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Resumen

La produccién de in6culo es un proceso que requiere de su optimizacion, ya que, en gran parte
depende generar una mayor eficiencia biologica en el cultivo de hongos, reducir los costos
econdmicos, asi como problemas de contaminacion y tiempo en los ciclos de cultivo. En la presente
investigacion, durante el afio 2016, se evalud la colonizacion de cuatro sustratos (rastrojo de maiz,
aserrin de Quercus sp., aserrin de Senecio cinerarioides y rastrojo de maiz en combinacién con
aserrin de S. cinerarioides) con indculo liquido y sélido de F. mexicana (cepas IE 974, IE 984, IE
985, IE 986). Como resultados se obtuvo que la velocidad de colonizacion de los diferentes
sustratos vario entre las cuatro cepas (p< 0.0001). Los sustratos con inoculo solido presentaron
velocidades de crecimiento menores respecto al inéculo liquido, los sustratos con indculo liquido
fueron colonizados en un periodo de 17 dias y con indculo so6lido tardaron 50 dias y en algunos
casos hubo partes que no fueron colonizadas; lo cual también estuvo relacionado con el sustrato
utilizado, presentando una interaccion (p< 0.0001) entre el tipo de indculo y el sustrato que afecta
la velocidad de crecimiento. La incorporacion de indculo liquido en el cultivo de hongos permite
aumentar la densidad y velocidad de crecimiento miceliar, asi como la aparicion temprana de
primordios, lo que contribuye a reducir el tiempo en el ciclo de cultivo.
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Introduccion

El género Flammulina ocupa el quinto lugar entre los hongos comestibles cultivados a nivel
mundial. Las especies cultivadas de este género de las que hasta el momento se tiene reporte son
F. velutipes con una produccion de 300 000 toneladas por afio (Psurtseva, 2005), F. populicola
cultivada en Estados Unidos de América y Canada (Stamets, 2000, 2005; Tradd, 2014) y F.
mexicana (Arana-Gabriel, 2018), esta Ultima se encuentra en fase experimental; sin embargo,
podria significar una importante alternativa en la diversificacion de especies cultivadas en México.

Flammulina velutipes es una especie cosmopolita, tolerante a temperaturas menores de 18 °C, es
conocida como enokitake, enoki, hongo de invierno o seta de aguja de oro en paises como China,
Japon, Siberia, Estados Unidos de América, Australia y Taiwan. En Asia es un hongo altamente
apreciado por sus propiedades medicinales y alto valor nutricional; ademas, se considera como un
producto de calidad gourmet (Chang y Miles, 2004; Sharma et al., 2008; Hasan et al., 2012).

En México, F. velutipes es comercializada Unicamente en supermercados, principalmente en la
region central del pais (Mayett y Martinez-Carrera, 2010). Por otra parte, Flammulina mexicana,
es una especie silvestre endémica de México que se desarrolla sobre tallos y ramas de la jara
(Senecio cinerarioides) en las zonas de bosque de Pinus y Abies del centro de México a altitudes
superiores de 2 700 m y a una temperatura media menor a 18 °C (Redhead et al., 2000; Franco et
al., 2012; Arana-Gabriel et al., 2014). Suele extraerse para autoconsumo y se encuentra dentro de
las 20 especies de hongos de mayor importancia cultural en algunas localidades del Nevado de
Toluca, México (Franco et al., 2012; San Roman, 2014; De la Garza, 2017).

En fechas recientes se ha venido desarrollando el cultivo a nivel experimental de F. mexicana sobre
diversos sustratos como la jara (S. cinerarioides), rastrojo de maiz (Zea mays) y aserrin de encino
(Quercus sp.) (Arana-Gabriel, 2018). El proceso de cultivo de los hongos involucra diferentes
fases; la preparacion del sustrato, preparacion de indculo, inoculacion de sustratos e induccién de
cuerpos fructiferos. La ejecucién adecuada y secuencia de cada una de dichas fases, al final del
proceso representa una produccion exitosa o no de cuerpos fructiferos. Una de las etapas en la que
se debe de tener especial cuidado es la preparacién de indculo, ya que este incide directamente en
el tiempo de colonizacion, la densidad del micelio y eficiencia bioldgica (Kawai et al., 1996;
Rosado et al., 2002; Abdullah et al., 2013).

La produccién de indculo es un proceso que se basa, principalmente, en la fermentacion sélida en
granos de gramineas como trigo, sorgo, cebada y mijo. A escala industrial, este proceso es costoso
dado el uso de equipo de esterilizacion e incubacion y materiales como tipo de grano utilizado y
suplementos (Rosado et al., 2002). Una alternativa para disminuir los costos de produccion que
implica el inoculo sélido es la sustitucion de indculo solido por inoculo liquido. El uso de indculo
liquido permite una distribucion uniforme del micelio en el sustrato, en periodos cortos de tiempo,
lo que ademas reduce problemas de contaminacion (Frieal y McLoughlin, 2000; Abdullah et al.,
2013; Ma et al., 2016).

Algunas especies de hongos en las que se han realizado trabajos de produccion de indculo liquido

son Pleurotus spp. (Rosado et al., 2002; Silveira et al., 2008; Abdullah et al., 2013), Agaricus
bisporus (Frieal y McLoughlin, 2000), F. velutipes (Hassan et al., 2012), Sparassis latifolia (Ma
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et al., 2016) y Lentinula edodes (Kawai et al., 1996) ya que la mayor parte de investigaciones de
produccion de biomasa en fermentacion sumergida son para la produccion de metabolitos
secundarios y polisacaridos (Petre et al., 2010; Elisashvili, 2010).

Ante las ventajas de utilizar inoculo liquido y de que la especie, cepa y tipo de sustrato afecta la
velocidad de colonizacion miceliar de los sustratos; el objetivo de la presente investigacion fue
comparar la eficiencia en la colonizacion de sustratos entre indculo liquido y sélido de cuatro cepas
de F. mexicana, especie que ha mostrado tener potencial de cultivo comercial.

Materiales y métodos

Material biologico

Se utilizaron cuatro cepas de F. mexicana: IE 974, IE 984, IE 985, IE 986 del Cepario del Instituto
de Ecologia (INECOL) de Xalapa, Veracruz, México; las cuales fueron obtenidas previamente; a
partir, de cuerpos fructiferos de la region de alta montafia del Nevado de Toluca en el centro de
México (Arana-Gabriel et al., 2014; Arana-Gabriel., 2017). Las cepas fueron reaisladas en medio
de agar croquetas (AC) (15 g de agar, 15 g de croquetas para perro Ganador®, 2 g de extracto de
levadura, 1 g de peptona de gelatina en un litro de agua destilada) (Stamets, 2000; Arana-Gabriel
et al., 2014) a 18 °C y caracterizadas con forme a Cruz-Ulloa (1995) y la clave de color ‘codigos
de colores HTML’ (html-color-codes.info/).

Produccién de in6culo s6lido

Se prepard indculo primario y secundario con granos de trigo. Para preparar el indculo primario,
los granos de trigo se limpiaron, lavaron e hidrataron por 24 h, posteriormente se hirvieron durante
10 min. Una vez escurridos y con una humedad de 70%, se prepararon 5 frascos con 200 g de
granos por cada una de las cuatro cepas utilizadas, a las cuales se les adicioné cal [Ca(OH)2] (0.7
g de cal por frasco) dejando el pH del trigo en 8.5, posteriormente se sometieron a esterilizacién
en autoclave a 121 °C/15 Ib de presién durante una hora (Guzman et al., 2013). Una vez enfriados
los frascos con trigo, se inocularon con tres fragmentos de 1 cm? de micelio de las cuatro cepas.
Para el in6culo secundario, el trigo fue sometido al procedimiento anteriormente descrito, pero
ahora se inocul6 el grano con 5% del in6culo primario. Todos los tratamientos fueron incubados
en obscuridad a 18 °C hasta que el micelio invadiera al 100% los granos de trigo para poder inocular
los diferentes sustratos.

Produccion de in6culo liquido y caracterizacion miceliar

El indculo liquido se preparé utilizando croguetas adicionadas con peptona y levadura (C-PL) (15
g de agar agar, 15 g de croquetas para perro Ganador®, 2 g de extracto de levadura, 1 g de peptona
de gelatina en un litro de agua destilada) (Stamets, 2000; Arana-Gabriel et al., 2014). El medio se
esterilizé en autoclave a 121 °C/15 Ib de presion durante quince minutos y se le agrego6 0.05 g de
Cloranfenicol (Slgma®) como antibiético.
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Se prepararon muestras de 100 ml de medio de cultivo (C-PL) en matraces Erlenmeyer de 250 ml
con cinco réplicas. Los medios se inocularon con 0.5 cm de diametro de cada cepa y se incubaron
en obscuridad durante 20 dias a 18 °C y 120 rpm en bafio de agua con agitacion PolyScience®.

Concluido el periodo de incubacion, se midio el pH del medio y se caracterizd la biomasa tanto
morfolégicamente (forma y tamafio) como microscOpicamente para tener reporte del
comportamiento miceliar bajo condiciones de agitacién. El color del micelio se report6 con la clave
de color ‘cédigos de colores HTML’ (html-color-codes.info/). Para la caracterizacion
microscopica, se tomaron pequefias muestras de micelio con las que se hicieron preparaciones
temporales con rojo Congo al 10%, lo que permitio observar la presencia de fibulas y descartar que
el micelio producido estuviera contaminado. Asimismo, se midié el diametro de las hifas a 100x
(20 hifas por tratamiento) con la ayuda del programa Motic digital Microscope DMB3-223 (Motic
China Group Co., Ltd., 2001-2004).

Posteriormente se filtro la biomasa, se lavo con agua destilada estéril para evitar que el medio de
cultivo fuera un factor en la colonizacién de los sustratos y se homogeniz6 en un procesador de
alimentos Magic Bullet Deluxe® durante 10 s con 100 ml de agua destilada estéril (modificado de
Stamets, 2000). De igual manera se cuantificd la biomasa seca; después del periodo de incubacion,
la biomasa se filtrd, se lavo con agua destilada estéril y se puso a secar en estufa a 80 °C por 24 h
para su posterior pesado.

Evaluacién del crecimiento miceliar en diferentes sustratos

Para determinar la eficiencia del inéculo liquido y sélido con las diferentes cepas y sustratos
respecto al tiempo de colonizacion, densidad de micelio y porcentaje de contaminacién, se
utilizaron cuatro diferentes formulaciones para los sustratos: 1) aserrin de encino (Quercus sp.)
100% (AQ); 2) aserrin de jara (S. cinerarioides) 100% (ASC), 3) rastrojo de maiz (Zea mays) con
aserrin de S. cinerarioides 50:50 (ASC+RM); y 4) rastrojo de maiz 100% (RM) (Arana-Gabriel,
2018). Las diferentes combinaciones de sustrato se hidrataron al 70% (por cada kilogramo de
sustrato se agregd 1.4 | de agua) y se les adiciond 0.1% de cal [Ca (OH)2] y 0.1% de yeso (CaSOa).
La mezcla debidamente homogenizada se coloc6 en tubos de ensayo (2.5 x 15 cm) a 12 cm del
volumen del tubo (Carrefio-Ruiz et al., 2014) a partir de su base (equivalente a 20 g de peso
himedo). Se prepararon cinco tubos por tratamiento con un analisis factorial de: 4 x 4 x 2 x5 (4
cepas X 4 sustratos x 2 tipos de indculo x 5 réplicas).

Los tubos de ensayo con el sustrato se esterilizaron durante una hora a 121 °C y 15 |b de
presion; posteriormente se inocularon con 5% (peso humedo del sustrato) de in6culo
secundario o 1 ml de indculo liquido; se taparon con algodon estéril para permitir el
intercambio gaseoso y se llevaron a incubacion a 18 °C en condiciones de oscuridad hasta que
el micelio invadié por completo los diferentes sustratos; realizando observaciones cada tercer
dia para monitorear el crecimiento miceliar. La velocidad de crecimiento (VC) en los diferentes
sustratos se calculé dividiendo la longitud de sustrato (12 cm que tenian los sustratos en los
tubos) entre el numero de dias que tardd el micelio en invadirlo (modificado de Huerta et al.,
2009). Una vez que el sustrato fue cubierto por el micelio, la densidad de este se clasificd
visualmente de acuerdo con Shrestha et al. (2006), (-)= extremadamente escaso, (+)= escaso,
(++)= moderado, (+++)= abundante.
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Anadlisis estadistico

El andlisis estadistico se realizd con el programa Statgraphics® Centurion XVI (Statpoint
Technologies, Inc., 2009), los datos de velocidad de crecimiento miceliar se sometieron a un
analisis de varianza (Anova) para determinar si habia o no diferencias entre cepas, sustratos y
tipo de indéculo (sélido y liquido) y un anélisis multivariado de varianza (Manova) para
determinar si habia interaccion entre los sustratos y el tipo de indculo que afectara la velocidad
de crecimiento. Las diferencias significativas se determinaron con una prueba de rangos
maltiples de Tukey (p< 0.05).

Obtencidn de cuerpos fructiferos

Una vez que todos los tratamientos presentaron 100% de colonizacién, se estimulé la produccion
de los cuerpos fructiferos, trasladando los tubos de ensayo a un cuarto con luz (100 lux), se les
colocé algodon humedo con agua destilada estéril en la parte superior del sustrato, el algodon se
mantuvo humedo y fue retirado al observar la apariciéon de primordios; a partir, de ese momento,
se aplicaron dos riegos de agua por dia.

Resultados y discusion
Material bioldgico

Las cepas reaisladas IE 974 y IE 986 en medio AC tardaron 14 dias en invadir la caja Petri de 9 cm
y las cepas IE 984 y IE 985 lo hicieron en 16 dias. Las cuatro cepas desarrollaron un crecimiento
uniforme, aéreo de color blanco (#FFFFFF), con textura algodonosa, margen fimbrado y sin
presencia de exudados. Microscdpicamente, las hifas fueron lisas, ramificadas, septadas y con
abundantes fibulas.

Produccién de in6culo sélido

Para la produccion de inéculo primario, las semillas de trigo tardaron 20 dias en presentar una
colonizacién miceliar abundante (+++) de 100%. Con indculo secundario el tiempo de
colonizacién fue de 15 dias (100% de grano invadido y micelio abundante), tiempo que se
encuentra dentro del rango reportado para especies del género Pleurotus donde el crecimiento
miceliar tarda de 20-26 dias (Grison et al., 2008). El tiempo de colonizacién y densidad del
micelio se encuentra en funcion de la cepa, sustrato utilizado, pH, porcentaje de humedad y
temperatura de incubacion. En la produccién de inéculo sélido, se podrian utilizar otro tipo de
semilla o aserrin suplementados; sin embargo, su uso depende de la disponibilidad y los costos
de cada region. En este caso, el trigo es uno de los granos con mas disponibilidad en cuanto a
produccion y costos en el Estado de México; ademas es considerado un buen vehiculo para la
propagacion del micelio; la humedad de 70% y pH de 8.5 son valores que se encuentran dentro
de los rangos reportados para el crecimiento del micelio ya que facilitan la disponibilidad de
nutrientes (Rios et al., 2010).

15



Rev. Mex. Cienc. Agric. vol. 10 nim. 1 01 de enero - 14 de febrero, 2019

Produccion de inoculo liquido y caracterizacion miceliar

La produccion de biomasa de las cuatro cepas IE 974, IE 984, IE 985 y IE 986 en medio liquido
C-PL fue, en promedio, de 7.9 g L después de 20 dias de agitacion. EI micelio formé pellets
globosos y de superficie fimbrosa con un tamario de 1.5 a 3 cm de diametro. Microscopicamente,
las hifas fueron lisas con diametro de 1.1-3.3 um, ramificadas, septadas y con fibulas abundantes
y frecuentes. La morfologia del micelio (filamentos libres o pellets) y el tamafio de los pellets
dependen de la intensidad de agitacién; en cuanto a la cantidad de biomasa producida depende de
la especie, cepa, fuente de carbono del medio de cultivo, pH y oxigeno disuelto (Cui et al., 1997;
Frieal y McLoughlin, 2000; Grison et al., 2008; Ma et al., 2016). Por ejemplo, para Sparassis
latifolia, que se ha llevado a obtencién de biomasa en medio liquido, con una produccion de 11.96
g L después de 15 dias (Ma et al., 2016) o para Pleurotus pulmonarius donde se obtuvo biomasa
en tres dias a partir de un biorreactor automatizado (Abdullah et al., 2013).

Evaluacion del crecimiemto miceliar en diferentes sustratos

La velocidad de colonizacion de los diferentes sustratos vario entre las cuatro cepas (F3 159= 15.54,
p< 0.0001), siendo la IE 974 y IE 986 las que colonizaron més rapidamente los sustratos de RM y
ASC+RM (F4,150= 5.09, p< 0.0007) con indculo liquido (F1,150= 8.72, p< 0.0036) (Cuadro 1). La
cepa IE 974 presentd una velocidad de crecimiento miceliar de 0.71 cm dia?, tardando un promedio
de 17 dias en invadir el sustrato de ASC+RM con una densidad abundante (Figura 1d) de micelio
al igual que la IE 986 en RM y ASC+RM (Figura 1a).

Por el contrario, el sustrato RM inoculado con indculo sélido en las cuatro cepas present6 la menor
velocidad de crecimiento, tardando en promedio hasta 50 dias (0.24 cm dia*) en colonizar 100%
del sustrato; sin embargo, pese a la baja velocidad de crecimiento, la densidad miceliar fue
abundante (Figura le-h). El sustrato AQ en tres de las cuatro cepas con indculo sélido presento
densidad moderada, con la cepa IE 986, la densidad fue escasa y con indculo liquido la densidad
fue de moderada a abundante, a excepcion de la cepa IE 984 donde fue extremadamente escasa,
con un tiempo de colonizacion de 27-29 dias (0.13-0.26 cm dia). El crecimiento miceliar fue mas
uniforme en los sustratos inoculados con indculo liquido, al contrario de los sustratos con in6culo
solido que presentaron sitios que no fueron colonizados por completo (Cuadro 1, Figura 1).

Cuadro 1. Velocidad de crecimiento miceliar en diferentes sustratos.

Cepa Sustrato Tipo de in6culo  Velocidad de crecimiento  Densidad del micelio
miceliar (cm dia®)
IE 974 AQ S 0.41 defghi” ++
ASC S 0.42 cdefgh +t
RM S 0.29 fghijkl +++
ASC+RM S 0.38 defghij +++
AQ L 0.44 bcdefg ++
ASC L 0.45 bcdef +++
RM L 0.42 cdefgh +++
ASC+RM L 0.71a +++
IE 984 AQ S 0.41 defghi ++
ASC S 0.46 bcde +++
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Cepa Sustrato Tipo de in6culo  Velocidad de crecimiento  Densidad del micelio
miceliar (cm dia™)
RM S 0.26 ijkl +++
ASC+RM S 0.27 hijkl +++
AQ L 0.26 ijkI -
ASC L 0.131 -
RM L 0.22 jkI -
ASC+RM L 0.21 ki +
IE 985 AQ S 0.41 defghi ++
ASC S 0.44 bcdefg +++
RM S 0.28 ghijkl +++
ASC+RM S 0.35 efghijk +++
AQ L 0.41 defghi ++
ASC L 0.58 abc +++
RM L 0.59 ab +++
ASC+RM L 0.53 bcd +++
IE 986 AQ S 0.44 bcdefg +
ASC S 0.48 bcde +++
RM S 0.24 jki +++
ASC+RM S 0.38 defghij +++
AQ L 0.44 bcdefg ++
RM L 0.71a +++
ASC L 0.26 ijkl +++
ASC+RM L 0.69 a +++

AQ= aserrin de Quercus sp.; ASC= aserrin de S. Cinerarioides; RM= rastrojo de maiz; ASC+RM= aserrin de S.
cinerarioides y rastrojo de maiz; L= indculo liquido; S= inéculo sélido; -= extremadamente escaso; += escaso; ++=
moderado; +++= abundante; "= letras diferentes en una misma columna indican diferencias significativas (Tukey,
p< 0.05).

En el Cuadro 1, se muestran las diferencias de velocidad de crecimiento entre los dos tipos de
inéculo y diferentes sustratos de acuerdo con la prueba de rangos multiples de Tukey. La cepa IE
984 fue la Unica que presento la menor velocidad de crecimiento en los cuatro sustratos con indculo
liquido, y la densidad del micelio fue de extremadamente escaso a escaso (Figura 1c). De manera
general, el in6culo sélido presentd velocidades de crecimiento menores que el indculo liguido, lo
cual también estuvo relacionado con el sustrato utilizado, presentando una interaccién entre el tipo
de indculo y el sustrato que afecta la velocidad de crecimiento (Fas,150= 18.94, p< 0.0001).

La rapida colonizacion de sustratos y maduracion temprana del micelio con indculo liquido
también ha sido reportada para especies como L. edodes (Kawai et al., 1996), Pleurotus
ostreatoroseus (Rogéiro et al., 2002) y P. pulmonarius (Abdullah et al., 2013). Esto se debe a
que el indculo liquido se utiliza directamente en el sustrato (Frieal y McLoughlin, 2000; Gregori
et al., 2007) aumentando el nimero de puntos de invasién donde se reinicia el crecimiento
miceliar, comenzando a nutrirse directamente del sustrato. En el inoculo en trigo, por el contrario,
disminuyen los puntos de invasion ya que se inicia por la parte superior de los tubos y en este
caso, el micelio primero comenzo a nutrirse de la semilla retrasando asi la colonizacion de los
sustratos.
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Figura 1. Crecimiento miceliar de cuatro cepas de F. mexicana: a, e) IE 986; b, f) IE 985; c, g) IE 984;
d, h) IE 974 en diferentes sustratos in6culados. Inéculo liquido (a-d); in6culo sélido (e-h). De
izquierda a derecha los tubos de ensayo con los sustratos corresponden a RM (rastrojo de maiz);
AQ (aserrin de Quercus sp.); ASC (Aserrin de S. cinerarioides) y ASC+RM (aserrin de S.
cinerarioides y rastrojo de maiz).

Otra desventaja de usar indculo sélido, es que, cuando se utiliza continuamente un medio de cultivo
con una fuente simple de hidratos de carbono, los hongos se vuelven menos eficientes en la
colonizacién de sustratos y produccion de cuerpos fructiferos, ademés de que no son viables
metabolicamente (Rogéiro et al., 2002).

El uso de indculo liquido en la presente investigacion tuvo resultados favorables desde el inicio de
la colonizacion de los sustratos al tercer dia; al contrario de la inoculacion con trigo que comenzé
al quinto dia, tendencia también reportada para L. edodes (Kawai et al., 1996). Sin embargo, a
pesar de la eficiencia en la colonizacion de los sustratos con inéculo liquido, Ma et al. (2016);
Silveira et al. (2008) reportan que no existen diferencias en la eficiencia bioldgica en la produccion
de cuerpos fructiferos entre diferentes tipos de indculo.

El éxito en el uso de in6culo liquido, se relaciona con la eficiencia a la hora de transferirlo al
sustrato, permitiendo una colonizacion rapida, lo que se traduce en una reduccion en la duracion
del ciclo de produccién. La distribucion méas uniforme del inéculo en el sustrato, proporciona un
crecimiento homogéneo del micelio, lo cual disminuye los costos tanto de mano de obra como de
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materiales; asi como la reduccion considerable de problemas de contaminacion por organismos
antagonistas (Frieal y McLoughlin, 2000; Rogéiro et al., 2002; Abdullah et al., 2013; Ma et al.,
2016). La aparicion de hongos antagonistas puede inhibir el crecimiento del micelio y reducir o
anular la produccion de las fructificaciones; lo que representa una de las necesidades fundamentales
en la industria del cultivo de los hongos comestibles (Mata et al., 2011).

La capacidad de los hongos para crecer en un sustrato no solo esta relacionada con el inéculo
utilizado, sino también con el vigor de su micelio, la habilidad de las cepas para explotar
adecuadamente los nutrientes del sustrato y tener mayor posibilidad de competir frente a los
antagonistas, la produccién de enzimas lignoceluloliticas, temperatura de incubacion, asi como el
tamafo de particula, composicién quimica y pH de los sustratos (Staments 2000; Rogéiro et al.,
2002; Mata et al., 2011).

Obtencion de cuerpos fructiferos

Los primeros sustratos que formaron primordios fueron RM y RM+ASC con indculo liquido de la
cepa IE 986 después de 5 dias de haber inducido la formacién de fructificaciones (Figura 2), el
resto de los tratamientos tard6 de 7 a 10 dias, a excepcién de los cuatro sustratos inoculados con
indculo liquido de IE 984 vy el sustrato AQ tanto con indculo liquido como sélido en las cuatro
cepas donde no hubo formacion de primordios.

Los primordios formados presentaron crecimiento cespitoso, los pileos fueron pequefios de color
amarillo (#F2F5A9) con estipites largos, lisos de color amarillo (#F2F5A9, #F7D358) con
tonalidad mas clara cerca del pileo (Figura 2). La aparicién de los cuerpos fructiferos es un
indicativo de que las cepas y los sustratos utilizados son viables. La aparicion de las fructificaciones
en un periodo de tiempo més corto con indculo liquido también han sido reportadas para L. edodes
(Kawai et al., 1996) quienes mencionan que la aparicion temprana de primordios es un fendmeno
hereditario, que podria ser inducido con el indculo liquido y retrasado en el sdlido. Los usos de
indculo liquido junto con el método utilizado en el estudio para la induccién de fructificaciones
pueden utilizarse para probar a pequefia escala la viabilidad de las cepas, sustratos y condiciones
ambientales que permitan el cultivo de hongos, antes de ser llevados a nivel de invernadero.
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A pesar que, en la presente investigacion, la produccion de biomasa en medio liquido se llevd a
cabo en sistema en Bach, este procedimiento puede ser escalado a nivel de biorreactor para su
optimizacion y automatizacion; lo que permitiria aumentar la biomasa producida y reducir
considerablemente la produccion inoculo y el ciclo de cultivo. Por otra parte, el uso de
germoplasma nativo puede diversificar las especies cultivadas comestibles y con propiedades
funcionales, asi como trabajar con especies de importancia cultural en cada region y utilizar los
sustratos disponibles y aptos para su cultivo (Morales et al., 2010).

Conclusiones

Generalmente, el cultivo sumergido o liquido se lleva a cabo para la obtencion de sustancias
bioactivas, pero al generar altas cantidades de biomasa en periodos cortos de tiempo y espacios
pequefios, esta puede utilizarse como indculo sobre un sustrato sélido. Los resultados fueron
favorables utilizando in6culo liquido a base de croquetas para perro adicionado con extracto de
levadura y peptona de gelatina, obteniendo en promedio 7.9 g L™ de biomasa seca en las cuatro
cepas utilizadas de F. mexicana. La eficiencia entre indculo sélido y liquido se midié con base a la
velocidad de colonizacion de los sustratos y densidad del micelio. El rastrojo de maiz y rastrojo de
maiz con aserrin de jara fueron los sustratos en donde la velocidad de crecimiento fue mayor con
las cepas IE 974 y IE 986 de F. mexicana con in6culo liquido. Tanto las cepas como el sustrato e
indculo interfieren en la pronta colonizacion de los sustratos y la densidad miceliar, asi como en la
produccion de cuerpos fructiferos. Realizar este tipo de investigaciones permite identificar y
modificar los factores que deben ser considerados para el cultivo de especies comerciales o
determinar la viabilidad de cepas de especies silvestres, antes de ser llevados a un cultivo a escala
experimental, comercial o industrial. Tanto las cepas como el tipo de sustratos e indculo interfieren
en la pronta colonizacion y densidad miceliar asi como en la produccién de cuerpos fruciferos.
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