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Determination of response variability of Pleurotus vs Trichoderma mycelia
cultivated on soluble lignin and coffee pulp derivatives media

Abstract. Thirty Pleurotus strains (P djamor, P ostreatus and P pulmonarius) cultivated in malt
extract agar (AEM), AEM supplemented with yeast extract and soluble derivatives of lignin
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(AEML-DSL) and agar with coffee soluble pulp derivatives (APC), was confronted with three
strains of Trichoderma (T. viride and T. ressei). The culture media and Trichoderma strains
were determining factors of competitiveness of Pleurotus. P ostreatus and P pulmonarius
strains presented greater resistances to the antagonistic organisms, reaching averages from
58.3 to 91% in the cultures in AEML-DSL. In general, T. viride strains produced greater
inhibition of Pleurotus mycelial growth than T. ressei.

Key words: mushroom strains, antagonist moulds, cultivation in vitro.

Resumen. Treinta cepas de Pleurotus (P djamor, P ostreatus 'y P pulmonarius) cultivadas en los
medios agar con extracto de malta (AEM), AEML suplementado con derivados solubles de
lignina (DSL) y agar con derivados solubles de pulpa de café (APC), fueron confrontados con
tres cepas de Trichoderma (T. viride y T. ressei). El medio de cultivo y las cepas de Trichoderma

/

fueron factores determinantes de competitividad de Pleurotus. Las cepas de P ostreatus y P
pulmonarius presentaron mayor resistencia a los contaminantes, alcanzando promedios de
58.3 a 91% en los cultivos en AEML-DSL. En general, T. viride produjo mayor inhibicién de
crecimiento micelial de Pleurotus que T. ressei.
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Introduccion

Uno de los problemas mas importantes en el cultivo comercial
de Pleurotus es la presencia de mohos antagonistas, los
cuales avanzan rapidamente durante la colonizacion del
substrato, produciendo metabolitos que limitan o anulan el
desarrollo del hongo comestible [12]. La relacion antagonica
entre los mohos y el hongo comestible esta atn en estudio

[18], ya que se pueden encontrar desde cepas ligeramente

inofensivas hasta muy dafiinas, como es el caso del biotipo 4
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Th4 de Trichoderma aggressivum f. aggressivum [11] que ha
producido pérdidas superiores al 77% en cultivos comerciales
de P. ostreatus [8] y severos dafios en cultivos de Agaricus
bisporus [4,7,11].

Trichoderma es el estado asexual del género
Hypocrea, un ascomiceto de amplia distribucion que
probablemente incluya mas de 100 especies [10,17]. Los
hongos del género Trichoderma tienen la capacidad de
producir sustancias antifingicas y enzimas micoliticas que
favorecen la répida invasion del substrato y evitan el

crecimiento de otros microorganismos [6,13,19]. En afios

recientes se ha encontrado que diversas cepas de Pleurotus
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spp. y Lentinula edodes tienen la capacidad de incrementar la
secrecion de lacasas como un mecanismo defensivo,
especialmente ante la presencia de metabolitos de
Trichoderma [2,13]. Esta caracteristica se ha relacionado
directamente con la presencia de pigmentos de color café
oscuro en el medio, formando una linea obscura en las zonas
del micelio en donde hay contacto con el antagonista o sus
metabolitos [15]. Si se considera que la pigmentacion del
medio se debe mayoritariamente a la presencia de quinonas y
otras sustancias producidas durante la accion oxidativa de la
lacasa, entonces esta caracteristica defensiva de los micelios
podria ser utilizada como un factor de seleccion de cepas in
vitro 3, 15].

De acuerdo a lo anterior y considerando el
aprovechamiento potencial que representa una seleccion
previa de cepas en el laboratorio, en este estudio se presentan
los resultados de confrontacion obtenidos entre micelios de
diversas especies de Pleurotus y Trichoderma, con la
finalidad de determinar la variabilidad de respuesta de ambos
hongos, ante la presencia de derivados solubles de lignina y

pulpa de café presentes en los medios.

Materiales y métodos

Se evaluaron 30 cepas de Pleurotus adscritas a las especies P,
djamor (Fr.)Boedijn (11 cepas), P. ostreatus
(Jacq.:Fr)Kumm. (9 cepas) y P. pulmonarius (Fr.)Quél. (10
cepas), las cuales se confrontaron con 3 cepas de Trichoderma
identificadas como 7. viride (Pers.:S.F. Gray) (denominadas
en este trabajo como 7. viride 1y T. viride 1) y T. ressei (E.G.
Simmons). Todos los micelios se encuentran depositados en
el Cepario de Hongos del Instituto de Ecologia, A.C. (WDCM
782).

Se utilizaron los medios de cultivo: agar con extracto
de malta (AEM, Bioxon), agar con extracto de malta y

levadura suplementado con derivados solubles de lignina

(AEML-DSL) y agar con derivados solubles de pulpa de café
(APC), siguiendo la técnica descrita previamente [9]. Para la
elaboracion de los medios con derivados solubles de lignina y
pulpa de café se prepararon suspensiones de lignina alcalina
(Indulin AT, Sigma) al 0.37%, 3 g en 800 ml de agua, y de
pulpa de café, previamente deshidrata y pulverizada, al 2%,
respectivamente. Ambas suspensiones fueron filtradas
(Whatman no. 1) y ajustadas a una concentracion de fenoles
hidrosolubles de 2 mMol/l. En las soluciones obtenidas se
disolvieron los ingredientes restantes, extracto de levadura
(2%), extracto de malta (2%) y agar bacteriologico (1.5%) [3].

Las cepas de Pleurotus y Trichoderma fueron
resembradas en el medio AEM e incubadas a 28°C . Después
de 7 dias de incubacion, un fragmento de medio de cultivo
AEM, de 7 mm de @, con micelio de cada una de las cepas de
Pleurotus fue colocado aproximadamente a 2 cm de la parte
central de una caja de Petri con 20 ml de cada medio de
cultivo. Dos dias después, un fragmento de medio de cultivo
AEM, de 7 mm de @, con micelio de cada una de las cepas
Trichoderma (@ 7 mm) fue colocado a 4 cm del micelio de
Pleurotus, previamente inoculado. En total se evaluaron 270
tratamientos (30 cepas de Pleurotus x 3 cepas de Trichoderma
x 3 medios de cultivo), preparados por quintuplicado, es decir
1350 muestras. Los cultivos se incubaron a 28°C hasta que los
micelios de ambas especies estuvieron en contacto, lo que
ocurri6 en aproximadamente 2 dias de incubacion, entonces
se realizo la primera observacion de las confrontaciones al
microscopio esteroscopico, marcando sobre la tapa de la caja
de Petri los didametros presentados por ambos micelios. Una
semana después se realizd6 la segunda observacion,
determinando la variabilidad en respuesta de las
confrontaciones con base en: 1) diametros miceliales de las
cepas de Pleurotus 'y, 2) presencia de pigmentos pardos en las
zonas de confrontacion. Se le asignd el valor de 2 a las
condiciones donde se observd incremento en los diametros
miceliales de Pleurotus después de la confrontaciéon con

Trichodermay ademads, obscurecimiento del medio de cultivo

en las zonas de contacto de los micelios; el valor 1
correspondio a las condiciones de confrontacién en donde se
observo al menos uno de los eventos descritos anteriormente
y finalmente, el valor 0 fue asignado alas condiciones en que
el micelio de Trichoderma detuvo el desarrollo de Pleurotus
y/o crecid sobre éste. Los valores de respuesta obtenidos
fueron expresados en porcentaje. Ademads, se aplicé un
analisis estadistico de conglomerados con la finalidad de
determinar las similitudes de respuesta entre las diferentes
condiciones estudiadas, empleando como indice de

similaridad el algoritmo de ligamiento completo.

Resultados y discusion

Los resultados mostraron variabilidad de respuesta entre las
especies de Pleurotus estudiadas. En promedio, las cepas de P,
djamor presentaron los porcentajes mas bajos de resistencia a
la presencia de los mohos antagonistas, especialmente
cuando se cultivaron en el medio AEM (0-50%), ya que bajo
condiciones similares de cultivo las cepas de P. pulmonarius y
P. ostreatus alcanzaron valores de 33.3a58.3 % yde25a83.3

%, respectivamente. En APC los porcentajes obtenidos

fluctuaron de 16.6 a 83.3% para las cepas de P. djamor, de
33.3 a 75% para P. pulmonarius y de 33.3 a 91.6% para P,
ostreatus. En el medio de AEML-DSL, las especies de P,
ostreatus'y P. pulmonarius alcanzaron intervalos similares de
resistencia, 58.3 a 91%, siendo estos valores mas altos que los
presentados, bajo las mismas condiciones de cultivo, por las
cepas de P. djamor (33.3258.3%).

En cuanto a las variaciones observadas entre las
especies de Trichoderma, los cultivos de T. ressei fueron
menos competitivos que 7. viride, especialmente para las
confrontaciones con P. ostreatus y P. pulmonarius en los
medios de AEML-DSLyAPC (Figura 1).

De acuerdo al dendograma obtenido del andlisis de
conglomerados, las condiciones de respuesta mas cercanas
entre si correspondieron a las cultivos de P. pulmonariusy P.
djamor en el medio APC, y a las especies P. ostreatus 'y P.
pulmonarius en el medio AEML-DSL. Por el contrario, las
confrontaciones de P. djamor realizadas en el medio AEM,
presentaron las mayores distancias con el resto de las
condiciones estudiadas. Realizando cuatro conglomerados,
uno de ellos contuvo a las confrontaciones de P. ostreatus'y P.
pulmonarius en AEM, el segundo grupo estuvo conformado

por las condiciones P. djamor en APC y AEML-DSL y P,
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Figura 1. Porcentaje de resistencia alcanzada por las cepas de Pleurotus al ser confrontadas con las cepas de Trichoderma ressei y T.

viride (1 y II), en los diferentes medios de cultivo empleados.
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pulmonarius en APC, el tercer grupo incluyd los cultivos de P.
ostreatus en APC y en AEML-DSL, asi como las
confrontaciones de P pulmonarius en AEML-DSL.
Finalmente el cuarto grupo correspondi6 a la condicion de P,
djamoren AEM (Figura 2).

Este andlisis mostr6 que el medio de cultivo fue un
factor importante para el desarrollo de los micelios de
Pleurotus, ya que en general las cepas de Pleurotus cultivadas
en AEM mostraron menor resistencia que en los medios de
AEML-DSL y APC. Ademas, en estas dos ultimas
condiciones, se observo mas definida la linea obscura en las
zonas de contacto de los micelios (Figura 3).

Como previamente se ha citado, los hongos del
género Trichoderma presentan indices de crecimiento
micelial mas rapidos que las cepas de Pleurotus [5,20], lo que
representa ya una gran desventaja para la resistencia de estos
hongos y un serio problema para la industria del cultivo. En
los citados trabajos, se demostré que las especies de
Trichoderma cultivadas en AEM no pueden producir
compuestos volatiles o antibidticos, por lo que la competencia
solo es por los nutrientes, afectando favorablemente el
crecimiento de Pleurotus. Lo anterior no coincide con los

resultados del presente estudio, ya que los porcentajes de
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Figura 2. Dendograma del analisis de conglomerados aplicado
a las respuestas de confrontacion obtenidas en las diferentes
condiciones estudiadas. PD1-3: P. djamor creciendo en AEM,
AEML-DSL y APC; PO1-3: P. ostreatus en AEM, AEML-
DSL y APC; PP1-3: P pulmonarius en AEM, AEML-DSL y
APC.

resistencia de las cepas de Pleurotus en AEM fueron los mas
bajos, con favorable crecimiento de los mohos antagonistas.
Sin embargo, cuando las confrontaciones se realizaron en
medios de AEML-DSL y APC, Ila respuesta defensiva
promedio de Pleurotus se incremento6. Este comportamiento
probablemente estd relacionado con una mayor actividad
enzimatica de los micelios, especialmente lacasas, debido a
la presencia de los derivados solubles de lignina y pulpa de
café, como previamente fue reportado [5].
Consecuentemente, la produccién de lacasas estaria
directamente relacionada con la cantidad de quinonas
presentes en el medio, asi como otras sustancias con
importante funciéon en los cambios de hidrofobicidad de la
pared celular [6], y en la formacion de pigmentos pardos [1].
A su vez la pigmentacion indicaria la  presencia de
compuestos de melanina involucrados en la proteccion de las
estructuras hifales por las enzimas hidroliticas y organismos
antagonicos [13]. Es por ello que estudios recientes sugieren
que las especies del género Pleurotus, entre otros grupos de

hongos, producen lacasa como parte de un mecanismo

Figura 3. Formacion de lineas obscuras observados en las
zonas de contacto de los micelios de Pleurotus y
Trichoderma, en los medios de AEML-DSL (a) y AEM (b).

defensivo contra la invasion micelial ante la presencia de
organismos antagonistas [14], ademds de colaborar en la
adaptacion del hongo a las condiciones desfavorables
presentes en el medio ambiente [16].

Finalmente, la variabilidad en la respuesta a las
diferentes condiciones evaluadas, tanto de Pleurotus como de
Trichoderma, muestran una alta especializacion en las
estrategias defensivas de las especies involucradas, que
compiten por espacio y nutrientes. Los resultados de este
estudio mostraron diferencias entre las cepas y sus
habilidades a adaptarse a las diferentes condiciones de cultivo
estudiadas, por lo que esta informacion podria ser aplicada
como un sistema de seleccion de cepas previo a la
determinacion de sus indices de productividad. Sin embargo,
el aprovechamiento de la pulpa de café y otros substratos
alternativos para el cultivo de Pleurotus, deberd estar
fundamentado no s6lo en la seleccion de cepas, sino ademas,
en la optimizacion del tratamiento del substrato, con la
finalidad de ofrecer ventajas al hongo en el proceso de

colonizacion y aprovechamiento de los nutrientes presentes.
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