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RESUMEN

México es un pais donde la agricultura es una de las actividades de mayor importancia,
derivado de esto se generan grandes cantidades de desechos agricolas los cuales no
siempre se disponen de la mejor manera ya que algunos esquilmos, rastrojos, virutas, etc.,
son colocados al aire libre provocando asi su descompaosicion creando focos de infeccion y
generalmente la quema de estos materiales ocasiona emisiones de gases a la atmosfera.
Algunos de estos desechos agricolas pueden ser utilizados para la produccion de hongos
comestibles, por lo que los objetivos principales fueron determinar los substratos
agroindustriales de Baja California mas convenientes para el cultivo de Pleurotus eryngii y
el modelado de su produccién. También se determinaron los medios idéneos para producir
micelio primario y secundario (blanco) en donde el mejor medio de cultivo fue el agar de
dextrosa y papa (PDA) con un crecimiento micelial de 16.21 mm en siete dias con un
promedio de 2.32 mm/dia. Para producir el blanco la mejor semilla fue el trigo con un
crecimiento micelial de 38.75 mm y promedio de 6.46 mm/dia requiriendo de seis dias para
completar su desarrollo a través del tratamiento con 24 h de inmersion en agua y 10
minutos de coccion. Para el micelio terciario se eligieron nueve substratos de los cuales el
rastrojo de chicharo alcanzé su méaximo desarrollo en ocho dias, mientras que la fibra de
coco, la fibra de yuca y la paja de trigo requirieron de catorce dias mientras que la
cascarilla de algodén necesit6 16 dias para su colonizacién. Estos substratos fueron
caracterizados fisicamente mediante técnicas de espectroscopia de infrarrojo (FT-IR),
difraccion de rayos X (DRX) y microscopia electronica de barrido. Se realizaron cinco
réplicas en bolsas de paja de trigo con 3 kg de peso humedo requiriendo de 300 g de
inoculo por cada bolsa. Se obtuvo en eficiencia biolégica de 65.56% y un rendimiento de
39.33%. También se desarrollé un modelo de simulacién para la produccion de P.eryngii en
el programa STELLA 7 donde se ilustra de manera conceptual las entradas y salidas del
proceso de cultivo de hongos en general, asi como las variables que lo alimentan. Muestra
los resultados del proceso en diferentes interfases para el usuario: cultivo, contaminacion y
produccion, desplegando informacién en graficas o tablas. En la interfase de cultivo
muestra el total de kg de hongos, la incubacién y produccion, en la interfase de
contaminacion presenta los kg de substrato perdido por manejo y kg contaminados y en la
interfase de produccion se observa los kg de substrato colonizado y la produccién en kg de

hongos.
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CAPITULO |
1. INTRODUCCION

La falta de alimentos nutritivos de bajo costo es un problema critico en México, por lo
que producir alimentos econdmicos puede contribuir a solucionar esta situacion. Una
de las alternativas es el cultivo de hongos comestibles, ya que se tiene identificado que
estos organismos cuentan con un alto valor nutrimental y propiedades medicinales por

lo que pueden ser inclusive un alimento nutracéutico.

Pleurotus eryngii (DC.:Fr.) Quél., comunmente conocido como “rey ostra” o “seta de
cardo”, es un hongo comestible reconocido como el mejor de todas las especies del
género Pleurotus por su excelente consistencia del pileo y estipite, agradable aroma y
excelentes cualidades culinarias (Gaitdn-Hernandez, 2005 y Andrino et al., 2011). Por
lo que el interés en su produccion se asocia a lo anteriormente expuesto, factibilidad de

produccién en substratos de bajo costo, y a sus caracteristicas farmacéuticas.

Como substratos de bajo costo para el cultivo de hongos, se cuenta con el uso de los
subproductos agroalimentarios y se basa en el concepto de ecosistemas industriales
(Pongréacz, 2004), que plantea una simbiosis entre industrias y que toman el modelo de

ciclos cerrados de materia, donde el residuo del primero es la materia del siguiente.

Al respecto, México produce una importante cantidad de residuos agroindustriales
potencialmente utilizables en la produccién de hongos. En Baja California, desde 2008
y parte del afio 2012, la mayor produccion agricola para el municipio de Ensenada se
obtuvo en los siguientes cultivos: 817, 326 ton de jitomate, 115,340 ton de cebada y 92,
215 ton de uva (SAGARPA, 2013). De tal manera que un gran porcentaje de esta
produccion reportada, corresponde a residuos agricolas como lo son los bagazos, las
pajas, los rastrojos y las virutas, por mencionar algunos, residuos que al igual que la
alfalfa y el trigo, pueden ser aprovechados como substratos para la produccion de P.

eryngii.



Sin embargo, a pesar del potencial de uso de residuos como substrato para la
produccion de hongos, en nuestro pais la investigacion sobre la seta de cardo ha sido

escasa, en contraste con paises como China o Japén.

En la actualidad los mercados internacionales exigen productos de excelente calidad,
asi como suministros grandes y estables, por o que es muy importante que se genere
informacion técnica que contribuya al desarrollo econémico regional y de la

investigacion en sistemas de produccién agricola (Del Carmen y Ramirez, 1997).

Por lo anterior, la presente investigacion esta dirigida a la determinacién de los
substratos regionales mas convenientes para el cultivo de Pleurotus eryngii, y el
modelado de su produccion, tomando en consideracion su elevado valor nutrimental y
la factibilidad a posteriori de introducir en la dieta de la poblacion de Baja California un

alimento de alta calidad.

La humanidad siempre ha utilizado modelos como herramientas para resolver un
problema ya que proporcionan una imagen simplificada de la realidad (Marin y
Delgado, 1999). Para esto es importante que el modelo contenga los rasgos
caracteristicos del sistema a modelar y que sean esenciales en el contexto u objetivo
del modelo o sistema a desarrollar (Jorgensen y Bendoricchio, 2001) y se debe
considerar que un modelo es una descripcién y representacion formal de los elementos
mas esenciales de un problema (Grant et al. 2001). Los modelos de simulacion
aplicados a problemas relacionados con recursos naturales se han utilizado desde
hace décadas. Existen también diversos softwares que permiten desarrollar estos
modelos, hoy en dia mucho mas accesibles y amigables para el usuario. Ejemplo de
ello es STELLA por sus siglas en inglés, un software de modelado dindmico y una
herramienta que brinda de forma practica la simulacion de como los sistemas funcionan
en la realidad. Como parte de la investigacion, se plantd la necesidad de explorar la
actividad de cultivo de hongos a través de un modelo que represente los pasos y
etapas del cultivo y sirva como herramienta de planeacion y capacitacion a futuros

interesados en el desarrollo de esta actividad.



1.2. ANTECEDENTES

La Organizacion de las Naciones Unidas para la Alimentacion y la Agricultura (FAO por
sus siglas en inglés), reportd para el 2012, que a nivel mundial 870 millones de
personas en el mundo padecen de desnutricion, la mayoria de esta poblacion vive en
paises en vias de desarrollo y en América Latina y en el Caribe 47 millones de
personas padecen de hambre (FAO, 2013).

La malnutricion en sus diversas manifestaciones: desnutricion, carencias de
micronutrientes, sobrepeso y obesidad representa una grave problematica (FAO,
2013).

Segun la Comision Econdmica para América Latina y el Caribe (CEPAL) indica que
para el afio 2010 existian un total de 36.3% de personas en situacion de pobreza y el
13.3% se encuentra en condicion de indigencia (CEPAL, 2012).

Los hongos como una alternativa alimenticia.

Es en los afios 80 cuando en México se propone el cultivo de hongos como una
alternativa para el complemento nutricional de la poblacion en paises en desarrollo
(Martinez y Guzman, 1984). Los hongos son ricos en polisacaridos, nitrégeno, potasio y
vitaminas del complejo B (Barbado, 2003). El hongo seta, es considerado como un
complemento alimenticio de un aceptable valor nutricional. Sus proteinas contienen
aminoacidos esenciales. Las setas son ricas en carbohidratos, vitaminas, fibras y
minerales y también poseen bajo contenido de grasas (Gaitan- Hernandez et al., 2006).
Estos hongos representan el 30% del valor nutricional comparado con otros alimentos,
por ejemplo: el pollo representa el 60%, la res el 40%, la leche, el frijol, la calabaza, el
maiz y las papas representan menos del 25%. El contenido de grasa es de 0.9 a 1.8%
con base en su peso seco. El valor funcional y medicinal de los hongos comestibles
incluye propiedades anticancerigenas, antibioticas (antimicrobianas: antivirales,
antibacterianas, antiparasitarias), antioxidantes, reductoras del nivel de colesterol,

cardiotonicas, antitromboticas y antidiabéticas (Chang y Miles, 2004).



Caracteristicas del hongo.

Pleurotus eryngii llamado el “rey ostra”, es un hongo que pertenece a la division
Basidiomycota, de la clase Agaricomycetes, orden Agaricales, familia Pleurotaceae y
género Pleurotus.

Basicamente tiene un sombrero de 6 a 12 cm aplanado o algo deprimido, en el centro
su coloracion va del crema al marrén claro o marron oscuro con el borde enrollado. Sus
laminas son desiguales, muy decurrentes, poco cerradas, claras y de color blanco
grisaceo o amarillo palido. Tiene el pie largo, cilindrico, la mayoria de las veces

excentrico, de color blanquecino. Su carne es blanca al igual que su esporada.

Los hongos del género Pleurotus tienen la capacidad de degradar celulosa y lignina,
presentes en diversos esquilmos agricolas (pajas, rastrojos), desechos agroindustriales
(bagazos de cafia de azlcar, maguey tequilero, henequén, pulpa de café), y/o

forestales (aserrin y viruta de diversas maderas) (Gaitan-Hernandez et al., 2006).

La produccién de hongos a nivel mundial.

El cultivo de los hongos comestibles es un sistema de bioconversioén ecolégica, pues lo
gue al hombre le es poco util y desecha, como las pajas, bagazos, cascarillas y pulpas,
los hongos lo transforman en alimento proteinico y en biomasa para venta (Ardon,
2007).

Actualmente el género Pleurotus ocupa el tercer lugar de los hongos cultivados a nivel
mundial, después de Agaricus y Lentinula, siendo China, Japén, Corea y Tailandia los

principales productores (Chang y Miles, 2004).

El cultivo empirico del género Pleurotus tuvo sus inicios en Alemania, alrededor de
1917. En ese entonces emplearon micelio silvestre para su inoculacion en troncos. No
obstante, el primer cultivo a gran escala empleando troncos como substrato fue posible
hasta 1969 en Hungria (Mora y Martinez-Carrera, 2007). A partir de ahi, el cultivo de
Pleurotus a pequefia y gran escala se ha desarrollado rapidamente en distintas partes
del mundo, particularmente en Francia, Alemania, Holanda, Italia y Espafa,
aprovechando los subproductos agricolas, agroindustriales y forestales disponibles

regionalmente (Mora y Martinez-Carrera, 2007).



El cultivo de hongos en México.

En México, se producen mas de 46 mil toneladas de hongos frescos, de las cuales:
Agaricus representa el 93.7% de la produccion total, Pleurotus el 6.3% y Lentinula tan
s6lo 0.04% (Martinez-Carrera y Lopez-Martinez de Alva, 2010). La produccion de setas
asciende a 4 mil toneladas al afio, lo cual equivale aproximadamente al 60 por ciento

de la produccion total de América Latina (Gaitan-Hernandez et al., 2006).

En 2007, Mora y Martinez-Carrera revisaron las investigaciones mas relevantes del
cultivo de setas del pais, desarrolladas por el sector académico durante el periodo
1984-2006. Encontrando que dentro de los substratos empleados en México para el
cultivo de Pleurotus destacan: el bagazo de cafia de azucar, el bagazo de maguey

tequilero, la paja de cebada, la paja de trigo, la pulpa de café y el rastrojo de maiz.

Los autores encontraron 139 publicaciones sobre el género Pleurotus en México,
ubicadas dentro de diez categorias tematicas. Una de estas categorias es la de uso de
subproductos agricolas, agroindustriales y forestales, en ella se encontraron 39
publicaciones de las cuales unicamente dos citan a Pleurotus eryngii. El primero aborda
el uso de bagazo de maguey tequilero bajo el tratamiento de pasteurizacion,
obteniendo una eficiencia biolégica (EB) de 38% (Villasefior-lbarra et al., 1998). EIl
segundo se refiere a la utilizacién de paja de cebada esterilizada para la produccion de

la especie, reportando una EB que va de 49.57% al 57.58% (Gaitan-Hernandez, 2005).

Actualmente, el género Pleurotus es fuente de un potencial biotecnolégico muy
prometedor, que abarca diversos campos de aplicacion, segun Cohen et al. (2002). Por
ejemplo P. eryngii tiene aplicaciones ganaderas, agricolas, industriales, médicas, y de

biorremediacion.

El cultivo de Pleurotus en Baja California.

En el caso de la region de B.C, se han dado los primeros pasos para estudiar
alternativas para el retso de algunos residuos agroindustriales para la produccion de
hongos comestibles, ya que al igual que en el resto del pais, existe una falta de
alimentos de bajo costo con altas propiedades nutricionales y medicinales. El primer

estudio data de 1993, cuando Lizarraga Escobar utiliz6 mezclas 1:1 de los siguientes



substratos: la primera de olote y cascarilla de algoddn para producir Pleurotus ostreatus
(Jacq.) P. Kumm., consiguiendo una EB de 95%, la segunda de orujo de uva y
cascarilla de algodén con un EB de 79%, y la tercera de olote y orujo de uva
obteniendo una EB de 69%. Ademas practicé un analisis bromatolégico y biométrico a
los basidiomas producidos.

El segundo estudio en la region se dio en 2005, cuando Diaz Vazquez determina el
comportamiento biolégico de P. ostreatus cultivado en substrato de Yucca schidigera
Roezl ex Ortega, en donde concluye que el uso de la fibra de Y. schidigera combinada
1:1 con un substrato tradicional como la paja de trigo incrementa la eficiencia biologica

de esta especie.
Usos del software STELLA.

En el afio 2004, Pefia y Hernandez publican un estudio en el que utilizan funciones
matematicas con programas de cémputo sofisticados, donde describen y analizan un
modelo computacional para la emulacion del crecimiento del hongo Pleurotus ostreatus
en una de sus primeras etapas de crecimiento, utilizando un algoritmo evolutivo con un
operador genético de tipo cilindrico. Por su parte Lamour et.al., (2001) introducen un
modelo de crecimiento de un hongo que permite establecer relaciones del desarrollo
del micelio bajo distintas cantidades de carbono y nitrégeno presentes en el substrato
de inoculacion utilizando como base de desarrollo una ecuacion cubica. En el mismo
afo, Laércio y Ghini presentan un modelo matematico deterministico que permitia
estimar el crecimiento de la dinamica poblacional del hongo bajo diferentes dosis de
fungicida aplicados a un substrato. Rowan et. al., (1999), propusieron un modelo de
crecimiento basado en la dindmica de sistemas para observar el desarrollo de hongos
de interior sometidos a diferentes tipos de contaminantes. En el mismo afio Molina y
Giannunzzi modelaron el comportamiento del hongo Aspergillus parasiticus
considerando variables como la temperatura y la concentracion de &cido propiénico en
el substrato inoculado, utilizando el concepto de superficies de respuesta. Todos estos
estudios involucran temas bioldgicos, técnicos Yy fisicos, sin embargo ninguno de ellos
relacionados con la produccion o cultivo de Pleurotus eryngii, por lo que este estudio
podria ser el primero que hace una aproximacién al utilizar un modelo dinamico en esta

area.



1.3. JUSTIFICACION

México es un pais donde la actividad agricola es de suma importancia, derivado de
estos cultivos se generan cantidades significativas de residuos lignocelulésicos mismos
que pueden ser aprovechados para el cultivo de hongos comestibles, evitando asi la

mala disposicion, y generando un producto alimenticio con alto contenido de nutrientes.



1.4. OBJETIVOS

1.4.1. OBJETIVO GENERAL

- Analizar los substratos agroindustriales de Baja California mas convenientes

para el cultivo de Pleurotus eryngii y el modelado de su produccion.

1.4.2. OBJETIVOS ESPECIFICOS

- Determinar el medio de cultivo idoneo para la produccion de micelio primario

para P. eryngii.

- Determinar el medio idoneo para la produccion de micelio secundario para P.

eryngii.
- Determinar el substrato mas adecuado para la produccion de P. eryngii.
- Caracterizar los substratos potenciales para el cultivo de P. eryngii.

- Desarrollar un modelo de computo del proceso de produccién de P. eryngii.



CAPITULO Il
2. METODOLOGIA

Los experimentos y metodologias se llevaron a cabo en el Laboratorio de Micologia

Aplicada en la Facultad de Ciencias de la UABC.

2.1. Determinar las condiciones del crecimiento y medio idoneo para su

desarrollo micelial primario.

La cepa utilizada fue P. eryngii donada por la UNAM conservada en agar de dextrosa y
papa (PDA) (Figura 1).

Se realizaron 10 réplicas en cajas Petri desechables estériles de 60x15 mm por cada
medio de cultivo utilizado. Se prepar6 el medio de cultivo y se esterilizdé en autoclave a
una temperatura de 120°C a 18 Ib de presion por 15 min (Figura 2). Después se dejo
enfriar por un lapso de 15 a 25 min y se vacié el medio de cultivo en cajas Petri, se dejo
enfriar hasta que gelifico el medio y se sellaron con papel “Parafilm” para evitar la
entrada de contaminantes. Todos los procedimientos mencionados se hicieron en

condiciones totalmente asépticas.

Para la inoculacion, el area de trabajo (Figura 3) fue esterilizada con dos
desionizadores por un periodo de 30-45 minutos, la mesa fue limpiada con etanol y
rociada con “Lysol Aerosol Desinfectante Antibacterial” para mantener el area libre de
contaminantes, después se colocaron dos mecheros “Fisher” para esterilizar el area y

evitar la entrada de contaminantes a las cajas Petri.

De la caja Petri con el micelio original (cepa de la UNAM), se tomaron trozos de agar
de 1 cm? aproximadamente y se inocularon las cajas siguiendo todos los cuidados
microbiolégicos para evitar contaminacién. Se sellaron las cajas con papel “Parafilm”,
se etiquetaron y se colocaron en una incubadora VWR a 25°C (Figura 4). Durante el
periodo de incubacién, se dio seguimiento al crecimiento micelial, para lo cual se midi6é
la colonia fungica cada 3 dias. Se trazaron dos ejes transversales sobre la base de la
caja, tomando como interseccion el centro del inéculo. Una vez cubierto el medio de

cultivo por el crecimiento micelial se seleccionaron las cepas que no presentaron
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contaminantes y fueron colocadas en refrigeracion a 4°C. El parametro a medir fué la

velocidad de crecimiento. A esta expansion micelial se le llamo fase 1 (F1).

Este procedimiento se realizd con los siguientes medios de cultivo, preparados de la

siguiente manera (Figura 5):

- Agar de Dextrosa y Papa (PDA): 39 g de agar en 1 L de agua destilada.
- Agar Extracto de Malta (EMA): 33.6 g de agar en 1 L de agua destilada.
- Agar Dextrosa Sabouraud (SDA): 65 g de agar en 1 L de agua destilada.
- Agar Harina de Maiz (HMA): 17 g en 1 L de agua destilada.

El agar de dextrosa y papa, agar extracto de malta y agar dextrosa sabouraud de la

compaiiia DIBICO S.A de C.V y el agar harina de maiz de la compafiia Acumedia.

Figura 1: Cepa de Pleurotus eryngii utilizada Figura 2: Medio de cultivo preparado.
para replicar.
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Figura 3: Area de trabajo.

Figura 5: Medios de cultivo utilizados.
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2.2. Determinar las condiciones y el medio idéneo para el desarrollo de su

crecimiento micelial secundario.

Para esta fase de propagacién conocida como produccion del blanco o semilla, se
utilizé el micelio de la fase 1y los siguientes granos:

Tabla 1: Granos utilizados para la propagacién de micelio secundario.

Nombre Comun Nombre Cientifico

Alpiste Phalaris canariensis

Mijo blanco Panicum miliaceum

Mijo rojo Panicum miliaceum
Trigo Triticum aestivum

Se realizaron dos experimentos con los granos: 24 h de inmersién en agua con coccién
y sin coccion y 12 h de inmersidn en agua con coccion y sin coccion (Figura 6) con seis

réplicas por cada tipo de grano.

Cada uno de los granos se sumergié en agua por 24 h en cubas de plastico con una
solucion de yeso al 3%. Pasadas las 24 h, la mitad de los granos se hirvieron de 5 a 10
min (coccion) y se extendieron por otras 24 h sobre papel periddico, al igual que el
resto de los granos que no fueron cocidos (Figuras 7 y 8). Transcurrido el tiempo de
secado, los granos se colocaron en frascos de vidrio previamente lavados, se taparon
con papel aluminio y se esterilizaron en autoclave por 15 min a 120°C y 18 Ib de
presion, los cuales se dejaron reposar. Al dia siguiente los frascos junto con el grano se
volvieron a esterilizar en autoclave bajo las mismas condiciones y se dejaron enfriar a
temperatura ambiente. Posteriormente se vacio el grano en cajas Petri desechables de
90x15 mm ya esterilizadas y se procedié a inocular con la cepa de la fase 1, se sellaron
con papel “Parafilm”, se etiquetaron y se colocaron en incubadora a 25°C (Figuras 9y
10). Todo esto bajo condiciones totalmente asépticas para evitar contaminacion.
Durante el periodo de incubacion, se midi6 el crecimiento micelial (mm) cada 3 dias. Se

trazaron dos ejes transversales sobre la base de la caja, tomando como interseccién el
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centro del in6culo. Esto mismo se realizd para las pruebas con 12 h de inmersién en
agua. De aqui se obtuvo la velocidad de crecimiento. A este proceso se le denomina

fase 2 o produccion de semilla.

Figura 6: Granos de alpiste, mijo blanco, mijo rojo y trigo en remojo por 12 y 24 horas con yeso
al 3%.

Figura 7: Coccion de los distintos granos.
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Figura 8: Granos con 12 y 24 h de inmersién en agua extendidos en papel periédico por 24
horas.

Figura 10: Cajas Petri en incubadora a 25°C.
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2.3. Determinar las condiciones del crecimiento y el substrato idoneo para el

desarrollo micelial terciario.

2.3.1. Seleccidn de distintos substratos para el desarrollo del hongo.

Los residuos agroindustriales se obtuvieron de acuerdo a su disponibilidad en la
localidad y potencial como substrato para la produccién de hongos comestibles en este

caso P. eryngii.
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Tabla 2: Substratos seleccionados para la propagacién de micelio terciario.

Nombre comun Nombre cientifico Origen Tratamiento previo

Se tom6é una muestra directa del contenedor del

1. Bagazode Gelidium spp. Agarmex, S.Ade CV  pagazo de algas y se secé con un deshidratador de
algas Ensenada B.C. frutas.

Recepcién del tomate, se pasa a la tira de lavado,

Comercializadora después por la banda de seleccion, posteriormente al
2. Bagazo de Solanum Val-Vita. SAde c\y  triturado o molienda, pasa por calentamiento y por
tomate lycopersicum Ensenad ' altimo por un filtrado | b de |
nsenada B.C. p para separar el bagazo de la
pulpa. Se tomd la muestra directa del contenedor (aln
caliente) y se sec6 con un deshidratador de frutas.
3. Cascarilla de Gossypium Ej (T:ZEZQ?:?.EJ- Se utilizdé la cascarilla (sin motita) de la planta de
algododn herbaceum Paredones, Mexicali B.C. algoddn y se trituré en una licuadora.
4. Fibra de coco Cocos nucifera Ensenada, B.C. Se utilizo la flbrg de la cascara de coco de puestos de
venta y se triturd en una licuadora.
. Exprimido en fresco. Secado al sol por varios meses
5. Fibradeyuca  Yucca schidigera Valle de la Trinidad,  quedando la fraccién gruesa (trozos de fibra y
Ensenada, B.C. corteza). Después se muele quedando la fraccién fina
(aserrin).

Productor de cerveza  S€ tomo el residuo (granos de cebada) del proceso de
6. Maltaagotada ~ Hordeumvulgare . F oo -q2BC. la elaboracién de cerveza artesanal y se secé con un
’ deshidratador de frutas.
Carretera
7. Paja de trigo Triticum aestivum Ej. Tabasco-Ej.
Paredones, Mexicali B.C.

Se tom6 una muestra de la paca y se tritur6 en
licuadora para hacer los pedazos mas pequefios.

8. Rastrojo de Valle de Maneadero,

Pisum sativum Residuo de las vainas del chicharo.

chicharo Ensenada B.C.
VMO0 s VieokWonsxans, st e seads o s crado con
(viruta) Valle de Guadalupe. y 9 y

gruesa (astilla y grano grande).
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2.3.2. Pasteurizaciéon de los substratos.

En frascos de vidrio se dejo remojando el substrato con agua comun por 24 h,
posteriormente se voltea el frasco y se deja escurrir el substrato por otras 24 h en fase

anaerobia.

Transcurrido el tiempo, el substrato se coloca en una bolsa de manta de cielo y se pone
en una olla con agua a 80°C por cuatro horas con yeso al 3%. Disminuyendo la
temperatura a 25°C, el substrato se pasa a cajas Petri, aproximadamente unos 15 g
dependiendo del substrato, y se inocula con la semilla de trigo de la fase 2 con el 5%
del peso total del substrato, cuidando todas las condiciones asépticas, sellandolas con
papel “Parafilm”, etiquetandolas e ingresandolas en incubadora a 25°C (Figuras 11-15).
A continuacidon se presenta una tabla con los substratos utilizados y el nimero de
réplicas y control que se realizaron. Se utilizaron cajas Petri estériles de 90x15 mm de
vidrio para el rastrojo de chicharo y para el resto de los substratos fueron cajas
desechables (Tabla 3).

Tabla 3: Substratos utilizados y réplicas realizadas.

Substrato Numero de réplicas Control
Bagazo de algas 11 0
Bagazo de tomate 11 0
Cascarilla de algodon 9 1
Fibra de coco 10 1
Fibra de yuca 10 1
Malta agotada 10 1
Paja de trigo 10 1
Rastrojo de chicharo 8 0
Vid molida 10 1

17



Figura 12: Bagazo de tomate escurriéndose en fase anaerobia por 24 horas.
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Figura13: ‘'Substratos en>agua con yeso al 3% a 80°C por cuatro horas.

Figura 14: Semilla de trigo lista para ser transferida.
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Figura 15: Cajas Petri inoculadas empleando como substrato madera de vid.

2.4. Técnicas para caracterizar los substratos mas adecuados para la produccion

de basidiomas de P. eryngii.

Las siguientes técnicas se realizaron en la Facultad de Ingenieria Quimica de la BUAP
y en el Laboratorio de Caracterizacion de Materiales en el Centro Universitario de
Vinculacién y Trasferencia de Tecnologia OTC-BUAP.

2.4.1. Espectroscopia infrarroja (FT-IR).

Se utilizé un espectrofotometro marca BRUKER modelo VERTEX70 con transformada
de Fourier (Figura 16). Se realizaron 9 escaneos a un paso de 4 cm™ en la regi6n del
IR medio. La finalidad de realizar este analisis es la identificacion de los grupos
funcionales caracteristicos de la celulosa. Para el analisis se utilizd aproximadamente 1

mg de muestra pulverizada.
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I .

Figura 16: Espectrofotometro

FT-IR.2.4.2. Difraccion de rayos X (DRX).

Se utilizdé un difractometro de rayos X marca BRUKER modelo D8 DISCOVER que
opera con una potencia de 40 Kv a un paso de 43.2 segundos a una temperatura de
25°C (Figura 17). Las muestras se analizaron en un intervalo en 2e de 5°-70°. Se utilizo
1 g de muestra pulverizada para el andlisis. El analisis por DRX permitié identificar la

naturaleza cristalina o amorfa del substrato.

Figura 17: Difractometro de rayos X.
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2.4.3. Microscopia electrénica de barrido (MEB).

Se utilizd un microscopio electrénico de barrido marca JEOL modelo JSM-6610LV con
resoluciones de 100X, 250X, 500X, 1000X, 2500X y 5000X y potencia de trabajo de 20
Kv (Figura 18). El andlisis por MEB permitio observar con detalle la morfologia del
substrato asi como detalles superficiales y la composicion quimico elemental de las

muestras estudiadas a través del detector de dispersion de energia de rayos X.

Figura 18: Microscopio electrénico de barrido.

2.5. Determinacién de los substratos mas adecuados para la produccion de
basidiomas de P. eryngii.

El proceso de produccién se llevo a cabo en la empresa “Setas de Baja California S de
R.L.de C.V”.

2.5.1. Siembra del hongo.

Dado que la paja de trigo fue de los mejores substratos donde se desarroll6 el micelio y
no sufri6 de contaminacién, se procedié a realizar la formulaciébn a mayor escala en 5
bolsas de plastico de 50x75 cm con 3 kg de substrato humedo, inoculadas cada una
con 300 gramos de blanco o semilla.
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2.5.2. Expansion micelial.

Las bolsas se dejaron incubar por 21 dias a una temperatura de 25°C = 5°C, en
obscuridad. Las bolsas se revisaron periédicamente para mantener los parametros

ambientales, revisar si se presentaba alguna contaminacion, y la toma de datos.

A través de la determinacién de la eficiencia bioldgica y del rendimiento del substrato
elegido para la producciéon de basidiomas, se pudo determinar la produccién de

basidiomas por cantidad de substrato utilizado.

2.5.3. Eficiencia bioldgica.

Se expresa en porcentaje y es obtenida través del peso fresco de los basidiomas,

dividido entre el peso seco del substrato y multiplicado por 100 (Chang y Miles, 1989).

2.5.4. Rendimiento.

Expresado en porcentaje, es la determinacién de la produccién de hongos en relacion
al substrato humedo, multiplicado por 100.

2.6. Desarrollar un modelo de simulacién para el proceso de producciéon de
Pleurotus eryngii.

El modelo de simulacion se basa en lo sugerido por Grant (2001) en el que identifica
cuatro etapas fundamentales para el desarrollo y uso de un modelo: 1) desarrollo del
modelo conceptual, 2) desarrollo del modelo cuantitativo, 3) evaluacion del modelo y 4)
uso del modelo.

Para representar el proceso de produccién de P. eryngii, se utilizO6 como base el
modelo conceptual propuesto por Eaton (2014), realizado para representar el cultivo de
P. ostreatus. Para este estudio se agregaron los resultados obtenidos de P. eryngii y se

procedio a la simulacion en el software STELLA, version 7.0.

La estructura del modelo conceptual, por ser similar el proceso de produccion de P.
ostreatus al de P. eryngii, no se modificO sustancialmente, simplemente se utilizaron
datos especificos de P. eryngii para las etapas 2, 3 y 4 de la modelacion segun Grant
(2001).
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El modelo de produccién contempla cuatro etapas del proceso de cultivo de hongos
comestibles en general: 1) picado y pasteurizacion del substrato, 2) siembra, 3)
incubacion y 4) produccion (Tabla 4). En el modelo se incluyd una variable aleatoria
para determinar la pérdida de substrato por manejo inadecuado durante la siembra y
por contaminacion durante el proceso de incubacion. Esta variable se define por la
funcién “random” integrada al programa, que genera una serie de numeros aleatorios
uniformemente distribuidos entre un minimo y un maximo, asi se definié un rango,
sobre el cual se calculé el nimero aleatorio que representa el porcentaje de pérdida por
manejo, este rango es definido de acuerdo a los datos experimentales obtenidos en
cultivos a baja escala (Ayala, 2014, com.per.). Ejemplo: random (0.02, 0.05), esto
genera un numero aleatorio entre 0.02 y 0.05 que es considerado como porcentaje de
substrato total sembrado que se contamina por un mal manejo al momento de la
siembra (2-5%). Para la contaminacién en la etapa de incubacion se genera un numero
aleatorio entre 0.1 y 0.25 que es considerado como porcentaje (10-25%).

Las variables de estado utilizadas para este estudio fueron las mismas que se tomaron
como base en el modelo conceptual desarrollado por Eaton (2014), representadas en la
tabla 5. Las variables que alimentan el modelo cuantitativo se presentan en la tabla 6

incluidos sus valores y respectivas unidades.
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Tabla 44: Etapas del proceso de produccién de Pleurotus eryngii representadas en el modelo.

Preparaciéon de substrato Incubacion Produccion-cosecha
Dias 5 3-4-24 25-31
Picado e hidratacidn _del Las bolsas cerradas Algunas bolsas son
substrato: Cortar en segmentos se colocan en transferidas al éarea de
la paja de trigo (PT) de 5-10 cm incubacién a 25°C + produccion, si no hay humedad
y remojar el remojar el substrato  5°C por 21 dias. ambiental se les puede retirar
por 24 horas las bolsas para que la PT
Al 3er dia hacer guede expuesta, sino es asi,
Pasteur!zauon y siembra: perforaciones a las realizar perforaciones mas
Pasteurizar el substrato por 1 bol grandes donde se presenten
. hora de 75 a 80°C, escurrir la P0'Sas. primordios
Actividad

PT y colocarla en el area de
trabajo, esperar a que baje la
temperatura a 25°C. En bolsas
de plastico intercalar capas de
PT y semilla. Aprox. 500 g de
semilla por 5 kg de PT en peso
hdamedo. Las bolsas cerradas se
colocan en incubacion a 25°C.

Tabla 5: Lista de indicadores y variables base que alimentan el modelo conceptual.

Indicadores de Estado

Transferencia de Material

Variables Auxiliares

Picado y pasteurizacion

Kg de substrato a procesar

Capacidad total en kg

Kg perdidos por manejo

Kg de substrato a sembrar

Capacidad de la bolsa

Siembra N
g de blanco a utilizar Blanco total
y Kg sembrados Kg incubados
Incubacién _ _
(Bolsas incubadas) Kg contaminados
_, Eficiencia biologica
Produccion Kg de hongos

Substrato agotado
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Tabla 6: Variables que alimentan el modelo cuantitativo.

Variables Valores Unidades
Capacidad total del area de cultivo 0-500 Kg
Cantidad de semilla (blanco) por bolsa de 3-5 kg 0-100 g
Capacidad de la bolsa con substrato humedo 0-10 Kg
Eficiencia Bioldgica 0-90 %

2.7. Corroboracién de la especie por biologia molecular.

Para la extraccion de ADN se siguié el método de Martinez y Soto (1993), el cual

consistio en el siguiente proceso:

Se colocd en un mortero congelado aproximadamente 30 mg de tejido seco de la
especie estudiada. Se afiadio nitrégeno liquido, y se molié hasta obtener una mezcla
completamente homogénea. Después se transfirieron de 50-100 mg en un microtubo, y
se afiadieron 400 pL de sol de extraccion, el cual se dejé incubar de 30-60 min a 65°C,
con mezclado ocasional. Posteriormente se afadieron 400 pL de
fenol/cloroformo/alcohol-isoamilico, se mezcl6é con vortex por 2-3 min, y se centrifugé a
14,0000 rpm por 10 minutos en una micro centrifuga. Una vez terminado el ciclo de
centrifugado, se separ6 la fase acuosa en un microtubo nuevo, se afiadieron 300 pL de
isopropanol frio, se mezclé por inversién, y se centrifugé por 5 minutos a 14,000 rpm.
Finalmente se decantd el sobrenadante, el cual se escurrié sobre papel secante por 5
min, se resuspendio el DNA en 50 uL en agua libre de DNAsas, se dio un ligero vortex,

y se guardé a -20°C para su posterior utilizacion.

2.7.1. Secuenciacion y corroboracion por andlisis moleculares

A partir del ADN extraido, se amplificaron las regiones genéticas ITS1 (5TCC GTA
GGT GAA CCT GCG G3), ITS1-F (5°CTT GGT CAT TTA GAG GAA GTA A3), ITS2
(5GCT GCG TTC TTC ATC GAT GC ITS43), ITS4 (5TCC TCC GCT TAT TGA TAT
GC3), y LROR (5’'ACC CGC TGA ACT TAA GC3).
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Para esto se utilizé una reaccion en cadena de la polimerasa (PCR), de acuerdo con el
siguiente programa: pre-desnaturalizacion a 94°C, 5 min; 35 ciclos de:
desnaturalizacién a 95°C, 30 segundos, hibridacion (con los cebadores); extension a

7°C, 1 min; extension final a 72°C, 7 min.

La secuencia obtenida se comparé con las disponibles en el GenBank, mediante el uso
de la herramienta bioinformatica BLAST (Altschul et al., 1990). Esto con la finalidad de
corroborar por analisis moleculares, que sea la misma especie con la que se ha estado

trabajando.
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CAPITULO llI
3. RESULTADOS

3.1. Crecimiento micelial primario.
La mayor velocidad de crecimiento se registré en agar de dextrosa y papa (PDA),

resultando en 16.21 mm y requiriendo de siete dias de incubacion para cubrir la
superficie del medio de cultivo en la caja Petri, esto dio un promedio de 2.32 mm/dia,
su micelio fue denso, color blanco y fuerte. En agar dextrosa sabouraud (SDA) se
registr6 17.79 mm de crecimiento, con un desarrollo micelial rapido, de color blanco,
semi-denso y promedio de 1.98 mm/dia requiriendo de nueve dias para su
colonizacion, mientras que en el agar extracto de malta (EMA) se registr0 un
crecimiento micelial de 17.10 mm con un promedio de 1.90 mm/dia, observandose un
micelio denso, fuerte y de color blanco, al igual que el de PDA, durante nueve dias y
por ultimo en agar harina de maiz (HMA) el micelio fue débil, tenue, de color semi-
transparente apenas perceptible a simple vista con un registro de 15.58 mm,
requiriendo de nueve dias para cubrir el medio de cultivo y un promedio de 1.73
mm/dia (Figuras 19 y 20). El agar de dextrosa y papa presenté un 10% de
contaminacion, el agar extracto de malta tuvo un 20% de contaminacién, y el agar
dextrosa sabouraud mostré un 30%, mientras que en el agar harina de maiz no se tuvo
contaminantes. Por las caracteristicas de las colonias y estructuras reproductivas de

los contaminantes se determind que fueron Aspergillus spp., y Mucor spp.
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Figura 19: Crecimiento micelial primario en distintos medios de cultivo.
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Figura 20: Crecimiento micelial primario en medio de cultivo: A) Agar de Dextrosa y Papa, B)

Agar Extracto de Malta, C) Agar Harina de Maiz y D) Agar Dextrosa Sabouraud.
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3.2. Crecimiento micelial secundario.

Para el tratamiento de inmersion de grano en agua durante 12 h de remojo, sélo en el
grano de trigo se desarrollé el micelio con un crecimiento de 5.17 mm y promedio de
0.86 mm/dia con coccion y 2.25 mm con promedio de 0.38 mm/dia sin coccion, estos

crecimientos se registraron después de seis dias (Figura 21).

Para el tratamiento donde los granos fueron sumergidos en agua durante 24 h con
coccion, el grano de trigo registro un crecimiento de 38.75 mm, requiriendo de seis dias
para completar la caja con un promedio de 6.46 mm/dia, seguido por el grano de
alpiste con un crecimiento de 40.08 mm, cubriendo la caja Petri en ocho dias y un
promedio de 5.01 mm/dia. Los granos de mijo blanco y mijo rojo con coccion tuvieron
un crecimiento micelial de 24.79 y 15.79 mm y promedios de 3.10 y 1.97 mm/dia
respectivamente (Figura 22). En el tratamiento donde los granos no fueron sometidos a
coccién presentaron valores por debajo de los 10 mm con promedios debajo de 1.21
mm/dia excepto el grano de trigo que registrd 36.49 mm de crecimiento y un promedio
de 4.56 mm/dia (Figura 23).

Durante ambos tratamientos no se presentd contaminacion.

12 horas
6 -
5 _
g
E4 -
o
c 3
'g =fl=Trigo c/c
S 2 1 Trigo s/c
o
1 -
0
2 3 6
Dias

Figura 21: Crecimiento micelial secundario en granos de trigo con el tratamiento de 12 h de
remojo. c/c: con coccién; s/c: sin coccion.
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Figura 22: Crecimiento micelial secundario en distintos granos con el tratamiento de 24 h de
remojo. C/C: con coccion.

24 horas S/C

40 ~

35
E 30 -
S
S 25 7 —o— Alpiste
£ 20 -
E == Mijo blanco
.g = Mijo rojo
5 10 -

| Ay —%——a TT®

0

2 3 6 8
Dias

Figura 23: Crecimiento micelial secundario en distintos granos con el tratamiento de 24 h de
remojo. S/C: sin coccion.

Las Figuras 24, 25, 26 y 27, muestran el desarrollo del micelio (de mayor a menor) en
los cuatro tipos de granos para el tratamiento de 24 horas de inmersion en agua con
coccion y sin coccidn.

En los granos de trigo se observd un micelio fuerte, denso de color blanco y de rapido

crecimiento. El grano de alpiste fue el que mostré un mayor crecimiento micelial. En el

32



caso del mijo blanco el micelio fue mas débil y menos denso, de color blanco semi

transparente y en el mijo rojo no se tuvo desarrollo micelial significativo.

Figura 24: Grano de Trigo: A) 24 h con coccion; B) 24 h sin coccion.
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Figura 25: Grano de Alpiste: A) 24 h con coccion; B) 24 h sin coccion.
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Figura 26: Grano de Mijo blanco: A) 24 h con coccién; B) 24 h sin coccion.
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3.3. Crecimiento micelial terciario.

En el substrato de rastrojo de chicharo (RC) el micelio de P. eryngii tardé ocho dias en
su colonizacién total, seguidos por el bagazo de algas (BA) y el bagazo de tomate (BT)
en los que el micelio requirié de once dias, mientras que necesito de catorce dias para
colonizar los substratos de fibra de coco (FC), fibra de yuca (FY) y paja de trigo (PT) y
vid molida (VM), de dieciséis dias para colonizar la cascarilla de algodon. En el
substrato de malta agotada, residuo de la elaboracion de cerveza (MA), el desarrollo
del micelial fue nulo (Figura 28).

La malta agotada presenté una contaminacion del 100%, mientras que el bagazo de
algas y el bagazo de tomate tuvieron un 80% de contaminacion. El resto de los
substratos no presento contaminacion. Al igual que en la fase de crecimiento micelial
primario los contaminantes encontrados fueron Aspergillus spp., y Mucor spp (Figura
41).

Crecimiento micelial

18 -

15 -

12 -
3 97

6 .

3 .

0

MA RC BA BT FC FY PT VM CA
Substratos

Figura 28: Crecimiento micelial terciario en distintos substratos: MA: malta agotada; RC:
rastrojo de chicharo; BA: bagazo de algas; BT: bagazo de tomate; FC: fibra de coco; FY: fibra
de yuca; PT: paja de trigo; VM: vid molida y CA: cascarilla de algodon.
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El micelio fue de color blanco, denso, fuerte y algodonoso en los substratos de: rastrojo
de chicharo, bagazo de tomate, fibra de coco, fibra de yuca, paja de trigo y cascarilla
de algodon (ver Figuras 29, 30, 31, 32, 33y 34). En el bagazo de algas el micelio se
desarroll6 débilmente (Figura 35). En vid molida presentd un crecimiento micelial en
so6lo dos réplicas, el micelio no fue tan denso como en los anteriores substratos pero si
tuvo un crecimiento ramificado (ver Figura 36). Finalmente en la malta agotada no se
presentd algun crecimiento y los primeros primordios se presentaron a los 35 dias de
ser inoculados en los substratos de fibra de coco y fibra de yuca (ver Figuras 37-40).

Figura 29: Crecimiento micelial terciario en rastrojo de chicharo.
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Figura 31: Crecimiento micelial terciario en fibra coco.

39



Figura 33: Crecimiento micelial terciario en paja de trigo.
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Figura 35: Crecimiento micelial terciario en bagazo de algas.
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Figura 37: Fibra de yuca con algunos primordios a los 35 dias de ser inoculado.
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Figura 38: Fibra de coco con algunos primordios a los 35 dias de ser inoculado.

Figura 39: Fibra de coco con primordio.
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Figura 41: Bagazo de algas contaminado con Aspergillus spp.
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3.4. Caracterizacion fisica de substratos.

3.4.1. Espectroscopia de infrarrojo (FT-IR).

En la Figura 42 se muestran los espectros de cinco muestras estudiadas, que fueron
las mejores segun el tiempo, desarrollo y crecimiento micelial que se obtuvo: cascarilla
de algoddn (CA), fibra de coco (FC), fibra de yuca (FY), paja de trigo (PT) y rastrojo de
chicharo (RC). La banda caracteristica de los grupo O-H se observa en la region de los
3300 cm™ caracteristico de la celulosa y la hemicelulosa (Espitia, 2010), presentes en
todas las muestras. Las bandas que aparecen a 2918 cm™, 2850 cm™ para el RC,
2919 cm™ y en la PT son asignadas a las vibraciones del enlace C-H. La banda
presente en 1736 cm™ de la CA corresponde al enlace C=0. En la muestra de PT se
encuentra un pico en la banda 1637 cm™ del enlace C=C, muy cerca se encuentra la
banda 1628 cm™ del enlace C=N de RC. La regién 1600 cm™ muestra al enlace N-H
presentes en la FY, la FC y la CA. La banda 1316 cm™ del enlace S=O en la muestra
de FY, finalmente la maxima absorbancia se observé en un pico ancho en la region

aproximada de 1000 cm™ del grupo C-X.
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Figura 42: Espectros infrarrojos de los substratos utilizados: cascarilla de algodén, fibra de
coco, fibra de yuca, paja de trigo y rastrojo de chicharo.

3.4.2. Difraccion de rayos X (DRX)

En la Figura 43 se muestran los difractogramas de cinco muestras estudiadas:
cascarilla de algodon (CA), fibra de coco (FC), fibra de yuca (FY), paja de trigo (PT) y
rastrojo de chicharo (RC). La CA presenta reflexiones en 14.3, 16.8, y 21.7°
caracteristicos de la celulosa alfa de acuerdo con la ficha pdf 00-056-1719; la

estructura correspondiente es triclinica. La FC presenta sefiales en 14.0, 16.9 y 21.8°
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caracteristicos de la celulosa alfa de acuerdo con la ficha pdf 00-056-1719 con
estructura triclinica. En la FY se hallan reflexiones en 15, 21.9, 23° esta Ultima
caracteristica de celulosa beta con estructura cristalina monoclinica. Sefiales como
24.4, 30.2, 36, 38, 40 y 49° aparecen en la yuca, representativas del almidon con
estructura cristalina monoclinica; la yuca, ademas de celulosa, contiene almidon con
alto grado de cristalinidad indicado por las sefiales bien definidas en los angulos
mencionados. En el caso de la PT presenta sefales en 16.5y 22.2. 28.4, 31.8 y 40.7°,
los primeros angulos caracteristicos de la celulosa de acuerdo con la ficha pdf 00-050-
2241. Finalmente el RC muestra sefiales en 21.6, 26.8, 28.5, y 40.7°, las primeras

caracteristicas de la celulosa de acuerda a la ficha pdf 00-050-2241.
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Figura 43: Difractrograma de los substratos utilizados: cascarilla de algodén, fibra de coco,
fibra de yuca, paja de trigo y rastrojo de chicharo.

3.4.3. Microscopia Electronica de Barrido

Las imagenes de la fibra de coco, fibra de yuca y cascarilla de algodon a aumentos de
100x, 500x, 1000x, 2500x y 5000x, permitieron observar a detalle la morfologia del
material y detalles superficiales presentes en las muestras. El estudio de la morfologia

y estructura de la fibra de coco permitieron observar la porosidad del substrato (Figura
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44). En el caso de la fibra de yuca estd compuesta a su vez por pequeiias fibrillas,
presentando también algunos cristales marcados en circulo rojo asi como su porosidad
(Figura 45). En la cascarilla de algodon se presenta una superficie rugosa y la
formacion de unos hilillos y conforme se incrementa el aumento se aprecian las fibrillas

de manera paralela y algunas entretejidas (Figura 46).

Figura 44: Fibra de coco vista a 100x, 500x, 1000x, 2500x y 5000x.
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Figura 45: Fibra de yuca vista a 100x, 500x, 1000x, 2500x y 5000x, presentando cristales
marcados con circulos rojos.

Figura 46: Cascarilla de algodon vista a 100x, 500x, 1000x, 2500x y 5000x.
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3.5. Determinacién de los substratos mas adecuados para la produccion de
basidiomas de P. eryngii.

3.5.1. Eficiencia biolégica y rendimiento.

Tras la siembra de P. eryngii en paja de trigo se logré una eficiencia biologica del
65.56%. La produccion fue de 3 cosechas. Se necesitaron entre 21 y 28 dias para la
produccion total y se obtuvo un rendimiento de 39.33%.

Se registré una media del diametro del pileo de 7.18 cm, del diametro del estipite 2.79
cm y una longitud de 9.34 cm.

En la Figura 47, se observan los primeros cuerpos fructiferos a los 25 dias. Todos los
basidiomas presentaron un color pardo claro (café muy palido), pileo con epicutis
facilmente desprendible, ldminas y estipite de color blanco. Himenio con laminas
decurrentes, apretadas y lamelulas. Estipite largo ligeramente curvado y ensanchado

en la base (Figura 48).

Figura 47: Primeros cuerpos fructiferos de P. eryngii a los 25 dias.
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Figura 48: Produccion de carpéforos en paja de trigo.

3.6. Modelo de simulacién para la producciéon de Pleurotus eryngii.

El modelo fue desarrollado para representar de forma virtual el proceso del cultivo de

Pleurotus eryngii y simular la produccién de hongos en un tiempo determinado.

Una vez ingresado los datos obtenidos en el laboratorio se procedio6 a la simulacion del
modelo descrito, que arrojo los siguientes esquemas. En la Figura 49 se muestran los
componentes del modelo en donde las cajas representan los indicadores de estado, las
flechas representan los flujos de materia que modifican la acumulacién en las variables
de estado. Las variables de estado representan los kilogramos de substrato en cada
etapa. Los flujos son las entradas y salidas de kilogramos de substrato que pasan por
cada variable de estado. Cada flujo esta definido por variables auxiliares
(representadas por circulos) como los kilogramos a procesar, los kilogramos perdidos

por manejo, el nimero de bolsas, la contaminacion, entre otros.

La unidad de tiempo definida para la simulacién es de 28 dias. Los valores iniciales en
las variables de estado son igual a cero y en los flujos son a partir de las variables

auxiliares.
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El modelo determina la produccion del hongo Pleurotus eryngii y mediante las variables
aleatorias se observa como existe una disminucidén o aumento en la produccion. En la

Figura 50, se presentan las formulas aplicadas al modelo.

Cap Total en Kg Pérdida por manejo

K 0 perdidos por manej
Picado v pasteurizacién Sembrado
3 (_—" H )=D =C E!@ >
Substrato | Kgasiembra Sembrades estantas
Mo de bolsas
& Incubacian

Contarninacian

Capacidad de Iabolsa

@

Bolsas Bolsas incubadas

G e blanco kg cogiaminados

Kg Incubados
Blanca total Produccion

Substrato colonizado

' J Kg de hongos
_ =

Restantes
Eficiencia Bioldgica %

Figura 49: Componentes del modelo.
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DOO0OO000000000

Incubacian(t) = Incubacian(t - di) + (Bolsas - Bolsas_incubadas) * dt
INIT Incubacién= 0
COOK TIME=21
CAPACITY = INF
FILLTIME=DT
[MFLOWS:

=2% Bolsas =|Flime=6)THEM{No_de_bolsas)ELSE{D)
OUTFLOWS:

=2+ Bolsas_incubadas = CONTENTS OF OVEN AFTER COOK TIME, ZERC OTHERWISE
Picado_y_pasteurizacidn(t) = Picado_y_pasteurizacidn(t - dty+ (Substrato - Ko_a_siembra) * dt
INIT Picado_v_pasteurizacidn =0
COOKTIME=4
CAPACITY = INF
FILLTIME=DT
IMFLOWS:

=% Substrato = kKg_a_procesar
OUTFLOWS:

=Z¢ Kg_a_siembra= CONTENTS OF OVEN AFTER COOK TIME, ZERC OTHERWISE
Produccidn(ty=Produccidn(t - dty + (Kg_de_hongos)* dt
INIT Produccidn =0
IMFLOWS:

<% Ko_de_hongos = Substrato_colonizado*Eficiencia_Bioldgica_%
Sembrado(t) = Sembrada(t - dt) + (Kg_a_siembra - Sembrados) * dt
IMNIT Sembrado =10
TRAMSIT TIME =1
IMFLOW LIMIT = INF
CAPACITY = INF
IMFLOWS:

=2+ Kg_a_siembra = CONTENTS OF OVEN AFTER COOK TIME, ZERC OTHERWISE
OUTFLOWS:

=2+ Sembrados = CONVEYOR QUTFLOW
Blanco_total = G_de_blanco*Restantes
Capacidad_de_la_bolsa=5
Cap_Total_en_kg=10
Contaminacidan = RANDOM(1,.25)
Eficiencia_Bioldgica % =06
G_de_blanco =50
kKag_a_procesar=IF(TIME=1) THEM{Cap_Total_en_Kg)ELSE(O)
Kg_contaminados = Kg_Incubados*Contaminacidn
Kao_Incubados = Bolsas_Incubadas*Capacidad_de_la_bolsa
Ko_perdidos_por_manejo = Sembrado*Pérdida_por_manejo
Mo_de_bolzas = Restantes/Capacidad_de_la_bolsa
Pérdida_por_manejo = IF{time=3)THEM{random(0.02,0.05NELSE(D)
Festantes = Sembrados-Kg_perdidos_par_manejo
Substrato_colonizado = Kg_Incubados-Kg_contaminados

Figura 50: Férmulas aplicadas al modelo.
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Componentes y funcionamiento del modelo:

Pantalla 1: EI modelo inicia con la pantalla de interaccién del usuario, el cual permite

controlar distintas variables (Figura 51).

Pantalla 2: Se presentan los controles de cultivo para interaccion del usuario. Seccion
de controles de cultivo: Cantidad total de kg de substrato que se puede incubar en el
area de cultivo, capacidad de la bolsa en kg de substrato humedo, gramos de blanco

gue se utilizan por kg de substrato y eficiencia biolégica de la cepa (Figura 52).

Pantalla 3: Muestra los resultados en diferentes interfaces de cultivo, contaminacion y
produccion, en graficas o tablas. En la interface de cultivo muestra el total de kg de
hongos, la incubacién y produccion, en la interface de contaminacion presenta los kg
de substrato perdido por manejo y kg contaminados y en la interface de produccion se

observa los kg de substrato colonizado y la produccion en kg de hongos.

MODELO DE SIMULACION DEL PROCESO DE CULTIVO DE HONGOS COMESTIBLES.
Esta es Ia seccion de introduccion al modelo. Aqui se te van ha dar las instrucciones generales de como
interactuar con los controles del proceso. Selecciona, presionando el botdn, 1a parte del proceso que te

interese. Los simbolos "?" indican que al presionarlos, se obtiene informacion referente a esa variable
particular. Los controles pueden mangjarse presionando los botones con el mouse.

Presiona aqui para ir a la seccion de controles del cultivo O

Presiona aqui para ir a la seccién de resultados biolégicos  ©. )

Figura 51: Pantalla 1: Interaccion del usuario. Tomado de Eaton (2014).
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COMTROLES DE CULTIVG

Cap Total en Kg
0 { 500
(=]
Eficiencia Biolagica %
m N 1, ‘ mlj— %0
o 7
*Q T

Fara Regresar presiona agui I ||

Figura 52: Pantalla 2: Controles de cultivo. Tomado de Eaton (2014).

En las pantallas siguientes se muestran los resultados de la simulacion con los
siguientes datos: 270 kg a procesar, 50 gramos de blanco, 3 kg de capacidad de la

bolsa y una eficiencia biol6gica de 60%.

El resultado de la interfase de cultivo, indica en el eje de las “X” el nUmero de dias y en
el eje de las “Y” los kg a siembra (270), el periodo de incubacién a partir del sexto dia al
28 y el inicio de la produccion el dia 27 (Figura 53). En la Figura 54, se muestra la
contaminaciéon en donde no se reflejan kg perdidos por manejo, la contaminacion es
variable y los kg contaminados son 61. En la siguiente interface se muestra de forma
comparativa dos corridas de la variable de contaminacion y cémo la funcién “random”
arroja distintos valores aleatorios (Figura 55), y finalmente la interface de produccion
indica la cantidad de 209 kg de substrato colonizado y 125.40 kg de hongos producidos
(Figura 56).
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Corra el modelo,
presionando aqui

Para regresar,
presiona agui

[l

u)

RESULTADOS BIOLOGICOS
Presiona la porcion blanca de la esquina inferior izquierda de la grafica, para observar otros resultados.

[T

<18 &/

0.00 T.00 14.00 21.00 28.00
Days
? Contaminzcion

Figura

54

Interfase de contaminacion.

57



RESULTADOS BIOLOGICOS
Presiona la porcidn blanca de la esquina inferior izquierda de la grafica, para observar otros resultados.

Corra el modelo, D

presionando agui .
9 Contaminacion: 1-2 -

(lE7oa0600sa00c00ac00aa0a0a0g T L LT TP LT LT LR TR P RPP PP PERERTTEIS e

Para regresar,
presiona aqui LI

0.0 'l'.';}f) 14.00 21.00 28.00
Diays
q a @,’ ? Contaminacion

Figura 55: Interfase de contaminacion comparativa.

RESULTADOS BIOLOGICOS
Presiona |a porcidn blanca de |a esquina inferior izquierda de 1a grafica, para obsenvar otros resultados.

Corra el modela, D

presionando aqui
ﬂ 1: Bubstrato colonzado

T P

i 200

SRR

[

Para regresar,
presiona aqui LI : 5

[

28.00

Days

T] a @/ ? Produccion

Figura 56: Interfase de produccion.




3.7. Andlisis molecular de la especie.

Alineamiento de secuencias con el programa bioinformatico BLAST (Figura 57), arrojo
un 86% identidad con secuencias de P. eryngii, ingresadas al banco de genes por
Ahmadi et al. (2010).

Sequences producing significant alignments:
Select: All None Selected:0
i1 Alignments O

Max Total Query E

Ident Accession
score score cover value

Description

Pleurotus eryngii isolate PEC1 18S ribosomal RNA gene. partial sequence; internal transcribed spacer 1. 5.85rt 604 604 51% 7e-169 86% HM561986.1

Pleurotus eryngii isolate PET1 185 ribosomal RMNA gene, partial sequence; internal transcribed spacer 1, 585rb 604 604 51% 7e-169 86% HM561985.1

Pleurotus eryngii strain X-102 185 ribosomal RMA gene, partial sequence; internal transcribed spacer 1, 58S rbc 604 604 51% 7Te-169 86% FJ379275.1

Pleurotus eryngii strain S607 185 ribosomal RNA gene, partial sequence; internal transcribed spacer 1, 58Srbo 601 601  51% 9e-168 85% AY540333.1

Pleurotus erynaii strain $004 18S ribosomal RNA gene, partial sequence: internal transcribed spacer 1, 5.85ribo 601 601  51% 9e-168 85% AY540317.1

Pleurotus eryngii var. ferulae strain CCMSSC02424 18S ribosomal RNA gene, partial sequence; internal transcric 599 599  51% 3e-167 85% KF724516.1

Pleurotus eryngii var. ferulae strain CCMSSC02235 18S ribosomal RMNA gene, partial sequence; internal transcric 599 599  51% 3e-167 85% KF724515.1

Pleurotus eryngii var. ferulae strain CCMSSC02145 18S ribosomal RNA gene, partial sequence:; internal transcrit 599 599  51% 3e-167 85% KF724514.1

Pleurotus eryngii var. ferulae strain CCMSSC00465 188 ribosomal RNA gene, partial sequence; internal transcric 5999 599  51% 3e-167 85% KF724513.1

Pleurotus eryngii var. ferulae voucher C7 internal transcribed spacer 1. partial sequence; 5.85 ribosomal RNAger 599 599  51% 3e-167 85% JX434664.1

Pleurotus eryngii strain 3-3 internal transcribed spacer 1. partial sequence; 5.8S ribosomal RNA gene and interna 599 599  51% 3e-167 85% JQ837483.1

Pleurotus eryngii strain 3-2 internal transcribed spacer 1, partial sequence; 58S ribosomal RNA gene and interna 999 599 51% 3e-167 85% JQ8374821

o i i I o |

Pleurotus eryngii isolate 47SA internal transcribed spacer 1. partial sequence; 58S ribosomal RNA gene andinte 599 599  51% 3e-167 85% FJ804770.1

Figura 57: Listado de secuencias.

3.7.1. Secuencia genética obtenida

Muestra No. 1

TCAATACTGTATGATGCAGTCGTGCTGAGCTCTAGTGATGGGGCGAATCACTAGTTTTCTCCGCCTG
TGAACTTTTAAAAAATCTCTATAGACGTCTCTCATTTCGTTAGGATGGTTTTCCTGGAAGCGCACGCC
TATCGATAAGTACGCTATCCATTTACTTATAACACCCCAAATGTATGTCTACGAATGCCTTTAAAGGG
CCTTGTGCCTATAAACCATAATACAACTTTCAACAACGGATCTCTTGGCTCTCGCATTGACCAAGAAC
GCACCGAAAGGCGAAAAGTAATGTGAAATGCAGAATTCAGCGATCATTCAATCTTTGAACGCACCTT
GCGCCCCTTGGTATTCCGAGGGGCATGCCTGTTTGAAAGACATTAAATTCTCAAACTCACTCTGTGTT
TTTCCAAGTGCGAGGTTTGGAATGTTGGGGGCTGCTGGTCTTTACGGGGCGGTTCCTCTTAAAAGAA
TTAGCAGGACTTCCCATTGCCTTTCCGCCCGATGAGATAAGTATCACTCCTTAATAGCACGCTTGAAT
AAAGTTTGGCACTCTAACCGGCCGCAAAAAAAATATTGAAAATTTGACCTCCAATCAGGGGGCACTA
CCCGCTGAATTTAAGCATATTTAAAGGCCGATGAGAGGAGGTTAAAATAAAGGGAACCTTTTTTTTAT
TTGGGGGGGCCCGCGGGTAGGCCTACCCCAAGGGTACTTTTTGGAAAGGGGCCCCCLCCLCLCGGGE
GGGCCCGGGGGGGGGAAAAAAGGGGGGGTCCCCCTTTTITTTTTTTTTAAACACAGATTTTTTCTTCT
TGTAGTGGGGGGGGGTTAGAAAAAAAAAAAAAAATTTTTTGGGCGGCGGAAAAGAAGAAAAAAAAAA
GCGGAGAAAAGAGGGACGGGGCCCCGCGCCGGCGCGGCGCTGGCGACCTCTCTATTCTTTTGTGT
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GGATGTGTGTGTGTGGGGGGCGTGTTGTGTGTTTGGTGTCTCTGTGCGGCGTGCGCTCGGCGACG
TATGACGAGAGAGAGAAATAGATCAGGAGAGCACGGCGACGGTCGGGATAGTAGGGTAGCGCGCT
CGCGATTACCAGCACGCGGACTAGACCGACGGTCGAGATACGTACAGNCAG
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CAPITULO IV
4. DISCUSION

Micelio Primario.

De los cuatro medios de cultivo utilizados, los que registraron mayores velocidades de
crecimiento fue el de agar de dextrosa y papa (PDA) seguido por agar extracto de
malta (EMA) a una temperatura de 25°C, resultados similares a los de Andrino et al.
(2011), que registraron mayor velocidad de crecimiento micelial a 21°C en estos
mismos medios. Ambos medios parecen tener una similitud en las caracteristicas
miceliales que producen, siendo estas equiparables en cuanto a calidad (velocidad de
crecimiento, densidad, apariencia y arraigo). Se sabe que el PDA es uno de los medios
de cultivo mas utilizados para la conservacién de hongos (cepas). El contenido de
nutrientes de este medio de cultivo propicia un adecuado desarrollo del micelio ya que
la infusion de papa es la fuente de almiddn, lignina y minerales, mientras que la
dextrosa (glucosa) es la principal fuente de carbono para el crecimiento del hongo. El
extracto de malta agar contiene también como principal fuente de carbohidratos a la
maltosa, la dextrosa y al glicerol, pero como fuente principal de nitrégeno contiene a la
peptona (DIBICO, 2010). Este medio de cultivo pudiera ser una segunda opcion al no
contar con PDA, ya que el crecimiento es un poco mas lento (dos dias mas).

Respecto al agar dextrosa sabouraud en el que se observdé una capacidad de
colonizacion en nueve dias contra el de PDA que crecié en siete, el desarrollo del
micelio fue semi-denso, algo rizomorfico y heterogéneo. Si bien, el contenido de
peptonas proporciona elementos de crecimiento y fuente de nitrdgeno y la dextrosa
suministra fuente de energia, este medio es frecuentemente utilizado para el conteo de

hongos en el laboratorio y particularmente para hongos dermatofitos (BD®©, 2007).

Finalmente el medio de agar harina de maiz fue el que tuvo un resultado menos
favorecedor ya que el crecimiento del micelio fue muy débil, aun cuando, la infusién de
harina de maiz contiene: nitrégeno, vitaminas y almidon como fuente de carbono
(Arenas, 2013). Sin embargo se deduce que no fueron suficientes para producir un

micelio denso. Este medio es utilizado para la produccién de clamidosporas, las cuales
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son favorecidas su produccién en medios empobrecidos, por Io que no se recomienda

el uso de este medio para hongos de la pudricion blanca.

En cuanto a las caracteristicas morfologicas del micelio los datos coinciden con Gaitan-
Hernandez (2005) y Stamets (1993), quienes obtienen un micelio algodonoso, de color

blanco y densidad regular.

En cuanto a la contaminacién del 30% en agar dextrosa sabouraud se asume que pudo
deberse a la disminucién de las condiciones de asepsia en el area de trabajo.

Micelio Secundario.

Los mejores resultados se obtuvieron en el tratamiento con 24 h de inmersién en agua
y con coccién. En el caso del grano de trigo no hubo diferencias en resultados cuando
se utilizé el grano con y sin coccidn previa. El grano de alpiste fue el que mostré un
mayor crecimiento micelial, sin embargo el micelio no fue tan fuerte comparado con el

de trigo siendo mas débil y menos denso.

De los granos utilizados, el de trigo es el mejor grano para la produccion de micelio de
P. eryngii, lo que concuerda con Stamets (1993), quién menciona que los mejores
cereales son: centeno, trigo, sorgo y mijo, sin embargo en este estudio el mijo no
parecié ser un buen elemento para el desarrollo del hongo, al igual que el grano de
alpiste por su debilidad en el desarrollo del micelio. A pesar de que estos granos tienen
alto contenido en carbohidratos y proteinas y el mijo particularmente es rico en fibra, la
falta de crecimiento o debilidad en el micelio se pudo haber debido a la cantidad de
agua, es decir, les falté mas tiempo de inmersion para poder absorber mayor humedad
y poder ablandar las paredes del grano para que el hongo pudiera penetrar con mayor
facilidad. Por otro lado el tiempo de coccion pudo también haber influido en que las
paredes de los granos no se debilitaran lo suficiente para permitir la entrada del micelio

y su posterior desarrollo (Suarez, 2010).

En cambio el grano de trigo parecidé haber absorbido la humedad necesaria, tener el

tiempo suficiente de coccidon mas el contenido de almidones de facil rompimiento, el
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contenido de lignina y celulosa, entre otros, permitieron un desarrollo favorable del

hongo.

Finalmente parece ser importante que el grano que se utilice se sumerja en agua
durante 24 horas para que pueda absorber la humedad necesaria, agregar la cantidad
suficiente de carbonato de calcio o sulfato de calcio (yeso) para conseguir un pH de 6.5
y evitar la aparicibn de agentes contaminantes y por Gltimo proporcionar el tiempo

adecuado de coccion en los granos.

Micelio terciario (substratos).

De los substratos probados, el rastrojo de chicharo (RC) fue el medio en el que se
obtuvo mayor velocidad de colonizacién por parte del micelio de P. eryngii con tan solo
ocho dias en la colonizacioén total, probablemente debido al contenido de proteinas de
6.1%, 1.6% de grasas, 33.1% de fibras y 5.4% de minerales (Stamets, 1993), por lo
gue este substrato sugiere una fuente importante de nutrientes para este hongo. Lo
anterior aunado a su significativo contenido de celulosa. Es importante resaltar que el
crecimiento micelial fue abundante y denso, lo que sugiere un micelio sano. Sin
embargo como menciona Oei (1991), hay que considerar que un rapido crecimiento
micelial no necesariamente corresponde a una mayor produccion de cuerpos fructiferos
porque los requerimientos nutritivos varian segun la etapa del cultivo, a pesar de esto el
rastrojo de chicharo tiene potencial para ser un substrato para el cultivo de esta
especie, teniendo como antecedente que ya que se ha utilizado para Pleurotus (Sohi et
al., 1989).

Respecto a la tasa de crecimiento, los substratos que siguieron en velocidad de
colonizacion, fueron el bagazo de algas y de tomate que permitieron la colonizacién del
hongo en once dias pero sufrieron contaminacion debido a su alta capacidad de
absorcion de agua, lo que sugiere que también afecto al crecimiento de P. eryngii en
dicho substrato, que fue débil, por lo que se considera que estos substratos pudieran

funcionar como suplemento con otro material.

En el caso especifico del bagazo de algas, se cree que el micelio superficial raquitico

presentado, no pudo desarrollarse de manera Optima, por la carencia de nutrientes ya
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gue en este residuo de algas no se encuentra el agar, elemento que es extraido por la
industria precisamente para la obtencién de agar-agar. Como residuo del proceso de
extraccion del agar, el bagazo representa entre el 60-70% del peso fresco de las algas
y se caracteriza por altos contenidos de fibra, proteina cruda y sales minerales (Bravo
et al., 1998), los cuales no parecieron ser nutrientes suficientes para el crecimiento del
hongo y si para hongos competidores como Aspergillus spp..

La fibra de coco, la fibra de yuca y la paja de trigo necesitaron de catorce dias para que
el hongo colonizara los substratos. La porosidad de la fibra de coco, parece tener
influencia en su capacidad de retencion de agua y en el facilitar una buena aireacion,
por otra parte este substrato contiene del 65-70% de lignina, del 20-30% de celulosa y
una relacién C/N 80:1. El analisis de DRX arrojé el contenido de celulosa alfa. No

obstante el micelio fue denso inicialmente y posteriormente superficial y escaso.

Este substrato presentd la formacion de primordios a los 35 dias de ser inoculados
(Figuras 38 y 39). La medula de la fibra de coco, es composteada y utilizada para el

cultivo de Pleurotus o Volvariella en la India (Theradi, 1992).

En el caso de la fibra de yuca, su estructura compuesta por pequefas fibrillas y poros
pudieran contribuir a la retencion de agua y aeracion como se indicé anteriormente
(Figura 45). El contenido de celulosa beta y almidon parece ser para el desarrollo de
esta especie, una fuente importante de carbohidratos. Por otra parte este sustrato
cuenta con un 6.6% de proteinas, 2.2% de grasas, 38.6% de fibra, y 6.9% de minerales
(Stamets, 1993), este mismo autor menciona que las plantas resistentes a las sequias
incluidas la yuca, el agave y el cactus son utiles como componentes de substratos para

hongos.

Ademas de esto, el extracto de la yuca por su alto contenido de saponinas es utilizada
para tratar trastornos antinflamatorios, dolor de cabeza, gonorrea, artritis y reumatismo
(Piacente et al., 2005). Es utlizada también en la industria de los alimentos,
medicamentos y cosméticos (Lopez, 2010) y particularmente se utiliza como aditivo
alimenticio para el ganado porque disminuye la concentracion de amoniaco en

rumiantes, mejora la ganancia de peso y la eficiencia alimenticia en los animales
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(Kawai et al., 2000). Ademas las sustancias de esta especie poseen la cualidad de ser
un antifingico natural por lo que en altas concentraciones no permite el desarrollo del
micelio (Castellon, 2003), pero a concentraciones medias de saponinas retardan, mas
no inhiben el desarrollo del micelio como lo comprob6 Diaz (2005) al utilizarlo como
substrato para el cultivo de P. ostreatus. Al igual que la fibra de coco, este substrato
present6 primordios (Figuras 37 y 40), pero a diferencia del substrato anterior el micelio

fue més denso y rizomorfico.

El contenido de 3.9% de proteina, 1.5% grasas, 36.9% de fibras, 8.3% de minerales
(Stamets, 1993) y 13% de lignina, 39% hemicelulosa, 40% celulosa (Poppe, 2005) en la
paja de trigo hacen que sea uno de los substratos mas utilizados para el cultivo de

hongos comestibles ya sea sola o combinada.

La ventaja de utilizar este substrato es su amplia disponibilidad a nivel mundial. En
México, el cultivo de trigo ocupa el 5% de superficie sembrada, por lo que se producen
4 millones 407,436 toneladas de rastrojo (Reyes-Muro, 2013). Baja California ocupa el
tercer lugar en produccion de trigo con un 14.3% (SIACON-SIAP, 2011 en Reyes-Muro,
2013). Stamets (1993) sefiala que la paja de trigo cuenta con un diametro de eje ideal
gue favorece selectivamente las células flamentosas de la mayoria de los hongos. Este
fue el unico material que se utiliz6 como substrato para la produccion de carpéforos en

este estudio.

Por dltimo, en el caso de la vid molida, no se ha encontrado una explicacién del por qué
el desarrollo micelial se inhibié, aun cuando en dos de diez réplicas se desarroll6 bien,
sin embargo en un momento se detuvo y en el resto de las réplicas no crecio, en la

literatura no se ha encontrado informacion que apoye esta observacion.

La cascarilla de algoddén es otro de los substratos con buenos resultados observados
en el presente estudio, cuenta con un 3.9% de proteina, 0.9 de grasas, 46.1% de fibra 'y
2.6% de minerales (Stamets, 1993). Resulta interesante que la literatura recomienda
que para el cultivo de P. eryngii en paja de trigo, se adicione de 5 a 10% de harina de
semilla de algodon para mejorar el rendimiento (Upadhyay y Vijay, 1991). Poppe (2005)

reporta que el residuo de algodon propicia una eficiencia biolégica de 56-86% para
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Pleurotus. Aunado a esto, el desarrollo y morfologia del micelio parece indicar que
puede considerarse un buen substrato para el cultivo de este hongo. La cascara de
semilla de algodon (Gossypium hirsitum), fue el mejor substrato para el cultivo de
Pleurotus sin ningun tratamiento térmico (Sun y Yu, 1989). El residuo del algodon

contiene cantidades variables (0.25 a 1.45%) de nitrégeno total (Chang-Ho y Ho, 1979).

Las caracteristicas morfolégicas de la cascarilla de algodon, observadas a través de
microscopia electronica de barrido, sefialan una superficie rugosa y la formacion de
unos hilillos, que a mayores aumentos de observacién, se aprecian como unas fibrillas
paralelamente dispuestas y algunas entretejidas (Figura 46), lo que podria influir en

darle una mayor superficie de colonizacién al hongo.

Por el contrario en la malta agotada, el substrato fue invadido por hongos
contaminantes que se cree fue por el exceso de humedad, lo que inhibi6 el crecimiento
de P. eryngii. El bagazo de cerveza se ha utilizado para el cultivo de esta especie por
Andrino et al., (2011), donde se mencionan las eficiencias biolégicas obtenidas mas

adelante.

Finalmente, el substrato agotado del cultivo de hongos comestibles, puede ser utilizado
como alimento para el ganado con ahorros significativos, ya que la fibra de la paja se
ha solubilizado ampliamente, por lo que es posible que los animales la consuman y la
aprovechen mas eficientemente, obteniendo resultados favorables como la ganancia de
peso en los animales (SAGARPA, 2007).

En paises como Espafa el residuo se utiliza como compostaje para producir
enmiendas organicas que puedan aplicarse al suelo como fuente de materia organica
(Moreno et al.,, 2014). De acuerdo con Rinker (2002), por las caracteristicas que
presentan estos substratos agotados, pueden ser utilizados en la biorremediacion de
suelos contaminados, de aire, de agua, etc. Y también pueden ser empleados como
substratos alternativos en cultivos ornamentales, hortalizas, semilleros, o como

substrato para el cultivo de otras especies de hongos.
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Eficiencia Bioldgica.

En este estudio se obtuvo una E.B de 65.56% y un rendimiento de 39.33% en paja de
trigo con un ciclo de 28 dias y dos cosechas, comparado con Gaitan-Hernandez (2005)
quien reporta una E.B de 57. 58% para la cepa 688 y 49.57% para la cepa 689 con un
rendimiento de 17.27 y 14.87 respectivamente utilizando como substrato paja de
cebada y polvo de madera de encino como suplemento, produciendo dos cosechas
dentro de 48 dias. Mientras que Andrino et al., (2011), reporta una E.B de 87.35% para
la cepa PLERPER vy un ciclo de 83 dias con dos cosechas, 77.48% de E.B para la cepa
PLERCOM Yy ciclo de 61 dias con una cosecha y 41.02% de E.B con un ciclo de 90
dias para la cepa PLERSE y dos cosechas, utilizando como substrato bagazo de
cerveza en frascos de vidrio para P. eryngii (Fries) Quélet. Villasefor-Ibarra et al.,
(1998), utilizaron bagazo de maguey tequilero (pasteurizado) obteniendo una E.B de
38%. Otro estudio realizado por Peng et al., (2000) para P. eryngii, reportan una E.B de
86.74% para la cepa Holland 150, utilizando aserrin suplementado con un 38% de
salvado de arroz en frascos de plastico durante 46 dias. Hassan et al., (2010), obtienen
eficiencias biolégicas de 45.71 a 65.22% utilizando bagazo de cafa de azlcar y
aserrin, pasando por paja de soya y paja de arroz. Kirbag y Akyuz (2008) consiguen
una E.B de 85.2% en paja de trigo y paja de mijo (1:1)+10% de salvado de arroz,
requiriendo de 54.8 dias y E.B similares a las de este estudio, se obtuvieron con paja
de trigo + 10% de salvado de arroz (42.2 dias) y paja de trigo y tallo de frijol (1:1)+20%
de salvado de arroz (48.6 dias). Otro estudio de estos autores reportan una E.B de
77.2% en paja de trigo y tallo de algoddén (1:1)+20% de salvado de arroz, con un
periodo de cosechas de 120 dias para Pleurotus eryngii (DC. ex Fr.) Quel. var. ferulae
Lanzi (Kirbag y Akyuz, 2008b). Akyuz y Yildiz (2008), logran una E.B de 93% en paja
de trigo y paja de soya (1:1)+ 5% de salvado de arroz para esta especie, con un
periodo de 100 dias y dos cosechas. Moreno et al., (2009), obtiene una E.B de 42.7%
en paja de trigo pasteurizada y 28% en paja de trigo cocida en un periodo de 60-70

dias.

Como se puede observar las diferencias de la E.B varian segun los tratamientos

utilizados, substratos utilizados, mezclas utilizadas, y la disponibilidad de los mismos
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segun la region. La E.B obtenida en este estudio se considera dentro de un rango
aceptable considerando las condiciones y sobre todos los dias de cosecha que en este
estudio fueron alrededor de 28 dias mientras que en otros estudios rondan desde los
48 hasta los 100 dias, aunque para esta especie Stamets (1993), cita 45 dias de ciclo
con 14 dias entre dos cosechas. No obstante, 250% de E.B es excepcional, un buen
productor debe operar dentro del rango de 75 a 125% de E.B (Stamets, 1993).

Cuerpos fructiferos.

De acuerdo a Hassan et al., (2010), reportan un promedio de peso de los cuerpos
fructiferos de 20-70 g, lo que difiere un poco con este estudio (35-130 g), obtienen un
didmetro del pileo de 4-9 cm, en este estudio (3.30-11 cm) lo que coincide con Stamets
(1993), una longitud del estipite de 3-8 cm, similar a lo de Stamets (1993) y diferente de
este estudio fue de 5-16 cm y un didmetro variado de 1.5 a 3 cm, en este estudio fue de
1.50-3.90 cm. Las caracteristicas del hongo en general concuerdan con lo reportado

por estos autores.

Modelo de simulacion.

Los resultados obtenidos en el modelo son muy generales, ya que las variables
ingresadas son las mas basicas y esenciales. Es posible alimentar el modelo con
variables mas técnicas, de tipo abidticas como la temperatura, el porcentaje de
humedad relativa, la cantidad y periodos de luz y obscuridad, la cantidad de CO,, el
tiempo y cortes de la bolsa, y variables bidticas como la incidencia de contaminantes,
plagas e insectos. También podrian integrarse variables de tipo econémico-financieras.
Las distintas corridas o simulaciones que se pueden realizar a través del programa
permiten visualizar y comprender lo que estd sucediendo con las variables que estan
siendo utilizadas. El modelo le permite al usuario elegir solo las variables con las que

desea trabajar ya sea para visualizarlas en graficas o tablas.

La plataforma del modelo permite interactuar con el usuario al hacer preguntas de tipo
¢ Qué pasa si.....7, es decir, si aumento la produccion, ¢hay mas contaminacion?, ¢en
gué momento se produce mas contaminacion? y asi poder incidir en la produccion y/o

tener mas cuidado en esa etapa del proceso.

68



Para desarrollar un modelo mas completo y cercano a la realidad, es importante llevar
a cabo o contar con una bitacora en donde se obtengan datos de varias cosechas para
obtener promedios, agregarlos y poder evaluar al modelo y saber qué tan acertado esté
de la realidad tal como lo sugiere Grant et al.,(2001).

Finalmente el uso del programa STELLA, se recomienda para este tipo de actividades
ya que permite desde el inicio conceptualizar el proceso, visualizar las entradas y
salidas del sistema asi como las variables que alimentan las distintas etapas y el

manejo de las interfaces resulta facil.

Identificacion molecular.

En el 2010, Ahmadi et al., desarrollaron un estudio sobre las relaciones filogenéticas y
de clasificacion, de las especies comestibles del grupo de los basidiomicetos.

Sin duda alguna, los andlisis moleculares demuestran que en realidad se ha trabajado
con cepas de P. eryngii, y que no se trata de alguna contaminacion que resultan ser
muy comunes en esta clase de trabajos. No obstante el alineamiento de secuencias
muestra valores similares con secuencias de P. eryngii var. ferulae, reportadas por
Huang et al.,(2013). Sin embargo este Ultimo taxdn, se caracteriza por presentar
basidiomas de mayor tamafio que la var. eryngii (Calonge, 2009), lo cual no concuerda
con las fructificaciones que se han obtenido de la cepa, por tal motivo se ha decidido

dejar esta especie como P. eryngii.
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5. CONCLUSIONES

El medio de cultivo idéneo para la produccion de micelio primario es agar de
dextrosa y papa (PDA) con una tasa de crecimiento de 16.21 mm y promedio de
2.32 mm/dia requiriendo de siete dias y agar extracto de malta (EMA) con una
tasa de crecimiento de 17.10 mm con promedio de 1.90 mm/dia.

El medio idoneo para la produccion de micelio secundario es el grano de trigo
con una velocidad de crecimiento de 38.75 mm y promedio de 6.46 mm/dia a
través del tratamiento con 24 h de inmersién en agua y cocciéon de 5-15 minutos.
Los substratos con mayor viabilidad biolégica para la produccion de P. eryngii
son el rastrojo de chicharo al completar su crecimiento en ocho dias, seguido
por la fibra de coco, la fibra de yuca y la paja de trigo al completar su desarrollo
a los 14 dias. Las dos fibras formaron primordios.

La paja de trigo registré una eficiencia biologica de 65.56% y un rendimiento de
39.33%.

Las técnicas de caracterizacion fisica que se aplicaron a todas las muestras
corroboran de que se trata de fibras naturales con alto contenido de celulosa. En
particular, la cascarilla de algodén y la fibra de coco contiene celulosa alfa,
mientras que la fibra de yuca contiene celulosa alfa y celulosa beta y también
mayor cantidad de almidon.

La pureza de la celulosa hallada en los substratos los convierte en potenciales
candidatos para ser utilizados en la fabricacion de peliculas con fines de
recubrimiento de alimentos por ejemplo, o en la fabricaciobn materiales
compuestos utilizados en la medicina. Esta investigacion abre posibilidades de
utilizacién de residuos agroindustriales de esta naturaleza.

El modelo de simulacion en el software STELLA permite visualizar de manera
conceptual las entradas y salidas del proceso de cultivo de hongos asi como las
variables que lo alimentan.

El modelo es perfectible para futuros usos segun las variables recomendadas.

El modelo puede ser una opcion para que los cultivadores de hongos
interesados proyecten y/o planifiguen sus esquemas de produccion y una

herramienta de capacitacion.
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6. RECOMENDACIONES

- Realizar experimentos a mayor escala utilizando como substrato la cascarilla de
algodon, la fibra de coco, la fibra de yuca y el rastrojo de chicharo.

- Tener especial cuidado con los bagazos ya que son mas propensos a la
contaminacion.

- Realizar combinaciones o mezclas de diferentes proporciones utilizando los
substratos de este estudio.

- Realizar un estudio de mercado para conocer la viabilidad del producto asi como
su posible oferta-demanda.

- Alimentar el modelo con variables técnicas y econdmicas y ajustar las ya

incluidas.
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