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RESUMEN

En este trabajo se desarrolld un método para seleccionar en
el laboratorio, las cepas de Pleurotus ostreatus que més
rapido fructifican en su medio habitual de produccién, ya que
este cardcter es fundamental para el desarrollo de 1la
industria productora de estos hongos comestibles, que ocupan
el segundo lugar mundial en el cultivo y son de gran interés
para la "micogastronomia".

Se evalud el comportamiento de 1la fase micelial y de
basidiocarpo, de seis cepas de Pleurotus ostreatus, tres del
Laboratorio de biotecnologia del Centro de Investigaciones en
Ciencias Biolégicas de la Universidad Auténoma de Tlaxcala
(C.I.C.B-U.A.T.): UAT-PO3, UAT-PO4 y UAT-PO7; y tres cepas de
coleccidn de la American Type. Culture Collection (A.T.C.C.):
ATCC-32783, ATCC~38537 y ATCC-58052. Se estudid su fase
micelial a nivel laboratorio, en diferentes concentraciones
del anélogo téxico de la glucosa, 2-desoxiglucosa (2-DG); Yy
la interaccién de éste téxico con la glucosa y el almidén
empleados como fuentes de carbono, determinando; velocidad de
crecimiento radial (u.), didmetro de 1las hifas distales
(Dpha), Y longitud de las hifas distales (lLygq), empleando la
técnica del procesamiento digital de imégenes, ademis de la
velocidad de crecimiento especifica (uqa) Y factor de
rendimiento en caja Petri (Yerg). A nivel planta productora
se desarrollaron las cepas en paja de trigo, evaluando el
tiempo de fructificacién (tf), % de eficiencia biolégica (%
E.B.) y productividad (PR).

En base a los resultados obtenidos se encontrd una fuerte
correlacién entre el crecimiento micelial de las cepas en 2-
desoxiglucosa y el tiempo de fructificacidn. Indicando que
las cepas gque son resistentes en el laboratorio a 2-DG,
fructificaron tempranamente en planta productora y
presentaron el <doble de productividad {Kg de hongo
fresco/tonelada de sustrato seco por dia), que las cepas
sensibles a 2-DG.

Estos estudios permiten inferir el comportamiento de 1las
cepas de Pleurotus ostreatus a nivel de produccibn, en base a
manifestaciones fisiolégicas a nivel 1laboratorio empleando
como agente selectivo la 2-DG, ademds de brindar excelentes
oportunidades para investigacidén de la morfogénesis.




INDICE GENERAL

RESUMEN.

INDICE GENERAL.
INDICE DE FIGURAS.
INDICE DE TABLAS.
ABREVIATURAS USADAS.

1.

INTRODUCCION

1.1. Composicién de Pleurotus ostreatus.

1.2. Taxonomia del género Pleurotus.
1.2.1. Posicién taxondémica.
1.2.1. Definicién del género Pleurotus.

ANTECEDENTES

2.1. Crecimiento de Basidiomicetos sobre diversas fuentes
de carbono y nitrégeno.
2.1.1. Asimilacién de la fuente de nitrégeno.
2.1.2. Asimilacién de la fuente de carbono.

2.2. Morfogénesis en Basidiomicetos.

2.3. Efecto de la 2-desoxiglucosa en Basidiomicetos y
otros hongos.

2.4. Empleo de la técnica del andlisis de im&genes
para el estudio de hongos.

OBJETIVOS

3.1. Objetivo general.

3.2. Objetivos especificos.
HIPOTESIS

METODOLOGIA

5.1. Cepas de Pleurotus ostreatué.

5.2. Propagacién de la fase micelial y obtencién del
inéculo.

5.3. Medios de cultivo.

HO®UN

o

15

16

17

17

19

19

19

21

24

31

33
35
35
35
36
37

37

38

38




5.4.

5.5.

5.6.

Equipo experimental.
Estudios realizados.
5.5.1. Velocidad de crecimiento radial (uy).

5.5.1.1. Fundamentos tedricos para el célculo de
la velocidad de crecimiento radial.

5.5.2. Di&metro (Dpg) Yy longitud de la hifa distal
(Lng) -

5.5.3. Evaluacién de la velocidad de crecimiento
especifica (pcal)-

5.5.3.1. Fundamentos tebdricos para el calculo
de la velocidad de crecimiento especifica.

5.5.4. Consumo de glucosa y cuantificacién de biomasa.

5.5.5. Evaluacién del factor de rendimiento en caja
Petri (Yy/s)-

5.5.5.1. Fundamentos tedricos para el célculo
del factor de rendimiento.

5.5.6. Empleo de la técnica del procesamiento digital
de im&genes.

5.5.7. Comportamiento de las cepa$ en planta
productora.

An&lisis estadistico.

6. RESULTADOS Y DISCUSIONES

6.1.

6.2.

Velocidad de crecimiento radial.

Didmetro de la hifa distal (Dpg).

Longitud de hifas distales (Lpgq).

Tasa especifica de crecimiento (uca1)-
Consumo de glucosa y produccién de biomasa.
6.5.1. Porcentaje de consumo de glucosa.
6.5.2. Produccidén de biomasa.

Rendimiento en caja petri (Yy,g).

Procesamiento digital de im&genes.

39

39

39

39

41

41

41

44

45

45

46

46

47

48

48

53

56

59

64

64

67

70

74



6.8. Comportamiento de las cepas en planta productora.

6.9. Efecto de la temperatura en el crecimiento micelial
de Pleurotus ostreatus

6.9.1. Efecto de

6.9.2. Efecto de

6.9.3. Efecto de

6.9.4. Efecto de
7. CONCLUSIONES

8. BIBLIOGRAFIA

la temperatura
la temperatura
la temperatura

la temperatura

en la up.
en el Dpq4.
en la Lpg.

en la Ugal-

79

81
82
84
85
86
96

99



FIGURA

FIGURA

FIGURA

FIGURA

FIGURA

FIGURA

FIGURA

FIGURA

FIGURA

FIGURA

FIGURA

FIGURA

FIGURA

FIGURA

FIGURA

10.

11.

12.

13.

14.

15.

INDICE DE FIGURAS

Mecanismo propuesto en la interaccidn nmetabélica

de la sintesis de nuevas microfibrillas de quitina,
durante la elongacidén de células del estipite de
COprinus CInereusS.....cueeeesesocacssescsanssennssse8

Ciclo de reproduccién del género Pleurotus..........30

Curvas ideales que representan la velocidad de
crecimiento radial (Up)..ceveceececrecncsevaneneces 40

Efecto de la 2-desoxiglucosa sobre la velocidad de
crecimiento radial (u,), de diferentes cepas de
Pleurotus ostreatus a 25 9C.....vvvvecrnraccannanes.50

Efecto de la 2-desoxiglucosa sobre el diametro
de las hifas distales (Dy4), de dlferentes
cepas de Pleurotus ostreatus a 25 °C................55

Efecto de la 2-desoxiglucosa sobre la longitud
de las hifas distales (Lpgq), de diferentes
cepas de Pleurotus ostreatus a 25 °C.........vc0....58

Efecto de la 2-desoxiglucosa sobre la velocidad
de crecimiento especifica (ug,1), de diferentes
cepas de Pleurotus ostreatus a 25 ©C.....ccveenene. .61

Porcentaje de consumo de glucosa de diferentes
cepas de Pleurotus ostreatus, a los 5 y 10 dias
de desarrollo a 25 OC..iiiineeererennncesoncnecnnesbb

Producciédn de biomasa de diferentes cepas de
Pleurotus ostreatus, a los 5 y 10 dias de
desarrollo @ 25 OC...i.uieeeeereneerarennnnnnnaness 69

Rendimiento en caja Petri (Yy/s) Qe diferentes

cepas de Pleurotus ostreatus, a los 5 y 10 dias

de desarrollo @ 25 CC..ueeeriereneennnnnnnnnneneasad2
Sistema de procesamiento digital de im&genes........74

Hifa distal de la cepa ATCC-58052, desarrollada
en el medio de CUltiVO Ml.i..vveevronononosnennncnns 75

Acercamiento de la hifa distal de la cepa UAT-PO7,
desarrollada en el medio de cultivo Ml..............75

Acercamiento de la hifa distal de la cepa UAT-PO3,
desarrollada en el medio de cultivo M2..............76

Hifas distales de la cepa ATCC-38537, desarrollada
en el medio de cultivo M3.....eccvncccane P f



FIGURA

FIGURA

FIGURA

FIGURA

FIGURA

FIGURA

FIGURA
FIGURA
FIGURA
FIGURA
FIGURA

FIGURA

16.

17.

18.

19.

20.

21.

22.

23.

24.

25.

26¢

27.

Hifas distales
en el medio de

Hifa distal de
en el medio de

Hifa distal de
en el medio de

Hifas distales
en el medio de

Fructificacién

de la cepa ATCC-58052, desarrollada
CUltiVo M5... it crenveesvocnannnonsesl?

la cepa ATCC-32783, desarrollada
CUltivVOo MB..iiiveeennsnnsosaasanneesed?

la cepa ATCC-38537, desarrollada
CULLIVO M7 cieeinnennoeonscnsnnsasnsnslB

de la cepa ATCC-38537, desarrollada
CUltivVo MB.....oetnveoencenenoeassessdB

in vitro de la cepa UAT-PO4 en el

medio de cultivo M2....iiiveeeerrnencsavsosnaseneesssd2

Fructificacién

in vitro de la cepa UAT-PO7 en el

medio de CUltivVo M2..u.venreeneconrnoocoannsosocossead

Basidiocarpo de la cepa UAT-PO7....ccveeassnnceacssss93

Basidiocarpo de la cepa UAT-PO4....... B - X

Basidiocarpo de

la cepa ATCC=38537..ccescsvsnssesssséd

Basidiocarpo de la cepa UAT-PO3...cevececenceacssss.94

Basidiocarpo de

Basidiocarpo de

la cepa ATCC-58052..ccctsecssosesssad5

la cepa ATCC=32783...cvteceennccesss95




TABLA

TABLA

TABLA

TABLA

TABLA

TABLA

TABLA

TABLA

TABLA

TABLA

TABLA

TABLA

TABLA

INDICE DE TABLAS

I. Composicién del basidiocarpo de Pleurotus ostreatus.16
II. Caracteristicas de las cepas experimentadas.........37
II1. Composicidén de los medios de cultivo empleados......38

IV. Efecto de la 2-desoxiglucosa sobre la velocidad
de crecimiento radial (u,), de diferentes cepas
de Pleurotus ostreatus a 25 OC....ciivveneenenannens 49

V. Efecto de la 2-desoxiglucosa sobre el didmetro de
las hifas distales (Dyq). de diferentes cepas de
Pleurotus ostreatus a 25 9C.....cveereecenranenanes.54

VI. Efecto de la 2-desoxiglucosa sobre la longitud de
las hifas distales (Lg4), de diferentes cepas de
Pleurotus ostreatus a 25 ©C...vevevicrncsoseaoaneess5?

VII. Efecto de la 2-desoxiglucosa sobre la velocidad
de crecimiento especifica (gcai): de diferentes
cepas de Pleurotus ostreatus a 25 e o S 1

VIII. Rendimiento en caja Petri (Yx/s), de diferentes
cepas de Pleurotus ostreatus a 5 y 10 dias de
desarrollo @ 25 OC.....ivieriernrcecarenserannnanneasTl

IX. Comportamiento de diferentes cepas de Pleurotus
ostreatus en producCidN....ceceeescscsncresoecssnaessa80

X. Efecto de la 2-desoxiglucosa sobre la velocidad
de crecimiento radial (u,), de Pleurotus ostreatus
a diferentes temperaturas............... ceesesseass..B88

XI. Efecto de la 2-desoxiglucosa sobre el di&metro de
las hifas distales (Dp4), de Pleurotus ostreatus
a diferentes temperaturas........ccccevee.s ceeseeeas.89

XI1I. Efecto de la 2-desoxiglucosa sobre la longitud de
las hifas distales (L,g4), de Pleurotus ostreatus
a diferentes temperaturas.......... Ceeseacssesanean .90

XIII. Efecto de la 2-desoxiglucosa sobre la velocidad de

crecimiento especifica (u.,;), de Pleurotus ostreatus
a diferentes temperaturas....... Ceesesessessensesesall




ABREVIATURAS USADAS.

AcCoA: Acetil coenzima A.

AMP: Adenosin monofosfato.

AMPc: Adenosin monofosfato ciclico.
ATCC: American Type Culture Collection.
ATP: Adenosin trifosfato.

biom: Biomasa.

C/N: Relacién carbono-nitrégeno.
2-DG: 2-desoxiglucosa.

dgr: Resistencia a 2-desoxiglucosa.
Dhq: Didmetro de hifas distales.
$EB: Porcentaje de eficiencia bioldgica.
EMP: Via Embden-Meyerhof-Parnas.
FIG: Figura.

Fru6P: Fructosa-6-fosfato.

g/L: Gramos por litro.

g: Gramos.

glu: Glucosa.

h: Horas.

HMP: Via de la hexosa monofosfato.
Kg: Kilogramos.

Lpg: Longitud de hifas distales.

M: Molar.

kcal: Tasa especifica de crecimiento.
mg: Miligramos.

min: minutos.

ml: mililitros.

pm: Micrémetros.

NacGlc: N-acetilglucosamina.

PH: Potencial de hidrégeno.

PR: Productividad.

RNA: Acido ribonucleico.

SAS: Statistical Analysis Sisten.




tf: tiempo de fructificacién.

UAT: Universidad Aut6noma de Tlaxcala.
UDP~NacGlc: Uridin difosfato-N-acetilglucosamina.
UDP: Uridin difosfato.

up: Velocidad de crecimiento radial.

UTP: Uridin trifosfato.

¥x/g: Factor de rendimiento.




1. INTRODUCCION.

Los hongos son el grupo m&s grande de organismos en el mundo
después de 1los insectos, se conocen 69,000 especies que
comprenden hongos microscépicos y macroscépicos, constituyendo
solo un cinco porciento del total de las 1.5 X 108 especies
existentes en 1la tierra. En 1las colecciones de hongos se
conservan 250,000 cepas gque representan 11,500 especies; siendo
un 17% de las especies de hongos conocidos y apenas un 0.8% del
total de las especies existentes (HAWSWORTH, 1991).

Son aproximadamente 10,000 especies conocidas de hongos
macroscépicos, que constan de una fase vegetativa (micelio) y una
fase reproductora o carpéforo (cuerpo fructifero). Los cuerpos
fructiferos que forman, pueden ser comestibles o no comestibles,
dependiendo de su textura y consistencia, y venenosos. En México
existen mads de 200 especies de hongos comestibles. Entre los
hongos comestibles existen especies micorrizicas (asociadas
simbiéticamente a 1las raices de los 4&rboles), pardsitas o
sapréfitas. Se han 1logrado cultivar en forma experimental en
laboratorios de diversas partes del mundo, aproximadamente 80
especies fundamentalmente saprdéfitas, con excepcién de algunas
micorrizicas; 22 han sido cultivadas comercialmente y sélo 10 se

producen a escala industrial sobre residuos ligninocelulésicos
(MARTINEZ y col., 1993).

Entre los diversos procesos controlados para la explotacién de la
agricultura y los desechos forestales en el mundo, el cultivo de
hongos comestibles no tiene comparacién (WOOD, 1985). El valor de
la produccién global estimada en délares por afio ha sido de 3.2 X
1012, comparade con el valor estimado de 4.8 X 108 para las

enzimas y 8 X 10%-16 x 10° para los pesticidas microbiolégicos
(WOOD, 1989).
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Cada afio se emplean 300,000 toneladas de pajas, como composta
para la produccién de hongos comestibles (WOOD, 1989). Este uso a
gran escala de los desechos ligninocelulSsicos por fermentacién
en estado sb6lido, que requiere menos energia que la fermentacién
liquida, hace del cultivo de hongos uno de los pocos procesos
econdmicamente viables para la bioconversién de esos desechos
(ZOHAR y col., 1992; DURRANT y col., 1991).

La lignina, celulosa y hemicelulosa, son 1los principales
componentes estructurales de los tejidos vegetales y la celulosa
es el polimero bioldégico mds abundante en la tierra. Se célcula
que se forman por fotosintesis de las plantas 28 X 1012 toneladas
por aho (BUSSELL, 1991). La lignina es el polimero aromético
renovable m&s abundante y ampliamente distribuido en la biosfera
(BOOMINATHAN y ADINARAYANA, 1992) y se estima gue se producen 20
X 167 toneladas por afio. La lignina constituye 20-30% del peso
seco de las plantas lefiosas, en la pared celular de las plantas
se encuentra mezclada y ocasionalmente unida covalentemente a la
hemicelulosa formando una matriz alrededor de las microfibrillas
de la celulosa (BOOMINATHAN y ADINARAYANA, 1992; BUSSEfLL, 1991).

Los Basidiomicetos son los hongos biodegradadores de lignina mis
efectivos, metabolizan completamente el polimero, rompiendo 1la
matriz que forma. Tienen una capacidad enzim&tica para usar los
componentes de la celulosa y hemicelulosa como fuente de carbono
y energia, haciendo el sélido m&s susceptible a la accién
enzimidtica de otros microorganismos, como bacterias del rumen por
ejemplo (ROLZ y col., 1986).

Especificamente en Pleurotus ostreatus se encontrd gque produce
laccasa (EC 1.14.18.1), una enzima fenol oxidasa extracelular
producida por Basidiomicetos, que induce alguna degradacién
oxidativa de la lignina y cataliza la polimerizacidn de pequefias
moléculas fendlicas provenientes de esta degradacién (MILSTEIN y
col., 1988; HIGUCHI, 1990; SANNIA y col., 1991; BETTS y KING,
1991; ELISASHVILI y col., 1992).
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El ‘Pleurotus ostreatus “ostra" o "seta", es una de las especies
mas cultivadas en el mundo. después del champifion o Agaricus
bisporus (GUINBERTEAU, 1990).1 En Europa, Italia conserva el
primer lugar en produccién de Pleurotus ostreatus, con 8 a 10 mil
toneladas por afio, seguida por Hungria con 3 mil toneladas por
afio y, Alemania y Francia producen 2 mil toneladas por afio cada
uno (OLIVIER y DELMAS, 1987). La demanda de este hongo es fuerte,
pero la produccién es muy irregular, originando como consecuencia
un mercado desorganizado, siendo la produccién insuficiente para
sus propios mercados, porque su cultivo regquiere un alto nivel de
técnica, seleccién de sustratos especificos y asequibles,
adaptacién de las condiciones ambientales a 1las fuertes
exigencias del Pleurotus ostreatus en su cultivo y control de los
competidores en la composta, como hongos filamentosos y bacterias
(ZADRAZIL, 1978; LABORDE, 1987). Por lo que la producciédn masiva
y sistemdtica exige seleccionar y mejorar las especies por su
capacidad de colonizar diferentes sustratos, de fructificar y por
su rendimiento econémico (OLIVIER y DELMAS, 1987), paréametros que
repercutiradn importantemente en la rentabilidad del cultivo.

Los hongos ocupan un lugar importante en la alimentacién, debido
a sus caracteristicas organolépticas originales y nutricionales,
y particularmente, Pleurotus ostreatus es muy apreciado por
quienes lo han degustado y su cultivo tiene un futuro promisorio
(OLIVIER y DELMAS, 1987).

1.1 COMPOSICION DE Pleurotus ostreatus.

GRISAN y SANDS (1978), HADAR y COHEN-ARAZI (1986), LABORDE
(1988), RAI y col. (1988), realizaron investigaciones sobre las
propiedades nutricionales y composicidén del Pleurotus ostreatus,
indicando que contiene los aminoacidos esenciales y no esenciales
para el humano, aproximadamente en la misma cantidad qgue el huevo
de gallina, un nGmero apreciable de vitaminas eficaces en 1la
circulacién, Bl y B2 fitiles contra los dolores reumdticos y para
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el crecimiento. Es muy digerible mejora el transito intestinal y
es conveniente para los régimenes bajos en calorias, posee un
valor energético de 367 kilocarias; y humedad de 85-93%, ademés
de la composicidén especifica, mostrada en la TABLA I.

TABLA I. COMPOSICION DEL BASIDIOCARPO DE Pleurotus ostreatus.

COMPOSICION % EN PESO SECO
Carbohidratos 53.8
Proteina 26.8
Glucégeno 13.4
Fibra 12.68
Cenizas 7.8
Az(cares solubles 6.9
AzGcares no reductores 6.45
N Total 4.0
Acidos grasos 1.7
Fésforo 1.4
RNA 1.0
Azlicares reductores 0.437
Vitamina C 0.0324
Calcio 0.02
Hierro 0.019

1.2 TAXONOMIA DEL GENERO Pleuroctus.

Pleurotus ostreatus es una de las primeras especies en ser
cultivadas. Se encuentra relacionadoc con una gama de especies o
variedades comerciales y, debido a su variada morfologla vy
exigencias fisioldgicas, se wutiliza como progenitor en los
programas de hibridacién y creacién de variedades. Es importante
recolectar el Pleurotus ostreatus y las mlltiples especies de
interés agronémico en el mundo, para constituir una reserva
interesante de germoplasma, sobre todo de las especies tipicas o
autdédctonas de cada pais donde se distribuye este género
(GUINBERTEAU, 1990).
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1.2.1 Posicién taxondmica.

De acuerdo a los criterios taxonémicos de GUINBERTEAU (1990) los
hongos del género Pleurotus pertenecen a:

Clase Basidjomicetos: Grupo de hongos que tienen en comGn la
presencia de basidios que emiten basidiosporas exbgenas al
término de la reproduccidén sexual. Entre los basidiomicetos se
encuentran los hongos mds evolucionados y comprenden en
particular la mayor parte de especies importantes que fructifican
en forma de carpéforo.

Subclase Homobasjdiomycetes o Autobasidjomycetes: Hongos con
basidios unicelulares no tabicados y completos (homobasidio)
dispuestos en estratos regulares constituyen un himenio.

Orden Hymenomycetales: Basidiomicetos macroscdpicos con sombrero
o pileo.

Familia Pleurotaceae: Familia de transicién entre los
Aphyllophorales o Polyporales, y los Agaricomycetidae. Hongos
carnosos lignicolas, carnosos cerrados pero no coridceos (no
suberoso) con laminas decurrentes o adnadas. Esta familia
comprende una docena de géneros entre ellos el Pleurotus.
Encontramos en esta familia de géneros, esporas de tipo
poliporoide (cilindraceas o subalantoide, a veces rosadas) dque
las comparan con polyporaceae ss. str.

1.2.2 Definicién del género Pleurotus.

El género Pleurotus puede ser definido como el grupo de hongos
que presentan las siguientes caracteristicas:

-~ Un pileo o sombrero: o més sombreros agrupados de manera
cespitosa ciatiforme e infundibuliforme, a veces en forma de



espétula, pétalo de flor etc. (flabeliforme, concoide o
petaloide-espatuliforme) generalmente con simetria bilateral pero
no axial.

- Un estipite o pie: excéntrico o lateral aln rudimentario o
ausente, frecuentemente provee al extremo base de tricoides en
forma de vellosidades miceliales compuestos de pelos rigidos y
abundantes.

- Laminillas: longitudinalmente decurrentes sobre la base del
pie, con frecuencia anastomosadas transversalmente al nivel de la
insercién sobre el pie.

- Habitat: sapréfito lignicola-lignivoro, sobre troncos, ramas o
&rboles muertos, algunas vVeces en la tierra sobre raices
podridas.

- Esporada: blanca, crema a gris lila palido.

~ Espora: hialina, lisa, frecuentemente cilindrica mas raramente
elipsoide, no amiloide (acianofila).

Cheilocystidios: Frecuentes.

- Trama: hymenophoral e irregular.

- Hifas: cerradas con numerosas asas de anastomosis. Estructura
monomitica, pero frecuentemente pseudomonomitica, en los
carp6foros maduros.

- Distribucidén: los hongos del género Pleurotus son cosmopolitas,

se encuentran en todos los continentes; Europa, Aasia; Medio
Oriente, América Latina, Africa, Australia etc.
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2. ANTECEDENTES.

2.1 Crecimiento de Basidiomicetos sobre diversas fuentes de
carbono y nitrégeno.

Diversas investigaciones se han realizado en el mundo para
determinar las diferentes sustancias nitrogenadas y carbonadas
asimilables por los Basidiomicetos, obteniendo resultados muy
diversos. Entre este grupo de hongos, Pleurotus ostreatus se ha
estudiado exhaustivamente, por su relativa facilidad de
crecimiento e incluso de fructificacién.

2.1.1 Asimilacién de la fuente de nitrégeno.

LILLY y BARNETT (1951) afirmaron que en el hongo comestible P.

ostreatus, las sales de amonio, permiten un mejor crecimiento que
los amino&cidos.

HACSKAYIO y col. (1954) estudiaron el comportamiento de 25
especies de Basidiomicetos (entre ellos P. ostreatus), empleando
tres fuentes de nitrégeno: nitrato, amonfiaco, y asparagina.
Encontrando gue todas las especies estudiadas wutilizan el
nitrégeno organico y amoniacal, peroc muy lentamente los nitratos.

LEONIAN y LILLY (1938, 1940), STEINBERG (1939), BLOCK y col.
(1959), KOCK (1958), TSAO (1963), VOLTZ (1972) indicaron que el
crecimiento de Pleurotus spp. sobre sales amoniacales y nitratos
es moderado; comparativamente con el manifestado sobre peptona,
urea y amino&cidos.

MACAYA-LIZANO (1975) estudié el comportamiento de 25 cepas de
Pleurotus ostreatus y formas afines, desarrolladas en diferentes
fuentes de nitrégeno; 4&cido aspartico, serina, asparagina,
peptona, sulfato de amonio, lisina y nitrato de sodio; observé
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gque la asparagina se utiliza mejor que el &cido aspartico. En
presencia de sulfato de amonio, la velocidad de crecimiento es
normal, pero el aspecto del micelio es poco vigoroso y algunas
veces se detiene el crecimiento; el crecimiento de estas cepas
sobre peptona fue muy favorable.

KHANNA y GARCHA (1985a) estudiaron la produccién de biomasa y
proteina en medio de cultivo liquido de 4 especies del género
Pleurotus: P. ostreatus, P. sapidus, P. sajor-caju y P. florida,
desarrolladas en diferentes fuentes de nitrégeno organico e
inorganico; nitrato de amonio, cloruro de amonio, sulfato de
amonio, fosfato de amonio, tartrato de amonio, nitrato de
potasio, nitrato de sodio, nitrato de calcio, urea, peptona,
asparagina, glicina, &cido L~-glutémico y caseina; determinando
gue el nitrato de potasio es la mejor fuente de nitrégeno
inorg&nico, excepte para P. florida, en cuyo caso la mejor es
nitrato de sodio. El nitrato de potasio se ha reportado en otras
investigaciones como responsable de una alta produccidén micelial
de P. sajor-caju (JANDAIK y KAPOOR, 1976) y Volvariella volvacea
(GHOSH y SENGUPTA, 1976). El nitrato de amonio o cloruro de
amonio; también favorece el crecimiento de P. ostreatus y P.
sajor-caju, sin embargo estos compuestos se han reportado como
fuentes de nitrdégeno pobres para el crecimiento de P. flabellatus
(SRIVASTARA y BANO, 1970) y P. sajor-caju (JANDAIK y KAPOOR,
1976). Se observé crecimiento minime en tartrato de amonio y
fosfato de amonio, como también lo reportaron JANDAIK y KAPOOR
(1976), sin embargo HASHIMOTO y TAKAHASHI (1974) y KAUL (1977)
encontraron gque el tartrato de amonio, es la mejor fuente de
nitrégeno inorgénica de otros hongos. La peptona origina un
maximo crecimiento y produccién de proteina de P. sajor caju y P.
ostreatus; para el desarrollo de P. sapidus y P. florida, 1la
mayor cantidad de biomasa se produjo con asparagina. Crecimiento
minimo de las especies experimentadas se presenta con el &cido L-
glutamico.
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MANU-TAWIAN y MARTIN (1988) estudiaron el efecto de fuentes de
nitrégeno organico e inorginico, en el crecimiento micelial del
hongo comestible Pleurotus ostreatus, en medio de cultivo
liquido; sintético y de extracto de turba. El fosfato de amonio,
fue la mejor fuente de nitrégeno para el medio de cultivo de
extracto de turba, y el citrato de amonio la mejor fuente de
nitrégeno para el medio de cultivo sintético produciendo la mnéas
alta concentracién de biomasa 14.7 g/L de micelio seco.

En resumen, estas investigaciones indican 1la gran variacién
nutricional de las cepas. La peptona siempre ha sido reportada
como la fuente de nitrégeno orgénica, que origina un desarrollo
muy elevado en P. ostreatus y P. sajor caju (HASHIMOTO Yy
TAKAHASHI, 1974; XHANNA y GARCHA 1985a) y de varios hongos més
(CHANDRA y PURKAYASTHA, 1977; GOPTA, 1979). El P. ostreatus crece
sobre sales amoniacales y nitratos, aGn cuando HACSKAYLO y col.
(1954) reportaron crecimiento lento sobre nitratos. En medio de
cultivo liquido, las especies del género Pleurotus se desarrollan
mejor sobre nitratos, sales amoniacales y asparagina (KHANNA y
GARCHA, 1985a; JANDAIK y KAPOOR, 1976; MANU-TAWIAN y MARTIN,
1988), en general se aprecian requerimientos nutricionales
similares en medio de cultivo sdlido y 1ligquido. Por 1lo gque
respecta a la asimilaciédn de aminodcidos, algunos autores
reportan que el crecimiento de este Basidiomiceto es moderado,
(LILLY y BARNETT, 1951); sin embargo diversos experimentos,
sefialan que es elevado su desarrollo (LEONIAN y LILLY, 1938,
1940; STEINBERG, 1939; BLOCK y col., 1959; KOCK, 1958; TSAO,
1963; VOLTZ, 1972).

2.1.2 Asimilacidén de la fuente de carbono.

El efecto de 1las diferentes fuentes de carbono scbre el
crecimiento vegetativo de los hongos ha sido mejor estudiado que
el efecto del nitrégeno.

21




Estudios realizadés por HSING-HSIUNG y col. (1974) indican que
las vias de utilizacién de 1la fuente carbonada son 1las
convencionales, puesto que encontraron activas en el extracto de
células de micelio de Agaricus bisporus, las enzimas de la via
HMP {(glucosa-6-fosfato deshidrogenasa, fosfogluconato
deshidrogenasa), EMP ( glicerofosfato deshidrogenasa, lactato
deshidrogenasa) y del ciclo de Krebs (piruvato deshidrogenasa,
succinato deshidrogenasa). La actividad especifica de
deshidrogenasas se encontré més baja en el micelio,
incrementéndose en el proceso de fructificacién, para
posteriormente declinar. En el basidiocarpo, el pileo (sombrero)
presenta la mayor concentracién de todas las deshidrogenasas. La
actividad enzim&tica a veces fluctla en el pileo (sombrero) y
estipite (pie) de diferentes etapas de crecimiento. Estos autores
indican que al parecer la via HPM tiene un papel importante en la
oxidacién de la glucosa durante el crecimiento y desarrollo de
este Basidiomiceto.

KOCK (1958) y TSAO (1963) observaron en el crecimiento del género
Pleurotus, que la glucosa, fructosa, manosa y xilosa son buenas
fuentes de carbono y el almidén también favorece el crecimiento
micelial, (YUSEF y ALLAM, 1967; VOLTZ, 1972). La manosa se ha
reportado como la mejor fuente de carbono para el crecimiento de
P. flabelatus y P. ostreatus (SRIVASTARA y BANO, 1970).

JANDAIK y KAPOOR (1976), HASHIMOTO y TAKAHASHI (1974) reportaron
que el manitol y sorbitol no son buenas fuentes de carbono para
el crecimiento de P. sajor-caju, y en medio de cultivo liquido el
P. ostreatus, no crece en manitol.

GUHA y BANERJEE (1971), CHANDRA y PURKAYASTHA (1977) reportaron
al manitol como la mejor fuente de carbono para el crecimiento de
Agaricus campestris en medio de cultivo ligquido.

MACAYA~LIZANO (1975) estudid 25 cepas de Pleurotus ostreatus y
formas afines, las clasificd en 7 grupos; en base a su velocidad
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de crecimiento, aspecto del micelio y fructificacién in vitro, en
diversas fuentes de carbono, (maltosa, sacarosa, almidén,
fructosa, glucosa y xilosa) y nitrégeno estudiadas. Indica que
todas las cepas manifiestan crecimiento similar en glucosa y
fructosa; la xilosa es la pentosa mds utilizada, algunas cepas la
prefieren en relacién a otros azficares, también crecen las cepas
en maltosa y sacarosa. El almidén no es una buena fuente de
carbono para algunas de las cepas estudiadas en este trabajo. La
fructificacién in vitro se presenta en los medios de cultivo que
contienen como fuente de carbono fructosa, glucosa o sacarosa, Y
con menos frecuencia en almidén.

KHANNA y GARCHA (1985b) estudiaron la produccién de micelio y
proteina, en medio de cultivo liquido de 4 especies de Pleurotus:
P. sajor-caju, P. florida, P. sapidus y P. ostreatus,
desarrolladas en: dextrosa, fructosa, galactosa, manosa,
arabinosa, lactosa, manosa, sacarosa, sorbitol y manitol.
Encontraron que los monosaciridos son los azlicares preferidos por
las 4 especies. La eficiencia del cultivo para producir micelio y
proteina es mayor para P. florida, y P. ostreatus, seguida de P.
sajor-caju y P. sapidus. En base a la utilizacién de azlcares,
las 4 especies podrian dividirse en 2 grupos; P. sajor-caju y P.
ostreatus, que prefieren manosa. P. florida, y P. sapidus
prefieren glucosa. La sacarosa fue la siguiente mejor fuente de
carbono, para producir micelio y proteina por las 4 especies,
seguida por galactosa. La arabinosa es el monosac&rido més pobre
para el crecimiento de estas especies. El sorbitol y el manitol
no son buenas fuentes de carbono para el crecimiento micelial de
P. sajor caju, P. florida, y P. ostreatus, pero si lo son para el
crecimiento micelial de P. sapidus. Los disaciridos son mejores
fuente de carbono para el crecimiento que el sorbitol y el
manitol para las especies estudiadas, excepto para el P. sapidus.

HADAR y COHEN-ARAZI (1986) determinaron el crecimiento de

Pleurotus ostreatus en medio de cultivo 1liquido, probando

diferentes fuentes de carbono: glucosa, sacarosa, fructosa,

23




galactosa y lactosa, resultando la glucosa la mejor fuente de
carbono para el crecimiento. La concentracién 6ptima de glucosa,
fue de 20 g/L, produciendo 11.5 g (peso seco) de biomasa por
litro, empleando como fuente de nitrdgeno asparagina. En este
trabajo también se desarrollo el P. ostreatus sobre melaza de
betabel, que se encontrd como una fuente de carbono factible en
el crecimiento, ademds de su bajo costo; produciendo a una
concentracién 6ptima de 25 g/L, 7.5 g (peso seco) de biomasa por
litro.

En general la mejor fuente de carbono asimilable para el P.
ostreatus, es la glucosa, mientras gue en fructosa, manosa Yy
xilosa también se favorece el crecimiento micelial, (KOCK, 1958;
TSAO, 1963; MACAYA-LIZANO, 1975; KHANNA y GARCHA, 1985b; HADAR y
COHEN-ARAZI, 1986). El crecimiento de este hongo en almidén es
moderado, de las fuentes de carbono experimentadas el Pleurotus
ostreatus se desarrolla menos en manitol y sorbitol (JANDAIK y
KAPOOR, 1976; HASHIMOTO y TAKAHASHI, 1974).

De las investigaciones realizadas en Basidiomicetos sobre
asimilacién de fuente de carbono y nitrdgeno, se concluye gque
existe una gran variabilidad de comportamiento aGn entre cepas de
la misma especie, lo gque hace muy dificil inferir el
comportamiento dada la individualidad manifestada en las cepas.

2.2 Morfogénesis en Basidiomicetos.

La morfogénesis es el desarrollo de la forma y estructura de un
organismo (MOORE, 1993), la morfogénesis del cuerpo fructifero es
un proceso complejo gque implica un an&lisis genético y
biogquimico. En Basidiomicetos se han estudiado principalmente dos
géneros Schizophyllum y Coprinus (SCHWALB, 1978; GOODAY, 1975;
MOORE, 1981).
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En relacién a la géenética del control de la fructificacibén, uno
de los problemas m&s importantes es la incompatibilidad de
factores. Aun cuando en una diversa seleccién de Agaricales y
Poliporales se ha reportado 1la fructificacién en micelio
monocariético (STAHL y ESSER, 1977) lo que permite en principio
realizar un control genético del desarrollo del cuerpo fructifero
(MOORE, 1994). Indiscutiblemente la formacidén del dicarién es la
base para la iniciacién de la fructificacién (STAHL y ESSER,
1977; SCHWALB, 1978).

MOORE (1993) indica que en Basidiomicetos es muy dificil realizar
estudios sobre la genética de desarrollo por Tmedios
convencionales. Una razbn, es que sus cuerpos fructiferos son
formados normalmente por micelio heterocariético, lo que implica

la presencia de dos o m&s nlcleos y por consecuencia dos o mas
genotipos.

RAPER y KONGELB (1958) analizaron la fructificacién en un gran
nimero de dicariones. Reportan que las técnicas para optimizar la
fructificacién no son conocidas. Concluyen que la habilidad para
fructificar es una caracteristica genéticamente compleja y que
algqunas cepas son genéticamente pobres para fructificar. Indican
que cada génoma haploide produce Gnicamente la mitad del total de

las proteinas de requlacidén requeridas para el control de 1la
fructificacién.

RAPER y KONGELB (1958), y RAPER (1966) demostraron que existe un
sistema complejo genético, que controla 1la formacién del
relativamente simple basidiocarpo de Schizophyllum comune, pero
WESSELS y col. (1965) demuestran que en su fructificacién también
intervienen cambios bioguimicos.

Para examinar 1los procesos de regulacién con los cuales se
controla la fructificacién es necesarioc determinar algunos de los
cambios bioquimicos asociados con la morfogénesis. Estos cambios



sirven como marcadores del proceso de desarrollo
independientemente de la morfologia (SCHWALB, 1978).

GOODAY (1975) reportd que la formacidén y desarrollo de cuerpos
fructiferos de especies del género Coprinus, como con otros
sistemas de diferenciacién es controlada por una serie de
mecanismos. El1 control de la genética primaria ha sido demostrado
con estudios de cuerpos fructiferos anormales de Coprinus
macrorhizus (KIMURA y FUGIO, 1961), por TAKEMARU y KAMADA (1969,
1970, 1972) y TAKEMARU y col. (1974), guienes obtuvieron
desarrollo de mutantes de esta especie tales como algunas gque
producen "poca elongacién" o '"poca expansién" de 1los cuerpos
fructiferos.

Diversos estudios en mutantes del género Coprinus muestran que la
elongacidén del estipite y expansién del pileo son eventos
controlados independientemente (GOODAY, 1974), TAKEMARU y col.
(1974). A veces el desarrollo del estipite depende de 1la
presencia del pileo durante la fase mds temprana de formacién del
cuerpo fructifero de Coprinus cinereus (BORRISS, 1934; EILERS,
1974). Otros hongos tales como Agaricus bisporus, muestran tal
interdependencia por un tiempo mayor durante la maduracién del
cuerpo fructifero (HAGIMOTO, 1964; HAGIMOTO y KONICHI 1959).

La fase de répida elongacidén del estipite en Coprinus esta
precedida por un decrementc en el contenido de glucégeno,
incremento en el contenido de AMP, incremento en el nGmero de
nicleos por célula (LU, 1974; MOORE y col., 197%9a, STEPHENSON y
GOODAY, 1984), y una etapa de interdependencia con el desarrollo
del pileo. Es un proceso endotrépico auténomo, por no requerir la
presencia de nutrientes exbgenos, agua o pileo (sombrero); ello
involucra 1la elongacidén de células (KAMADA y TAKEMARU, 1983;
HAMMAD Y col., 1993), un incremento en actividad de
guitinsintetasa y un incremento en el contenido de gquitina a
expensas de otros constituyentes celulares, con la insercién de
nuevas microfibrillas de gquitina entre 1la microfibrillas
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transversas existentes (GOODAY, 1975). El proceso de elongacién y
la insercién necesaria de nuevos materiales de la pared celular,
implica un balance controlado entre la sintesis y lisis. Se han
detectado actividades quitinoliticas y proteoliticas en extracto
de células libres de estipites (GOODAY, 1975). La quitinsintetasa
es activada alostericamente por su sustrato R UDP-N~-
acetilglucosamina, y también por N-acetiglucosamina (DE ROUSEET-
HALL y COODAY, 1975; GLASER y BROWN, 1957; RUIZ-HERRERA, 1982;
RUIZ-HERRERA y col., 1992). La N-acetilglucosamina es un azlcar
no comin en estado libre, pero se forma de 1la ruptura de 1la
quitina. DE ROUSSET-HALL y GOODAY (1975), reportan gque la
glucosamina, un andlogo téxico de 1la glucosa, a Dbajas
concentraciones es un activador alostérico de la quitinsintetasa.

Estudios de GOODAY (1972) y CRAIG y col. (1981) en Coprinus
cinereus y Agaricus bisporus respectivamente, demuestran que la

sintesis de quitina ( (1-4)-B-homopolimero de N-
acetilglucosamina; MOORE, 1981), es esencial para la elongacién
de la pared de la hifa del estipite. El precursor de la quitina
es N-acetilglucosamina y es incorporado en la elongacién de 1la
hifa de cuerpos fructiferos que se encuentran expandiendose
(WESSELS y col., 1990). La actividad de la enzima gquitinsintetasa
se incrementa durante la r&pida expansién del estipite del cuerpo
fructifero de Coprinus cinereus (GOODAY, 1972 y 1973) y Agaricus

bisporus (CRAIG y col., 1981) y decrece al final del periodo de
elongacién.
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Nueva quitina '
(microfibrillas)\ Proteina
quitinsintetasa /

i Glutamina
" UTP,AcCoA
ELONGACION Activacioén e——— UDP-NacGlc
f ~—
‘ FruéP
Quitina existente " NacGic ATP, UTP
{microfibrillas) Quitinolisis Polisacaridos

FIGURA 1. MECANISMO PROPUESTO EN LA INTERACCION METABOLICA DE 1A
SINTESIS DE NUEVAS MICROFIBRILLAS DE QUITINA DURANTE LA
ELONGACION DE CELULAS DEL ESTIPITE DE Coprinus cinereus. NacGlc:
N-acetilglucosamina; UDP-NacGlc: UDP~N-acetilglucosamina; FruépP:
fructosa~6-fosfato; AcCoA: acetilCoA. (GOODAY, 1975).

ISHIKAWA y UNO (1977) reportan que en Coprinus macrorhizus o
cinereus, el AMPc actua como sustancia inductora de 1la
fructificacién y Gnicamente se acumula durante este proceso.
Puede evitar la represién catabdlica debida a alta concentracién
de glucosa e inducir las enzimas que actuan en la fructificacién,
adenilciclasa y AMP ciclicofosfodiesterasa y 3 clases de protein-
quinasas. La habilidad de incrementar el nivel de AMPc, parece
ser factor importante para inducir el cuerpo fructifero en
Coprinus, sin embargo en S. comune no se encontrd evidencia de
que el AMPc o algiin derivado de é&ste actuara como inductor de la
fructificacién (SCHWALB, 1978). Algunas veces se observd que el
AMPc podria afectar profundamente la morfologia de desarrollo de
cuerpos fructiferos (SCHWALB, 1974); a una concentracién de 10 =3
M en medic normal de fructificacidén, el AMPc causa la formacién
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de pequefios cuerpos fructiferos y cuerpos fructiferos sin
laminillas, en cepas silvestres de esta especie.

Los primordios, resultado de la fructificacién, se pueden
apreciar como cuerpos discretos en el micelio vegetati%o
dicariético desarrollados por la diferenciacidén del pileo y el
estipite, cariogamia, meiosis y desarrollo de la basidiospora
(FIG. 2). El1 resultante cuerpo fructiferoc inmaduro sufre un
incremento r&pido en la 1longitud; se elonga el estipite y se
expande el pileo. Finalmente las basidioporas maduras se liberan
Yy el tejido de las laminillas se autdlisa. Esta secuencia en el
desarrollo parece ser comiin en muchas cepas diferentes y especies
de Coprinus; pero por supuesto hay diferencias relativas en la
din&mica y tamafio de cada etapa (GOODAY, 1975).

En relacién a los estudios sobre fructificacidén KOCK (1958), y
BLOCK y col. (1959), indican que obtienen carpéforos de Pleurotus
ostreatus utilizando, como fuentes de nitrdégeno; peptona,
hidrolizado de caseina, nitrato de sodio y sulfato de amonio, y
como fuentes de carbono melaza, glucosa o celulosa. KLIOUSHNIKOV
Yy col. (1935) observaron gque el almidén es un nutriente
desfavorable para la fructificacién.
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1. Basidiosporas uninucleadas.

2. Germinacién de la basidiospora y fusién de dos micelios
primarios compatibles (intercambic de nGcleos).

3. Micelio secundario dicariético (dicaridn), fructifero con
asas de anastomosis.

4. Carpéforo o basidiocarpo.

5. Basidio con cuatro basidiosporas conteniendo cada uno de los
nficleos haploides resultantes de la meiosis.

FIGURA 2. CICLO DE REPRODUCCION DEL GENERO Pleurotus (OLIVIER y
DELMAS, 1987).
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2.3 BEfecto de la 2-desoxiglucosa en Basidiomicetos y otros
hongos.

La 2-desoxiglucosa es un andlogo téxico de la glucosa gue causa
inhibicién del crecimiento de algunos hongos por emplearse en su
metabolismo en lugar de la glucosa; este azficar es metabolizado
por varias especies pero en general s6lo una fraccidén pequefia se
utiliza (MOORE, 1981).

MOORE (1981) realizd investigaciones sobre el efecto de la 2-
desoxiglucosa, en el crecimiento de Basidiomicetos
especificamente del género Coprinus. Reporta gue la hexoquinasa,
fosforilasa de la 2-desoxiglucosa y 2-desoxiglucosa 6-fosfato,
inhiben la actividad de la fosfohexosa isomerasa y glucosa 6-
fosfato deshidrogenasa, inhibiendo el consumo y fosforilacién de
azGcares f&cilmente metabolizables. La inhibicién en el consumo
de glucosa no es el Gnico factor para la inhibicién del
crecimiento de los hongos.

La formacién de la 2-desoxiglucosa 6-fosfato, es el limite del
metabolismo de este andlogo de la glucosa, la acumulacién del
éster de fosfato, origina un consumo considerable de las reservas
de fosfato y el nivel de ATP baja drasticamente. Inmediatamente
la 2-desoxiglucosa promueve la degradacién de nucledtidos de
purina y pueden 1llegar al minimo nivel de hipoxantina. El
material preelaborado de la pared es degradado e impedida 1la
sintesis de nuevos componentes de la pared, debido a la reaccién
de la 2-desoxiglucosa con los nucledtidos de uridina y guanosina.
La interferencia de la 2-~desoxiglucosa con la estructura de la
pared reduce notablemente la estabilidad osmdética, y la lisis
celular es el factor principal de inhibicién del crecimiento por
2-desoxiglucosa 6-fosfato en levaduras, y en hongos filamentosos
es semejante. 2ONNEVELD (1973) reportd que la 2-desoxiglucosa
inhibe la formacién de glucano en Aspergillus nidulans. MOORE Yy
STEWART (1972), indicaron que ocurre una lisis de células de la
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punta de la hifa durante el crecimiento de Coprinus cinereus en
presencia de este andlogo de la glucosa.

MOORE (1981), ALLEN y col. (1989) reportaron que las cepas
mutantes que son resistentes a 2-desoxiglucosa 6-~fosfato,
presentan alteraciones en el sistema de transporte, o en
funciones de la hexoquinasa o fosfatasa. MARTIN y HEREDIA (1977),
HEREDIA y col. (1964), HEREDIZ y SOLS (1964), caracterizaron y
purificaron una fosfatasa gue evita la acumulacién de 2-
desoxiglucosa 6-fosfato, en cepas de 1levaduras mutantes;
resistentes a 2-~desoxiglucosa. TAJ~ALDEEN y MOORE (1983), indican
gue las cepas mutantes de Coprinus normalmente presentan una
actividad inalterada de hexoguinasa.

Muchos aspectos sobre el metabolismo de 1los carbohidratos
requieren de investigacién y para tales estudios, los andlogos
téxicos de la glucosa tienen mucho que ofrecer. Es muy importante
el empleo de los andlogos téxicos de la glucosa para estudios de
morfogénesis de la hifa, especialmente en la conexién entre 1la
construccién de la pared y la morfologia. Diferentes estudios
indican gue usando los andlogos téxicos de la glucosa se inducen
cambios paramdérficos, (factores capacés de inducir cambios
morfolégicos reversibles sin alterar el génoma) y alteraciones
genéticas que pueden imponer anormalidades morfolégicas, lo cual
ha contribuido a la generalizacidén que los cambios morfoldégicos
ocurren cuando el balance entre los componentes o precursores de
la pared son alterados (GOODAY, 1975). Contradictoriamente en el
crecimiento anormal de 1la hifa causada por los anilogos de
glucosa, pueden encontrarse células normales de la hifa las que
forman los tejidos de las estructuras complejas de los hongos
tales como el carpdéforo en los Basidiomicetos (MOORE, 1981).
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2.4 Empleo de la técnica del anilisis de imigenes para el estudio
de hongos.

El término analisis de imdgenes es usualmente empleado para
procedimientos computarizados y se define como la captura de una
imagen, seguida por 1la cuantificacién y clasificacién de
componentes dentro de ésta (VAN DE VOOREN y col., 1991).

El procesamiento digital de imagenes, para el estudio de micelios
de hongos, es una metodologia desarrollada recientemente, y
estudiada por varios autores; siendo una técnica muy promisoria
(PACKER y THOMAS, 1990; GONZALEZ-BLANCO y col., 1993; LARRALDE y
col., 1994), puesto que se completa la informacién quimica con la
morfolégica (LARRALDE-CORONA, 1992). El andlisis de imagenes
puede superar a la técnica manual, facilitando el procesamiento
de grandes cantidades de material en un tiempo relativamente
corto (BAUM y BAILEY, 1987).

En Basidiomicetos se han realizado estudios empleando imagenes
digitalizadas para la clasificacién de variedades (VAN DE VOOREN,
y col.; 1991) e identificacién de Thongos cultivables,
especificamente Agaricus bisporus (VAN DE VOOREN y col., 1992).
Se desarrollé un modelo para distinguir varios hongos cultivables
en base a sus caracteres morfoldgicos y fisiolbgicos.
Diferenciando variedades de Agaricus bisporus hibridas; blanco y
crema, con pequefias diferencias morfolbégicas entre si y muy poca
variacién genética (VAN DER NEUT, 1991). Una simple medicién
manual y observacién de 1los hongos, son pruebas insuficientes
para diferenciarlos entre si, empleandose con buenos resultados
el andlisis de imdgenes junto con el modelo de reconocimiento.

VAN DE VOOREN y col. (1991) reportaron que es posible diferenciar
el 80% de los hongos cultivables experimentados a 1% de nivel de
significancia, usando tnicamente 4 caracteres; &rea, factor de
forma y excentricidad del pileo y factor de forma de las
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laminillas, de las 44 caracteres probados (VAN DE VOOREN y col.,
1992), siendo el método de andlisis de im&genes mds répido y més
preciso que el método manual y visual usados comunmente. En este
trabajo se presenta un estudio morfométrico de la fase micelial
de Pleurotus ostreatus, desarrollado en diferentes medios de
cultivo.
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3. OBJETIVOS.

3.1 OBJETIVO GENERAL.

Desarrollar una metodologia de caracterizacién de cepas
Pleurotus ostreatus, mediante la evaluacién de la fisiologia
morfometria de crecimiento de su fase micelial, en medio
cultivo sélido, empleando como agente selectivo 1la

desoxiglucosa (2-DG).

3.2 OBJETIVOS ESPECIFICOS.

3.2.1 Evaluar el efecto de la 2-DG en el crecimiento
diferentes cepas de Pleurotus ostreatus.

de

de

de

3.2.2. Evaluar el efecto de interaccién de la 2-DG, con almidén y

glucosa empleados como fuente de carbono, en el crecimiento de la

fase micelial de Pleurotus ostreatus.

3.2.3 Desarrollar un método morfométrico para determinar
crecimiento del micelio vegetative de Pleurotus ostreatus,

el

en

medio de cultivo sélido, con diferentes concentraciones de 2-

desoxiglucosa.

3.2.4 Proponer una metodologia a nivel laboratorio qgue permita

inferir el comportamiento de las cepas de Pleurotus ostreatus a

nivel de planta productora.
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4. HIPOTESIS.

4.1 El crecimiento micelial de las cepas de Pleurotus ostreatus
en diferentes mnedios de cultivo conteniendo 2-desoxiglucosa,
dependerid de su resistencia o sensibilidad a este téxico; las
cepas resistentes ser&n las de metabolismo mas acelerado.

4.2 El crecimiento micelial de Pleurotus ostreatus seré& favorable
en polimeros de glucosa, como el almidén; ya que su h&bitat
natural som sustratos ligninocelulésicos, pero mas lento que en
glucosa por ser ésta de mds facil asimilacién para el hongo.

4.3 Durante el crecimiento de la fase micelial de P. ostreatus,
en diferentes medios de cultivo se manifestaran caracteristicas
morfolégicas; cuantitativas y cualitativas que permitirén
diferenciar a las cepas entre si.

4.4 Llas cepas de Pleurotus ostreatus no sujetas a represién
catabdlica (o de metabolismo acelerado), ser&n las cepas que
mejor se desarrollen a nivel de cultivo , ya que los sustratos
ligninocelulésicos son ricos en diversos azGcares.
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5. METODOLOGIA.

S.1 Cepas de Pleurotus ostreatus.

Se estudiaron seis cepas de Pleurotus ostreatus, tres del cepario
del Laboratorio de Biotecnologia del Centro de Investigacién en
Ciencias Biol&gicas de 1la Universidad Auténoma de Tlaxcala
(C.I.C.B-U.A.T.), UAT-PO3, UAT-PO4 y UAT-PO7; y tres cepas de
coleccidén, de la American Type Culture Collection (A.T.C.C.),
ATCC-32783, ATCC-38537 y ATCC-58052. En la TABLA I1I se describen
algunas caracteristicas de éstas.

TABLA II. Caracteristica de las cepas experimentadas.

CEPA CARACTERISTICAS

UAT-PO7 Basidiocarpo de color crema oscurc (FIG. 22),
desarrollo micelial en el sustrato abundante.
(Cepa originaria de Praga).

UAT-PO4 Basidiocarpo de color café claro (FIG. 23),
invasién micelial en el sustrato abundante.
(Cepa originaria de U.S.A.).

ATCC-38537 Basidiocarpo de color crema oscuro (FIG. 24),
desarrollo micelial en el sustrato poco
abundante. Reportada como "formacién de
primordio" (catdlogo de la ATCC, 1991).

UAT-PO3 Basidiocarpo de color café claro (FIG. 25),
desarrollo micelial en el sustrato abundante.
(Cepa aislada del volcan Popocatepetl).

ATCC-58052 Basidiocarpo de color blanco ostién (FIG. 26)
desarrollo micelial en el sustrato muy
abundante. Reportada como "degradacién de
ligninocelulosa" (cat&logo de la ATCC, 1991).

ATCC-32783 Basidiocarpo de color café claroc (FIG. 27),
desarrollo micelial en el sustrato muy
abundante. Reportada como "degradacién de
lignina" (catdlogo de la ATCC, 1991).
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5.2 Propagacién de la fase micelial y obtencidén del indculo.

Cada una de las cepas se desarrolld en medio de cultivo sélido
Czapek-Dox, se incubdé a 25 O¢c durante 7 dias, tiempo en el cuil
se tomd el indculo del contorno de 1la colonia, empleande un
horadador de 4.4 mm de diametro. Estos cultivos se usaron para
sembrar (en el centro) cada una de las cajas Petri conteniendo
los diferentes medios de cultivo a experimentar.

$.3 Medios de cultivo.

Se emplearon 8 medios de cultivo sélidos, con 1la composicién
especificada en la siguiente tabla.

TABLA III. Composicién de los medios de cultivo empleados.

MEDIO DE COMPOSICION

CULTIVO (g/L)

M1 ALMIDON (10.5)

M2 ALMIDON (10.5) + 2-DESOXIGLUCOSA (0.01)
M3 ALMIDON (10.5) + 2-DESOXIGLUCOSA (0.1)
M4 ALMIDON (10.5) + 2-DESOXIGLUCOSA (1.0)
M5 GLUCOSA (10.63)

M6 GLUCOSA (10.63) + 2-DESOXIGLUCOSA (0.01)
M7 GLUCOSA (10.63) + 2-DESOXIGLUCOSA (0.1)
M8 GLUCOSA (10.63) + 2-DESOXIGLUCOSA (1.0)

Contienen ademds 17 g/L de bacto-agar, 1.0 g/L de sulfato de
amonio como fuente de nitrdgeno, en una relacién C/N de
aproximadamente 20; y un medio de cultivo mineral base con la
siguiente composicién en gramos por litro: KHPO4, 0.5;
CaH,y (PO4) 2H20, 0.3; MgSO4. 7H20, 0.5; FeSO4. 7H30, 0.02; ZnSO4.
7H,0, 0.02; MnSO4.7 Hy0, 0.02; (medioc mineral base modificado de
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MACAYA-LIZANO, 1975; y EGER, 1978). El pH de los medios de
cultivo se ajusto a 6.5, empleandose una solucién de KOH al 30%.

5.4 Equipo experimental.

Los experimentos se realizaron por triplicado en cajas de Petri
de 9 cm de didmetro y 1.5 cm de altura, conteniendo cada uno de
los medios de cultivo.

5.5 Estudios realizados.

Las cepas UAT-P0O3, UAT-PO4 y UAT-PO7 se experimentaron a
temperaturas de 25 °C, 28 ° y 30 ° y las cepas ATCC-32783,
ATCC-38537 y ATCC-58052 a 25 ©C, realizandose los -siguientes
estudios.

5.5.1 Velocidad de crecimiento radial (u,).

Una vez inoculadas las cajas de Petri con los diferentes medios
de cultivo e incubadas a 25 °C, se midié el avance del micelio
vegetativo durante 6 dias ; puesto que la caja de Petri es
invadida completamente por algunas cepas fundamentalmente en los
medios M1 , M5 y M6, al dia 7 de desarrollo.

5.5.1.1 Fundamentos tebricos para el célculo de la velocidad de
crecimiento radial (u,.).

Se determiné la velocidad de crecimiento radial (u,), de acuerdo
al siguiente andlisis teérico.



Distancia(R)

VcJ-

Velocidad (%B)
t

I O | T

k-----,--_-__-___

Tiempo (1)

I Fase de aceleracién.

II Fase de velocidad de crecimiento consténtg.

III Fase de desaceleracién.

A Curva integral de crecimiento, R = f(t).

B Curva derivada de crecimiento, u, = _R = g(t).
FIGURA 3. Curvas ideales que representan la velocidad de
crecimiento (MANDELS, 1965; JOLY y Col., 1971; MACAYA-LIZANO,
1975) .
u, = AR/ AT = f(t) (1)
Y=mx +Db

aproximacién de la fase II de crecimiento,

Y =R, X =t ; ordenada y abcisa en la recta,

(2)

(3)

40




R=nt + b ; sustituyendo (3) en (2)
m = R/t recta que pasa por el origen (4)

u, = AR/ At =m de (4) en (1) (5)

5.5.2 Di&metro de la hifa distal (Dny) y longitud de la hifa
distal (L,g).

Se midié el didmetro y la longitud de la hifa distal de cada una
de las cepas experimentadas en los diferentes medios de cultivo,
realizando 30 mediciones para cada una alrededor de la colonia, a
los 6 dias de desarrollo, empleando cuando fue necesario solucidén
fijadora (formaldehido al 40%, 13 mL; Acido acético glacial, 5 mL
Yy etanol al 50%, 200 mL) para detener el crecimiento (PACKER Y
THOMAS, 1990) y azul de anilina para tefiir las hifas y facilitar
la medicién.-

5.5.3 Evaluacién de velocidad de crecimiento especifica (pca;) -

Con los datos obtenidos de la velocidad de crecimiento radial
(u,), diametro (Dy4q) y 1longitud de la hifa distal (Lpg), se
evalué la tasa especifica de crecimiento (u.,;), para cada cepa
en cada uno de los medios de cultivo experimentados.

5.5.3.1 Fundamentos tedéricos para el c&lculo de la velocidad de
crecimiento especifica (p.a;) -

BARTNICKI-GARCIA y col., (1989) reportan que los micelios de los
hongos generalmente crecen por las puntas o zona apical, con
diametro uniforme. Su crecimiento ha sido atribuido a un fenémeno
complejo en el que participan las vesiculas (agregado de enzimas
hidroliticas y sintéticas que degradan y reelaboran fragmentos de
pared celular), que son distribuidas en forma radial y aleatoria
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hacia la pared apical dando 1lugar a un crecimiento de 1la
superficie con una velocidad Q, que es proporcional al producto
de la velocidad de elongacién dL/dt, por el diametro, D.

Qa = 2aDpq(dL/dt) (1)

La elongacién de las hifas sigue una ecuacién exponencial, es
decir su velocidad es proporcional a su longitud, de donde;

dL/dt = KL (2)

Esta ecuacién fue propuesta por SMITH, (1924) y se ha corroborado
experimentalmente por diversos autores TRINCI (1969), TRINCI
(1974), y LARRALDE y col. (1994). La ecuacién (2) implica que 1la
sintesis de vesiculas a través del sustrato se lleva a cabo en
forma relativamente homogénea a lo largo del segmento subapical y
gue la velocidad de sintesis de la pared Qa no se encuentra
saturada por vesiculas hasta que el micelio se ramifica, la
solucién de la ecuacién es; )

L = Loekt (3)

Luego entonces se tendria que dL/dt alcanzaria un valor mé&ximo,
u, si al tiempo critico de ramificacién (t.), L = Lg,,, como se
indica en la siguiente ecuacién;

Up = KLpayx = I-'oektc (4)

Por lo tanto la frecuencia promedio de ramificacién e, estara
dada por;

® = 1/t = K/1n(Lpax/Lo) = (Ur/Limax) /10 (Lpay/Lo) (5)

El valor estimado de L, por ajuste de las curvas exponenciales de
elongacién (3), es aproximadamente el doble de, Dp4 (VINIEGRA~
GONZALEZ y col. (1993a).
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VINIEGRA-GONZALEZ y col. (1993b) reportan que el balance de
materiales de una hifa, permite establecer la cantidad de
biomasa, X, como proporcional al nGmero de hifas = (2Ny-1), N¢ es
el nimero de puntas. Esto si se toma en cuenta que; la biomasa de
cada hifa es proporcional al &rea de seccién (=x D2/4), a su
longitud promedio L,,, a la propeorcién de sblidos (1-W) y a su
densidad P como se muestra en la siguiente ecuacién;

X = (2Ng-1) (1-W)p (nDpg2/4) L,y (6)

El maximo de 1la funcién densidad de probabilidad se alcanza
cuando L = L,,, por lo tanto, si el ndmero de las hifas se
duplica cada t. horas, la proporcién de biomasa sobre la biomasa
" original (X/X,) serd una funcién exponencial del tiempo, segln se
ha demostrado (VINIEGRA-GONZALEZ y col., (1993b), y se define en
la ecuacién;

(X/X5) = 2% = e(ueyplt (7)

Bexpr es la velocidad especifica de crecimiento, indicada en la
ecuacién usual exponencial;

dx/dt = pe,pX (8)

El parémetro Bexp Ppuede ser estimado como la pendiente de la
grédfica 1nX vs t o mediante el ajuste de la ecuacién logistica;

X = Xpay/ [1+Ae” (F1og) ) (9)
Donde A = (Xpax—Xo,)/X, es una constante que depende de las
condiciones iniciales del cultivo (X,) Y Hiog ©s la constante

cinética de la ecuacién logistica.

Ya que Kexp = “log/z , pues la evaluacién del parametro segin la
ecuacién (7), se hace cuando X * Xp../2-
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1dx = Klog [1'(x/xmax)] (10)
x dt

Si X = Xpax/2; 1 d_¥t= B1og(0.5) = Bexp (11)
X

Para estimar el valor de pca) en términos de los valores de Lgy,
D, Yy ur se puede recurrir a las ecuaciones definidas
anteriormente, guedando;

Bcaly = (1n2)e = (1n2)urp/[BLay1n(B8L,y/2D)] (12)

Esta ecuacidén tiene un parametro 1libre de ajuste B8, que
representa la constante de proporcionalidad entre Lpayx Y Lay,
definida de la siguiente manera;

Lmax = BLay (13)

El ajuste del parametro B se lleva a cabo mediante ' 1la

2 entre Hcay Y H1oge De
investigaciones anteriores (LARRALDE y col., 1994), se conoce B ~

minimizacién de 1la funcién chi

2.414. Con lo que se puede determinar el valor de p.,;-.

5.5.4 Consumo de glucosa y cuantificacién de biomasa.

Se cuantificé la cantidad de glucosa consumida, (en cajas de
Petri con 20 mL de medio de cultivo), para cada una de las cepas
experimentadas a los 5 y 10 dlas de desarrocllo, en los medios de
cultivo conteniendo como fuente de carbono glucosa y diferentes
concentraciones de 2-DG. El medio de cultivo se desprendié de la
caja Petri, empleando una espatula, se colocé en un vaso de
precipitado conteniendo 180 mL de agua destilada, se tapé y se
fundié en un horno de microondas (KENMORE, MOD. 720) durante 3
min, separando el micelio con unas pinzas. El micelio se secd
durante 24 horas a 65 °C y se pesd, en el medio de cultivo se
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cuantificé el consumo de glucosa empleando el método de DNS
(preparacién del reactivo DNS: &cido 3,5 dinitrosalicilico, 1 g;
hidréxido de sodio, 1 g.; sulfito de sodio anhidro, 0.05 g;
fenol, 0.20 g.; y agua destilada 200 mL), reportado por MILLER
(1959), previamente se realizé una curva patrén. Este experimento
se efectud por duplicado para el caso de la produccién de biomasa
y para evaluar el consumo de glucosa por triplicade para cada
caja de Petri desarrollada.

5.5.5 Evaluacién del factor de rendimiento (Yy,s) en caja de
Petri.

Con los datos obtenidos del consumo de glucosa y produccién de
biomasa, se realizdé el cdlculo del factor de rendimiento (Yx/s)
en cada una de las cepas probadas para los medios de cultivo ya
indicados, (M5, M6, M7, y M8).

5.5.5.1 Fundamentos tedricos para el c&lculo del factor de
rendimiento (Yyx;s).

El factor de rendimiento del crecimiento (Yy;g), es un pardmetro
cuantitativo que indica como se esta aprovechando un sustrato; se
define como la razén entre el incremento de biomasa (AX) y el
consumo de sustrato observado (AS) (PIRT, 1975), se expresa de la
siguiente manera, cuando el limite de 'S tiende a cero;

Y= -4 (1)
ds

Al mantener las condiciones del medio constantes, el coeficiente

de rendimiento también es constante y reproducible, calculandose
Y por;

X - Xo = Y (So-8) (2)
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De dénde se puede calcular el factor de rendimiento, en base a la
biomasa en este caso producida en caja Petri conteniendo 20 mL de
medio de cultive, determinada por peso seco y el consumo de
glucosa efectuado.por el hongo en estas condiciones (despreciando
la cantidad de biomasa presente en el indéculo inicial).

5.5.6 Empleo de la técnica del procesamiento digital de imagenes.

Para determinar la velocidad de crecimiento radial (u,), el,
difmetro (Dp4) y longitud de la hifa distal (Lyg)., se empled la
técnica del procesamiento digital de im&genes, mediante el uso
del programa IMAGENIA (BIOCOM, FRANCIA), provisto de una tarjeta
digitalizadora Matrox y empleando una computadora HP QS/20
provista de un coprocesador 386.

En el caso de la velocidad de crecimiento radial (u.), se marcaba
el avance del crecimiento micelial, para posteriormente medirlo
en el procesador de imdgenes. Para medir el didmetro (Dpy) ¥y
longitud de la hifa distal (L,y), se tomaba del contorno de la
colonia una parte de agar, y se colocaba en un portaobjetos para
determinar sus dimensiones. Ocasionalmente se empled una solucién
fijadora para detener el crecimiento micelial, y solucién para
tefiir las hifas y facilitar la medicién.

5.5.7 Comportamiento de las cepas en planta productora.

Se evalud el comportamiento en cultivo de cada una de las cepas,
en la Empresa Biotecnologia Agropecuaria S.A. de C.V., en
Apizaco, Tlaxcala. Se procesaron 300 Kg de sustrato, paja de
trigo, sembrandose 10 fermentadores de 5 Kg de sustrato para cada
cepa. Se determinaron los siguientes parédmetros; tiempo de
fructificacién, primera, segunda y tercera cosecha, % de
eficiencia biolégica (cantidad de hongo fresco producido entre
sustrato seco empleado para la produccién del hongo por 100) y
productividad (Kg de hongo fresco producido entre tonelada de
sustrato seco empleado por dia).
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5.5.8 Efecto de la temperatura en el crecimiento micelial de
Pleurotus ostreatus, desarrollado en medios de cultivo
conteniendo 2~-desoxiglucosa.

Las cepas UAT-PO3, UAT-PO4 y UAT-PO7, se crecieron en los
diferentes medios de cultivo (M1, M2, M3, M4, M5, M6, M7 y M8), a
28 % y 30 9 ademis del estudio realizado a 25 °c, evaluandose
en todos los casos; la velocidad de crecimiento radial (u.),
didmetro de la hifa distal (Dnq), longitud de hifa distal (Lypg),
y tasa de crecimiento especifica (Kca1) + segGn métodos
especificados anteriormente.

5.6 Anilisis estadistico.

El andlisis estadistico de los resultados se realizé mediante la
prueba de anilisis de varianza (ANOVA), en base a los datos del
ANOVA se realizaron las pruebas de significancia de 1las
diferencias, o las comparaciones entre las medias de las muestras
por medio de la prueba de Rango Miltiple de Duncan, empleando el
programa estadistico SAS (Statistical Analysis System).
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6. RESULTADOS Y DISCUSIONES.

Se presentan los resultados obtenidos del estudio, de las cepas de
Pleurotus ostreatus, UAT-PO3, UAT-PO4, UAT-PO7, ATCC-32783, ATCC-
38537 y ATCC-58052, a nivel laboratorio a 25 ©C; en diferentes
medios de cultivo, sobre: velocidad de crecimiento radial (urf,
dismetro de la hifa distal (D,,), longitud de la hifa distal (L.,),
tasa especifica de crecimiento (Boal)+» consumo de glucosa,
produccién de biomasa y factor de rendimiento en caja Petri (Yx/.);
asi como tiempo de fructificaciédn (tf), % de eficiencia bioldgica (%
E.B.), Y productividad (PR), paraAmetros evaluados a nivel de Planta
productora.

Adem&s se presentan los resultados del comportamiento de las cepas,
UAT-PO3, UAT-PO4 y UAT-PO7, a nivel laboratorio a 28 9C y 30 ©C en
diferentes medios de cultivo, sobre: velocidad de crecimiento radiail
(u,), dismetro de la hifa distal (Dpa) » longitud de la hifa distal
(Lyy) Y tasa especifica de crecimiento (Bean)

También se muestran algunas impresiones de imigenes digitalizadas de
hifas en las FIGURAS 12-19.

6.1 Velocidad de crecimiento radial (u)).

Para todas las cepas experimentadas, la velocidad de crecimiento
radial (u,) manifestada en el medio de cultivo gque contenia como
fuente de carbono almidén (M1l), fue mayor gque la velocidad de
crecimiento radial en el medio de cultivo que contenia glucosa como
fuente de carbono (M5), como se observa en la TABLA IV y en la
FIGURA 4. Estas diferencias fueron observadas en todas las cepas Yy
aunque no fueron estadisticamente significativas, sugieren una
tendencia fisiolégica de los micelios a extenderse mis réipidamente
en un sustrato cuya fuente de carbono es compleja (almidén), que
cuando se trata de glucosa; esto es probablemente debido a que el
hiabitat natural del Pleurotus ostreatus son polimeros de glucosa, se
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ha reportado que la degradacidén de lignina se efectGa por medio de
un proceso de metabolismo secundario que requiere para su
degradacién la presencia de ciertas enzimas producidas via el
crecimiento inicial del hongo en azucares simples (BOOMINATHAN Yy
ADINARAYANA, 1992), por lo que una vez que se han producido enzimas
para el ataque de polimeros de glucosa su crecimiento en este
sustrato (almidén), es mas répido. Las cepas gque presentaron mayor
velocidad de crecimiento radial en estos medios de cultivo (M1 y
M5), fueron las cepas UAT-PO4; UAT-PO7 y ATCC-38537.

TABLA 1IV. EFECTO DE LA 2-DESOXIGLUCOSA SOBRE LA VELOCIDAD DE

CRECIMIENTO RADIAL (ur {=) um/hr) DE DIFERENTES CEPAS DE Pleurotus
ostreatus, A 25 ©cC.

MEDIO A CEPA UTILI ZADA

DE

CULTIVO UAT UAT ATCC UAT ATCC ATCC

PO7 PO4 | 38537 PO3 | 568052 | 32783

ALMIDON

M1 310.40.| 319.65|284.85 (267.73 1277.15 | 280.00
+1162 |+ 755+ 8.85 |+14.33 [ +13.67 | + 9.46

M2 256.56 [ 300.44 (270.10 | 174.06 | 229.568 | 230.75
+21.94 | +13.79 | +17.65 |+14.24 | +24.50 | +16.59

M3 101.10 | 196.79 | 124.72 | NO CRECIO | NO CRECIO | NO CRECIO
+ 458! +19.93|+18.18

M4 NO CRECIO | NO CRECIO | NO CRECIO | NO CRECIO | NO CRECIO| NO CRECIO

GLUCOSA

M5 297.83|264.10 | 280.21 |261.85 {268.02 | 237.23
+18.82 |+ 3.94 + 9,97 [+86.20 |+ 8.49 | + 4562

M6 324.46 | 278.81|280.46 |248.85 |272.19 | 250.63
+15.28 |+ 435 |+ 9.32 {+11.13 |+ 853  + 6.28

M7 267.67 | 295.48 | 235.21(221.46 {261.06 | 220.75
+1729 |+ 268+ 550 |+13.46 |+ 6.76 | +10.71

M8 89.79|118.17 | 128.81 | 57.88 | 84.17 | 44.27
+4.45 | + 3.02 |+ 554 | +1.64 +4.76 +3.15

49




ur (um/hr)

GLUCOSA

ALMIDON

TR RN
L

350

300 1
250 n
200 |

M6

M5

M4

M3

M2

MEDIO DE CULTIVO

Ml Arcc-38537

UAT-PO4

Z

-PO7

<
=]

[ ] ATCC-32783

Bl ATCC-58052

-PO3

<
o)

PAS DE Pleurotus ostreatus A 25°C.

FIGURA 4. EFECTO DE LA 2-DG SOBRE LA VELOCIDAD DE CRECIMIENTO RADIAL
(u,) DE DIFERENTES CE

50



También, para todas las cepas experimentadas la velocidad de
crecimiento radial, en el medio de cultivo que contenia almidén como
fuente de carbono (M1), fue mayor que la u_ en el medio de cultivo
que contenia almidén y la minima concentracién de 2-DG, 0.01 g/L
(M2). Sin embargo, en este Gltimo medio de cultivo las cepas UAT-PO4
y UAT-PO7 fructificaron in vitro (FIGURAS 20 y 21), a los 70 y 60
dias respectivamente , lo que indica que no existe una relacién
directa entre la velocidad de crecimiento radial y la
fructificacién. KLIOUSHNIKOV y col. (1935) reportaron que el almidén
es un medio desfavorable para la fructificacién, y que la celulosa y
la glucosa son favorables (BLOCK y col., 1959; KOCK, 1958), lo que
indica la influencia probable de la 2-DG, a nivel de estimulacién de
algunas enzimas responsables en la fructificacién (ver FIGURA 1),
por su relaciébn quimica con la N-acetilglucosamina y glucosamina, &
por su relativamente f&acil conversién a alguno de estos azucares,
puesto gue DE ROUSSET-HALL y GOODAY (1975) indicaron que a bajas
concentraciones, la glucosamina también es un activador alostérico
de la quitinsintetasa; esta probable evidencia estd apoyada porque
ninguna de estas cepas fructificaron, en los medios de cultivos M1 &
M5, que no contenian 2~DG. El1 medio de cultivo en el que
fructificaron fue muy similar a las condiciones del hébitat natural
del hongo, lo que puede explicar el hecho que 1las cepas no
fructificaran en el medio de cultivo an&logo del M2, es decir el

medio que contenia glucosa como fuente de carbono mds 0.01 g/L de 2-
DG (M6).

En el medio de cultivo que contenia almidén como fuente de carbono y
0.1 g/L de 2-DG (M3), sblo crecieron las cepas UAT-PO4, ATCC-38537 y
UAT-PO7; resultando la composicién en este medio de cultivo muy
téxica para las cepas ATCC-32783, ATCC-58052 y UAT-PO3, mientras que
en el medio de cultivo gue contenia como fuente de carbono almidén y
1.0 g/L de 2-DG (M4), ninguna cepa.  crecié. Esto no ocurridé en el
medio de cultivo anilogo que contenia glucosa como fuente de carbono
Yy 1.0 g/L de 2-DG. (M8).

MOORE (1981) sugirié que la interaccién entre los azlcares y la 2-DG
en los pasos de transporte, se podria relacionar por la habilidad de

153959
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la glucosa para revertir la inhibicién de crecimiento causado por 2-
DG. En todos los casos en gue se ha realizado una comparacién entre
el efecto de 2-DG en glucosa y fructosa, la inhibicién es mayor en
el medio que contiene fructosa, gque en el medio que contiene
glucosa. En levaduras existen diferencias en sensibilidad de 2 & 3
veces, dependiendo si el medio contiene una u otra fuente de carbono
(HEREDIA y col., 1964), y en hongos filamentosos las diferencias
fueron de aproximadamente 10 hasta 100 veces (MOORE y DEVADATHAM,
1979). Estos efectos se interpretan, que son debidos a la relativa
habilidad de la fructosa y glucosa, para inhibir el consumo del
andlogo dentro de la célula, reflejandose la habilidad de mecanismos
de transporte por los diferentes azucares. Claramente la fructosa es
menos efectiva que la glucosa para inhibir el consumo de anilogos
inhibitorios. Esto es 1o qgue probablemente ocurrié en la diferencia
en el crecimiento de los medios de cultivo M4 y M8, donde el almidén
(M4) es menos efectivo para inhibir el consumo de los anilogos que
la glucosa (M8).

En los medios de cultivo que contenian glucosa como fuente de
carbono, en general la u. fue mayor en el medio gue contenia la
minima concentracién de 2-DG (M6), que en el medio de cultivo gue no
contenia 2-DG (M5), excepto para la cepa UAT-PO3, que presentd una
velocidad de crecimiento relativamente mayor en el medio de cultivo
M5.

El andlisis estadistico de estos resultados indicé que la mayor
velocidad de crecimiento radial, se presentd en 1los medios de
cultivo que contenian; almidén sin 2-DG (M1), glucosa sin 2-DG (MS)
Y glucosa més 0.01 g/L de 2-DG (M6), estos medios de cultivo no
presentaron diferencia significativa entre si. Los medios de cultivo
M5 y M6 a su vez no presentaron diferencia significativa con los
medios de cultivo que contenian glucosa mads 0.1 g/L de 2-DG (M7) Yy
almidén mé&s 0.01 g/L de 2-DG (M2). Los medios de cultivo que
tuvieron una velocidad de crecimiento significativamente menor son
los que contuvieron glucosa y 1.0 g/L de 2-DG (M8) y almidén con 0.1
g/L de 2-DG (M3). Las cepas UAT~PO4, UAT-PO7 'y ATCC-38537,
presentaron la mayor velocidad de crecimiento radial, no existiendo
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diferencias significativas entre si. Esta Gltima cepa no presentd
diferencias significativas con la cepa ATCC-58052, mostrando una u,
intermedia. A su vez, 1la cepa 58052 no presenté diferencias
significativas con las cepas ATCC~32783 Y UAT-PO3 que
correspondieron al grupo con menor velocidad de crecimiento radial.

6.2 Difimetro de la hifa distal (D, ,).

Los resultados obtenidos en relacién al di&metro de la hifa distal
se presentan ‘"en la TABLA V y FIGURA 5. El promedioc del th se
encuentra de 8.986 + 0.085 micras, en el medio de cultivo que
contenia glucosa como fuente de carbono mds 0.1 g/L de 2-DG (M7),
para la cepa ATCC-58052, hasta 2.674 * 0.04 micras en el medio de
cultivo que contenia glucosa como fuente de carbono mds 1.0 g/L de
2-DG (M8), para la cepa UAT-PO3.

La adicién de 2-DG a los distintos medios de cultivo tuvo el efecto
de reducir el D,,; cuando el medio fue almidén. En cambio cuando el
medio tenia glucosa, la adicién de 2-DG tuvo un efecto muy variable
segln la cepa. En forma peculiar, las cepas resistentes a 2-DG con
almidén (UAT-PO4, UAT-PO7 y 'ATCC-38537), se engrosaron con bajos
niveles de 2-DG para luego adelgazarse con altos niveles. En cambio
las cepas sensibles a 2-DG (UAT-PO3, ATCC-32783, ATCC~58052)
presentaron un aumento de D,4 cuando se afiadidé 2-DG a los medios con
glucosa, excepto en el medio de medio de cultivo M8. El1 significado
de este efecto es aln desconocido.

El andlisis estadistico indicé que el mayor diédmetro de las hifas
distales se presentd en los medios de cultivo que contenian; glucosa
mds 0.01 g/L de 2-DG (M6), glucosa mds 0.1 g/L de 2-DG (M7), Y
almidén sin 2-DG (M1), no presentaron diferencias significativas
entre si, seguidos del diametro de la hifa distal en el medio de
cultivo que contenia glucosa sin 2-DG (M5), en seguida se agruparon
los medios de cultivo que contenian almidén mas 0.01 g/L de 2-DG
(M2) y glucosa mas 1.0 g/L de 2-DG (M8) gque no presentaron
diferencia significativa entre si, el di&metro de la hifa distal

-
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significativamente menor se presentd en el medio de cultivo que
contenfia almidén m&s 0.1 g/L de 2-DG (M3).

TABLA V. EFECTO DE LA 2-DESOXIGLUCOSA SOBRE EL DIAMETRO DE LAS HIFAS
DISTAgES (th {=] micras) DE DIFERENTES CEPAS DE Pleurotus ostreatus,
A 25 ©C.

MEDIO CEPA UTILIZADA

DE

CULTIVO UAT UAT ATCC UAT ATCC ATCC

PO7 PO4 | 568537 PO3 | 58052 | 32783

ALMIDON

M1 5.768 | 7.107 | 7.342 |6.687 |8.136 | 7.932
+0.83 | +0.60 | +0.87 +0.54 | +0.75 | +0.60

M2 4.802 | 4.798 | 5384 |5.794 |5.930 | 4.256
+0.89 | +1.67 |+0.80 |+0.63 |+0.48 |+0.65

M3 4.155 5.605 4931 NO CRECIO | NO CRECIO| NO CRECIO
+0.45 +1.40 +0.55 _

M4 NO CRECIO| NO CRECIO | NO CRECIO | NO CRECIO | NO CRECIO | NO CRECIO

GLUCQOSA

M5 3.416 | 4507 | 6.923 |6.292 | 8.800 | 8.655
+0.38 +0.79 +1.34 +0.55 +1.00 +0.89

M6 5.876 |7.127 |8.815 |6.024 |8.960 | 8.907
+0.87 +1.13 +0.68 +0.78 +0.66 +1.04

M7 4.482 | 6.835 | 8.272 |6.544 (8986 | 8.618
+0.40 +1.19 +1.15 +0.49 +0.85 +0.86

MB 3.880 | 5.466 | 7.603 |2.674 5257 |6.163
+0.73 | +0.71 +0.97 +0.04 | +0.40 | +0.76
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6.3 Longitud de hifas distales (L,g) -

Se presentan en la TABLA VI y FIGURA 6, los resultados obtenidos en
la longitud de hifas distales de la diferentes cepas experimentadas.
El mayor promedio de la longitud de las hifas distales fue de 824.5
+ 210 micras en el medio de cultivo que contenia almidén (M1), en la
cepa UAT-PO7, hasta 306.10 %+ 90 micras en el medio de cultivo que
contenia glucosa mas 1.0 g/L de 2-DG (M8), para la cepa ATCC-32783.

En general se observé un efecto de la 2-DG, en la disminucién de la
longitud de las hifas distales (FIGURA 6), lo que repercutié a su
vez en la disminucién del avance micelial y por consecuencia en la
velocidad de crecimiento radial (u,). Es decir que la adicién de 2-
DG en los medios de cultivo que contenian almidén produjo micelios
con ramas cortas (FIGURA 6) y delgadas (FIGURA 5) y de avance lento
(FIGURA 4) que dieron lugar a un crecimiento denso del cultivo. En
cambio la adicién de 2-DG en medios con glucosa produjo resultados
muy irrequlares en lo que respecta a la longitud de 1la hifas
distales (Lyq) + 1o cual sugiere que las cepas utilizan 2-DG de manera
muy distinta en presencia de glucosa.

La L4 en el medio de cultivo que contenia almiddén (M1), es mayor que
la longitud de 1la hifa distal en los medios de cultivo que
contenian; glucosa sin 2-DG (M5), excepto para la cepa UAT-PO4, Yy
almiddén m4s 0.01 g/L de 2-DG (M2), excepto para las cepas UAT-PO4 y
ATCC-38537. La menor longitud de la hifa distal, en la serie de
medios de cultivo que contenian almidén como fuente de carbono, se
presentd en el medio de cultivo gque contenia almidén més 0.1 g/L de
2-DG (M3).

En el medio de cultivo que contenia glucosa mas 0.01 g/L de 2-DG
(M6), la longitud de la hifa distal fue mayor que en el medio de
cultivo que contenia glucosa sin 2-DG (MS5), para las cepas UAT-PO3,
UAT-PO7 y ATCC-32783; la L,; en el medio de cultivo que contenia
glucosa mas 0.1 g/L de 2-DG (M7), fue mayor que longitud de la hifa
distal en el medio de cultivo sin 2-DG (M5), para las cepas UAT-PO3
y ATCC-32783.
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TABLA VI.

EFECTO DE LA 2-DESOXIGLUCOSA SOBRE LA LONGITUD DE LAS

HIFAS DISTALES (Lhd
ostreatus, A 25 ©C.

[=] micras)

DE DIFERENTES CEPAS DE Pleurotus

MEDIO CEPA UTILIZADA
DE
CULTIVO UAT UAT ATCC UAT | ATCC | ATCC
PO7 PO4 | 385637 PO3 | 58052 | 32783
ALMIDON
M1 8245 | 754.4 | 703.5 [790.3 [8119 | 7025
+ 210 |+ 164 '+ 201 |+ 174 |+ 182 |+ 163
M2 7426 | 790.0 | 802.3 |602.3 |775.7 | 636.7
_ 1+ 151 |+ 160 {+ 204 |+ 137 |+ 190 |+ 172
M3 536.3 | 433.8 | 517.9 | N0 CRECIO | NO CRECIO | NO CRECIO
' + 108 |+ 116 |+ 137
M4 NO CRECIO | NO CRECIO | NO CRECIO | NO CRECIO | NO CRECIO| NO CRECIO
GLUCOSA
M5 682.7 | 805.3 | 573.1 |688.7 |6523 | 56771
+ 125 |+ 127 |+ 134 |+ 129 |+ 127 |+ 133
M6 730.6 | 700.7 | 540.2 |790.7 |5678.1 | 672.0
+ 126 |+ 135 |+ 121 |+ 224 |+ 124 |+ 123
M7 669.5 792.2 7029 |707.8 ;588.8 |7225
+ 126 |+ 209 |+ 181 |+ 121 {+ 144  + 186
M8 4125 | 521.9 |433.4 |310.5 | 386.8 | 306.1
+ 83 + 116 |+ 99 |+ 75 + 111 |+ 90
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La menor longitud de la hifa distal, en la serie de medios de
cultivo que contenian glucosa como fuente de carbono, se observd en
el medio de cultivo que contenia la mayor concentracién de 2-DG
probada 1.0 g/L (M8). Se aprecid una disminucién importante en la
longitud de la hifa distal, con una concentracién elevada de 2-DG,
como lo muestra la L,, obtenida en los medios de cultivo M3 y M8.

El analisis estadistico de estos resultados indicé gque la mayor
longitud de las hifas distales se presentd en el medio de cultivo
que contenia almidén sin 2-DG (M1), seguido de los medios de cultivo
que contenian almidén mis 0.01 g/L de 2-DG (M2) y glucosa mas 0.1
g/L de 2-DG (M7), que no presentaron diferencias significativas
entre si, los medios de cultivo gque presentaron una longitud de
hifas distales intermedia fueron los medios de cultivo con glucosa
mds 0.1 g/L de 2-DG (M7), glucosa més 0.01 g/L de 2-DG (M6) Yy
glucosa sin 2-DG (M5), no presentando diferencias significativas
entre .si. La menor longitud de las hifas distales se presenté en los
medios de cultivo que contenian glucosa m&s 1.0 g/L de 2-DG (M8),
sequido del medio con almidén m&s 0.1 g/L de 2-DG (M3). Las cepas
UAT-PO4 y UAT-PO7, mostraron una longitud de hifa distal
significativamente mayor, seguidas de la cepa ATCC-38537, las cepas
que presentaron Lhd intermedia son UAT~PO3 y ATCC-58052. El1 grupo de
cepas con L,, significativamente menor fueron ATCC-58052 y ATCC-
32783, que no presentaron diferencias significativas entre si.

6.4 Tasa especifica de crecimiento (i ,;)-

Con los datos obtenidos de la velocidad de crecimiento radial (u,),
didmetro (D,,) y longitud de las hifas distales (Lyg), se evalud la
tasa especifica de crecimiento (ucal), los resultados se muestran en
la TABLA VII y FIGURA 7. En el medio de cultivo que contenia almidén
como fuente de carbono (M1l), la mayor hoa, fue para las cepas UAT-
PO4, ATCC-38537 y ATCC-32783; y en el medio de cultivo andlogo que
contenia glucosa (M5), es para las cepas ATCC~38537, ATCC-32783 y

ATCC~58052. En general la tasa de crecimiento especifica fue mayor
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en el medio de cultivo M5 que en el medio de cultive M1, excepto

para la cepa UAT-PO4.

TABLA VII.

CRECIMIENTO ESPECIFICA (p‘éal (=] hr-l)
O,

EFECTO DE LA 2~DESOXIGLUCOSA SOBRE LA VELOCIDAD DE

Pleurotus ostreatus, A 25

MEDIO CEPA UTILIZADA

DE

CULTIVO UAT UAT ATCC UAT ATCC ATCC
PO7 PO4 38537 PO3 58052 32783

ALMIDON

M1 0.0213/0.0251[0.0245 [{0.0197 | 0.0205 | 0.0245

M2 0.0190 | 0.0207 {0.0186 {0.0172 | 0.0168 | 0.0200

M3 0.0108 | 0.0288 | 0.0 143 | NO CRECIO | NO CRECIO | NO CRECIO

M4 NO CRECIO| NO CRECIO | NO CRECIO | NO CRECIO | NO CRECIO | NO CRECIO

GLUCOSA

M5& 0.0229|0.0176 | 0.0305 [0.0224 {0.0263 | 0.0269

M6 0.0255}0.0240 10.0347 {0.0179 {0.0311(0.0237

M7 0.0221{0.0217 | 0.0208 |0.0185]0.0292 | 0.0190

M8 0.012910.0137 | 0.0202 [0.0109 |0.0140{0.0101

DE DIFERENTES CEPAS DE
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Se observé que la tasa especifica de crecimiento de las cepas, en
los medios de cultivo que contienen almidén como fuente de carbono,
disminuyé al adicionar 2-DG, excepto para la cepa UAT-PO4 en el
medio de cultivo que contenia 0.1 g/L de DG (M3), donde la tasa
especifica de crecimiento superd a la obtenida en el medio de
cultivo que no contenfa 2-DG (Ml). En la serie de medios de cultivo
que contenian glucosa como fuente de carbono, la p.,, en el medio de
cultivo con 0.01 g/L de 2-DG (M6) fue mayor para las cepas UAT-PO4,
UAT-PO7, ATCC-38537 y ATCC-58052, en el medio de cultivo que
contenia 0.1 g/L de DG (M7), la tasa especifica de crecimiento
disminuyé para las cepas UAT-PO4 y ATCC-~58052 , pero fue mayor que
la p_,, manifestada en el medio de cultivo que no contenia 2-DG (M5);
en la cepa UAT-PO7, no se aprecid cambio en la tasa especifica de
crecimiento en los medios de cultivo M5 y M7. En todos los casos la
tasa especifica de crecimiento, disminuyd considerablemente en el
medio de cultivo gque contenia la maxima concentracién de 2-DG
experimentada (M8), la mayor pu.,, en este medio fue para las cepas
ATCC-38537, ATCC-58052, y UAT-PO4.

En general la tasa especifica de crecimiento fue mayor para la serie
de medios de cultivo que contenian glucosa como fuente de carbono
(M5, M6, M7 y M8), que en los medios que contenian almiddén como
fuente de carbono (M1, M2, y M3).

De acuerdo con 1la ecuacién (12) indicada en 1la seccién de
Metodologia, el efecto combinado de cambios en U., Dpgr ¥ Lhd se
puede ponderar al considerar su efecto sobre la tasa especifica de
crecimiento (p_,,). Este indice se aumenta con incrementos en u,y
con la disminucién de D, y L,,. Es decir las hifas mas cortas y
delgadas que alcanzan una mds alta velocidad de crecimiento apical
son las qgue mas biomasa producen.

La adicién de 2-DG a los medios con almidén produjo un efecto global
de reduccidén de Beay- Este efecto fue mads pronunciado en las cepas
sensibles a 2-DG (UAT-PO3, ATCC~32783 y ATCC-58052), segin se
muestra en la TABLA VII y FIGURA 7. Sin embargo la adicién de 2-DG a

los medios con glucosa produjo efectos muy diversos segln las cepas.
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Las cepas resistentes UAT-PO4, UAT-PO7 y ATCC-38537), mostraron un
efecto estimulatorio sobre p_,, a dosis bajas de 2-DG (0.01 g/L). En
cambio las cepas UAT-PO3 y ATCC-32783 gque fueron 2-DG sensibles con
almidén, fueron a la vez deprimidas por 2-DG en los medios con
glucosa, aunque la cepa ATCC-58052 sensible a 2-DG en almiddn
también presentd un efecto estimulatorio con 2-DG y glucosa.

El efecto estimulatorio de 2-DG en presencia de glucosa no es fécil
de explicarse, pero indica que las cepas se ajustan al agente téxico
de manera diversa y que quizéds tengan modificados de forma distinta
sus mecanismos de control del metabolismo y del crecimiento.

TRINCI y COLLINGE (1973) indicaron que el efecto de la sorbosa, un
andlogo téxico de la glucosa, en Neurospora crassa; desarrollado en
medio de cultivo sélido redujo importantemente, 1la tasa de
crecimiento radial y el efecto fue menor en la tasa especifica de
crecimiento, en este trabajo se observaron resultados similares como
lo indicd el analisis estadistico, puesto que en la velocidad de
crecimiento radial se aprecié una diferencia significativa gque
separa en grupos las diferentes cepas, asi como a los medios de
cultivo; sin embargo esta diferencia no se observd en la tasa
especifica de crecimiento lo gque origind gue no sean f&cilmente
diferenciadas las cepas experimentadas.

El andlisis estadistico indicé, que el grupo de medios de cultivo en
los que se presentd la mayor tasa especifica de crecimiento fueron
los medios de cultivo que contenian; glucosa ma&s 0.01 g/L de 2-DG
(M6), glucosa sin 2-DG (MS), glucosa mds 0.1 g/L de 2-DG (M7) ¥y
almidén sin desoxiglucosa (Ml1), éstos tres Ultimos medios (M5, M7 y
M1l) no presentaron diferencias significativas con el medio que
contenia almidén m&s 0.01 g/L de 2-DG (M2), este dltimo medio de
cultivo a su vez no presentd diferencias estadisticamente
significativas con el medio de cultivo que contenia glucosa como
fuente de carbono m&s 1.0 g/L de 2-DG (M8); 1la velocidad de
crecimiento especifica, estadisticamente menor se presenté en los
medios de cultivo M8 y en el medio de cultivo que contenia almidén
como fuente de carbono mds 0.1 g/L de 2-DG (M3), que no presentaron
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diferencias significativas entre si. Estadisticamente se presentan 2
grupos de cepas, en base a la tasa especifica de crecimiento
manifestada, un grupo formado por las cepas, ATCC-38537, UAT-PO4,
ATCC-58052, UAT-PO7 y ATCC-32783, que presentaron una .,
significativamente mayor y el grupo de las cepas ATCC-58052, UAT-
PO7, ATCC-32783 y UAT-PO3 gque mostraron una tasa especifica de
crecimiento estadisticamente menor.

6.5 Consumo de glucosa Yy produccidén de biomasa.
6.5.1 Porcentaje de consumo de glucosa.

El porcentaje de consumo de glucosa, a los 5 y 10 dias de desarrollo
de las cepas de Pleurotus ostreatus UAT-PO3, UAT-PO4, UAT-PO7, ATCC-
32783, ATCC~38537 y ATCC-58052; desarrolladas en medios de cultivo
gue contenian, glucosa como fuente de carbono sin 2~DG (M5), glucosa
mads 0.01 g/L de 2-DG (M6), glucosa mds 0.1 g/L de 2-DG (M7) vy
glucosa més 1.0 g/L de 2-DG (M8), se presenta en la FIGURA 8.

A los 5 dias de desarrollo (izquierda en la FIGURA 8), el mayor
porcentaije de consumo de glucosa fue para la cepa UAT-PO3 (entre
20.86% para el M5 y 22.16% para el M7), excepto en el medio de
cultivo M8, en donde la cepa que mds consumidé glucosa fue la cepa
ATCC~32783 (22.23%). En todos los medios de cultivo el menor consumo
de glucosa fue para la cepa UAT-PO7 (entre 7.79% en el M5 y 2.60% en
el M8), la cepa ATCC-38537 incrementd su consumo de glucosa conforme
aumenté la concentracién de 2-DG, 1la cepa UAT-PO4 presentd un
consumo de glucosa intermedio en relacién a las otras cepas
experimentadas, la cepa ATCC-58052 aumentd su consumo de glucosa, en
el medio de cultivo M6 y bajé en el medio de cultivo M7.
Generalmente a los 10 dias de desarrollo de las cepas, el micelio
del hongo habia invadido completamente el medio de cultivo en la
caja de Petri y empezaba a extenderse por la superficie de ésta, por
lo que este efecto de "obstruccidén del crecimiento”, probablemente
alterd los resultados en este tiempo de desarrollo. Se observd que
el mayor consumo de glucosa lo realizé la cepa UAT-PO3 (30.52% en el
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M8, 33.67% en el M7), la cepa UAT-PO4 consumié un poco menos que la
cepa UAT-PO3, las cepas ATCC-38537 y ATCC~58052 consumieron un
porcentaje muy similar de glucosa, aunque en general fue mds alto
para la cepa ATCC-38537. Las cepas UAT-PO7 y ATCC-32783 consumieron
similar porcentaje de glucosa, aumentando considerablemente el
consumo en el medio de cultivo M8, en el caso de la cepa ATCC-32783.

Como se puede apreciar el consumo de glucosa, de las cepas de esta
especie, es muy lento y por consiguiente su crecimiento. En el
desarrollo de las cepas; ATCC-32783 en todos los medios de cultive
experimentados, ATCC-38537 en los medios de cultivo M6, M7 y M8, y
ATCC-58052 en el medio de cultivo M6 y M8, se observé que el consumo
de glucosa fue mayor a los 5 dias de desarrollo, que a los 10 dias,
esto fue probablemente debido a la aparicién de productos
metabolicos en el medio, en forma de azlicares que también fueron

cuantificados, 6 quizd por alguna alteracién en la "obstruccién del

crecimiento", que se dio a los 10 dias por falta de espacio en la
caja de Petri.
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6.5.2 Produccidédn de biomasa.

Los resultados que se obtuvieron sobre produccién de biomasa se
presentan en la FIGURA 9. Se observd que a los 5 dias de desarrollo,
(izquierda en FIGURA 9) la cepa que mayor cantidad de biomasa
produjo fue la UAT-PO3, en el medio de cultivo que contenia glucosa
sin 2-DG (M5), Y la cepa dque menor biomasa produjo fue la ATCC-
32783, desarrollada en el medio de cultivo con glucosa més 0.1 g/L
de 2-DG (M7).

A los 10 dias de crecimiento las cepas que mayor cantidad de biomasa
produjeron fueron UAT-PO3 y UAT-PO4, que son a la vez las cepas que
mds glucosa consumieron. Las cepas ATCC-38537 y ATCC-58052,
produjeron una cantidad similar de biomasa, en el caso de las cepas
UAT-PO7 Y ATCC-32783 produjeron cantidades de biomasa semejantes en
los medios de cultivo M7 y M8, en los medios M5 y Mé fue mayor para
la cepa UAT-PO7. En general a los 10 dias de desarrollo la biomasa
producida en el medio de cultivo que contenia glucosa sin 2-DG, fue
menor que la biomasa producida en el medio de cultivo que contenia
glucosa més 0.01 g/L de 2-DG (M6), (excepto para las cepas ATCC-
58052 y ATCC-32783) y que el medio de cultivo que contenia glucosa
mds 0.1 g/L de 2-DG (M7), (excepto para las cepas UAT-PO3 y UAT-
PO7); lo que parece indicar gue con 2-DG, en el medio de cultivo se
produce mayor cantidad de biomasa.

Resultados similares reportaron TRINCI y COLLINGE (1973), GALPIN y
col. (1977) en el caso de la sorbosa (andlogo téxico de la glucosa),
indicando gue su efecto m&s significativo en Neurospora crassa, en
medio de cultivo sélido, fue el inducir abundante ramificacién, 1lo
que se observd en este trabajo empleando 2-DG, mediante el uso de la
técnica del procesamiento digital de im&genes (ver FIGURA 15 Yy
FIGURA 19), esto fue debido a que se altera radicalmente 1la
distribucién espacial de la hifa, produciendo colonias densas en las
cuales las condiciones adversas (limitacién de nutrientes o
acumulacién de productos, cambio de pH, etc.) se establecen mas
cerca del margen de la colonia.
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El resultado m&s importante de la produccién de biomasa medido por
gravimetria fue encontrar en los medios con glucosa gque las cepas
dgr presentaron un aumento del crecimiento micelial asociado a la
adicién de 0.01 g/L de 2-DG (M6) en comparacién del medio sin 2-DG
(M5) y que las cepas 2-DG sensibles fueron inhibidas por dicha
adicién de 2-DG a excepcidédn de la cepa ATCC-58052 que fue estimulada
un poco por 1la adicién de 0.1 g/L de 2-DG. Estos resultados
concuerdan con los obtenidos por el método de tratamiento de
imégenes (p_,,) presentado en la TABLA VII y confirman gue las cepas
dgr aparentemente tienen 1la peculiaridad de adaptarse a la 2-DG
aumentando la velocidad de crecimiento pero gue esta caracteristica
no explica por si sola el fenotipo dgr pues la cepa ATCC-58052
aumenta su crecimiento con adiciones subletales de 2-DG pero es
sensible a este an&logo cuando se usa almidén como fuente de
carbono.

También se confirma gque hay una diferencia importante del efecto de
2~DG sobre el crecimiento de P. ostreatus segn la fuente de carbono
y es gque si se usa almidén, el crecimiento se inhibe pero si se usa
glucosa a veces se activa. Lo cual sugiere gue el efecto de 2-DG
puede estar relacionado de alglin modo con la produccidn de enzimas
inducibles como la amilasa.

Empleando los resultados obtenidos de consumo de glucosa Yy
produccién de biomasa se evalud el factor de rendimiento (Yx/s), que
es un parametro gue nos indica en forma concreta como estén
aprovechando las cepas de P. ostreatus el sustrato para su
crecimiento.
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6.6 Rendimiento en caja Petri.

Los resultados de rendimiento de las cepas experimentadas, en 1la
serie de medios de cultivo que contenian glucosa como fuente de
carbono (M5, M6, M7 y M8), se muestran a los 5 y 10 dias de
desarrollo en la TABLA VIII y FIGURA 10. Se considera que los
resultados m&s representativos son los que se obtuvieron a los S
dias de desarrollo, ya gque a los 10 dias de desarrollo se habia
invadido completamente el medio de cultivo y las hifas se extendian
por la pared de la caja de Petri.

En general se observé que el rendimiento disminuyd al aumentar la
concentraciédn de 2-DG. En el caso de las cepas ATCC-58052 y UAT-PO4
el rendimiento aumenté en el medio de cultivo gque contenia glucosa
mas 0.1 g/L de 2-DG (M7), pero fue menor gue el obtenido en el medio
de cultivo que no contenia 2-DG (M5). El rendimiento en la cepa
ATCC-32783 aumentd en el medio de cultivo que contenia glucosa n&s
0.01 g/L de 2-DG (M6), pero fue menor que el rendimiento obtenido en
el medio de cultivo gque no contenia 2-DG (M5) y disminuy$ al
aumentar a una concentracién mayor de 2-DG (M7 y M8).

A los 5 dias de desarrdllo, en todos los medios de cultivo la cepa
que presenté menor rendimiento fue la cepa ATCC-32783, se observé
una diferencia 20 veces menor en relacién al rendimiento obtenido en
la cepa UAT—PO7, en el medio de cultivo que contenia glucosa mds 0.1
g/L de 2-DG (M8).

2 los 10 dias la cepa que mejor rendimiento mostré fue la cepa UAT-
P07, excepto en el medio de cultivo que contenia glucosa m&s 0.1 g/L
de 2-DG (M7), donde 1la cepa ATCC-58052 presenté un rendimiento,
aproximadamente 10% superior. La cepa UAT-PO3 aumentd su rendimiento
en el medio de cultivo gue contenia glucosa m&s 0.01 g/L de 2-DG
(M6), en relacidén al rendimiento obtenido en el medio de cultivo que
no contenia 2~-DG (M5), en el caso de la cepa ATCC-58052 se aprecié
un incremento del rendimiento en el medio de cultivo gue contenia
glucosa mé&s 0.1 g/L de 2-DG (M7), pero fue menor gque el rendimiento
obtenido en el medio de cultivo gque no contenia 2-DG (M5). En
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general la cepa ATCC-32783 fue la que menor rendimiento presentd. Se
aprecié un efecto de disminucién del rendimiento al aumentar 1la
concentracién de 2-desoxiglucosa, como se observé a los 5 dias de
desarrollo.

TABLA VIII. RENDIMIENTO (Yx/ [=] mg biom/mg glu) DE DIFERENTES
CEPAS DE Pleurotus ostreatus, EN 5 Y 10 DIAS DE DESARROLLO A 25 °cC.

MEDIO CEPA UTILIZADA
DE

CULTIVO UAT UAT ATCC UAT ATCC | ATCC
PO7 PO4 | 38537 PO3 | 5680562 | 32783

M5

5 DIAS |0.051 | 0.031 |0.044 |0.037 |0.048 | 0.010
10 DIAS | 0.237 | 0.180 | 0.224 |0.163 | 0.215 | 0.179

M6

5 DIAS |0.061 |0.016 | 0.025 |0.024 |0.016 [ 0.015
10 DIAS [0.218 | 0.156 |0.202 [0.174 |0.177 | 0.177

M7

LS:DIAS 0.046 | 0.027 | 0.020 |0.019 | 0.034 | 0.009
10 DIAS |0.188 | 0.143 | 0.161 |0.131 |0.210 | 0.139

M8

5 DIAS |0.124 | 0.0099|0.013 |0.0097 | 0.014 |0.0058
10 DIAS |0.133 | 0.068 | 0.127 |0.075 |0.119 | 0.053
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El andlisis estadistico indicé que a los 5 dias de desarrollo el
mayor rendimiento se encontré en los medios; sin 2-DG (M5), 0.01 g/L
de 2-DG (M6), y 0.1 g/L de 2-DG (M7) que no presentaron diferencias
significativas entre si, el rendimiento en el medio de cultivo M8
fue significativamente menor. La cepa UAT-PO7 fue la que presentd
significativamente mayor rendimiento, seguida del grupo de cepas
ATCC-58052, ATCC-38537, UAT-PO4 y UAT-PO3 dgque no presentaron
diferencia significativa entre si, el grupo de cepas que mostraron
el menor rendimiento fueron UAT-PO4, UAT-PO3 y ATCC-32783. A los 10
dias de desarrollo el rendimiento fue mayor en el medio de cultivo
que no contenia 2-DG (MS), sequido de los medios de cultivo que
contenian 0.01 g/L de 2-DG (M6) y 0.1 g/L de 2-DG (M7), gue no
presentaron diferencia significativa entre si, el rendimiento
significativamente menor se presenté en el medio de cultivo que
contenia 1.0 g/L de 2-DG (M8). Las cepas gue presentaron rendimiento
significativamente mayor fueron; UAT-PO7, ATCC-58052 y ATCC-38537,
seguidas de las cepas UAT-P0O4, UAT-PO3 y ATCC-32783, que fueron las
que presentaron menor rendimiento. Como se puede observar se

obtuvieron resultados muy similares en el andlisis estadistico, en 5
y 10 dias de desarrollo.
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6.7 Procesamiento digital de imidgenes.

Se esquematiza en la FIGURA 11, el sistema del procesamiento digital
de im&genes. En la FIGURAS 12-19 se muestran diferentes impresiones
de las hifas de las cepas experimentadas en diferentes medios de

cultivo.

FIGURA 11. SISTEMA DE PROCESAMIENTO DIGITAL DE IMAGENES.

153959
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CEPA ATCC-88052
DESARROLLADA EN M1
Rises 811.9 micras
Rora= 8.136 micras

F1G.12. HIFAS DISTALES DE
LA

FI1G.13. ACERCAMIENTO DE
LA HIFA DISTAL, CEPA
UAT-PO7, EN M1,
Rivees 824.8 micras
R osee 6.768 micras
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FIG.14. ACERCAMIENTO DE
LA HIFA DISTAL, CEPA
UAT-PO3, EN M2,
Rives 602.3 micras
Rborae 6.794 micras

FiG.18. HIFAS DISTALES DE
LA CEPA ATCC-38837

DESARROLLADA EN M3.

Riree 517.9 micras
Xore= 4.931 micras
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F1G.16. HIFAS DISTALES DE
LA CEPA ATCC-58052
DESARROLLADA EN M5,
R irece 652.3 micras
R oae= 8.8 micras

HIFAS DISTALES DE
CEPA ATCC-32783
DESARROLLADA EN Ms.
Risas 672.0 micras
L orae B6.907 micras

FIG.17.
L
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FiG.19.

HIFAS DISTALES DE

LA CEPA ATCC-~38837
DESARROLLADA EN M8.

i‘l('
Rorae

433.4 micras
7.603 micras

HIFAS DOISTALES DE
LA CEPA ATCC-383537
DESARROLLADA EN M7.




6.8 Comportamiento de las cepas en planta productora.

Se muestran los resultados obtenidos en cultivo de las cepas UAT-
PO3, UAT-PO7, UAT-PO4, ATCC-32783, ATCC-38537 y ATCC~58052 en la
TABLA IX. En ésta se observa que las cepas de fructificaciédn mas
radpida son las cepas UAT-PO7, UAT-PO4 y ATCC-38537, las cepas que
presentan fructificacién tardia son ATCC-32783 y ATCC-58052. La
primera cosecha se efectud de 6 a 9 dias después de 1la
fructificacién, en las cepas que fructificaron primero se realizb;
a los 6 dias para la cepa ATCC-38537 a los 9 dias para las cepas
UAT-PO4 y UAT-PO7; a los 6 dias para las cepas ATCC-32783 y ATCC-
58052 y a los 9 dias para la cepa UAT-PO3, la segunda cosecha se
realizé de 17 a 31 dias; a los 17 dias para la cepa ATCC-58052 sin
embargo su produccién fue minima, a los 20 dias para la cepa ATCC-
38537 y para la cepa UAT-PO4, 26 dias para la cepa UAT-PO7 y 31 dias
para la cepa UAT-PO3, 1la cepa ATCC-32783 no produjo segunda ni
tercera cosecha después de 80 dias; la tercera cosecha para la cepa
ATCC-58052 se realizé a los 25 dias, con una minima cantidad, en
esta cepa 1la produccién se presento muy desordenada, gquizid esta
produccién corresponda a la segunda cosecha, para la cepa ATCC-38537
se efectud a los 30 dias, en el caso de la cepa UAT-PO4 a los 37
dias, para la cepa UAT-PO7 a los 46 dias, y a los 55 dlas para 1la
cepa UAT-PO3, cabe mencionar que las cosechas més importantes en
cantidad e incluso en calidad son la primera y segunda. En las
FIGURAS 20-25 se ©presentan los Basidiocarpo de 1las cepas
experimentadas.

Un parametro muy importante para definir la cepa gue se empleard en
produccién es el % de eficiencia biolégica (% E.B.), es decir que
cantidad de hongo fresco se produce por cantidad de sustrato seco
empleado (X 100), en el presente trabajo las cepas gue presentaron
mayor % E.B. son UAT-PO4, UAT-PO7, ATCC-38537 y UAT-PO3, aun cuando
en esta ultima el tiempo de fructificacién fue mayor el % de E.B.
para las cepas ATCC-58052 y ATCC-32783 es muy similar, en esta
Gltima cepa el % E.B. se c&dlculo con la produccién obtenida en una
sola cosecha.
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CEPA UTILIZADA
PARAMETRO

DE UAT UAT ATCC | UAT ATCC | ATCC
PRODUCCION | PO7 PO4 |38537| PO3 |58052 32783

T. FRUCT. 17 19 23 26 38 53
(dias) +2.63 +2.23 +1.42 | +4.33 +3.5 +1.656

1* COSECHA 26 28 29 35 44 59
(dias) +2.29 | +2.38 |+2.65|+2.83 | +5.63 | +0.98

2* COSECHA 43 39 43 57 55 .
(dias) +3.96 +4.22 +7.14 | +9.72 +2.94

3¢ COSECHA 63 56 52 81 63 L
(dias) +7.45 | +6.76 | +2.14 | +19.3 | +1.21

%E.BIOLOGICA |97.14 | 100.22 | 85.03| 93.32 | 34.83 | 35.94-
+26.2 | +22.8 | +14.6 | +14.7 | +7.583 | +56.92

PRODUCTIVIDAD | 16.42 | 17.90 | 16.35| 11.62 .} 5.563 6.09

TABLA IX. COMPORTAMIENTO DE DIFERENTES CEPAS DE Pleurotus ostreatus,

EN PRODUCCION. * % E.B. calculado con una sola cosecha; ** no hubo
produccién.

El andalisis estadistico indicé gque las cepas UAT-PO7 y UAT-PO4
fueron las que fructifican mas réapido, las cepas gue se encuentran
en el segundo grupo en tiempo de fructificacién fueron UAT-PO4, UAT-
PO3. y ATCC-38537, en un tercer grupo se encuentran las cepas ATCC-
38537 y UAT-PO3, la cepa ATCC-58052 fue diferente significativamente
de las dem&s «cepas al igual gque la cepa ATCC-32783 ambas
fructificaron tardiamente. En base a el % E.B. no existid diferencia
significativa en las cepas UAT-PO4, UAT-PO7, UAT-PO3 y ATCC-38537,
las cepas ATCC-58052 Yy ATCC-32783 presentaron el % E.B.
significativamente mas bajo.
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Desde el punto de vista comercial la productividad es un factor muy
importante de una cepa, puede medirse en base a la cantidad de
hongos acumulados por cadé cosecha Xi (i = 1, 2, 3), entre los dias
acumulados del proceso Bt y dividida entre la cantidad de materia
prima seca empleada(M).

PR = (X, + X, + X3) /M4t
1 2 3

Este indice se muestra en la TABLA IX y al comparar los grupos dgr y

los 2-DG sensibles se observa que los primeros tuvieron una PR
16.54 * 1.23 (Kg de hongo fresco/ton de paja seca por dia) a
comparacién de los segundos donde la PR = 7.71 % 3.31 (Kg de hongo
fresco/ton de paja seca por dia). La prueba de t (n = 3} para estos
dos grupos indica que esas diferencias son altamente significativas.
Por lo tanto aunque no se lograron observar diferencias entre grupos
en cuanto al tiempo de fructificacién o a la eficiencia biolégica,
el efecto combinado de tiempo y eficiencia que resulta en PR, si
mostrd estas diferencias lo cual indica la importancia del sistema
de seleccidén de cepas aqui estudiado. )

En términos préacticos, estos resultados indican que las cepas dgr
producirdn diariamente el doble de materia comestible por tonelada
de sustrato (16.5 Kg/dia) que las cepas sensibles a 2-DG (7.71
Kg/dia) y que por lo tanto este criterio permite seleccionar cepas
de mayor valor productivo. La cepa UAT-PO4 fue la cepa mis
productiva de todas (18 Kg/dia).

6.9 Efecto de la temperatura en el crecimiento micelial de Pleurotus
ostreatus en medios conteniendo 2-desoxiglucosa.

Con objeto de determinar el efecto de la temperatura en el
crecimiento micelial de Pleurotus ostreatus se estudidé la velocidad
de crecimiento radial (u.), difmetro de hifas distales (Dyq) .
longitud de hifas distales (L,q) Y vVelocidad de crecimiento
especifica (Kcay)+ de las cepas UAT-PO3, UAT-PO4 y UAT-PO7, ademds de
25 OC a 28 ©°C y 30 ©°C, en diferentes medios de cultive (M1, M2, M3,
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M4, M5, M6, M7 y M8). Los resultados obtenidos a 25 ©C para estas
cepas se presentan anteriormente, con €l fin de realizar una
comparacién mas sencilla, en este caso se muestran junto a los
resultados obtenidos a 28 °C y 30 ©cC.

6.9.1 Efecto de la temperatura en la velocidad de crecimiento radial
(u,) .

Los resultados de la velocidad de crecimiento radial, de las cepas
UAT-PO3, UAT-PO4 y UAT-PO7 a 25 ©C, 28 ©°C y 30 ©C, se presentan en
la TABLA X. Se observd en general que en los medios de cultivo que
contenian almidén como fuente de carbono (M1l) y almidén m&s 0.01 g/L
de 2-DG (M2), 1la velocidad de crecimiento radial disminuyé al
aumentar la temperatura a 28 ©C y 30 ©C, con respecto a 1la
manifestada en estos medios de cultivo a 25 ©C. En el medio de
cultivo que contenia almidén comec fuente de carbono mids 0.1 g/L de
2-DG (M3), crecieron las cepas UAT-PO4 y UAT-PO7 a 25 ©Cc, a 28 ©C
disminuyd la velocidad de crecimiento radial en la cepa UAT-PO4 y se
estimulé 1ligeramente la u_ en la cepa UAT-PO7, al aumentar la
temperatura a 30 ©C la velocidad de crecimiento radial disminuyd en
la cepa UAT-PO4 y se inhibié el crecimiento en la cepa UAT-PO7,
quizd esto fue debido a que la enzima gue se ha encontrado en cepas
resistentes a 2-DG, que evita gque se acumule la 2-desoxiglucosa-6-
fosfato, responsable de la inhibicién del crecimiento se inactiva a
30 9C, como lo reportan MARTIN y HEREDIA (1977) quienes aislaron y
purificaron de una levadura resistente a la 2-DG, una fosfatasa que
evita la acumulacién de la 2-desoxiglucosa-6-fosfato, indicaron que
esta enzima muestra actividad maxima en valores de pH entre 6 y 7,
pierde actividad en valores de pH entre 5~8, la actividad se pierde
mds alGn incubando a la enzima a 35 ©C por 5 minutos a pH de 7 ¥y
practicamente 1la actividad se pierde por completo después de
incubarla 5 minutos a 40 ©C y pH 7. En este trabajo los medios de
cultivo se ajustaron a pH de 6.5, se incubaron a 30 ©C para medir el
avance micelial a los 2, 3, 4, 5 y 6 dias (como se especificd en la
metodologia), por lo que pudo haber sido 1la inactivacién de 1la
enzima la causa de la inhibicién del crecimiento en la cepa UAT-PO7
a 30 ©C, aunado al efecto de interaccidn del almidén con 1la 2-
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desoxiglucosa, en donde el almidén es menos efectivo que la glucosa
para revertir la inhibicién del crecimiento causada por la 2-
desoxiglucosa (MOORE, 1981), ya que esta inhibicién no ocurre en el
medio de cultivo andlogo que contiene la misma concentracién de 2-
desoxiglucosa que el medio de cultivo M3, pero fuente de carbono
glucosa (M7). La cepa UAT-PO4 crecié en el medio de cultivo que
contiene almidén mds 0.1 g/L de 2-DG (M3) a 30 ©C, probablemente
debido a que esta cepa presenta termoresistencia y por consecuencia
un sistema metabélico gque responde a estas condiciones de
temperatura elevada. En el medio de cultivo que contiene almidén y
1.0 g/L de 2-DG (M4), ninguna cepa crecid, debido a que esta
concentracién, es muy téxica para las cepas en esta fuente de
carbono.

En general en los medios de cultivo gue contenian glucosa como
fuente de carbono (M5, M6, M7 y M8), la velocidad de crecimiento
radial disminuyd al aumentar la temperatura. Sin embargo en la cepa
UAT-PO7 la u, es mayor a 30 OC que a 28 OC, pero no mayor que a 25
oc, sbélec en el medio de cultivo que contenia glucosa mds 1.0 g/L de
2-DG (M8), la velocidad de crecimiento radial obtenida a 30 9C fue
mayor que la u, obtenida a 25 ©Oc.

El anAdlisis estadistico de estos resultados indicé que los medios de
cultivo que contenian almidén sin desoxiglucosa (M1l) y glucosa mnis
0.01 g/L de 2-DG (M6), presentaron la mayor velocidad de crecimiento
radial, este Gltimo medio de cultive junto con los medios de cultivo
que contenian, glucosa mds 0.1 g/L de 2-DG (M7) y almiddén mas 0.01
g/L de 2-DG (M2) presentaron la u, intermedia. Los medios de cultivo
que contenian glucosa mds 1.0 g/L de 2-DG (M8) y almidén mas 0.1 g/L
de 2-DG (M3) presentaron la velocidad de crecimiento
significativamente menor. Por lo que respecta al efecto de 1la
temperatura en la velocidad de crecimiento radial de P. ostreatus,
la u_ significativamente mayor se presentd a 25 ©c, seguida de 30 ©cC
Y 28 ©C, que no presentaron diferencias significativas entre si. En
relacién a las cepas experimentadas, las que presentaron
significativamente mayor velocidad de crecimiento radial fueron la
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cepa UAT-PO7 y la UAT-PO4, la cepa que presentd significativamente
menor u, fue UAT-PO3.

6.9.2 Efecto de la temperatura en el diédmetro de la hifa distal
(th) de cepas de P. ostreatus.

El diédmetro de las hifas distales (D,,) de las cepas UAT-PO3, UAT-
PO4, y UAT-PO7, desarrolladas en diferentes medios de cultive, a
diferentes temperaturas se muestran en la TABLA XI. No se observé un
efecto definido de la temperatura en el didmetro de la hifa distal,
sin embargo en algunos casos en el medio de cultivo que contenia
almidén como fuente de carbono sin 2-DG (M1l) el diametro de la hifa
distal disminuyé al aumentar la temperatura, excepto a 28 ©C para la
cepa UAT-PO7, donde el di&metro de la hifa distal fue mayor a 28 ©cC
gue a 25 ©C. En general se aprecia que en las cepas UAT-PO4 y UAT-
PO7 el didmetro de las hifas distales se incrementé al aumentar 1la
temperatura y en los medios de cultivo que contenian glucosa como
fuente de carbono (M5, M6, M7 y M8), a 28 ©C y 30 ©C, el diametro de
la hifa distal fue mayor en la cepa UAT-PO7 que en la UAT-PO3.

El andlisis estadistico indicdé que el mayor di&metro de la hifa
distal, se presentdé en los medios de cultivo que contenian, glucosa
mds 0.01 g/L de 2-DG (M6) y glucosa mds 0.1 g/L de 2-DG (M7),
seguidos del medio que contenia almidén como fuente de carbono sin
2-DG (M1), a continuacién siguieron los medios que contenian almidén
mas 0.01 g/L de 2-DG (M2) y glucosa como fuente de carbono sin 2-DG
(M5), que no presentaron diferencia significativa entre si, el Dyy
significativamente menor se presentd en los medios de cultivo que
contenian, glucosa més 1.0 g/L de 2-DG (M8) y almidén mds 0.1 g/L de
2-DG (M3), estadisticamente se aprecié un efecto de la 2-DG, en la
disminucién del diametro (efecto similar se observa en el D, , de las
cepas ATCC-32783, ATCC-38537 y ATCC-58052, a 25 ©C, especificado
anteriormente). En relacién a el efecto de la temperatura en el
didmetro de 1la hifa distal, el D4 significativamente mayor se
presentd a 28 ©C, no existieron diferencias significativas en el
diadmetro de las hifas distales a 25 ©C y 30 ©C. En relacién a el
didmetro de 1la hifa distal manifestado, 1las cepas mostraron
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diferencias significativas entre si; el mayor D,, lo presentd la cepa
UAT-PO7, seguida de la cepa UAT-PO4 y el menor didmetro de la hifa
distal lo presentdé la cepa UAT-PO3, cabe mencionar que en este
sentido se aprecié igual comportamiento en la longitud de las hifas
distales de las cepas experimentadas, como se muestra a
continuacién.

6.9.3 Efecto de la temperatura en la longitud de hifas distales
(L,4) de cepas de P. ostreatus.

La longitud de las hifas distales (L,,) de las cepas UAT-PO3, UAT-
PO4, y UAT-PO7, desarrolladas en diferentes medios de cultivo, a
diferentes temperaturas se muestran en la TABLA XII. Como se observa
en los resultados en general, la longitud de las hifas distales
disminuyé al aumentar la temperatura de 25 ©C a 28 ©C y 30 ©C; en
algunos casos como ocurre en la cepa UAT-PO7, en 1los medios de
cultivo que contenian almidén mé&s 0.01 g/L de 2-DG (M2) y dglucosa
mds 0.01 g/L de 2-DG (M6), la longitud fue mayor a 30 ©C gque la
longitud a 28 ©C, pero menor que a 25 °C, en el caso de la cepa UAT-
PO4 ocurrié un comportamiento similar en los medios de cultivo que
contenian; almidén m&s 0.01 g/L de 2-DG (M2), glucosa m&s 0.01 g/L
de 2~DG (M6), glucosa mads 0.1 g/L de 2-DG (M7) y glucosa mas 0.1 g/L
de 2-DG (M8), la longitud de las hifas distales a 30 ©C, fue menor
que la L., a 25 °cC.

El anédlisis estadistico mostré que la longitud de la hifa distal
significativamente mayor se presentd en el medio de cultivo que
contenia almidén sin 2-DG (M1l), la longitud de la hifa distal en los
medios que contenian; almidén m&s 0.01 g/L de 2~DG (M2), glucosa sin
2-DG (M5), glucosa m&s 0.01 g/L de 2-DG (M6) y glucosa mas 0.1 g/L
de 2-DG (M7), no presentaron diferencias significativas entre si, y
constituyeron la longitud intermedia de la hifa distal. la L, minima
se presentd en los medios de cultivo que contenian glucosa m&s 0.1
g/L de 2-DG (M8) y almidén m&s 0.1 g/L de 2-DG (M3), siendo en este
Gltimo medio de cultivo en el que m&s se afecta la longitud de 1la
hifa distal. En relacién a el efecto de la temperatura en la

longitud de la hifa distal, la L, disminuybé significativamente al
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aumentar la temperatura de 25 ©C a 28 ©C y a 30 ©C, existiendo
diferencias significativas entre si. La cepa UAT-PO7 presentd la
longitud de la hifa distal significativamente mayor, seguida de la
cepa UAT-PO4, la cepa UAT-PO3 presenta L, significativamente menor,
de igual forma se agruparon las cepas en relacién a la disminucidn
del dismetro de la hifa distal (D,,).

6.9.4 Efecto de la temperatura en la velocidad de crecimiento
especifica (i_,,) de cepas de P. ostreatus.

Los resultados del efecto de la temperatura en la tasa especifica de
crecimiento de las cepas UAT-PO3, UAT-PO4 y UAT-PO7, se presentan en
la TABLA XIII, se observd en general, que la p_,, aumentd al aumentar
la temperatura. Las cepas UAT-PO7 y UAT-PO4 desarrclladas en la
serie de medios que contenian glucosa como fuente de carbono con
diferentes concentraciones de 2-DG (M5, M6, M7 y M8), a 25 °c, 28 ©Oc
Yy 30 ©C, presentaron un efecto estimulatorio de 1la Beays basicamente
en los medios que contenian, 0.01 g/L de 2-DG (M6), y 0.1 g/L de 2-
DG (M7), bajando la Beay en el medio de cultivo que contienen 1.0 g/L
de 2-DG (M8), probablemente la concentracién subletal de 2-DG,
estimula el metabolismo de las cepas resistentes a 2-DG (lo que
ocurre en los medios de cultivo Mé y M7). Esta estimulacién no
ocurrid en la serie de medios de cultivo que contenian almidén como
fuente de carbono (Mi, M2, y M3), excepto en la cepa UAT-PO4 gue
aumentd su velocidad de crecimiento especifica en estos medios a 28
OC y 30 ©C, en relacidén a 25 ©C. La cepa que es mis sensible a la 2-
DG, 1la UAT-PO3, presentd este efecto estimulatorio de 1la Koayr
ligeramente en el medio de cultivo gue contenia glucosa m&s 0.01 g/L
de 2-DG (M6), a temperatura de 28 ©C y un efecto estimulatorio mayor
en este medio a 30 ©C, quizd este comportamiento es debido a que es

una cepa que activa su metabolismo y produccidén de enzimas a mayor
temperatura.

El andlisis estadistico indicé que en los medios de cultivo que
contenian; glucosa mds 0.01 g/L de 2-DG (M6), almiddén sin 2-DG (Ml),
glucosa sin de 2-DG (M5), glucosa mé&s 0.1 g/L de 2-DG (M7), Yy
almidén m&s 0.01 g/L de 2-DG (M2), presentaron las velocidades de
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crecimiento especificas significativamente mayores, no presentando
diferencias significativas entre si. Los medios de cultivo que
mostraron menor velocidad de crecimiento especifica fueron los que
contenian, glucosa mas 1.0 g/L de 2-DG (M8) y almiddén m&s 0.1 g/L de
2-DG (M3), presentando diferencias significativas entre si. Por 1lo
que respecta a el efecto de la temperatura sobre la u,,3, ho se
presentaron diferencias significativas en las diferentes
temperaturas experimentadas. Las cepas UAT-PO4 y UAT-PO7 son las que
presentan significativamente mayor velocidad de crecimiento
especifica y la cepa UAT~PO3 menor p_.,.
Estos resultados indican gque para las cepas estudiadas 1la
temperatura éptima para el desarrollo micelial era superior a 25 ©C
y probablemente cercana a 30 ©C aunque no se tienen datos ciertos al
respecto. Sin embargo se considera en la préactica industrial gque es
aconsejable tener la temperatura de produccién por debajo de 30 ©C
(OLIVER y DELMAS, 1987). Cabria por lo tanto estudiar si durante el
proceso de desarrollo micelial conviene aumentar un poco 1la
temperatura para reducir el tiempo de fructificacién.

Otro aspecto interesante del efecto de la temperatura sobre Hoa fue
observar que las cepas dgr UAT-PO4 y UAT-PO7 aumentaron su velocidad
de crecimiento micelial con el aumento de la temperatura y que 1la
cepa UAT-PO3 1o hizo en forma muy poco apreciable. Quizds las
diferencias del fenotipo dgr y 2-DG sensible también esten asociadas
a la capacidad de responder ante ligeros aumentos de temperatura, es
decir que tengan una temperatura 6ptima mas alta.
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MEDIO C E P A U.T I L.I Z A D A
DE UAT-PO3 UAT-PO4 ) UAT-PO7

CULTIVO 259c¢ 28°c 30°cC 250¢ 28°c 309C 259¢ 28°c¢ 30°c

ALMIDON

M1 267.73 220.67 241.00 319.65 246.06 263.48 310.40 276.58 283.54
+14.33 + 3.98 + 3.79 + 7.55 + 7.38 +12.00 +11.62 +11.50 + 9.68

M2 174.06 171.29 132.50 300.44 238.83 268.38 256.56 231.96 273.40
+14.24 +11.75 t 6.67 +13.79 + 4.67 t 7.49 +21.94 + 2.38 + 4.92

M3 NO NO NO 196.79 100.41 83.38 101.10 110.90 NO
CRECIO CRECIO CRECIO +19.93 + 0.42 + 3.00 + 4.58 + 8.25 CRECIO

M4 NO NO NO NO NO NO NO NO NO
CRECIO CRECIO CRECIO CRECIO CRECIO CRECIO CRECIO CRECIO CRECIO

GLUCOSA

M5 261.85 203.11 226.38 264.10 228.33 226.19 297.83 258.69 289.15
+86.20 t 4.92 + 3.83 + 3.94 + 7.83 + 8.92 +18.82 + 2.88 + 4.17

Mé 248.85 221.73 232.48 278.81 219.48 234.60 324.46 276.29 301.06
$11.13 + 5.54 + 4.54 + 4.35 + 4.95 * 2.46 +15.28 + 3.83 + 7.29

M7 221.46 154.40 169.40 295.48 202.15 225.79 267.67 261.98 266.88
$13.46 + 3.30 + 3.43 + 2.68 + 3.35 + 4.84 +17.29 + 9.64 + 5.83

M8 57.88 46.56 41.29 118.17 62.94 70.75 89.79 77.75 118.25
+ 1.54 + 0.67 + 3.46 + 3.02 t 4.08 + 1.83 * 4.45 + 5.92 + 8.04

TABLA X. EFECTO DE LA 2-DESOXIGLUCOSA SOBRE LA VELOCIDAD DE CRECIMIENTO RADIAL (u, [=] pm/hr)
DE Pleurotus ostreatus A DIFERENTES TEMPERATURAS.
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MEDIO C E P A U T I L I Z A D A
DE UAT-PO3 UAT-PO4 UAT-PO7

CULTIVO 25°¢C 28°C 30°C 259c¢ 28°cC 30°C 259cC 28°C 30°C

ALMIDON

M1 6.69 5.30 5.78 7.11 4.87 6.04 5.77 6.31 5.10
* 0.58 + 0.84 + 0.82 + 0.64 + 1.03 + 1.09 + 0.87 + 0.75 + 0.38

M2 5.79 5.86 4.11 4.80 5.04 6.48 4.80 5.86 4.74
* 0.67 + 0.63 + 0.58 t 1.66 + 0.84 + 0.80 + 0.94 + 0.94 t 0.77

M3 NO NO NO 5.61 4.27 5.10 4.16 4.12 NO
CRECIO CRECIO CRECIO + 1.48 1.0 + 0.58 + 0.48 + 0.58 CRECIO

M4 NO NO NO NO NO NO NO NO NO
CRECIO CRECIO CRECIO CRECIO CRECIO CRECIO CRECIO CRECIO CRECIO

GLUCOSA

M5 6.29 4.26 5.33 4,51 5.23 6.07 3.42 6.66 6.59
+ 0.58 + 1.07 + 0.59 + 0.84 + 0.71 * 0.55 + 0.40 + 0.64 * 0.73

M6 6.02 5.71 5.96 7.13 6.70 6.11 5.88 6.73 5.18
+ 0.82 + 0.92 + 0.50 1.2 + 0.98 + 0.97 t 0.92 + 0.70 + 1.04

M7 6.54 5.21 5.73 6.84 6.19 6.83 4.48 7.68 5.97
+ 0.52 * 0.79 + 0.89 + 1.26 + 0.94 + 0.81 + 0.43 + 1.25 + 0.83

M8 2.67 3.27 3.99 5.47 3.20 5.27 3.88 3.68 5.37
+ 0.45 + 0.68 + 0.45 + 0.75 + 0.54 t 0.70 + 0.76 + 0.50 t 0.69

TABLA XI. EFECTO DE LA 2-DESOXIGLUCOSA SOBRE EL DIAMETRO DE LAS HIFAS DISTALES (Dhd [=] um) DE

Pleurotus ostreatus A DIFERENTES TEMPERATURAS.
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MEDIO C E P A U T™ I L I Z A D A
DE UAT-PO3 UAT-PO4 UAT-PO7

CULTIVO 250¢C 280c 30°c 259C 280c¢ 300c 250¢C 28°cC 30°C

ALMIDON

M1 790.3 618.9 619.0 754.4 644.3 640.3 824.5 723.8 698.8
+ 178 + 195 + 126 + 167 + 157 + 199 + 213 + 151 + 144

M2 602.3 628.8 491.3 790.0 548.9 554.7 742.6 666.8 720.4
+ 139 + 123 * 106 + 163 t 105 + 134 + 154 + 147 + 142

M3 NO NO NO 433.8 534.2 292.3 536.3 517.9 NO
CRECIO CRECIO CRECIO + 117 + 110 + 83 + 109 + 96 CRECIO

M4 NO NO NO NO NO NO NO NO NO
CRECIO CRECIO CRECIO CRECIO CRECIO CRECIO CRECIO CRECIO CRECIO

GLUCOSA

M5 688.7 592.3 581.6 805.3 630.7 540.7 682.7 703.5 654.3
+ 131 + 113 + 130 + 129 + 136 + 130 + 127 + 129 + 160

M6 790.7 654.6 536.4 700.7 517.6 546.1 730.6 663.8 701.7
+ 227 * 125 + 113 + 138 + 120 + 143 + 128 + 164 + 162

M7 707.8 627.1 509.3 792.2 574.8 614.8 669.5 626.6 600.6
+ 123 + 127 + 116 + 213 + 169 + 193 + 128 + 128 + 153

M8 310.5 224.5 237.1 521.9 297.4 316.2 412.5 359,.5 331.5
t 76 + 81 t 61 + 118 + 81 + 77 + 84 + 97 + 84

TABLA XII. EFECTO DE LA 2-DESOXIGLUCOSA SOBRE LA LONGITUD DE HIFAS DISTALES (Lhd (=] pm} DE

Pleurotus ostreatus A DIFERENTES TEMPERATURAS.
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MEDIO C E P A U T I L I 2 A D A
DE UAT-PO3 UAT-PO4 UAT-PO7

CULTIVO 25°¢ 280c 300C 250C 280¢ 309cC 259cC 28°c¢ 30°C

ALMIDON

Ml 0.01965 §0.02073 [0.02304 0.02512 0.02166 |0.02440 0.02103 0.02230 {0.02290

M2 0.01720 |0.01612 (0.01561 0.02068 0.02566 |0.03001 0.01900 0.02030 [0.02095

M3 NO NO NO 0.02877 0.01078 )0.01938 0.0107% 0.01227 NO
CRECIO CRECIO CRECIO CRECIO

M4 NO NO NO NO NO NO NO NO NO
CRECIO CRECIO CRECIO CRECIO CRECIO CRECIO CRECIO CRECIO CRECIO

GLUCOSA

M5 0.02240 |0.01926 |0.02295 0.01756 0.02091 }0.02573 0.02288 0.02182 (0.02657

Me 0.01787 ]0.01977 j0.02648 0.02397 0.02690 {0.02640 0.02550 0.02505 j0.02422

M7 0.01848 10.01423 )0.02050 0.02172 0.02144 |0.02254 0.02214 0.02621 |0.02664

M8 0.01085 {0.01604 }0.01173 0.01373 0.01290 |0.01504 0.01290 0.01305 |0.02381

TABLA XIII. EFECTO DE LA 2-DESOXIGLUCOSA SOBRE LA VELOCIDAD DE CRECIMIENTO ESPECIFICA (Kkoaq
{=] hr~l), DE Pleurotus ostreatus A DIFERENTES TEMPERATURAS.




FIGURA 20.

FIGURA 21.

FRUCTIFICACION IN VITRO DE LA CEPA UAT~PO4,
DE CULTIVO M2.

EN EL MEDIO

FRUCTIFICACION IN VITRO DE LA CEPA UAT-PO7,
DE CULTIVO M2.

EN EL MEDIO
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FIGURA 22.

BASIDIOCARPO DE LA CEPA DE P.

ostreatus,

UAT-PO7.

FIGURA 23.

BASIDIOCARPO DE LA CEPA DE P.

ostreatus,

UAT-PO4.
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FIGURA 24. BASIDIOCARPO DE LA CEPA DE P. ostreatus, ATCC-38537.

BASIDIOCARPO DE LA CEPA DE P. ostreatus, UAT-PO3.




FIGURA 27.

BASIDIOCARPO DE LA CEPA DE P. ostreatus,

ATCC-32783.
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7. CONCLUSIONES.

De las hipétesis originales se puede decir, en base a los
resultados obtenidos;

1. La resistencia a 1la 2-DG parece estar parcialmente
relacionada con un cierto tipo de modificacién regulatoria de
la fisiologia de Pleurotus ostreatus porque las cepas que
resultaron resistentes tuvieron la peculiaridad de acelerar
su crecimiento con dosis subletales del andlogo de azficar, si
la fuente de carbono era glucosa, pero que esta
caracteristica no es exclusiva del fenotipo dgr ya que una de
las tres cepas sensibles a 2-DG también presento esta
caracteristica. 8Sin embargo no hubo correlacién evidente
entre la velocidad de crecimiento o de consumo de azlcar y el
fenotipo dgr, de manera que la primera hipbétesis de este
trabajo (padg. 36), no fue corroborada con el experimento.

2. No existié diferencia significativa entre la ug, obtenida
en el medio de cultivo que contenia almidén en relacién al
medio gque contenia glucosa (TABLA VII), con lo dgue no se
demostré la validez de la seqgunda hipbtesis.

3. Se pudo distinguir a simple vista a las cepas, ya gque las
dgr fueron las que crecieron en el medio de cultivo con
almidén y 0.1 g/L de 2-DG (M3), de las otras gue no crecieron
(con lo que resulta cierta la tercera hipdtesis), pero las
diferencias en el tamafio de colonias, diidmetro y longitud
promedio de las hifas distales, no resultaron evidencias
morfolégicas muy distintivas.

4. La hipétesis cuarta, no parecid demostrarse de manera
evidente, puesto que 1la resistencia a 2-DG no estuvo
relacionada con plgs; en ausencia del andlogo. Lo que resultd
interesante fue la demostracién de 1la gran diferencia de
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efectos que tuvo 2-DG sobre el micelio de Pleurotus
ostreatus. Empleando como fuente deé carbono almidén, 1la
tendencia fue de disminuir puc,;, pero con glucosa a veces el
efecto fue estimulante a dosis subletales. Lo cual sugiere
que 1la resistencia a 2~DG pudiera estar indirectamente
relacionada con los mecanismos regulatorios de la induccién
de amilasas.

Adem&s del aspecto probatorio o urgatorio de esta tesis sobre
las hipétesis agul comentadas, cabe sefialar que el resultado
mas importante, fue encontrar una clara relacidn entre la
resistencia a 2-DG en concentraciones de 0.1 g/L usando
almidén como sustrato y la mayor productividad de masa
comestible . (basidiocarpo) en la planta de preducciédn. El
anilisis estadistico de estos resultados, mostrd diferencias
muy significativas e indicaron que las cepas con el fenotipo
dgr tuvieron el doble de productividad medida en Kg de
basidiocarpo fresco por tonelada de materia prima seca por
dia que las cepas sensibles (con lo gque se cumplid el
objetivo general). ’

El significado fisiolégico de este hallazgo, esta aGn por
aclararse. Quizas, la 2-DG tenga gque ver con el mecanismo de
fructificacién del micelio, por ser un analogo inductor del
complejo de quitinasa y quitina sintetasa, como indicaron DE
ROUSSET-HALL y GOODAY (1975), en el caso de la glucosamina
(andlogo téxico de la glucosa) que a bajas concentraciones es
un activador alosterico de la quitinsintetasa.

El hecho de que haya fenotipos tan distinguibles como el dgr,
abre la posibilidad de realizar un programa de seleccidn de
cepas resistentes, a partir de las sensibles y a través de la
caracterizacién de estas mutantes, se podria investigar que
genes est&n involucrados con la regulacién morfogenética y
cuales seréds sus posibles modos de accidn.
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Por otra parte los estudios sobre &l rendimiento de biomasa y
la sensibilidad a temperatura, ofrecen herramientas
adicionales de caracterizacién en el laboratorio. Sobresale
como resultado llamativo el elevado rendimiento experimental
(caja Petri) de la cepa UAT-PO7.

No parece ain evidente, como se pueden relacionar todas estas
diferencias fisiolbégicas del micelio con las de produccién
sobre el sustrato natural, no obstante este trabajo permite
abrir una metodologia accesible para el estudio fino de la
fisiclogia de Pleurotus ostreatus, bajo condiciones
controladas gque quizis después tenga dque ver con la
produccién de otros productos como metabolitos secundarios y
enzimas gque seria dificiles de estudiarse en 1los medios
complejos naturales y gque estarian demasiado alejados del

medio s6lido cuando se 1llevan a cabo en medio 1ligquido
agitado.

Por lo tanto se propone que la metodologia aqui descrita
sirva como base para estudios fines de la fisiologia, 1la
genética y la biogquimica de los hongos perfectos productores
de basidiocarpo, que como se indicé anteriormente representan
el mercadoc biotecnolégico més grande para productos de alto
valor agregado obtenidos del aprovechamiento de residuos

ligninocelulésicos a través de procesos de fermentacién en
estado sélido.
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