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Resumen

Se valord a las gloquidas de frutos de tuna como componente mejorador de sustrato para la
produccion de micelio de Pleurotus sp.; a través, de indicadores de colonizacién macroscopica y
caracterizacion del micelio a nivel estereoscopico. Se utilizaron gloquidas de tuna producida en
Nopaltepec, México. Micelio (F2) procedente de la coleccion de cepas del Instituto de Ecologia,
AC, se integré con mezclas en diferentes proporciones (% en peso) de granos de sorgo (S) y
gléquidas molidas (EM) o enteras (EE) de acuerdo con los siguientes tratamientos: testigo, 90S-
10EM, 80S-20EM, 70S-30EM, 90S-10EE, 80S-20EE y 70S-30EE. Las unidades experimentales
se incubaron a 25° C por 11 dias. El grado de invasion se evalué con base en: tipo de crecimiento,
textura, color, micelio aéreo y densidad; a través, de escala heddnica por variable. Los resultados
se procesaron con pruebas no paramétricas de analisis de medias y contrastes con un nivel de
confianza de 95%. Una colonizacion completa y homogénea con micelio de muy denso a denso se
aprecio en todos los tratamientos con gloquidas molidas o enteras, lo cual indicé que las
condiciones del fueron adecuadas para promover la ramificacion de hifas y biomasa. Los mejores
tratamientos en cuanto a crecimiento homogéneo y muy alta densidad correspondieron a las
mezclas 90S-10EM y 80S-20 EE. La textura y el color fueron significativamente buenas en el
tratamiento con mayor proporcién de gléquidas enteras (70S-30EE), en tanto que el tipo de
crecimiento y la presencia de micelio aéreo se favorecieron con la mayor proporcion de gléquidas
molidas (70S-30EM). Los resultados fueron concluyentes, las gldquidas son un excelente material
que puede ser utilizado para la produccion de micelio.
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Introduccion

La tuna Opuntia ficus indica es utilizada en la obtencion de una amplia variedad de productos.
Dentro del proceso de beneficiado de la tuna se produce gran cantidad de gléquidas como “ahuates’,
que de acuerdo con Ulloa-Leiton et al. (2021), por cada tonelada de tuna limpia se generan 65 kg
de ahuates, material carente de utilidad para los productores que, dado el dificil manejo, resistencia
a la degradacion natural, incluso a la quema, se desecha en bolsas pléasticas en los tiraderos,
generando un problema de contaminacion ambiental. Los estudios de este subproducto indican que
su resistencia a la descomposicion microbiana se debe a su alto contenido de celulosa (41.14%),
hemicelulosa (41.21%) y lignina (5.27%) en estado cristalizado (Ulloa-Leitén et al., 2021).

Algunos autores mencionan que este tipo de estructuras pueden debilitarse por accién de hongos
como Pleurotus ostreatus, ampliamente conocido por su capacidad de convertir desechos agricolas
lignocelulosicos en alimentos (Nieto y Chegwin, 2010). De hecho, la produccion de Pleurotus
ostreatus (hongos setas) se sustenta en aprovechar residuos agricolas lignoceluldsicos como
sustrato para producir alimento de alta calidad proteica valorada entre 17 y 25% dependiendo de
las caracteristicas del sustrato (Garcia-Oduardo et al., 2011; Rodriguez et al., 2021).

La propagacion y cultivo de Pleurotus sp., requiere de un inoculo desarrollado principalmente en
granos de cereales. Entre los sustratos mas utilizados para la obtencion de micelio destacan granos
de sorgo, trigo, mijo, maiz y cebada, los cuales presentan contenidos de celulosa entre 23% y 35%,
hemicelulosa de 26% a 67% Yy lignina entre 0.1% y 21% (Wilson y Godifio, 2000; Chuck-
Hernandez et al., 2011). Este sustrato debe suministrar carbono (a partir de celulosa, hemicelulosa
y lignina), nitrdgeno y compuestos inorgdnicos como fuentes nutritivas, un tamafio de particula
que permita el manejo adecuado de la humedad y el oxigeno (Rios et al., 2010). Estas ultimas
condiciones podrian ser cubiertas con las gloquidas de tuna, debido a que su conformacién y
tamafo puede generar mayor superficie de contacto, cualidad indispensable para el desarrollo del
inéculo primario (Jennings y Lysek, 1999; Harris, 2008).

De acuerdo con Suarez-Arango (2010) cuando el sustrato proporciona las condiciones adecuadas,
el micelio se desarrolla de forma densa homogénea y en poco tiempo (aproximadamente dos
semanas), color blanco, de textura algodonosa, densidad regular con presencia de hifas aéreas. A
detalle microscopico, las hifas estan muy ramificadas, con paredes generalmente delgadas y
presencia de fibulas (Pérez-Roldan, 2006). Con base en lo anterior la presente investigacion tuvo
como objetivo a) valorar las gléquidas de tuna como componente mejorador de sustrato para la
produccién de micelio de Pleurotus sp.; a través, de indicadores de colonizacion macroscopica y
caracteristicas del micelio a nivel estereoscdpico. Esta investigacion contribuye a generar valor
agregado a un subproducto del sistema de produccidn tunero que en la actualidad, constituye un
desecho de dificil manejo con impacto ambiental negativo en las zonas de cultivo.

Materiales y métodos
Caracteristicas de las gloquidas
Se utilizaron gloquidas de tuna obtenidas de la produccién del poblado de San Felipe Teotitlan,
Nopaltepec, Estado de México. De acuerdo con Ulloa-Leiton et al. (2021), las gléquidas contienen

41% (%0.2) de celulosa, 41% (+0.2) de hemicelulosa y 5.27% (+0.2) de lignina, miden 1 667 pm
(+292) de largo y 67.3 um (+9.56) de diametro, con densidad de 0.1574 g mlI™,
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El micelio (F2) de la coleccion de cepas del Instituto de Ecologia, AC (INECOL), se sembré en
mezclas de granos de sorgo (S) y gloquidas molidas (EM) o enteras (EE), de acuerdo con los
tratamientos indicados en el Cuadro 1. Previo a la preparacion de los tratamientos, se limpio el
material, retirando las basuras grandes. El sorgo se lavd con agua corriente por inmersion, para
eliminar impurezas y granos rotos, se escurrio y seco durante 12 h extendiendo el material sobre
papel absorbente. Posteriormente, se prepararon los tratamientos indicados.

Cuadro 1. Proporciones en peso de los materiales utilizados en la preparacién del sustrato por
tratamiento.

Tratamiento Sorgo (%) Gléquidas molidas (%) Gloquidas enteras (%)
Testigo 100 0 0
90S-10EM 90 10
80S-20EM 80 20 0
70S-30EM 70 30 0
Testigo 50 0 0
90S-10EE 40 0 10
80S-20EE 30 0 20
70S-30EE 20 0 30

S=sorgo; EM= gloquida molida; EE= gléquida entera.

Las muestras de cada unidad experimental se colocaron en frascos con capacidad de 200 y 450 ml
para gloquida molida y entera, respectivamente. Una vez realizadas las mezclas, se registraron los
pesos secos de cada unidad experimental, se taparon y homogeneizaron. Posteriormente, se les
adiciond hasta saturacion una solucion alcalina compuesta por hidréxido de calcio comercial
Ca(OH); al 1.8% y bicarbonato de sodio comercial (NaHCO3) al 1%, permaneciendo por 12 h en
esta condicién aquéllas con gléquida molida y por 24 h las de gléquida entera, dado que ésta lleva
mas tiempo para su hidratacion (Figura 1).

Figura 1. Unidad experimental, a) pesado; b) homogeneizado; c) saturacion con solucion alcalina; y
d) tiempo de reposo.

993



Rev. Mex. Cienc. Agric. vol.13 nim. 6 14 de agosto - 27 de septiembre, 2022

Una vez concluida la hidratacion, las muestras se filtraron en cedazo de organza, se pesaron y
colocaron nuevamente en su frasco (previamente lavado con jabdn), finalmente, se les coloc6 una
tapa de papel aluminio (Figura 2).

Figura 2. a) filtrado de muestras; y b) muestra filtrada.

Las unidades se esterilizaron en olla de presién a 20 libras durante 20 min, se enfriaron a
temperatura ambiente y se inocularon con 3 g del micelio de Pleurotus sp., en campana de flujo
laminar. Se incubaron a 25 °C por 11 dias, tiempo en el cual alcanzaron 100% de colonizacion. En
este periodo, cada tres dias se homogeneizaban las muestras (Figura 3). Previo a la siembra del
micelio, se registré el peso en himedo de cada unidad experimental para valorar este pardmetro en
la mezcla de sustrato.

Figura 3. a, b) muestras en incubacion; y c, d) muestras colonlzadas

Variables evaluadas

El grado de invasion del micelio se evalud con base en: tipo de crecimiento, textura, color, micelio
aéreo y densidad, para lo cual se construy6 una escala heddnica por variable (Cuadro 2), de acuerdo

con la propuesta por (Rodriguez-Macias, 1996) modificada para los fines de este experimento
(Figura 4).
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Cuadro 2. Pardametros de escala hedonica.

Densidad (patron de

Tipo de crecimiento  Textura Color Micelio aéreo desarrollo)
1= homogéneo 1= algodonosa 1= blanco 1=regular 1=muy alta
2= irregular 2= abortada 2= blanquecino 2= escaso 2= alta
3=ralo 3= venosa 3= amarillento 3= ausente 3= mediana
4= con anillos 4= aterciopelada 4= baja

5= cerosa

Figura 4. Parametros evaluados. a) tipo de crecimiento; b) textura; c) color; d) micelio aéreo; y e)
densidad del micelio.

Desde el punto de vista del crecimiento ideal del micelio de Pleurotus en los sustratos, en la
valoracién del parametro tipo de crecimiento, éste debe tender a la homogeneidad, la textura debe
ser algodonosa; el color preferentemente blanco, con presencia de micelio aéreo y densidad alta a
muy alta.
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Con el objetivo de confirmar que el micelio se desarroll6 en las gléquidas de tuna en las diferentes
mezclas, se tomaron muestras de los mejores tratamientos y se realizaron observaciones en
estereoscopio. Las variables evaluadas se procesaron con pruebas no paramétricas de anélisis de
medias y contrastes en el paquete Estadistico Statistical Analysis Software (SAS) con numero de
licencia 70074773 con un nivel de confianza de 95%.

Resultados y discusién
Grado de invasion del micelio

El andlisis de varianza de las caracteristicas evaluadas con escala heddnica indicé que al menos
dos tratamientos fueron significativamente distintos en cada una de las variables (Cuadro 3).

Cuadro 3. Comparacion de medias de los parametros de grado de invasion evaluados obtenidos
por escala hedonica.

Tratamiento  Tipo de crecimiento  Textura Color Micelio aéreo  Densidad
Testigol 3la 25.75 ab 15.75 cd 20.33 bc 30.33a
90S10EM 155b 3342a 24.67 abc 8.83d 10.58 ¢
80S-20EM 23.83 ab 20.75 bc 30.17 ab 13.17 cd 19.17 abc
70S-30EM 15.33b 25ab 3158 a 14.5 cd 26.92 a
90S-10EE 28.18 a 21.67abc  20.83 abc 34.33a 25.83 a
80S-20EE 13.18 b 11.83¢ 8.17d 28.17 ab 13.08 bc
70S-30EE 23.5ab 12.08 ¢ 19.33 bcd 31.17a 24.58 ab
Pr>F 0.036" 0.0109" 0.0033™ <0.0001™ 0.0204"
DMS 12.39 12.14 11.65 9.75 12.48

S= sorgo; EM= gloquida molida; EE= gloquida entera; DMS= diferencia minima significativa letras diferentes en la
misma columna indican diferencia significativa con un nivel de confianza de 95%.

Con base en las variables evaluadas, a los 11 dias de inoculacion de los sustratos con Pleurotus sp.,
los tratamientos 90S-10EM y 80S-20EE presentaron caracteristicas ideales esperadas en el
desarrollo del micelio y superiores al testigo. El tratamiento 90S-10EM presentd crecimiento
homogéneo, textura aterciopelada, color amarillento, micelio aéreo presente y muy alta densidad,
en 80S-20EE el crecimiento fue homogéneo, textura algodonosa, color blanco y muy alta densidad,
aunque sin presencia de micelio aéreo (Figura 5).

Los tratamientos restantes en gloquida molida (EM) y entera (EE), alcanzaron la colonizacién
completa y homogénea a los 11 dias, obteniendo una calidad cercana a la ideal en atributos como
tipo de crecimiento, textura y densidad, incluso mejor que el testigo (Figura 5). Cuando las
condiciones nutricionales del sustrato son favorables, se beneficia la ramificacion de las hifas, asi
como la cantidad de biomasa producida (Prosser y Tough, 1991; Arana-Gabriel et al., 2014), en
consecuencia, los resultados del experimento muestran que las gloquidas molidas contribuyen a
mejorar las condiciones del sustrato tradicional para el desarrollo del micelio de Pleurotus. Si bien
las mejores mezclas fueron las antes sefialadas, de forma cualitativa, en los seis tratamientos con
gléquidas molidas o enteras, se aprecié una colonizacion completa y homogénea con micelio de
muy denso a denso.
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Figura 5. Grado de colonizacion del micelio a los 11 dias de incubacidn. a) testigo; b) 90S-10EM; c)
80S-20EM; y d) 70S-30EM.

La textura del micelio fue de algodonosa a aterciopelada, que de acuerdo con LoOpez-Ramirez
(2014) este tipo de textura se alcanza cuando las hifas estan bien ramificadas y compactas. El color
del micelio fue de amarillento a blanquecino, el color amarillento puede deberse a que algunas
gléquidas se adhieren a las paredes del frasco y evidencian la pigmentacion de estas estructuras, ya
que al hidratarse desprenden colores que van del amarillo a rosa intenso (Figura 6).

Figura 6. Comparacion de color, a) testigo; y b) 70S-30EM.

El parametro micelio aéreo es importante pues de acuerdo con Rahardjo et al. (2002) su presencia
es indicativa de una favorable difusién de oxigeno para el proceso respiratorio del hongo. En este
sentido, todos los tratamientos con EM al igual que el testigo, facilitaron este tipo crecimiento y en
particular la mezcla 90S-10EM. En cambio, con EE su presencia fue menor y no se reflejo en la
comparacion de medias.

Todas las caracteristicas morfoldgicas del micelio valoradas en este estudio concuerdan con las
reportadas por Gaitan-Hernandez (2005) quien indica que el micelio debe ser blanco, algodonoso
y con una densidad regular, asi como lo expuesto por Bermldez-Savon et al. (2007) al describir a
las colonias como blancas, algodonosas de regular densidad y micelio aéreo presente.

Asimismo, Suarez-Arango y Holguin-Hernandez (2011) lograron un desarrollo homogéneo, denso,

blanco y con crecimiento abundante en dos semanas de incubacién en grano de trigo. Para
Flammulina mexicana y Lyophyllum aff. Shimeji también se reportan desarrollos de micelio denso,
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con porcentaje de colonizacion de 98.3% a los 20 dias de inoculacion en granos de trigo (Arana-
Gabriel et al., 2014). Desde el punto de vista del productor de setas, un micelio homogéneo y con
alta densidad refleja que tiene el suficiente vigor para obtener una cosecha rapida y abundante.

Al igual que en la seleccion de semilla para los cultivos agricolas, el productor se asegura que la
‘semilla’ a utilizar sea la adecuada y la reconoce como adecuada cuando la estructura del micelio
es abundantemente algodonosa y compacta (Lopez-Ramirez, 2014), esta apreciacion del productor
es acertada ya que es un indicador de que existe mayor cantidad de micelio.

La prueba de contrastes con lo observado en el Cuadro 4, en el C1, muestra que el tratamiento 90S-
10EM presentd las mejores caracteristicas de desarrollo del micelio, pues existen diferencias
altamente significativas en tres de cinco variables evaluadas. Con este contrate se confirma el
resultado obtenido en la prueba de medias. Para el caso de 70S-30EE (C3), también resulto
altamente significativo en cuanto a textura, color y micelio aéreo. El contraste que compara a todos
los tratamientos que contienen gléquidas molidas vs gléquida entera, muestra que cuando la mezcla
contiene EM, el desarrollo del micelio se ve muy favorecido a través de las variables cualitativas
tipo de crecimiento, micelio aéreo y densidad, en tanto que con EE destaca en textura y color. Estos
resultados son concluyentes de que las gléquidas son un excelente material que puede ser utilizado
para la produccion de micelio en cualquiera de las dos formas de manejo, la eleccion dependera de
lo que resulte més préactico para el productor.

Cuadro 4. Prueba de contrastes de los parametros para valorar grado de invasion del micelio de
Pleurotus sp.

Tratamientos Tipo de crecimiento Textura  Color Micelio aéreo Densidad
90S-10EM vs 90S-10EE 0.0454™ 0.0573 0.5085  <0.0001™  0.018™
Cl:u2-pub5 -12.68 11.75 3.84 -25.5 -15.25
80S-20EM vs 80S-20EE 0.0893 0.1448 0.0005™  0.0036™ 0.329
C2: u3-pb 10.65 8.92 22 -15 6.09
70S-30EM vs 70S-30EE 0.1896 0.0377"" 0.0398™ 0.0014 0.7065
C3: pd - u7 -8.17 12.92 1225 -16.67 2.34
EM vs EE 0.3429 0.0026™ 0.0005™ <0.0001™  0.5251
C4: p2+ p3+ pd- p5- p6- u7 -10.2 33.59 38.09 -57.17 -6.82
Testigo vs T2-T4 EM 0.0148™ 0.8966 0.0085™ 0.0447 0.0288™
C5:3ul - u2-u3-p4 38.34 -1.92 -39.17 24.49 34.32
Testigo vs T5-T7 EE 0.0679 0.0375"  0.939 0.0088™ 0.0763
C6: 3ul - u5-p6-p7 28.14 31.67 -1.08 -32.68 27.5

= significancia al 0.05; ™= significancia al 0.01. El signo de las medias abajo de la significancia indica la mejor
respuesta del contraste. Signo negativo mejor respuesta en EM y signo positivo mejor respuesta en EE.

Contenido de humedad del sustrato

La humedad del sustrato es un factor critico para el desarrollo 6ptimo del micelio, este parametro
promedio en la mezcla con EM al 10% fue de 39.7 (£1.5%), para 20% de 46.3% 2.2 (H) y en la
de 30% de 50.9% 1.1 (H), en tanto que la del sorgo fue de 33.7% %0.4 (H). Para las mezclas con
EE al 10% H fue de 47.2 £2.2%, para 20% de 55.1 +3.8 (H) y en 30% de 62.3 +1.9 (H). De acuerdo
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con Sanchez y Royse (2001), contenidos de humedad inferiores a 50% no son adecuados y mayores
a 80% tienen un efecto negativo en el crecimiento de Pleurotus sp. Garzon-Gémez y Cuervo-
Andrade (2008) sefialan que el contenido 6ptimo de humedad depende de la especie de hongo y
del sustrato seleccionado, ya que cada sustrato posee caracteristicas particulares de capacidad de
retencion de agua, por tanto, la humedad Optima en cada sustrato estard condicionada por esta
caracteristica. Con base en estos referentes, los resultados obtenidos en las mezclas ensayadas en
la presente investigacion indicaron que las gloquidas favorecen la retencion de humedad del
sustrato dentro de las condiciones optimas para el desarrollo del micelio.

Observaciones estereoscopicas del micelio en el sustrato

Las observaciones del desarrollo del micelio en las mezclas con mayor proporcion de EM y EE
muestran, por una parte, que las gloéquidas tienden a adherirse a los granos de sorgo (Figura 7a 'y
7b) debido a la presencia de barbas retrorsas, por otra parte, también se aprecia que las gléquidas
se agrupan formando agregados granulares (Figura 7b).

Figura 7. a) gléquidas adheridas al grano de sorgo invadido con micelio; y b) granulo de gléquidas
enteras colonizado por Pleurotus sp.

Estas imagenes evidencian que el micelio se desarrollé envolviendo a las gloquidas y esta invasion
es favorecida por los espacios intra y entre granulos (Figura 8a y 8b) derivados de la conformacion
de agregados por las estructuras, que favorecen la aireacion y la retencion apropiada de humedad.

Figura 8. a) granulo de gléquidas molidas invadidas por micelio; y b) invasion del micelio dentro del
granulo de gléquidas.
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De acuerdo con Harris (2008), el tamafio de particula del sustrato es determinante para el desarrollo
del micelio, con ventajas en el grado de colonizacion cuando se usan materiales que aumenten la
superficie de contacto. Por tanto, puede concluirse que las gléquidas mezcladas con granos de sorgo
funcionan como mejorador del sustrato para la produccién de la ‘semilla’ de setas.

Por otra parte, un aspecto importante de la invasion del micelio a las gloquidas, fue el comprobar
que las hifas lograron romper su organizacion cristalina. La Figura 9 muestra que la estructura
originalmente sélida y rigida (Figura 9a), fue fracturada por el ataque de las hifas (Figura 9b),
puesto que se pueden apreciar espacios entre las microfibrillas de celulosa y hemicelulosa que
componen a la estructura de la gléquida.

0KV X600  S0um CP.UME 3 i

Figura 9. a) estructura de gléquida previo al proceso de invasién; y b) estructura de gléquida después
del proceso de invasion de Pleurotus sp., 4x.

Pleurotus sp., corresponde al grupo de hongos basidiomicetos tipificado como ‘de la pudricién
blanca’, que provocan un reblandecimiento de los tejidos organicos acompariado de una pérdida
significativa de peso. De acuerdo con Salmones (2005), esta pudricion se caracteriza por una
preferencia de la lignina de la fraccion lignocelulosa, lo que conduce a la formacion de cavidades
microscopicas dentro de la fibra organicay a veces, produce una decoloracion y un patrén de grietas
similares a la pudricion oscura. Lucas et al. (2001) mencionan que los hongos de la pudricién
blanca al degradar los diferentes polimeros lignocelulésicos de la madera la transforman en un
material de aspecto esponjoso Yy fibroso.

Segun Deacon (2013) los basidiomicetos pueden logar la degradacion total de la lignina en forma
simultanea; es decir, se degradan mas o menos de manera sincrénica y en la misma proporcion la
celulosa, hemicelulosa y lignina o pudricion selectiva, donde la lignina la degradan mas
rapidamente al inicio del proceso de pudricion (Blanchette, 1984). Se considera que las especies
de Pleurotus pertenecen al tipo de la pudricion blanca selectiva (Lucas et al., 2001). Esto explicaria
la presencia de los espacios interfibrilares mostrados en la (Figura 9b).

Conclusiones

Los resultados de la presente investigacion indicaron que las gléquidas como subproducto del
beneficiado de la tuna, ya sea en forma molida o entera, puede ser utilizado como mejorador de
sustrato para la produccion de micelio de Pleurotus sp., su mezcla con el sustrato tradicional para
tales fines contribuyé a aumentar la precocidad de invasion, promover una colonizacién completa
y homogénea, con micelio muy denso de textura algodonosa. Las observaciones estereoscopicas
mostraron que las hifas rompen la estructura cristalina de las gloquidas.
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