cepas de P. ostreatus sometidos
a 35°C por 72 horas, se recuperaron 45
(3.3%). De los sometidos a 40°C ninguno
sobrevivid. De los recuperados 13 pertene-
cen a la cepa ECS-0107, 8 a la ECS-0111, 2
a la ECS-0112, 5 a la ECS-0114, 6 a la ECS-
152 y 11 a la ECS-167 (Tabla 3). Aqui mis-
mo se puede observar que la recuperacion
de micelios termorresistentes fue mas fre-
cuente en las cepas ECS-0107 (6.85) y ECS-
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0167 (5.91%). La baja frecuencia de micelios
recuperados indicé que el tratamiento fue
eficiente para seleccionar a los
monosporicos termorresistentes y ratifica
que la temperatura letal para el micelio es
40°C por 72 horas (Zadrazil, 1978; Li y
Eger, 1978).

Caracterizacion de monosporicos
termorresistentes

El analisis de varianza de las velocidades
de crecimiento de los monospoéricos termo-
rresistentes muestra que existen diferencias
altamente significativas entre las velocida-
des de crecimiento observadas (Tabla 4): Al
hacer la comparacién de medias por
Duncan a 0.01, se encontré que hay dife-
rencias muy marcadas entre la velocidad
de crecimiento que presentan los monos-
poricos termorresistentes, por lo que logran
separarse 23 grupos. Los que mayor velo-
cidad de crecimiento presentaron fueron
ECS-0167-11, 0114-10, 0114-30, 0167-1,
0167-7,0152-177, 0107-34 con velocidades
de 11.98 a 10.30 mm/dia forman los gru-
pos a, b y c. Tienen una velocidad media
las cepas 0107-34, 0107-40, 0107-3, 0114-
12, 0167-36, 0107-31, 0107-16, 0152-64,
0107-9, 0107-121, 0167-66, 0167-27, 0167-
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Tabla 3. Monosporicos termorresistentes de cepas comerciales de Pleurotus ostreatus
seleccionados a 35°C por cinco dias.

% de Micelios Micelios Frecuencia
Cepas Germinacioén tratados termorresistentes (en %)

ECS-0106 86 180 0 0

ECS-0107 89.5 175 2, 3,£558,.07 11016;°27) 6.85
31, 34,40,121, 144

ECS-110 0 0 0 0

ECS-0111 91.5 182 220~ 27729 238735 4.39
51, 81

ECS-0112 19.75 101 152 1.98

ECS-0114 84.5 160 5,10,12,16, 24 Sal2

ECS-0115 61.8 190 0 0

ECS-0152 84 177 32, 49, 64, 85, 138, 3.38
177

ECS-0167 100 186 N7 19,20, 27,584,256, 5191
60, 66, 70, 80

20, 0107-2, 0152-49, 0107-11, los cuales tie-
nen una velocidad entre 10.30 y 8.53 mm/
dia y forman el grupo d, e, f, g, h, i, j. Entre
las de mas lento crecimiento se encuentran
los monosporicos 0112-1, 0111-33, -29, -20,
-2, -51, -81, -27, -35 y 0114-24, con veloci-
dades que van de 5.33 mm/dia a 2.22 mm/
dia del grupo s, t, u, hasta x.

En relacion a la morfologia colonial, los
monospdricos de la cepa ECS-0167 y ECS-
0107 formaron micelios densos, abundan-
tes, de aspecto algodonoso y aéreo. Mien-
tras que ECS-0112, ECS-0114, ECS-0111 y
ECS-0115 presentaron micelios poco den-
sos y pegados al medio. Los de la cepa ECS-
0152 tuvieron un micelio de densidad in-
termedia y aéreo.

Grupos de incompatibilidad y entrecru-
zamiento de las cepas termorresistentes
Se lograron diferenciar los cuatro grupos
de incompatibilidad entre los monospori-
cos de las cepas ECS-0107, -0111, -0114, y
-0167. En la cepa ECS-0152, solo se encon-

42

traron tres grupos y en la ECS-0112 dos.
La separacion por grupos estd representa-
da en el tabla 5. Con esto se confirma que
el control de la sexualidad en las cepas es-
tudiadas es bifactorial y tetrapolar, segin
lo reportaron Eugenio y Anderson, 1968.

Los resultados de entrecruzamientos
mostraron la existencia de nueve alelos
para los factores A y Ben los micelios ter-
morresistentes de las cepas estudiadas (Ta-
bla 6). Esto concuerda con lo reportado por
Bresinsky et al. (1976), quienes menciona-
ron que los factores de incompatibilidad en
Pleurotus son multialélicos en A y B. En
México, algo similar encontraron Sobal y
Martinez en 1988, al revisar los alelos de
10 lineas de P. ostreatus. Ellos reportaron la
presencia de 16 factores A y 18 B y calcula-
ron que la poblacién que ellos estudiaron
podria contar con 48 A y 95 B en la natu-
raleza.

En esta misma tabla se puede observar
que los monosporicos termorresistentes pre-
sentaron un alto porcentaje de compatibi-
lidad: las cepas ECS-0107 y ECS-0114 mos-
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Tabla 4. Velocidades de crecimiento (V.C.) de micelios termorresistentes.

Cepas termo-|V.C. en|Cepas termo-|V.C. en|Cepas termo-|V.C. en
rresistentes mm/dia rresistentes mm/ dia rresistentes mm/ dia
0167-11 11.98 a** | 0167-27 8.92 efgh  |0114-3* 6.70 nopq
0114-10 11.77 ab 0167-20 8.91 efgh  |0167-80 6.43 opqr
0114-30 11.76 ab 0107-2 8.87 efgh  |0167-60 6.01 pgrs
0167-1 11.58 ab 0152-49 8.81 efghi |0112-2 5.88 grst
0167-7 11.32 ab 0107-11 8.53 fghij | 0107-27 5.54 rst
0152-177 10.85 bc 0152-138 8.34 ghijk | 0112-1 5.33 stu
0107-34 10.30 cd 0152-32 8.01 hijkl | 0111-33 4.93 tuv
0107-40 9.88 de 0107-144 7.83 ijklm | 0111-29 4.45 uvw
0107-3 9.87 de 0114-16 7.73 jklmn |0111-20 4.39 uvw
0114-12 972 de 0167-70 7.67 jklmn |0114-24 4.16 vw
0167-36 9.57 def |0107-8 7.61 jklmn | 0111-2 3.95 vw
0107-31 9.55 def |0114-1* 748 klmn | 0111-51 3.82w
0107-16 9.48 def |0167-34 7.31 Imno  |0111-81 2.74 x
0152-64 9.43 def |0107-5 7.14 Imno | 0111-27 2.58 x
0107-9 9.14 efg | 0167-1* 6.93 mnop |0111-35 2228
0107-121 9.11 efg  |0114-5 6.73 nopq
0167-66 8.94 efgh |0114-4* 6.72 nopq

C.V.=5.57%

* Cepas que provienen de esporas termorresistentes
** Letras iguales indican velocidades de crecimiento estadisticamente iguales: a P, 0.01.

traron un 80%, la ECS-0152 un 90%, ECS-
0111 y ECS-0167 95 y 94% respectivamen-
te. Solo la ECS-0112 tuvo 100%. Esto co-
rrobor6 que todas las cepas trabajadas per-
tenecen a la misma especie y que las dife-
rencias entre los porcentajes de compatibi-
lidad se deben a que presentan factores del
mismo tipo. Asi las cepas ECS5-0114 y ECS-
0107 tienen en comtn las factores A B,
AB, AB y A B, Los monospéricos ECS-
0167-34, ECS-0167-60 comparten el factor
A, con los Monospéricos ECS-0152-49 y
ECS-0152-138. Mientras que las cepas ECS-
0111-20, -33 y -51 comparten el B, con el

monospérico ECS-0152-138.
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Fertilidad de los hibridos

En este trabajo se produjeron un total de
160 hibridos, de los cuales todos formaron
cuerpos fructiferos con diferencias morfo-
l6gicas muy marcadas entre si. Por tanto
se recomienda estudiar las caracteristicas
de productividad de los mas sobresalien-
tes, como una estrategia para seleccionar
aquellos que tengan buena adaptabilidad
al substrato y répida colonizacion de éste,
fructificacién temprana y alta productivi-
dad. Aunque dichas caracteristicas se pre-
sentan en forma independientes podrian
conjuntarse en algunos de ellos, dado el ele-
vado potencial de entrecruzamiento de las
cepas.
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Tabla 5. Determinacién de grupos de incompatibilidad sexual en micelios
termorresistentes de Pleurotus ostreatus.

CEPA

GRUPO DE
INCOMPATIBILIDAD

MONOSPORICOS

ECS-0107

I
II
I
v

2,91

5,27,40

8, 144

3,16, 31,344,121

BECS5-011-1

I
II
I
v

252

33

51

20,-27, 35,81

EES=0142

I
1\%

3
2

ECS-0114

I
II
I
1\

1*, 3%, 24
12

10, 16
4*,5

ECS-0152

I
II
111
vV

32,49, 85,177
138

64

ECS-0167

[
II
111
v

il -3
7,60,70

20, 27, 36, 80
34, 66

L
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Tabla 6. Entrecruzamiento de micelios termorresistentes provenientes de seis cepas de Pleurotus

ostreatus.

0167 0111 0107 0152 O 12
1 34 60 27 2 20 33 51 2 16 5 144 49 64 138 1 .2
Ay Az As Ag 5 Ae As As | A2 A1 A1 A2 | As A7 As As Ag
Bs Bs B3 By Be Bs Bs Bs | Bi B2 B1 B2 B Bs Bs Bs Bo
0 AB1 3| + + + + + + | + + = = =121 + + + + +
1 AB 5| + + + + + + | + + = A e ad] IRl R + + + +
1 AB1 12 | + + + + + + + + = + = 2 + + + + +
4 A1B> 10 | + + + + + + + + + -1+ - + + + + +
0 AsBs 1|+ | + |+ + |+ ] +]+]+] + ]+ + + +
1 A3By 34| + | + | + + |+ ]+]+]+] - + = + +
6 A3Bs 60| + + + + S + | + - + = + +
7 AsBg 27 | + + + + + | + + | + + -+ + + +
0AsBe 2|+ |+ |+ | +]+ ]| + + +
1 AeBs. 20 | TN TEREEER + - + +
1AsBs33 |+ |+ |+ |+ + | + = + +
1 AsBs 51| = [ leE st 2 )+ +
0 ABr 2| + | + + + +
1 AB216 | + | + + + ik
0 AB1 5|+ | + + + +
7 ABa144 | + | + i iy it
0 As3B7 49 + a2
1 A7Bs 64 + +
5 A3Bs138 <7 -+

2
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