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Resumen

Los hongos ectomicorrizicos otorgan a sus plantas simbiontes multiples beneficios, los
cuales se traducen en sobrevivencia y salud para la planta. Por este motivo se usan algunas
especies de estos hongos para inocular plantulas y asi incrementar la produccion forestal.
Para esto, es necesario seleccionar especies de hongos locales, asi como especies
ecolégicamente funcionales. Hasta ahora, sélo algunas especies de hongos ectomicorrizicos
han podido ser cultivadas en medios nutritivos. La produccion a gran escala de micelio de
hongos ectomicorrizicos es, de entre los varios métodos de inoculacion, uno de los que
ofrece la oportunidad de abastecer las demandas de in6culo de la industria forestal. Por
estas razones, se planteé el objetivo de desarrollar una técnica de aislamiento,
mantenimiento y propagacion de micelio de Laccaria trichodermophora en biorreactor de
agitacion mecanica. De manera particular: aislar cepas de hongos ectomicorrizicos, y
seleccionar la mejor en cuanto a su ecologia y su crecimiento en medio puro; para la cepa
EF36 de L. trichodermophora determinar las mejores condiciones para la produccion de
biomasa, en cuanto a pH medio nutritivo, temperatura, agitacién y porcentaje de inoculo
iniciador del cultivo; y evaluar el crecimiento de la cepa EF36 en un biorreactor agitado
mecanicamente. Para esto, se realizaron salidas al campo para la recolecta de hongos
ectomicorrizicos. También se utilizaron ejemplares expuestos en la XV Exposicion Nacional
de Hongos, asi como micorrizas de las raices de pinos en microcosmos y bioensayos del
Instituto de Geologia UNAM. Se aislaron 15 cepas de hongos ectomicorrizicos, asi como 36
de hongos no ectomicorrizicos, entre los que destacan un gran numero de hongos enddfitos.
Se selecciond como cepa de trabajo a EF36 de Laccaria trichodermophora Muell., para
estudiar su comportamiento en cultivo. El primer experimento fue una cinética multifactorial
en medio sdlido, donde se usaron como variables independientes el medio nutritivo (PDA,
MMN y BAF), la temperatura (23°, 25° y 28° C) y el pH (4.5, 5.5 y 6.5). Las variables
dependientes evaluadas fueron el area proyectada y la biomasa final. El tratamiento que
presenté un mayor incremento en biomasa fue la combinacién de BAF, pH 5.5y 25° C. Sobre
estos resultados se plantearon las cinéticas en medio liquido. El segundo experimento se
llevd a cabo en matraz bafleado con agitacion orbital de 100 rpm. Tuvo como finalidad
identificar la capacidad de reactivacion de la cepa EF36 posterior a la congelacion con
glicerol 10%. En este experimento, ninguno de los tratamientos tratados con glicerol

presentaron crecimiento. El tratamiento sin glicerol y almacenado a 25° C por resiembras
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seriales presentdé un buen crecimiento y un rendimiento de 0.253 gs/gs. El tercer experimento
se realizé en tubos falcon de 50 ml, con las mismas condiciones de cultivo y formulacion del
medio. Tuvo como finalidad identificar la respuesta cinética de la cepa EF36 al porcentaje de
inoculo iniciador de la fermentacion. El tratamiento inoculado con 2% de in6culo alcanzé un
rendimiento de 0.289 gs/gs, mientras que el inoculado con 20% alcanzé 0.119 gs/gs.
Finalmente, se ensayd el cultivo de la cepa EF36 en un biorreactor de 4 L con agitacién por
turbina Rushton e inyeccion de aire no enriquecido. Esta ultima fermentacién alcanzé un
rendimiento de 0.073 gs/gs. Se observd que el mayor rendimiento se obtuvo en matraz
agitado, y que un menor porcentaje de indculo iniciador genera un mayor crecimiento y
rendimiento. También se observdé que la agitacion mecanica usada en el biorreactor
disminuy6o fuertemente el rendimiento y crecimiento de la cepa EF36. La posterior
investigacion sobre tipos de agitacion y composicion del medio permitira obtener mayores
rendimientos. Con el maximo rendimiento alcanzado en este trabajo se tiene la capacidad de
producir, en fermentaciones de 4 semanas, indculo vegetativo suficiente para micorrizar 7000

plantas/L.
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Abstract

Ectomycorrhizal fungi provide their symbiont plants multiple benefits, which positively
influence the survival and health of the plant. For this reason some species of these fungi are
used to inoculate seedlings to increase forest productivity. To achieve this is necessary to
select local species with ecologicall functionally. So far, only some species of ectomycorrhizal
fungi have been grown in nutritive media. The large-scale production of ectomycorrhizal
fungal mycelia is, among the various methods of inoculation, the only one that fulfills the
forest industry inoculum demand. For these reasons, we had the goal of developing a
technique for isolation, maintenance and propagation of Laccaria trichodermophora mycelium
in a mechanical agitation bioreactor. In particular: to isolate strains of ectomycorrhizal fungi,
and select the best in terms of ecology and growth in pure media; to determine the best
biomass production conditions for the strain EF36 of L. trichodermophora (pH, temperature,
agitation rate and inoculum starter culture); and to assess the growth of L. trichodermophora
EF36 strain in a mechanically stirred bioreactor. For these, we collected ectomycorrhizal fungi
at field. We also used some specimens exposed at the “XV Exposicion Nacional de Hongos”
and mycorrhizal roots tips of pine microcosms and bioassays from UNAM Institute of
Geology. We isolated 15 ectomycorrhizal fungi strains and 36 non ectomycorrhizal fungi,
where endophytes predominated. To continue the study we selected the strain EF36 of
Laccaria trichodermophora Muell. The first experiment was a solid medium multifactorial
kinetics, where the independent variables were the nutrient medium (PDA, MMN and BAF),
temperature (23°, 25°, and 28° C) and pH (4.5, 5.5 and 6.5). The dependent variables were
the projected area and the final biomass. The treatment that showed a bigger biomass
increase was the combination BAF, pH 5.5, and 25° C. The following kinetics were raised in
liquid medium using this results as baseline. The second experiment was conducted in baffled
flasks with 100 rpm orbital shaking. It was aimed to identify the regeneration capabilities of
EF36 strain after freezing with 10% glycerol. In this experiment, none of the treatments
treated with glycerol was reactivated. The treatment without glycerol and stored at 25° C by
serial passaging showed good growth and a yielded 0.253 gs/gs. The third experiment was
performed in 50 ml falcon tubes, with the same culture conditions and medium formulation. It
was aimed to identify the kinetic response to the initiation inoculum percentage. The

treatment inoculated with 2% initial inoculum yielded 0.289 gs/gs, while the 20% initial
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inoculum treatment yielded 0.119 ge/gs. Finally, EF36 strain culture was tested in a 4 L
bioreactor with Rushton turbine stirring and air injection unenriched. The latter fermentation
reached a yield of 0.073 gs/gs. It was observed that the highest yield was obtained in shaked
flasks and a lower percentage of initial inoculum. It was also observed that the mechanical
agitation used in the bioreactor strongly decreased the performance and growth of EF36
strain. Subsequent research on agitation types and medium composition would allow higher
yields. With our maximum performance we have the potential capability to produce enough

vegetative inoculum to inoculate 7000 plants/L at 4 weeks fermentations.
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1 Introduccion

Durante un paseo de verano por el bosque, muchos de nosotros hemos sido victimas de la
fascinacion al encontrar la abrumadora diversidad de hongos que emergen del suelo,
ostentando brillantes y llamativos colores. Algunos curiosos se detienen a observar y se
llevan otra sorpresa cuando al inclinarse descubren una segunda oleada de hongos,
parecieran haber aparecido justo en ese momento y mantenerse discretos entre la hojarasca.
En este escenario nos encontramos rodeados de esporomas, los cuales son las estructuras
macroscopicas de reproduccion sexual de los hongos. Sélo hasta que se patea un tronco o
se remueve la capa de hojarasca es cuando uno se encuentra frente a frente con el micelio.

El micelio, la “dimensién” vegetativa de los hongos ectomicorrizicos (HEM) (y de los hongos
en general), es una de las cuatro fases en que estos se encuentran en su medio. Sin
embargo, no siempre se le ha prestado suficiente atencion a su estudio en comparacion con
los esporomas, ectomicorrizas, esporas u otras estructuras de resistencia (Anderson y
Cairney 2007). Esa gran diversidad de hongos que se aprecia de manera epigea se ve
opacada cuando se conoce la verdadera diversidad presente en el sitio, y para poder
conocerla no basta con las estimaciones de riqueza que se hacen a partir de los esporomas
(Gardes y Bruns 1996). En los hongos un mismo “individuo” (=geneto) (Dahlberg y Stenlid
1995) se manifiesta en las dimensiones de lo micro- y lo macro- a lo largo de su vida y a

través de las generaciones.

1.1 Funciones ecoldgicas

El micelio de los HEM es un talo filamentoso conformado por una trama de hifas que crecen
explorando el suelo en busca de nutrientes y simbiontes vegetales. Dada su nutricion por
absorcion, el micelio constantemente estd vertiendo exudados en su medio. Son
principalmente enzimas celulol.ticas y ligninoliticas como endoglucanasa, exoglucanasa, [3-
glucosidasa, lacasa, lignina peroxidasa y manganeso-peroxidasa (Schlegel 1993), cuya
accion es degradar los sustratos para que puedan ser asimilados como moléculas simples.
Una buena porcién de estas moléculas quedan disponibles para otros microorganismos
(MOs) del suelo. Esto moldea la actividad microbioldgica del suelo y otorga caracteristicas

particulares como acidez, disponibilidad de micro- y macronutrientes, acelera la tasa de
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degradacion de la materia organica, e incluso puede determinar la composiciéon de la
comunidad de MOs en el suelo (van Elsas y Boersma 2011).

Cohabitando la rizésfera e hifosfera existe una compleja comunidad de bacterias, a las
cuales se les ha llamado “bacterias ayudadoras de micorrizas” (BAM). Estas bacterias son
representantes de los géneros Strepfomyces (Schrey et al. 2012), Sphingomonas
(Hrynkiewicz et al. 2009), Paenibacillus (Aspray et al. 2006), Pseudomonas, Azospirillum
(Peroto y Bonfante 1997) y Bacillus (Bending et al. 2002), entre otras. Las BAM participan en
el reconocimiento hongo-raiz, promueven la receptividad de la raiz, incrementan el
crecimiento hifal y posibilitan la germinacion de las esporas de algunos HEM (Garbaye 1994).
También en la hifésfera se encuentran representantes de los géneros Burkholdeira y Serrata,
que por el contrario, actuan inhibiendo el desarrollo de algunos otros HEM (Bending et al.
2002).

Las caracteristicas estructurales del micelio le dan la propiedad de penetrar entre los
agregados y los poros del suelo. Las hifas exploran las peliculas de agua, los fragmentos de
materia organica y la fraccion mineral que integran al suelo. Es decir, el micelio de los HEM,
con su trama filamentosa, también da estructura al suelo. No obstante, los hongos
micorrizico arbusculares tienen una mayor influencia en la estructura del suelo, debido a la
secrecion y a la presencia de glomalina en su pared celular (Rillig y Mummey 2006).

La ectomicorriza es una estructura que se forma en las raices de algunas plantas
(representantes de las familias Asteropeiceae, Betulaceae, Caesalpiniaceae, Casuarinaceae,
Cistaceae, Cyperaceae, Dipterocarpaceae, Ericaceae, Fagaceae, Gnetaceae,
Junglandaceae, Meliaceae, Mimosaceae, Myrtaceae, Nothofagaceae, Nyctaginaceae,
Papilionaceae, Phyllanthaceae, Pinaceae, Polygonaceae, Rhamnaceae, Rosaceae,
Salicaceae, Sapotaceae, Sarcolaenaceae y Tiliaceae), al ser colonizadas por los HEM
(Agerer 1987-2008; Brundrett 2009; Peterson et al. 2004).

De manera directa, la planta adquiere ventajas de la asociacién, como el incremento en la
superficie de exploracion/absorcion, dado por la abundante ramificacion de las raices
micorrizadas, el transporte de agua y nutrientes y la proteccion contra patégenos. Estos
efectos se traducen en el establecimiento de las plantas jévenes, mayor longevidad y un
incremento en la produccion primaria neta (Smith y Read 2008).

El intercambio de nutrientes entre la planta y el hongo se da en la ectomicorriza, pero la

exploracién del suelo, la absorcion de agua, la asimilacion de micro- y macronutrientes, el
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almacenamiento y el transporte son funciones propias del micelio (Smith y Read 2008). A
través del micelio se interconectan muchas plantas entre si, fendbmeno conocido como “red
ectomicorrizica”. Las plantas maduras y bien establecidas presentan una produccion primaria
considerablemente mayor que la de las plantas jovenes. En ocasiones la planta joven no es
capaz de realizar una fotosintesis exitosa, ya que a nivel de sotobosque la luz es un recurso
limitado. En este escenario el micelio funciona como vinculo entre plantas jévenes y
maduras, donde el transporte de nutrientes y carbohidratos ocurre en direcciéon de las
plantulas (Simard y Durall 2004).

Con el uso de técnicas basadas en isétopos estables y radiactivos, se ha demostrado la
movilizacion de C y N a través de micelio, provenientes, tanto de otras plantas, como de
materia organica en descomposicion (Hobbie y Hogberg 2012; Hobbie y Werner 2004).
Incluso participan las plantas micoheterotrofas, como los géneros Monotropa y Pterospora,
los cuales carecen de clorofila, por lo que obtienen la totalidad de los productos carbonados
de la red ectomicorrizica (Simard y Durall 2004).

Todas estas funciones son de vital importancia en los ecosistemas ectomicorrizicos, como
el bosque templado, mediterraneo y boreal. Sin embargo, en otros ecosistemas, los HEM
también determinan el éxito de algunas plantas. En ecosistemas xericos, representantes del
género Quercus aprovechan el C proveniente de la red, a través de la mixotropia, para suplir
sus necesidades justo en el momento mas seco del afio, cuando no tienen hojas para
fotosintetisar y sus reservas energéticas no son suficientes (Bréda et al. 2013).

A escala global, el micelio ectomicorrizico tiene repercusion en la captura de CO:2
atmosférico, ya que incrementa la produccién primaria en los ecosistemas en los que se
desarrolla, los cuales suelen ser dominados por plantas asociadas a HEM (Hobbie 2006).

No se puede pasar por alto la participacion de los HEM en las cadenas troficas.
Microartrépodos como nematodos, acaros y colémbolos, que representan la mayor parte de
la mesofauna en el suelo, se alimentan de micelio (Kurakov et al. 2006). A partir del micelio
de los HEM, surgen los esporomas, de los que se alimentan vertebrados que van desde
ratones, ardillas voladoras y jabalies, hasta grandes venados (Maser et al. 2008; Castillo-
Guevara et al. 2012). La gente también consume esporomas de HEM, de las casi 400
especies de hongos consumidos tradicionalmente en México, mas de la mitad son HEM

(Garibay-Orijel y Ruan-Soto, 2014). Hongos de los géneros, Boletus, Cantharellus, Lactarius,
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Tricholoma 'y Tuber presentan producciones de cientos de toneladas anuales, y valores en el

mercado global que hacienden a billones de délares (Hall et al. 2003).
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2 Marco teodrico

Una vez que se han mencionado las caracteristicas biologicas de los HEM, asi como las
ventajas que la simbiosis otorga a las plantas y a los ecosistemas, es turno de revisar las
estrategias de inoculacion de plantas con HEM seleccionados. Repac (2011) revisa y discute
los métodos de inoculacién y los clasifica en naturales, por esporas y vegetativos. Los
meétodos naturales consisten en sembrar las plantas en suelo de monte, humus, hojarasca o
cualquier sustrato extraido del ambiente natural donde el in6culo de HEM pueda encontrarse
presente. Los métodos a base de esporas se refieren a la aplicacion de éstas, ya sea
disueltas en el agua de riego o mezcladas en el sustrato, antes, durante o después de la
siembra. Este es el método mas popular. El in6culo de pileo seco molido también se incluye
en esta clasificacion. Los in6culos vegetativos consisten en la aplicacion de micelio vivo y
metabdlicamente activo en la rizésfera de la planta. El micelio se puede aplicar en el agua de

riego, mezclado con el sustrato o transportado en diversos agentes protectores.

2.1 El cultivo de hongos ectomicorrizicos

El cultivo de hongos se ha estudiado principalmente en especies saprobias (Martinez-
Carrera et al. 2010; Sanchez y Mata 2012). Esto es debido a que los HEM poseen un
conjunto enzimatico limitado y presentan la necesidad de su simbionte vegetal para cumplir
su ciclo de vida. Se produce inéculo vegetativo a través de la propagacion de una cepa de
HEM en particular. El micelio obtenido es aplicado al sustrato o a la rizosfera (Repac 2011).
Los meétodos de produccion de micelio, asi como su concentracion y modo de inoculacion en
la planta ha variado en los diferentes trabajos (Cline y Reid 1982; Gagnon et al. 1991; Gangé
et al. 2005).

2.1.1 Medios nutritivos

Para cualquiera de los métodos de inoculacién vegetativos se requiere de la propagacion
de cepas de HEM en medios nutritivos apropiados. Esto se hace, tanto para la propagacion
del inéculo (producto final para la inoculacion de la planta), del preinéculo (indculo “semilla” a
partir del cual se inocula el reactor o el sustrato de propagacion), como para el

mantenimiento de las cepas.
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Un medio de cultivo es una matriz disefiada para el crecimiento de MOs en condiciones
aisladas. En el medio de cultivo se incluyen los nutrientes que el MO es capaz de asimilar y
requiere para su crecimiento. Estos nutrientes se clasifican en macronutrientes y
micronutrientes. Los macronutrientes son glucidos, proteinas, lipidos y acidos organicos. De
estos compuestos los MOs obtienen C, H, N, P y S. Dentro de los macronutrientes esta el
carbono, el cual es el componente central de la biomasa microbiana, ademas de ser fuente
de energia, por lo que se considera como el elemento principal, y muchas veces el factor
limitante en el cultivo.

Los micronutrientes son los requeridos en muy pequefias concentraciones, en su mayoria
vitaminas y minerales, los cuales actuan como cofactores par la actividad enzimatica (Hogg,
2005). La biologia propia de cada MO determina los contenidos de los medios de cultivo a

usarse.

2.1.2 Obtencién de cepas

La obtencion y aislamiento de cepas se realiza partiendo de material biolégico recolectado
en campo. Los HEM son comunmente aislados de esporomas, pero pueden ser aislados de
ectomicorrizas, esclerocios, rizomorfos y esporas (Molina y Palmer 1982). Se ha dado
preferencia a los esporomas debido a su facil identificacion (en comparacion con las
ectomicorrizas, rizomorfos o esporas) y a la accesibilidad que presentan. El trabajo de Molina
y Palmer (1982) es la referencia clasica sobre el aislamiento, mantenimiento y cultivo puro de
HEM. Pero en los mas de 30 afios que han pasado desde su publicacion, se han propuesto
numerosas modificaciones a sus protocolos, aunque todas conservan los mismos principios
basicos (Repac 2011).

Los esporomas son la estructura de reproduccion sexual de los HEM, son la fase mas
evidente del ciclo de vida y por eso la mas conocida y aprovechada. La taxonomia de hongos
esta basada en las estructuras de reproduccion sexual, ya que presentan la mayor cantidad
de caracteres discriminatorios (McNelly y Turland, 2011). Sin embargo, los esporomas
presentan algunas complicaciones para aislar cepas. La fructificacion de los HEM ocurre
exclusivamente en estado silvestre, de manera estacional, anual y heterogénea de una afio a
otro, ademas esta restringida a los sitios en donde se distribuyen sus hospederos (Gardes y

Bruns 1996). Para obtener una cepa a partir de un esporocarpo es necesario seleccionar a
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uno en estado joven, fresco y sin evidencia de micofagia, parasitismo, daino mecanico o
descomposicion. Los aislamientos se ensayan partiendo del contexto sano del esporoma
(Molina y Palmer 1982).

Para obtener cepas a partir de ectomicorrizas, se recolectan y se depositan en agua para
su breve transporte. Pocas horas después se limpian sutilmente con pincel y aguja, se
depositan en una solucion de monoleato de polioxietileno sorbitan (Tween 80) al 0.01% para
romper la tencion superficial y facilitar el lavado. A continuacion, se realiza una esterilizacion
superficial sumergiendo la ectomicorriza en hipoclorito de calcio 1% (Yamada et al. 2001b) o
en peroxido de hidrégeno al 33% (Menkis et al. 2005). Los aislamientos se ensayan
partiendo de fragmentos de ectomicorriza y el micelio puede desarrollarse, ya sea del manto,
o de la red de Hartig.

Para obtener cepas a partir de esporas, estas son recuperadas de esporadas. De manera
general, las esporas de HEM no presentan germinacion in vitro, por lo que se usan
promotores de la germinacion como el acido abiético, fragmentos de raiz o extractos de raiz
(Fries 1989; Fries et al. 1987).

Para obtener cepas a partir de esclerocios se usa un protocolo similar al de ectomicorrizas.
Previamente se tamiza una muestra de suelo en maya de 0.5 mm y se resuspende la
fraccion rescatada en solucion de glucosa 0.25 M, para finalmente descartar a mano los
esclerocios y separarlos de fragmentos de similar tamano y flotabilidad (Molina y Palmer
1982; Utkhede y Rahe 1978).

2.1.3 Mantenimiento de cepas

Cuando se requiere preservar una coleccidon de cepas por un periodo prolongado de tiempo
(afios) es necesario mantenerlas en condiciones separadas a las cepas de trabajo. Las
colecciones de hongos originalmente se mantuvieron por transferencias en serie a medio
fresco (Molina y Palmer 1982). Este subcultivo de rutina no es un método muy practico para
el almacenamiento de un gran numero de cultivos de hongos. Consume mucho tiempo y
recursos, es propenso a la contaminacion, y no impide los cambios genéticos vy fisioldgicos
(degeneracioén y/o envejecimiento) durante los subcultivos a largo plazo (Homolka 2013).

Existen otras alternativas para su almacenamiento, todas coinciden en someter a las cepas

a condiciones de bajas temperaturas para disminuir las tasas metabdlicas. Usualmente se
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mantienen en medio nutritivo en tubos de ensaye a 4° C en medio Melin-Norkrans modificado
(MMN) o papa dextrosa agar (PDA) (Marx 1969; Molina y Palmer 1982), pero también
existen otras opciones. En algunos hongos, la preservaciéon bajo una capa de aceite mineral,
en medio nutritivo adicionado con glicerol, en gel de silice, suelo o arena han demostrado ser
eficientes (Repac 2011).

Kitamoto et al. (2002) proponen el método del “aserrin congelado” y ponen a prueba la
capacidad de reactivar cepas (de todos los phyla) almacenadas a -85° C en sustrato
compuesto por PDA, aserrin de Fagus, arroz y glicerol 10%.

El método “criovial” (Crahay et al. 2013 a, b) consiste en congelar la cepa a -130° C, las
cepas crecidas en MMN (Colpaert et al. 2000) dentro de tubos de ensaye, se cubren con una
capa de glicerol (para proteger del congelamiento) y posteriormente se enfrian gradualmente
hasta alcanzar los -130° C. Charlotte et al. (2013) compararon este método con el método
tipico (4° C, Molina y Palmer 1982) y encontraron que no hubo grandes repercusiones en
cuanto a la capacidad de formar micorrizas en las raices de Pinus sylvestris por HEM de los
géneros Hebeloma, Laccaria, Paxillus y Pisolithus, y tampoco afecté la capacidad de
transportar P ni de NH**.

Se pueden mantener cepas por largo tiempo en ultracongeleacion siguiendo el protocolo
“perlita en nitrégeno liquido” sin perder viabilidad (Homolka 2013). La liofilizacién es otro
método de preservacion y se propuso desde 1943 para cepas de hongos esporulantes,
aunque no tuvo mucho éxito en las cepas de hongos con micelios esteriles (Antheunisse
1973; Hwang et al. 1976; Raper y Alexander 1945 en: Homolka 2013). Posteriores
modificaciones, entre las cuales la mas destacada es incluir crioprotectores como la glicerina,
convirtieron a la liofilizacién en el método mas recomendable para preservacion de hongos

filamentosos, aunque no se aplica de manera generalizada (Homolka 2013).
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2.2 Cinética del crecimiento microbiano

Una de las maneras de describir a un hongo en cultivo es trazar su curva de crecimiento o
cinética (Doran 1995, Madigan et al. 2004). Es importante conocer la cinética de crecimiento
de los hongos, pues de este modo, se pueden hacer predicciones sobre el desarrollo de un
cultivo, el consumo del sustrato, la produccion de biomasa y, si se desea, también sobre la
acumulacién de productos y la liberacion de COx.

La cinética de crecimiento varia de un microorganismo a otro. Esta sujeta a las condiciones
de cultivo y a la composicion del medio nutritivo, ademas de la propia biologia del MO en
particular (Cossart et al. 2004). Es por esto que se hace importante conocer y calcular la
cinética para asi poder predecir el comportamiento de un cultivo en diferentes condiciones.

Durante un cultivo discontinuo, la biomasa aumenta a lo largo del tiempo. Este aumento en
masa se consigue a partir de la oxidacion del sustrato. El sustrato es la fuente principal de C,
generalmente son azucares simples, aunque en muchos cultivos se pueden usar fuentes de
carbono complejas. La concentracion del sustrato decrece de forma proporcional al aumento
en biomasa (Doran 1995). El sustrato que se consume no solo se destina a la biomasa,
también fracciones importantes se transforman en una gran variedad de productos y en COo..
Teniendo esto en cuenta, se pueden calcular diferentes indices o coeficientes de
productividad, que representan la relacion entre el crecimiento o produccion, y el consumo de
sustrato en condiciones de cultivo particulares.

La productividad celular (gx) representa el aumento en la biomasa y se expresa en

unidades de peso seco en funcién de volumen y de tiempo.

qx = (Xtt - Xwo)/(t0-t1) (1)

Donde X son los gramos de biomasa, t0 y t1 son los tiempos en comparacion.
La tasa especifica de consumo se refiere a la velocidad con que el hongo consume el

sustrato, y se calcula con la siguiente ecuacion:

gs = Yxs/y (2)

Donde Yxss es el rendimiento celular en funcién del sustrato, y p es la tasa de crecimiento.
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Yxis = (Xt - Xt0)/(Sto - St1) (3)
y
U = pmax (S /(Ks + S)) (4)

pmax es la velocidad maxima de crecimiento que el hongo alcanza en la fase de
crecimiento exponencial, S es la concentracion del sustrato y Ks es la concentracién del
sustrato en la que se alcanza una p = ymax/ 2 (Doran 1995, Madigan et al. 2004).

Para definir y en la ecuaciéon de Monod (4), es necesario usar la ecuacion 5 y 10. La
ecuacion 5 representa la cinética considerando que; el incremento en el numero de células
(dN) por el incremento en tiempo (dt) es proporcional al numero de células presentes en el

cultivo (N) y a p.

dN/dt = pN (9)

Integrando esta ecuacion se tiene:

N = No eM (6)

Al transformar esta ecuacion exponencial (6) a una recta, resulta:

In N = In No + pt (7)

Se debe considerar que:

N = No 2V7 (8)

Donde t es el tiempo transcurrido y T es el tiempo generacional.

La ecuacién 8 también se transforma a una recta:

INN=InNO+t/TIn2 (9)
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Por lo que se concluye que:

M=1In2/T (10)

Para poder realizar los calculos anteriores es necesario conocer la concentracién de
biomasa y de sustrato en varios tiempos a lo largo del cultivo, y se cumplen solo si el
crecimiento no esta condicionado por la concentracion del sustrato. También se asume que
el sustrato es la unica limitante al crecimiento y que los demas nutrientes se encuentran en

concentraciones excesivas (Cossart et al. 2004, Doran 1995).

2.3 Crecimiento de hongos filamentosos en cultivos sumerqgidos

El cultivo sumergido (CS) de hongos filamentosos (HF) es un sistema utilizado actualmente
de manera extensiva en varios sectores de la industria (Tang et al. 2007). Fisiologicamente,
una de las caracteristicas principales de los HF es la capacidad de verter en el medio un gran
numero de sustancias, como acidos organicos, polisacaridos, enzimas, factores reguladores
de desarrollo vegetal, alcaloides, pigmentos, micotoxinas y antibioticos. Géneros como
Penicillium, Cephalosporium, Tolypocladium y Acremonium, empleados en la produccion de
penicilina, cefalosporina o ciclosporina, son ejemplos claros del desarrollo en la produccion
de metabolitos usando HF en CS (El-Enshasy 2007; Gibbs et al. 2000).

No obstante la relevancia del tema, dados los aspectos econdmicos y de salud humana
involucrados, la teoria respecto a la cinética del crecimiento de HF en CS sigue en desarrollo.
Mas aun, en lo que respecta a HEM, los trabajos dedicados a conocer el modo en que el
micelio se comporta en CS son escasos y no se tiene conocimiento de algun trabajo de
revision en donde se condense la informacion (ej. Kim et al. 2010; Kuek 1996; Li et al. 2013;
Rossi y Oliveira 2011). Por estos motivos, en esta seccion, la revision se fundamenta en

conceptos teoricos y estudios de caso realizados en HF saprobios de interés industrial.

2.3.1 Crecimiento hifal

La dinamica celular durante el crecimiento de los HF es responsable de la fisiologia y el

comportamiento de los CS, tanto del crecimiento como de la produccién de sustancias.

23111



Segun El-Elshasy (2007), en general, las células fungicas siguen tres pasos en CS.
Comienza por el “crecimiento micromorfolégico”, caracterizado por el incremento en la
turgencia de las esporas, su posterior germinacion, extension de células hifales y
ramificacion. A continuacion, el “crecimiento macromorfolégico”, donde ocurre la formacion,
ya sea del micelio disperso filamentoso o del pellet. Posteriormente viene la “autolisis
celular”, donde inicia la senescencia, caracterizada por abundante vacuolacién y transporte
de citoplasma.

Un parametro de crecimiento hifal comunmente usado es G (Caldwell y Trinci 1973), que se
define como la longitud total hifal, es decir, la hifa principal mas las ramificaciones, dividida
entre el numero de puntas hifales. Por lo tanto la disminucién en la longitud de la hifa o el
aumento en la ramificacion resultan en una disminucién de G. No obstante se ha discutido
una mejor definicion de G, con los resultados experimentales que muestran, mediante auto-
radiografia, que no todas las puntas hifales contribuyen de igual modo al crecimiento, ya que
algunas no son viables o sencillamente no crecen a la misma tasa (Pitt y Bull 1982). También
se debe considerar el diametro hifal, por lo que han sido reportados valores de G en base a
volumen (Gvol) (Cox et al. 1998). Con argumentos similares se propuso usar el valor Gmass,
aunque debido a su dificil calculo se ha usado s6lo para modelaciones (Nielsen, et al. 1993).
También, se ha usado el area proyectada para calcular el crecimiento, la cual es un valor de
dos dimensiones calculado por la proyeccion del pellet. La relacidn entre el perimetro del
agregado hifal y el perimetro del nucleo del agregado hifal también se ha considerado. En
estos ultimos casos se aplica para pellets holgados y poco compactos (Gibbs et al. 2000). Se
han utilizado también, analisis basados en teoria de fractales para calcular el valor D,
principalmente para medir el crecimiento de colonias, aunque se discute que este parametro
es método-dependiente y no se propone una metodologia estandar (Soddell y Seviour 1994).

Se ha observado, mediante técnicas de inmunocitometria, que en una misma colonia las
funciones fisiologicas se encuentran compartamentalizadas, es decir, distintas areas del
micelio se encuentran realizando funciones particulares y expresando juegos genéticos y
metabdlicos distintos. Las células terminales en las hifas de crecimiento, generalmente
carecen de organelos y estructuras membranosas, con la importante excepcion de una gran
cantidad de vesiculas de diferentes tamafos que suelen migrar en direccion a los apices
hifales. Las vesiculas estan involucradas en el transporte de proteinas que han pasado por

un proceso de maduracion en organelos de células de otras regiones del micelio y se dirigen
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a la membrana plasmatica. Ademas, las propias vesiculas aportan membrana plasmatica
para el crecimiento hifal (El-Enshasy 2007; Peberdy 1994). Por otra parte, enzimas
involucradas en procesos degradativos estan asociadas a fases celulares de sintesis y no de
crecimiento, lo que ha sido observado, por ejemplo, en la secrecion de enzimas lignoliticas

en las regiones de alta ramificacion.

2.3.2 Morfologia en cultivo sumergido

Los HF desarrollan morfologias drasticamente distintas a las que presentan bacterias o
levaduras, ya que estas ultimas se distribuyen de manera homogénea en el caldo. El talo
filamentoso tiene implicaciones importantes en la reologia del caldo, y esto a su vez puede
determinar el crecimiento de los HF, asi como la produccién y excrecién de metabolitos
(Charles 1978).

Los HF pueden manifestar, ya sea un crecimiento hifal disperso y continuo en el caldo, o
bien la formacién de entidades discretas denominadas pellets. Esto es resultado directo de la
morfologia hifal, la cual varia entre la formacién de largos filamentos lineales, hasta
complejos densamente ramificados e intrincados (Gibbs et al. 2000; Paul y Tomas 1998). Asi
mismo, los pellets varian en tamanio, forma y textura. Estas diferencias se manifiestan incluso
en la misma cepa y son, en muchos casos, dependientes de las condiciones de cultivo y de
los componentes del medio (Gibbs et al. 2000) (Figura 1).

Fermentaciones con micelio creciendo de modo disperso tienden a ser muy viscosas y la
dinamica del fluido presenta un comportamiento “no Newtoniano”, donde la velocidad de
agitacion no es equivalente al esfuerzo de agitacion. En estos casos el caldo presenta
apariencia pseudo-plastica (Braun y Vecht-Lifshitz 1991). En las regiones préximas a las
paletas de agitacién, a los bafles 0 a las columnas de burbujas, los agregados miceliales
formados por la trama de hifas son disociados rapidamente. EI comportamiento del fluido en
estas zonas es muy distinto al comportamiento del caldo en general, donde la fuerza aplicada
por la agitacion es menor, presentando zonas fluidas en las inmediaciones de la fuente de
agitacién, y otras densamente viscosas en las regiones con tasas de agitacion baja.

La alta viscosidad y la seudoplasticidad de la suspension causa problemas durante el
cultivo, ya que disminuye la transferencia de masa y la transferencia de calor. Cuando esto

ocurre, solo algunas partes del caldo presentan las condiciones deseadas. Incrementando la
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agitacién se consigue aumentar la transferencia de momentum para asi homogeneizar la
mezcla, aunque esto incrementa el consumo energético. Los dafos por estrés mecanico que
sufren las células bajo altas tasas de agitacion pueden tener repercusiones inesperadas.
Estos problemas son particularmente serios en fermentaciones a gran escala (Vardar 1983).
En fermentaciones de mezcla heterogénea prevalece la tendencia a formar zonas de
‘estancamiento” en el caldo. Esto, ademas de generar gradientes de concentracion de
nutrientes, propicia condiciones de limitacion oxigénica, lo cual es un problema importante a

considerar en las fermentaciones aerobias (McNeli et al. 1989).
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Figura 1. Microfotografia electronica de barrido de pellets de Epicoccum purpurascens cultivados con
diferentes fuentes de nitrégeno; a y b con NaNOs (0.49 gl N) muestra pellets con bordes filamentosos, que
consisten en largas hifas no ramificadas, ¢ y d con (NH4)2SO4 (0.49 gI' N) muestra pellets pequefios

compactos, con bordes filamentosos e hifas hinchadas desiguales. Tomada de Gibbs et al. 2000.

Algunos cultivos presentan una viscosidad dependiente del tiempo, es decir, al estar
sometidos a agitacion constante la viscosidad disminuye gradualmente. Esto es resultado de

la alineacion de los filamentos que se genera por las trayectorias perioddicas y repetitivas de
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las paletas de agitacion (Oolman y Blanch 1986). Los CS en los que se forman pellets son
tipicamente mucho menos viscosos, debido a que los pellets son entidades discretas y
discontinuas las cuales no ejercen influencia en el liquido circundante. Se acepta de manera
general que unicamente los polisacaridos generan contribuciones significativas a la reologia
del caldo (Gibbs et al. 2000; El-Eshasy 2007).

Es deseable la formacion de pellets en un CS, dado que la viscosidad del caldo es minima,
por lo que la transferencia de momentum, masa y calor es mejor. Sin embargo, a escala
microscopica, los pellets presentan cierto grado de regionalizacion, lo que a su vez genera
heterogeneidad en el acceso a los nutrientes y al O2. Acorde al tamano y la compactacion de
los pellets, en su centro, la concentracién de O2 puede llegar a cero, propiciando autolisis
celular y limitando el crecimiento y/o produccion a las capas periféricas del pellet (Kénig y
Schugerl 1982). Cuando un pellet excede cierto tamafio se asume que el crecimiento esta
limitado a la periferia, para lo que se ha propuesto que la biomasa producida se puede

calcular utilizando la férmula conocida como la ley de la raiz cubica (EI-Enshansy 2007):

M3 =kt+Mo'3 (11)

Donde Mo es la biomasa inicial y k es una constante de velocidad, asumiendo que un cultivo
puede consistir en un numero n de pellets esféricos conocido, de un radio r y densidad p
iguales, con una capa de micelio activo de espesor w creciendo a una tasa especifica y,

entonces k se calcula usando la siguiente férmula:

k =(4/3 Trpn)'" yw (12)

Esto se ha comprobado de manera experimental en repetidas ocasiones (EI-Enshansy
2007), pero tiene la limitante de no considerar la transferencia de masa, la oxigeneacion ni la
concentracion del sustrato en el crecimiento. Ademas, cuando la morfologia del pellet es
holgada, abierta y/o felposa, el crecimiento exponencial se puede presentar en todo el
micelio. Otra debilidad en el calculo es que se asume al sistema como homogéneo y estatico

lo que dista en gran medida de representar un sistema real de CS de HF.
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2.3.3 Morfologia del pellet

Una descripcion detallada de la morfologia del pellet es de interés debido a que se pueden
encontrar correlaciones entre la morfologia y la productividad, que pueden ser usadas para la
optimizacién de procesos (El-Enshansy 2007). Los tres pasos principales de crecimiento
micromorfologico suelen determinar el crecimiento macromorfolégico, es decir, si el CS
formara pellets o sera disperso y filamentoso.

Con base en el mecanismo de formacién de pellets se propuso una clasificacion
macromorfolégica de ellos (Gibbs et al. 2000): 1) coagulantes, caracterizados por la
aglomeracién de esporas, la germinacién da lugar a una red de hifas entrelazadas; 2) no
coagulantes, donde cada espora genera un pellet, el numero de pellets es igual al numero de
esporas viables con las que se inoculé el caldo; 3) aglomerativos, donde las hifas al
encontrarse en su libre viaje por el caldo, se aglomeran y forman un macizo de hifas que
eventualmente se modifica a pellets.

Sin embargo, se propuso una nueva clasificacién atendiendo a la morfologia celular (Jin, et
al. 1999): 1) micelio disperso con filamentos difusos, 2) micelio plumoso con filamentos
difusos, 3) micelio con agregados grandes, pellets con nucleos compactos y limites difusos,
y, 4) finalmente, pellets compactos como esferas con superficies lisas.

Tanto el crecimiento como la morfologia de un HF varia atendiendo a multiples factores; en
general, estos factores pueden dividirse en tres categorias principales: factores dependientes
de la cepa, dependientes de la composicién del medio y factores dependientes de las
condiciones de cultivo. Las interacciones entre estos factores deben ser consideradas, por lo
tanto, no es facil (o l6gico) determinar o discutir algunos de estos factores por separado. Por
ejemplo, tanto el tamafo del in6culo, como la forma del recipiente y la agitacién, son factores

que inciden en la oxigenacion del medio y el oxigeno disponible para los HF.

2.3.4 Factores dependientes de la cepa

Lo primero que tenemos que considerar en este apartado es que entre especies, e incluso
entre cepas, se presentan comportamientos especificos, ademas de que existen especies
que simplemente no forman pellets (EI-Enshasy 2007; Gibbs et al. 2000).

Para los casos en que el caldo se inocula con esporas se desea una fase corta de

germinaciéon con el fin de disminuir el tiempo de cultivo. La eficiencia de la fermentacion
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también esta condicionada por la sincronizacion del proceso de germinacién y el numero de
tubos de germinacién formados por cada espora (Morozova et al. 2001).

El uso de esporas y micelio como indculo fue comparado, poniendo en evidencia que el tipo
de in6culo no genera diferencias significativas en la morfologia de los pellets (Jin et al. 1999).
En contraste, también se ha reportado que altas concentraciones de indculo suelen resultar
en un crecimiento micelial disperso. Una relacién inversa fue encontrada entre la
concentracion del inéculo y el tamano del pellet (Metz y Kossen 1977).

Una cepa mutante para los genes fadAG203R y AfIbA, involucrados en la ramificacion del tubo
germinativo, resulta en la formacion de tubos mas largos y delgados, lo que a su vez da
mayor tamano de pellet y micelio disperso (Molnar et al. 2004).

Como se puede apreciar en la figura 1, la composicion de los medios nutritivos modifica
drasticamente la morfologia del pellet. La concentracién de sacarosa en el medio tiene
efectos distintos dependiendo del organismo probado en varios trabajos. En algunos casos
se observo que el diametro del pellet disminuy6 al incrementar la concentracion inicial de
sacarosa. En otro estudio el tamano aumento6 al incrementar la concentracion de 20 g/l a 60
g/l, pero al exceder 80 g/l no se presentd formacion de pellet y el caldo presentd un
crecimiento filamentoso disperso. En otro estudio, se observé que usando sacarosa o xilosa
como fuente de carbono se presentd formacion de pequefios pellets de no mas de 400 um de
diametro, mientras que al utilizar fructosa no se presentd formacion de pellet (EI-Enshansy et
al. 2001; El-Enshansy, 2007).

2.3.5.1 Fuente de nitrégeno

El tipo y la concentracion de N se encuentran entre los factores mas importantes que
afectan el desempeno de los CS. El decremento en dos o6rdenes de magnitud en la
concentracion de NH4NOs modifica la forma de los pellets de pequefios y compactos a
grandes y difusos. El incremento en la concentracion de peptona en el medio coincidié con la
formacién de pellets mas pequenos y numerosos (Gibbs et al. 2000). También se ha
observado que aumentar las concentraciones de amonio en el CS causa que el tamafio de

pellet aumente pero disminuya en densidad y en numero (EI-Enshansy 2007).
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2.3.5.2 Fuente de fosfato

Con bajas concentraciones de fosfato inicial (0.3 gL-') se forman bajas cantidades de pellets
inicialmente, pero rapidamente se convierten en aglomeraciones. A una concentracion de
fosfato intermedia (1.05 gL-') se forman pellets. En concentraciones altas concentraciones
(2.1 gL") se forman aglomeraciones nuevamente (Gerlach et al. 1998).

El fosfato es componente importante en la pared celular de los HF, por lo que altas
concentraciones en el medio pueden propiciar hifas mas hidrofébicas, aunque se discute que

la reaccion ante la concentracion de fosfato es cepa especifica (EI-Enshansy 2007).

2.3.5.3 Relacién C/N

Un aumento gradual en la relaciéon C/N ha demostrado que resulta en el aumento del
crecimiento micelial. Por el contrario, el uso de un medio de glucosa y peptona, la formacién
de pellets se dio en alto C/N, mientras que en forma de micelio disperso se presenté a C/N

relativamente menores (EI-Enshansy, 2007).

2.3.5.4 Particulas insolubles

A menudo, formulaciones de medio para fermentaciones piloto a escala industrial contienen
componentes soélidos o semisolidos debido a consideraciones econdmicas. Estos
componentes pueden proporcionar sitios de anclaje para el crecimiento de hongos, lo que
propicia la formacién de agregados de hifas amorfos en oposicion a los pellets de forma
regular comunmente vistas en los medios sintéticos (Gibbs et al. 2007). En las
fermentaciones con soporte las particulas insolubles son de tamafios considerables y con
poros. Estas particulas, ademas de servir de soporte, protegen al micelio del estrés mecanico
(Tang et al. 2007).

2.3.5.5 Surfactantes

En general, la adicion de sustancias de superficie activa afecta el crecimiento de pellets. El
uso de Tween 80 no tiene el mismo efecto sobre la formacion de precipitado en todas las

especies. Por ejemplo, en un trabajo se mostré que la agregacion se incrementd y se
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formaron pellets mas grandes con una estructura flexible. Sin embargo, también se ha
mostrado que el uso de Tween 80 en el medio inhibié la formacion de pellets (Metz y Kossen
1977).

2.3.5.6 Cationes bivalentes

La extension de las hifas de los HF es un ejemplo de crecimiento celular polarizado, ya que
todo el crecimiento se localiza en una pequefa region en el apice de las hifas y puede
alcanzar velocidades de extension altas de hasta 100 um min-'. Se ha propuesto que en este
fendmeno los gradientes idnicos desempefian un papel importante, por lo que el Ca?*
aplicado en el CS puede afectar el crecimiento de los HF. Se ha reportado que en
condiciones limitadas de Ca?* la extensién hifal y la sintesis de biomasa son impares y las

hifas presentan malformaciones (Robson et al. 1996).

2.3.6 Factores dependientes de las condiciones del cultivo

2.3.6.1 Potencial de hidrégeno

Posiblemente el factor mas estudiado e influyente en el crecimiento en cultivos liquidos es
el pH. Durante el cultivo el pH cambia constantemente; esto se debe a la secrecion de
enzimas sobre el sustrato, lo que generalmente acidifica el caldo. El incremento de la
concentracion de peptona en el medio coincide con el incremento numérico de pellets y la
disminucién en su tamafo, pero se argumenta que se debe al cambio en el pH del cultivo. A
pH 5.0 se forman pellets, mientras que a pH 8.0 el crecimiento es filamentoso disperso
(Kobayashi y Suzuki 1972). En otro estudio se reporta el crecimiento miceliar en un pH de 3.0
a 3.5, mientras que de 4.0 a 6.0 se desarrollan pellets compactos. Sin embargo, utilizando los
mismos valores de pH, una cepa distinta de la misma especie desarrolla pellets compactos
en pH de 3.4 a 4.5 y micelio disperso en pH 3.0, pero de modo sorprendente una tercer cepa
no muestra formacion de pellets en ningun valor de pH de 3.0 a 6.0 (Jin et al. 1999). Otros
reportes muestran la formacion de pellets en valores de pH de 3.0 a 5.0 y micelio disperso en
valores mayores a 5.0 (Braun y Vecht-Lifshitz 1991). Estos resultados permiten notar que,
como en casi todos los parametros, el comportamiento es distinto entre las especies usadas,

e incluso cada cepa se puede comportar de modo particular individualmente, por lo que la
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seleccién de cepas y el conocimiento de la cinética particular de la cepa seleccionada, asi
como el desarrollo de experimentos piloto, son pasos esenciales en el disefio de cualquier
CS.

2.3.6.2 Temperatura

De manera general, se considera que las temperaturas de crecimiento altas favorecen el
desarrollo, la produccion de biomasa y la excrecion de metabolitos. En cuanto a la
morfologia, se ha observado que cuando la temperatura de un CS se cambia de 25° a 30° C
la morfologia hifal pasa de presentar agregados de ramificacion corta a agregados de largos
filamentos. Un incremento posterior a 35° C propicia la desaparicion de los pellets y un
crecimiento filamentoso disperso (Gibbs et al. 2007). No obstante, las temperaturas de mejor

crecimiento y desarrollo dependen fuertemente de la autoecologia de cada especie.

2.3.6.3 Oxidacion y estrés oxidativo

La concentracion de Oz disuelto en el caldo se expresa como pO2. Se ha demostrado que
incrementando la tasa de aireacion se incrementa la ramificacion hifal. También se han
observado células altamente vacuoladas en tasas altas de aireacion. Tipicamente bajo
condiciones limitantes de Oz (0 a 10% pO2) se presentan hifas largas con ramificaciones
distantes. En condiciones enriquecidas de O2 (30 a 50% pO:2) se presentan elementos hifales
de ramificacién abundante e hifas cortas. Cuando las condiciones son de saturacion, las
cuales se dan al inyectar O2 puro en el cultivo, se presentan pellets muy densos y sin hifas
filamentosas en el borde ni en el caldo. En casos de pO2 muy bajo, se presentan pellets
laxos y poco compactos. Sin embargo, la biomasa por volumen de pellets aumenta con la
pO2 y disminuye con el tamano de los pellets. Esto significa que los granulos mas pequenos
formados a una pO2 mas alto tenian mayor resistencia intrinseca (Cho et al. 2002; El-
Enshansy 2007).

En respuesta al estrés oxidativo, se ha detectado que algunos HF excretan H202, lo que
resulta en hifas mas cortas que las de los cultivos control y el aumento de la formacion de
pellets grandes. El crecimiento disminuye en cultivos oxidativamente estresados, con los

valores mas bajos cuando se presenta H202 (EI-Enshansy 2007).
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Por otra parte, algunos estudios muestran que aunque el pO2 no tuvo efectos considerables
en la morfologia hifal o en la formacion del pellet, si influyé fuertemente en la reologia del
caldo. Esto lo argumentaron diciendo que a pOz2 altos las paredes celulares formadas son
delgadas, lo que le da mayor flexibilidad a la hifas y por lo tanto la viscosidad disminuye en

CS de crecimiento disperso filamentoso (Gibbs et al. 2000).

2.3.6.4 Dioxido de carbono

La produccion de CO2 en grandes cantidades es comun en algunas fermentaciones
aerobicas como consecuencia de la respiracion celular. La presencia de COz2 influye en la
morfologia de varios hongos filamentosos. Con un pH estable a 6.5 y en CS, valores de 3 a
5% de pCO:2 incrementaron la frecuencia de ramificacion, pero cuando el pCO:2 se elevd de
15 a 20% (consecuencia natural de las fermentacion), la morfologia cambid a hifas cortas e
hinchadas, altamente ramificadas y tendiente a la formacién de pellets (Gibbs et al. 2007). Se
ha argumentado que el CO:2 estimula la sintesis de quitina en las hifas terminales y en la
pared celular subapical, lo que esta relacionado con el incremento en la ramificacion y en la
plasticidad de la pared (Edwards y Ho 1988). La formacién de células “aberrantes” propiciada
por altas pCOz2 resulta en la formacion de pellets fragiles y tasas elevadas de muerte celular
a causa de estrés mecanico.

Es importante considerar que la pCOz2, y sus manifestaciones en el CS, se encuentran
relacionadas estrechamente con otros factores, como la concentracion de fuentes de C, el
pH y la temperatura. Por ejemplo, en algunos CS altas pCO:2 se relacionan con baja en la
viscosidad (debida a los factores celulares antes mencionados), lo que a su vez traduce en
una mejor transferencia de O2. Asi mismo, altas pCO2 pueden interferir en la optimizacién de

la produccion de muchos metabolitos de interés (Gibbs et al. 2007).

2.3.6.5 Agitacion

Este es uno de los factores con mayor influencia en los CS. Son varias las interacciones
entre la agitacién y otras variables dependientes de la composicion y de la inoculacion. La
finalidad principal de la agitacién es lograr en el caldo una mezcla homogénea, con el fin de

permitir una buena transferencia de calor y masa. Una buena mezcla permite eliminar del
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caldo los gradientes de concentracion de nutrientes. El dinamismo en el caldo también afecta
tanto la pO2 como la pCOo..

De manera general, se acepta que incrementando la fuerza de agitacion el tamafo de los
pellets disminuye, lo cual puede ser causado por el desprendimiento de fragmentos de la
periferia del mismo. En un trabajo clasico, y muy citado (Dion et al. 1954), analizan el efecto
de la agitacion en la morfologia hifal; usan recipientes en un rango de volumen entre 10 y
10,000 L y concluyen que la longitud hifal disminuye mientras que la ramificacion aumenta en
una marcada correlacion con el incremento en la agitacion (Dion et al. 1954).

Alta agitacion en las fases iniciales de la fermentacion propicia la dispersion de las esporas
(cuando el caldo se inocula con estas), lo que a su vez traduce en la imposibilidad de
formacion de pellets del tipo coagulante. También, puede aumentar el grado de ramificacion
hifal debido al incremento en el pO2 y los pellets formados en estas condiciones son
generalmente densos y compactos. En etapas en las que la formacién de pellets se ha
consumado, la agitacién promueve tanto el crecimiento hifal como la fragmentacion de las
mismas, lo que propicia la presencia de hifas libres en el caldo. Se ha reportado la presencia
de hifas cortas y anchas en los CS de alta agitacion (EI-Enshansy 2007; Prosser y Toug
1991). No obstante, hay reportes en los cuales la agitacién no parece tener implicaciones
significativas en la morfologia de algunas especies como Penicillium chrysogenum o P.
variabile (Dion et al. 1954; Gibbs, et al. 2000), por lo que se considera que este también es

un factor que genera respuestas dependientes de la especie y la cepa.

2.3.6.6 Tipo de biorreactor

Principalmente se han usado 5 tipos de biorreactores para cultivar HF; frascos de agitacion,
biorreactor de ciclén, biorreactor de cama fluida, biorreactor airlift y biorreactor columna de
burbujas.

La mayoria de sistemas de CS agitados mecanicamente estan equipados con impulsores
Rushton. Sin embargo, varios disefos de impulsores alternativos parecen ser mas eficaces
en el logro de la mezcla a grandes escalas de CS de HF dada la viscosidad que suelen
presentar. Paletas tipo flujo axial, flujo radial “Prochem aerodeslizador” o cinta helicoidal se
han utilizado ya que las paletas Rushton generan fuerte estrés mecanico, tanto en HF
formadores de pellet como filamentos dispersos. A pesar de esto, los impulsores tipo
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Rushton siguen siendo los mas usados, con la excepcion de las fermentaciones destinadas a
la produccion de polisacaridos. El remplazar las paletas de un reactor ciclén, en algunos
casos, ha modificado tanto la morfologia como la produccion de sustancias por parte de los
HF (Gibbs et al. 2000).

En una comparacién hecha entre el desempeno del caldo en frascos de agitaciéon contra
airlift, se observé que la morfologia de los HF en el primer caso fue de pellets con filamentos
difusos, y en el segundo pellets compactos de borde liso. La morfologia observada en airlift
es similar a la producida en frasco de agitacién pero de mayor tamafo y menor agregacion
(Yin et al. 1998). En varios estudios, optimizar la frecuencia de pulsacion tuvo dos efectos;
obtencion de pellets de tamafio reducido, lo que mejora la cualidad del fluido y a su vez
propicia el incremento de la produccién de metabolitos (EI-Enshasy 2007). El uso tanto de
biorreactores de cama fluida como airlift o airlift de columna es preferente sobre la agitacion
por paletas, debido a los efectos que el estrés mecanico tiene en las hifas. Ademas en los
cultivos viscosos, el consumo energético incrementa los costos del proceso. También la
forma del recipiente, ya sea a pequena o gran escala, influye en el crecimiento. La presencia
de “baffles o topes o bordes” en las paredes del recipiente previene la formacion de pellets
tipo coagulantes (ElI-Enshasy 2007; Gibbs et al. 2000).

2.4 Escalamiento del cultivo

Para el escalamiento de un proceso productivo se debe también considerar los factores de
condicion de cultivo, tamafno del proceso y métodos analiticos que permitan la
reproductividad de los resultados.

Los cultivos se pueden realizar en tres escalas (Doran 1995).

1.- Escala experimental, donde se manejan volumenes de cultivo de pocos litros; se
adquieren o aislan las cepas de interés; se compara experimentalmente el desempefio de
varias cepas; se estandarizan las técnicas de medicion; se explora experimentalmente
parametros de viscosidad, oxigenacién, pH y agitacion; se mejora la composicién de los
medios de cultivo; se experimenta sobre la inoculacion y los precultivos; y se realizan

balances de produccion.
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2.- Escala piloto, donde se usan volumenes de 10 a 100 litros; se llevan a cabo y se
complementan los resultados experimentales, se explora experimentalmente la purificacion y
preservacion de productos, se comprueba la reproductividad de los procesos, y se disefan
estrategias para el manejo de los residuos.

3.- Escala de produccion, donde los volumenes pueden ser tan grandes como los
rendimientos y la infraestructura lo requieran o permitan; se llevan a cavo para complementar
los resultados pilotos en la produccion.

El escalamiento de los cultivos esta muy lejos del simple incremento en los volumenes
trabajados. Parametros como la agitacidon la oxigenacion, y el mantenimiento de las
temperaturas, pueden ser factores cruciales en cuanto a la puesta en marcha de un cultivo a
diferentes escalas. La rapida acidificacién del medio debida a la actividad fungica, debe ser
prevista y controlada con la adicion de compuestos basicos que no interfieran en el
crecimiento (Doran 1995). La viscosidad, particularmente propia de algunos hongos
filamentos, hace que el caldo de cultivo pueda ser casi imposible de agitar u homogeneizar.
Las temperaturas, dimensiones y consumo energético del motor necesario para agitar
grandes volumenes de caldo viscoso pueden hacer muy complicado o incosteable el
escalamiento de algunos cultivos. La transferencia de Oz en caldos muy viscosos puede
dificultar la respiracién en sectores de cultivo e inducir la fermentacion anaerobia en algunos

MOs o la formacién de zonas necroticas en otros (Doran 1995).
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3 Antecedentes

El cultivo axénico de HEM es una actividad a la cual se le ha prestado atencion por distintos
motivos. El primero de ellos es la generacion de inoculantes ectomicorrizicos miceliares, con
la finalidad de estudiar la respuesta de la planta hospedera. En este sentido, se cuenta con
abundantes investigaciones en las que se describe la capacidad infectiva de los HEM vy las
especies que generan mejor respuesta de la planta, aunque poco se describen las
condiciones de cultivo del micelio y el desempeio de las cepas (de Oliveira et al. 2006; Pera
y Parladé 2005; Quoreshi y Timmer 2000). Existen algunas excepciones a esta tendencia,
entre las que se destacan por ejemplo el trabajo de Rossi y Oliveira (2011), en el que se
detallan los efectos de la composicion del medio en el crecimiento de una cepa de Pisolithus
macrocarpus, y el trabajo de Kuek (1996) para Laccaria laccata en medio liquido agitado.

Otro motivo es la propagacién de hongos comestibles; en este caso también es necesaria la
inoculacion de la planta, sin embargo, los trabajos en este respecto suelen abundar en la
caracterizacion cinética de los HEM en cultivo, asi como en la descripcion de la capacidad
saprobia y la asimilacion de los sustratos. Es notable que el grueso de los trabajos de este
tema provienen de paises asiaticos y europeos, en los cuales los hongos silvestres son
altamente valorados por sus cualidades culinarias, como lo son algunas especies de
Tricholoma (ej. Akata et al. 2012; Balogh-Brunstad et al. 2008; Guerin-Laguette et al. 2003;
Kawagishi et al. 2004; Kawagoe et al. 1999; Kim et al. 2010; Kusuda et al. 2007; Shimomura
et al. 2012; Vaario et al. 2002). También existe una tercer pregunta que ha guiado
investigaciones en cuanto al cultivo de HEM, es el hallazgo y la produccion de metabolitos de
importancia médica o alimentaria (Kim et al. 2010; Li et al. 2013).

Se conocen algunas caracteristicas generales de los HEM en cultivo. Morfolégicamente se
sabe que no presentan esporulacién de ningun tipo (Hutchison 1989), también se conoce que
su capacidad saprobia es muy variada entre especies, pero de manera general es reducida,
por lo que suelen presentar un crecimiento lento y rara vez logran rebasar los 7 cm de
diametro de la colonia en medio sélido (Hutshison 1991).

Varios estudios coinciden en demostrar la plasticidad fenotipica que se presenta entre una
cepa y otra de la misma especie (Hung 1983; Matsuda 2006), lo cual se destaca al conocer
las tasas de crecimiento a diferentes condiciones de cultivo y la sensibilidad a promotores o
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inhibidores del crecimiento (Kawagishi et al. 2004; Kusuda et al. 2007; Pereira et al. 2007,
Vaario et al. 2002; Zhang et al. 2010).

La expresidon genética y enzimatica también ha sido investigada (Tarkka et al. 2013). Se ha
demostrado, que al contrario del supuesto general, de que “los HEM no pueden completar su
ciclo de vida en cultivo axénico”, especies como Boletus sp. (Ohta y Fujiwara 2003),
Lyophyllum shimeji (Ohta 1994), L. tylicolor (Yamanaka 1994), Phlebopus portentosus
(Sanmee et al. 2010) y Tylopilus castaneiceps, (Kikuchi et al. 2009) que al ser cultivadas y
suplementadas con vitaminas, detergentes y otros promotores de la fructificacion, han
generado esporomas o primordios in vitro en ausencia de un socio vegetal. No obstante,
estas especies son consideradas ectomicorrizicas no estrictas, o pertenecen a clados de
saprobios facultativos.

En cuanto a las metodologias utilizadas para el cultivo de HEM, se han reportado
fermentaciones en medio sdélido en caja Petri, fermentaciones liquidas en matraz y en
biorreactores de distintos tipos. Los cultivos en placa son sencillos de manipular, presentan
menor riesgo de contaminacion y permiten la caracterizacion morfolégica de las colonias (lotti
et al. 2002; Sanchez et al. 2000). Este tipo de cultivos también han sido utilizados para
evaluar el desempeio cinético de algunas cepas, para lo cual se ha considerado la medicidn
de parametros como diametro de la colonia, area de la colonia y peso seco final (Guerin-
Laguette et al. 2003; Santiago-Martinez et al. 2003; Vazquez-Garcia et al. 2002).

Santiago-Martinez et al. (2003) describieron las caracteristicas morfolégicas de una cepa de
L. laccata al ser cultivada en siete medios nutritivos. Encuentran que en los medios
ensayados, las colonias coinciden en presentar crecimientos lentos, texturas aterciopeladas y
coloraciones blanquecinas-lilas a violetas-grisaceas. En este ese trabajo también llevan a
cabo la sintesis in vitro de la ectomicorriza con pino. Vazquez-Garcia et al. (2002) estudiaron
el efecto del pH en el crecimiento de 15 cepas de HEM de diferentes especies, entre las
cuales una cepa de L. laccata. Ellos identifican que los pH muy acidos inhibieron su
crecimiento, obteniendo los mejores resultados apH 6y 7.

Uno de los antecedentes mas directos a nuestro trabajo es el de Kuek (1996), quien estudié
el desempefio de una cepa de L. laccata cultivada en medio liquido con agitacion orbital en
matraz, y su repuesta de la tasa de crecimiento a la variaciébn en algunos parametros
fisicoquimicos como la agitacion, el tamafo del inéculo y la concentracion de P y glucosa.

Kuek (1996) encontré que el aumento en el tamafo del indculo reduce la duracion del cultivo,

39111



pero también la biomasa final. EI mayor crecimiento se presenté a 20° C. Presenté buenos
crecimientos tanto a 200 como a 100 rpm de agitacion orbital. También encontré6 mayor
crecimiento a 1% (Yxis 0.74 gs/gs) de glucosa que a 2% (Yxis 0.63 gs/gs).

T. matsutake es un hongo con un gran valor comercial, por lo que existe una investigacion
importante sobre el desempefio en medios liquidos. Entre los HEM cultivados, es
representante de un género relativamente cercano, filogenéticamente, al género Laccaria
(Tricholomataceae dentro del clado V “Tricholomatoide”, e Hydnangiaceae dentro del clado
VI “Agaricoide” respectivamente, Matheny et al. 2006).

Kawagishi et al. (2004) detectaron que la adicion de D-isoleucina promueve
significativamente el crecimiento y ramificacion del micelio de T. matsutake, no asi con los
otros aminoacidos. Kusuda et al. (2007) identificaron importantes diferencias en cuanto al
consumo de sustrato y crecimiento de cepas de T. matsutake, idénticas en el marcador ITS,
pero recolectadas unas de bosques de coniferas y otras de latifoliadas. Observaron que un
incremento en la concentracion de glucosa a 5% inhibe el crecimiento miceliar, debido al
estrés osmotico. También mostraron que la adicion de almidén de papa y de camote
incrementa el crecimiento, principalmente en las cepas propias de coniferas, efecto que no
se observo con almidon procedente de otras plantas.

Akata et al. (2012) investigaron la respuesta de T. anatolicum y otros HEM a diferentes
fuentes de C. Ellos encuentran que T. anatolicum presenta una mayor crecimiento con
glucosa, pero también obtienen buenos crecimientos con fructuosa, arabinosa y sacarosa, lo
cual difiere de los otros HEM probados, lo que habla de la capacidad saprobia de este
género de HEM.

Se ha estudiado la producciéon a gran escala de micelio de HEM. Kawagoe et al. (1999)
investigaron el desempefio de T. matsutake cultivado en dos tipos de biorreactores, “airlift” y
de columna de burbujas. Ellos detectan que la agitacién es un factor determinante en la
morfologia miceliar y en el crecimiento; observaron que a mayores agireaciones la “fase lag”
es mas prolongada. Kim et al. (2010) también investigan el efecto de la agitacién en el
crecimiento de T. matsutake, asi como la produccién de exopolisacaridos. Ellos realizaron
sus fermentaciones en un reactor de 5 L agitado por turbina Rushton y encontraron que el
pO2 y la agitacion presentan una relacién directa sobre el crecimiento y la produccion, a

mayor pOz, el cual se obtiene con mayor agitacién, se obtiene un menor crecimiento miceliar,
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pero una mayor produccion de exopolisacaridos. Resulta interesante que la concentracion de
B-glucanos del caldo sea mayor que la del micelio y del esporoma.

De Oliveira et al. (2006) estudiaron la viabilidad e infectividad del micelio de Rhizopogon
nigrescens cultivado en un biorreactor “airlift” e inmovilizado en perlas de alginato. Ellos
encuentran que esta técnica de inmovilizacion otorga un 100% de viabilidad del in6culo a los
18 meses de almacenamiento, ademas de ofrecer proteccion al estrés mecanico para el
micelio. Sin embargo, en este trabajo no se abunda sobre el desempefio del micelio en

cultivo.
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4 Justificacion

De entre los varios métodos de inoculacion de HEM conocidos, la unica manera de
satisfacer las grandes demandas de la industria forestal es la produccion masiva de inoculos
vegetativos, es decir, el cultivo de micelio (Repac, 2011). Para 2005 la demanda mundial de
madera fue de alrededor de 3 mil millones de m3 (FAO 2006). Rossi et al. (2007) calculan,
basados en los datos anteriores, que se requiere inocular cerca de 12 mil millones de plantas
para recuperar las superficies deforestadas y mantener la produccién. Por lo que
considerando que se producen alrededor de 14,000 plantas por m® de sustrato y que a su
vez se suele inocular con 5 g de micelio (peso seco) cada m® de sustrato, se requieren 4.3
toneladas de micelio seco para satisfacer la demanda total mundial.

Experimentalmente, la sintesis de HEM en condiciones controladas es importante para la
verificacion de la compatibilidad entre hongos y hospederos, para los estudios
morfoanatéomicos, fisioldgicos, bioquimicos y de regulacién genética de la simbiosis (Agerer
1987-2008; Leake et al. 2001; Peterson et al. 2004; Tarkka et al. 2013). Debido a todo lo
anterior, es necesario generar inodculo especifico para las plantas y las condiciones edaficas
a tratar, eficiente en cuanto a su capacidad infectiva y su efecto benéfico para las plantas, y
en cantidad suficiente que permita solventar las necesidades de los viveros de produccion a

gran escala.
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5 Objetivos

5.1 General

Desarrollar una técnica de aislamiento, mantenimiento y propagacion de micelio del HEM

Laccatria trichodermophora en biorreactor de agitacion mecanica.

5.2 Particulares

1.- Aislar cepas de hongos ectomicorrizicos, y seleccionar la mejor en cuanto a su
ecologia y su crecimiento en medio puro.

2.- Determinar las mejores condiciones de crecimiento, en cuanto a pH medio nutritivo,
temperatura, agitacion y porcentaje de inoculo iniciador del cultivo, que generan alta
produccion de biomasa de la cepa EF32 de L. trichodermophora.

3.- Evaluar el crecimiento de la cepa EF32 de L. trichodermophora en un biorreactor

agitado mecanicamente.
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6 Método

De manera general, el proyecto comenzo con el aislamiento de cepas a partir de material
biolégico obtenido tanto de campo (esporomas) como de bioensayos de invernadero
(ectomicorrizas). Las cepas fueron identificadas a nivel de especie con el uso de criterios
taxonémicos y moleculares. A partir de las cepas aisladas se efectudé una seleccién de
acuerdo con criterios ecologicos y técnicos. La cepa seleccionada fue la EF36, identificada
como Laccaria trichodermophora Muell. Se realizaron 4 experimentos que permitieron
conocer la respuesta de la cepa EF36 a tres medios nutritivos, pH, temperatura, agitacion y
el porcentaje de inoculacion, asi como plantear hipétesis para su posterior optimizacion y

escalamiento.

6.1 Obtencién de material bioldgico

Se efectuaron recolectas de esporomas de Ascomycota y Basidiomycota en varios
volcanes del Eje Neovolcanico Transversal Mexicano (ENTM) durante las temporadas
lluviosas de 2013 y 2014, también se aprovecharon algunos ejemplares de la XV Exposicion
Nacional de Hongos en el Jardin Botanico de la Universidad Nacional Autonoma de México,
en 2013 (XVENH). Ademas, se disectaron ectomicorrizas de microcosmos que contenian
Pinus montezumae creciendo en suelo del corredor biolégico Sierra del Chichinautzin en los
limites del estado de Morelos y el Distrito Federal, montado y mantenido por el laboratorio
Microcosmos Bioedafico del Instituto de Geologia de la UNAM, asi como de un bioensayo
con pinos de la misma especie, inoculados con L. trichodermophora, L. laccata y L. bicolor

montado por nuestro grupo de investigacion.

6.2 Aislamiento de cepas

Para cumplir con el objetivo 1 (aislar cepas de hongos ectomicorrizicos, y seleccionar la
mejor en cuanto a su ecologia y su crecimiento en medio puro) se efectuaron aislamientos de
cepas de HEM partiendo de distintas fuentes bioldgicas.

a) A partir de esporomas. En la campana de flujo laminar y en condiciones de asepsia, se
tomé un fragmento de aproximadamente 3 mm del contexto de los esporomas utilizando un

bisturi y unas pinzas de diseccion las cuales fueron flameadas previamente. Se procuré
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tomar el contexto del pileo que se encontré en la inmediacién al himenio, pero en los casos
en los que el pileo fue muy delgado, como en las especies de Laccaria, también se tomé
tejido del estipite.

b) A partir de ectomicorrizas de microcosmos y bioensayos. Los microcosmos fueron
placas acrilicas de 40 X 40 cm de alto y ancho, y 1 cm de profundidad, los cuales se abrieron
en una de sus caras. Usando unas pinzas de relojero, se tomaron muestras de
ectomicorrizas directamente de la rizésfera y sin afectar la integridad de los sistemas del
microcosmo. Adicionalmente, se tomaron muestras de esclerocios de los mismos sistemas
radicales. Los bioensayos fueron tubetes de 35 cm?, a los cuales se les extrajo el cepellon.
Las raices micorrizadas, tanto de microcosmos como de bioensayos, se colocaron en tubos
Ependorff rotulados y llenos de agua destilada, y estos se transportaron en una hielera con
hielo para realizar las siembras alrededor de dos horas después de ser recolectadas.

Para efectuar los aislamientos, se usaron cajas Petri de 10 cm de diametro que contenian
25 ml de medios PDA, MMN, BRBC o MMN-RB sodlido (Cuadro 1); y en algunos casos
adicionados con cloranfenicol a una concentracién de 0.1 g/l para inhibir el crecimiento de
bacterias contaminantes. Se colocaron de 4 a 6 fragmentos de contexto en cada placa, con 4
a 6 repeticiones por hongo. Se realizaron 78 aislamientos de 17 géneros de hongos
ectomicorrizicos distintos. Los aislamientos se incubaron a 25° C en la obscuridad.

Las colonias que crecieron a partir de los fragmentos de contexto se resembraron en
placas nuevas para asi lograr aislamientos puros (AP). Se dio preferencia a las colonias que
presentaran macromorfologia similar a la que se ha reportado para HEM, es decir
crecimiento lento (diametro < 4 cm a 20 dias de la siembra) y ausencia de estructuras

reproductoras (Hutchison 1989).
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Cuadro 1. Composicién de los medios de cultivo utilizados.

Reactivo MMN BAF DRBC PDA
Dextrosa 10 ¢ 30 g 10 g 20 g
Peptona ni 29 5 ¢ ni
Extracto de malta 3 g ni ni ni
Extracto de levadura ni 02 g ni ni
Infusién de papa ni ni ni *
CaCl 0.05 ¢ 100 mg ni ni
NaCl 0.025 g ni ni ni
KH2PO4 0.05 g 05 g 149 ni
(NH4)2HPO4 0.025 g ni ni ni
MgSO4 7H.0O 0.15 ¢ 05 g ni ni
FeCls (1%) 0.012 mg 10 mg ni ni
ZnS0O4 ni 1 mg ni ni
MnSQO, ni 5 mg ni ni
Tiamina HCL 100 g 100 g ni ni
Biotina ni 1 pg ni ni
Ac. félico ni 100 ug ni ni
Inocitol ni 50 g ni ni
Rosa de Bengala ni ni 25 mg ni
Dicloran ni ni 2 mg ni
Cloranfenicol 01 g 01 g 01 g 01 g
Bacto Agar 15 ¢ 15 ¢ 15 ¢ 15 ¢
Agua 1000 ml 1000 ml 1000 ml 1000 ml

MMN = Melin Norkrans Modificado (Marx 1969), BAF = Biotina acido fdlico (www.dsmz.de), DRBC = Dicloran,
rosa de bengala, cloranfenicol (www.dsmz.de), PDA = Papa, dextrosa, agar, ni = no incluido, * Se usa ron 200
g/l de papa y del liquido obtenido se afor6 a 1 L.

6.3 Determinacion de los esporomas utilizados
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A partir de los esporomas recolectados se realizaron descripciones macromorfolégicas del
esporoma (Delgado-Fuentes et al. 2005) y micromorfolégicas del himenio. Se usaron las
claves para la determinacion atendiendo al grupo taxonémico (Bessette et al. 2000; Trappe
et al. 2007; Tylutki 1993).

Las descripciones de las cepas, tanto macro- como micromorfoldgicas, se efectuaron

siguiendo los criterios y con la terminologia propuesta por Hutchinson (1991).

6.4 Métodos moleculares

La secuenciacion del DNA de los materiales se realizé tanto para las cepas como para los
esporomas a partir de los cuales se obtuvieron dichas cepas. Esto con el fin de identificar las
especies aisladas y para corroborar la identidad del material usado en los experimentos de

crecimiento.

6.4.1 Extraccion de DNA

Este paso se realizd a partir de todas las colonias aisladas. En los casos que crecieron
varias colonias diferentes a partir de un mismo esporoma, estas se aislaros y se
secuenciaron de manera independiente. También se extrajo el DNA de los voucher a partir
de los que se obtuvieron cepas. La extraccion del DNA total se realiz6 utilizando el kit X-N-
Amp (Sigma-Aldrich®), que consta de 2 pasos. Primero, se colocan 10 ul de la solucion de
extraccion con una muestra del tejido de un tamario aproximado de 1 mm?3, seguido de una
incubacion a 65° C por 10 mins y 95° C por 10 mins; posteriormente se afnadieron 30 ul de la
solucién de dilucién y se incub6 30 mins a temperatura ambiente antes de ser almacenado a
4° C.

6.4.2 PCR

Los iniciadores usados fueron ITS1-F con ITS4 o ITS4-B (Gardes y Bruns 1993 ) y LROR
con LR5-F (Amend et al. 2010). El primer ITS1-F (CTTGGTCATTTAGAGGAAGTAA) es un
oligonucledtido “forward” o izquierdo, especifico para hongos, que se alinea a la regién del
SSU 18s del rDNA nuclear. El primer ITS4 (TCCTCCGCTTATTGATATGC) es un “reverse” o

derecho, generalista para eucariontes que se situa al inicio de la region LSU 28s del rDNA
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nuclear. El primer ITS4-B (CAGGAGACTTGTACACGGTCC) es un reverso especifico para
basidiomicetes que se alinea a la derecha del primer ITS4. Estas combinaciones permiten
amplificar una pequefa seccidn del SSU, ITS1, 5.8 e ITS2 completos, y una seccion pequefia
del LSU de un total aproximado de 740 pb (Gardes y Bruns 1993). El primer LROR-F
(CCGCTGAACTTAAGCATATCAATA) es “forward” especifico para hongos, se aparea al
inicio de la regién LSU del nrDNA, y el LR5-F (CGATCGATTTGCACGGA) es ‘reverse”
especifico de hongos que se situa entre la region D3 y D4 del LSU, por lo que en
combinacion amplifican regiones de alrededor de 900 pb (Amend et al. 2010).

La PCR se realizé utilizando el kit Ruby Tag PCR Master Mix (Affymetrix, Inc.); la mezcla
consta de DNA polimerasa Taq, dNTPs, buffer y 2 colorantes inertes. Los ciclos de la PCR
fueron 1 min inicial de desnaturalizacion a 94° C, seguido de 34 ciclos que constaron de 1
min a 94° C de desnaturalizacién, 1 min de alineamiento de iniciadores a 51° C para ITS y
54° C para LSU y 1 min de extensién a 72° C, seguido de una extension final de 8 min a 72°
C para ser almacenado a 4° C, en reacciones de 20 ul. Estos parametros atienden a la
temperatura de desnaturalizacion del DNA, a la temperatura de polimerizacion de la
polimerasa Taq y a las temperaturas de alineamiento de los iniciadores, que para el caso del
ITS1-F es de 57° C mientras que para el ITS4 es de 53° C (Gardes y Bruns 1993). Para
LROR-F la temperatura de alineamiento es de 53° C y la de LR5-F es de 52° C, es decir, las
temperaturas usadas son ideales para los iniciadores especificos para hongos, aunque no es
la mejor para el primer generalista, esto es bueno porque asi se disminuye la probabilidad de

amplificar DNA contaminante.

6.4.3 Electroforesis

Se comprobd la intensidad de la amplificacidén por electroforesis en gel de agarosa al 1%.
Los colorantes incluidos en el “master mix” de la Ruby Taq permiten apreciar a simple vista el
producto de PCR en el gel de agarosa y precipitarlo al fondo del pozo sin la necesidad de
agregar azul de bromofenol (Agrawal 2008). También, se realizaron electroforesis de algunas
extracciones de muestras problematicas, para comprobar la presencia de DNA gendmico, en

estos casos fue indispensable el uso del azul de carga.
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6.4.4 Limpieza de los productos de PCR

Para eliminar los oligonucle6tidos remanentes, previo a la reaccion de secuenciacion, se
utilizé el kit ExoSAP-IT (GE-USB). Este kit consta de dos enzimas, la exonucleasa | degrada
todo el DNA monocatenario, es decir los iniciadores y otros amplicones “extrafios” producidos
por la PCR, mientras que la fosfatasa alcalina hidroliza los dNTPs residuales. Se utilizé el
ExoSAP en una dilucion de 0.5 de lo recomendado por el fabricante. Se afadié 2ul de
ExoSAP diluido a 3.5ul de producto de PCR, se incubé por 45 mins a 37° C para la actividad
enzimatica (el triple del tiempo de lo recomendado por el fabricante para compensar la

dilucion) y posteriormente 15 mins a 80° C para inactivar las enzimas.

6.4.5 Secuenciacion

Los productos de PCR limpios fueron entregados al Laboratorio de Secuenciacion
Gendmica de la Biodiversidad y la Salud (LSGBS), perteneciente al Instituto de Biologia de la
UNAM, donde las muestras fueron secuenciadas en ambas direcciones mediante
dideoxinucleodtidos terminales y electroforesis capilar, en un secuenciador 3130 (Applied

Biosystems).

6.4.6 Edicion de secuencias y BLAST

El resultado final de los protocolos de biologia molecular fueron electroferogramas,
mismos que fueron editados manualmente usando el programa Geneious 4.8.4. Las
secuencias editadas, en algunos casos, secuencias consenso, se alinearon en la base de
datos GenBank del National Center of Biotechnology Information (NCBI), usando Basic Local
Alignment Search Tool (BLAST), para asi conocer otras secuencias publicadas con un

porcentaje de identidad mayor a 97%.

6.5 Cinéticas

Se evaluaron 4 cinéticas de crecimiento, todas usando la cepa EF-36 de L.

trichodermophora.
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6.5.1 Experimento 1: Cinética multifactorial en medio sdlido

Para cumplir con el objetivo 2 (determinar las mejores condiciones de crecimiento, en
cuanto a pH medio nutritivo, temperatura, agitacion y porcentaje de inoculo iniciador del
cultivo, que generan alta produccién de biomasa de la cepa EF32 de L. trichodermophora),
se disefid un experimento prospectivo, longitudinal y multifactorial. El sujeto experimental fue
la cepa EF-36 de L. trichodermophora. La identidad de la cepa usada como inéculo se
comprobé a través de la secuenciacion de la region de los ITS.

El experimento presenté como factores causales el medio nutritivo (PDA, MMN y BAF,
Cuadro 1), la temperatura de incubacién (23°, 25° y 28° C), y el pH (4.5, 5.5, 6.5). Cada
tratamiento estuvo compuesto por cinco repeticiones. Cada unidad experimental fue una caja
de Petri de 10 cm con 25 ml de medio solido. El experimento tuvo una duracion de 48 dias.
Fue inoculado con fragmentos de alrededor de 50 mm? de colonias de 20 dias.

Se hicieron mediciones a dos variables de respuesta que dan informacion sobre el
crecimiento y acumulacion de biomasa: el area proyectada de la colonia y el peso seco final.
Para el area proyectada se fotografio la caja de Petri por su cara inferior cada tercer dia. El
area se calculd con el uso del software Imaged (1.47v). Para medir el peso seco, al finalizar
el experimento, se tomo la totalidad del medio de cultivo de cada caja, con la colonia
creciendo en él, y se calentd en un vaso de precipitados sobre una parrilla de calentamiento.
Una vez que el agar se licuo, se siguié el método descrito en el apartado 6.6. El analisis
estadistico de los datos se hizo en el software STATISTICA por medio de ANOVA

mutivariada, y correlacion multiple no paramétrica (Zar 2010).

6.5.2 Experimento 2: Cinética en medio liguido en matraz

Para cumplir con el objetivo 2 (determinar las mejores condiciones de crecimiento, en
cuanto a pH medio nutritivo, temperatura, agitacion y porcentaje de inoculo iniciador del
cultivo, que generan alta produccion de biomasa de la cepa EF32 de L. trichodermophora) se
realizd una cinética en medio liquido. Se usaron las condiciones en las cuales se alcanzé un
mayor crecimiento en el experimento 1 (Cinética multifactorial en medio sélido); medio de
cultivo BAF (Cuadro 1), pH 5.5 y 25° C de incubacién, ademas se usaron 100 rpm de
agitacién orbital (Kuek 1996).
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Este experimento tuvo como finalidad identificar la viabilidad y velocidad de reactivacion
de la cepa posterior a ser almacenada en tres condiciones distintas; con glicerol estéril 10% a
4° C y a -70° C, y resiembras seriales en PDB a 25° C. El micelio “semilla” fue crecido en
tubos falcon de 50 ml con 20 ml de medio BAF durante 4 semanas, posteriormente se agregé
glicerol 10% estéril en un volumen equivalente al del caldo. Los tubos con glicerol fueron
almacenados a 4° C y a -70° C y permanecieron en esas condiciones durante 2 semanas
antes de ser utilizados. Los tratamientos experimentales estuvieron constituidos por tres
matraces con bafles de 500 ml con 300 ml de medio y fueron inoculados con un volumen del
6.7%. La cinética tuvo una duracion de 5 semanas.

Las variables de respuesta que se midieron fueron el consumo de sustrato y la biomasa
acumulada. Para esto, se tomd6 una muestra de 10 ml de caldo tres veces por semana, a
partir de la cual se ensayo por triplicado la prueba DNS (Gusakov et al. 2011). También se
tomo el dato de peso seco constante para conocer la biomasa final. Para trazar la curva de

consumo de sustrato se calcularon los promedios méviles de los datos.

6.5.3 Experimento 3: Cinética en medio liquido en tubos falcon

Esta cinética también estuvo vinculada con el objetivo 2 (determinar las mejores
condiciones de crecimiento, en cuanto a pH medio nutritivo, temperatura, agitacion y
porcentaje de inoculo iniciador del cultivo, que generan alta produccién de biomasa de la
cepa EF32 de L. trichodermophora), en particular fue disefiado para conocer la influencia de
la concentracion del indculo iniciador en la curva de crecimiento de la cepa y la acumulacion
de biomasa final. El experimento tuvo como variable independiente el volumen de inéculo
iniciador, y como variables dependientes el peso seco de la biomasa y el consumo de
sustrato. Utilizando las mismas condiciones de crecimiento y composicion del medio, se
ensayoO una cinética en tubos falcon de 50 ml, cada uno con 20 ml de caldo inoculado. Se
tuvieron dos tratamientos, uno con 2% y el otro con 20% de indculo, lo que corresponde a 0.4
y 4 ml, respectivamente. Estos valores de porcentaje de inoculacion se encuentran en los
mismos ordenes de magnitud que los reportados por Kuek (1996). Se inocularon un total de
30 tubos por tratamiento.

Los muestreos de esta cinética fueron destructivos, es decir se tomo la totalidad del

contenido de tres tubos por tratamiento en cada muestreo. Los datos tomados fueron
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biomasa y consumo de sustrato utilizando los mismos protocolos que los experimentos

anteriores.

6.5.4 Experimento 4: Cinética en biorreactor

Esta cinética se realiz6 para cumplir con los objetivos 2 y 3 (determinar las mejores
condiciones de crecimiento, en cuanto a pH medio nutritivo, temperatura, agitacion vy
porcentaje de inoculo iniciador del cultivo, que generan alta produccién de biomasa de la
cepa EF32 de L. trichodermophora, y evaluar el crecimiento de la cepa EF32 en un
biorreactor agitado mecanicamente). El inéculo fue crecido en matraces en agitacion, en el
mismo medio nutritivo, temperatura y pH inicial que los usados en el reactor. Se usé un
biorreactor (Eppendorf BioFlo/CelliGen 115) de 4 L con 1.2 L de medio BAF liquido. Se
inoculé con 300 ml de cultivo liquido de micelio de la cepa EF-36 de L. trichodermophora. De
este modo, el volumen final del caldo fue de 1.5 L. Se agregdé cloranfenicol a una
concentraron del 1% durante la inoculacién para eliminar el riesgo de contaminacion que este
paso conlleva. La temperatura se mantuvo constante a 25° C durante todo el proceso, el pH
inicial se ajusté a 5.5 y se mantuvo constante mediante la adiciéon automatica de HCI y
NaOH. Para la inyeccion de aire se utilizd aire filtrado a través de un filtro absoluto sin
enriquecimiento de O2. Finalmente, se tomaron los datos de peso seco y consumo de

sustrato.

6.6 Peso seco

Para conocer el peso seco de la biomasa, esta fue filtrada a través de un papel filtro grado
1, 1:11 um (Wathman) con el uso de un matraz kitazato, un embudo y una bomba de vacio.
Los papeles filtro que se usaron fueron previamente numerados, secados a peso constante a
+/- 60° C, y su peso individual capturado en una base de datos. El dato de biomasa fue el
peso seco del micelio y se calculo restando el peso del papel filtro al peso del mismo una vez
filtrada la muestra del caldo. Para pesar se usé una balanza analitica (Uni Block ATX 124).

6.7 Prueba del acido dinitrosalicilico para cuantificacion de azucares
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Para el consumo de sustrato se utilizd la fraccion del caldo que pasé a través del papel
filtro. Posteriormente, se usoé la prueba para cuantificacion de azucares reductores (en este
caso glucosa) por acido 3,5-dinitrosalicilico (DNS) (Gusakov et al. 2011).

Las muestras libres de células fueron diluidas con agua destilada, de tal forma que la
concentracion final fuera de maximo 1mg/mL. Dada la concentracion inicial de glucosa en el
cultivo (3%) se realizé una dilucion serial 1:10 seguida de 1:3. A continuacion se coloco en
una gradilla por triplicado, el numero de tubos de ensayo correspondiente al numero de
muestra a procesar. Se rotularon apropiadamente los tubos de ensayo. Se adicioné a cada
tubo 1.0 mL de la muestra diluida previamente, se agregd 2 mL del reactivo de DNS y mezclé
con ayuda de un vortex. Posteriormente, se colocaron los tubos en bafio maria con agua en
ebullicién durante 5 minutos, para después colocarlos en un recipiente con agua fria, lo que
detiene la reaccion. Se adicionaron 5 mL de agua destilada a los tubos frios y se
homogeneizé6 en vortex. Finalmente, se leyd la absorbancia en un espectrofotometro
(Jenwey), a 550 nm, con dH20 como referencia.

Para trazar la curva del reactivo se utiliz6 una muestra con concentraciones de glucosa
conocidas y se siguié el mismo protocolo. Finalmente, se calculd el valor promedio de cada
muestra, después se calculd la diferencia de absorbancia entre el valor promedio de las
muestras y el blanco. Se calculd la concentracion de la muestra con ayuda de la ecuacion de
la recta, misma que se obtuvo de la curva tipo de glucosa (Figura 2). Se multiplicé el valor

obtenido por el factor de dilucion y se reporté el resultado en g/L (Gusakov et al. 2011).

Figura 2. Curva tipo de glucosa para DNS.
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7 Resultados
7.1 Material bioldgico

Durante las dos temporadas de recolecta (lluvias de 2013 y 2014) se recolectaron 64 y 24

esporomas de HEM respectivamente. A partir de estos se aislaron un total de 15 cepas de

los géneros Amanita, Laccaria, Lactarius, Morchella, Tylopilus y Suillus (Cuadro 2). En

contraste, las cepas obtenidas a partir de ectomicorrizas no fueron especies de HEM (Cuadro

3).

Cuadro 2. Cepas de hongos ectomicorrizicos obtenidas a partir de esporomas.

Cepa Taxon MEXU Secuencias Localidad

EF31  Amanita multisquamosa 27573 * El Pelado, Morelos-D.F.

EF98 Laccaria amethystina 27574 La Malinche, Tlaxcala-
Puebla

EF36 Laccaria trichodermophora 27575 * Chichinautzin,  Morelos-
D.F.

EF69 Laccaria trichodermophora 27576 La Malinche, Tlaxcala-
Puebla

EF74  Laccaria trichodermophora 27577 La Malinche, Tlaxcala-
Puebla

EF76  Laccaria trichodermophora 27578 La Malinche, Tlaxcala-
Puebla

EF97a Laccaria trichodermophora 27579 La Malinche, Tlaxcala-
Puebla

EF97b Laccaria trichodermophora 27580 La Malinche, Tlaxcala-
Puebla

EF100 Laccaria trichodermophora 27581 La Malinche, Tlaxcala-
Puebla

EF101 Laccaria trichodermophora 27582 La Malinche, Tlaxcala-
Puebla

EF45  Lactarius subindigo 27583 * XVENH

EF65  Morchella frustata 27584 * Ajusco, D.F.

EF66  Morchella frustata 27585 * Ajusco, D.F.

EF50b Suillus luteus 27586 * XVENH
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Cuadro 2. Cepas de hongos ectomicorrizicos obtenidas a partir de esporomas.

Cepa Taxon MEXU Secuencias Localidad
EF53  Tylopilus sp. 27587 * La Malinche, Tlaxcala-
Puebla

MEXU = ndmero de registro del voucher en el Herbario Nacional UNAM, XVENH = XV Exposicion Nacional de

Hongos. * Se obtuvo la secuencia del ITS.

Cuadro 3. Cepas de hongos no ectomicorrizicos obtenidas a partir de esporomas y ectomicorrizas.

Cepa Taxon MEXU Secuencias ITS Localidad
C-67b  Allanothopomopsis 27588 * Ajusco, D.F.
licopodina

C-32c Ascomycota 2757 * El Pelado, Morelos-
D.F.

C-60a Calcarisporum arbuscula 27589 * Ajusco, D.F.

C-60b Calcrisporum sp. 27589 * Ajusco, D.F.

C-38 Candida sp. 27590 * El Pelado, Morelos-
D.F.

C-68c Ceuthospora sp. 27591 * Ajusco, D.F.

P10-17a Chaetomium elatum - * Microcosmos P10

C-68b Diaporthe longicola 27591 * Ajusco, D.F.

C-70c Epiccocum nigrans 27592 * Ajusco, D.F.

P10-18a Eurotiales - * Microcosmos P10

C-70b Hypocrea pullulifera 27592 * Ajusco, D.F.

C-50a Hypocreales 27586 * XVENH

P10-15a Hypocreales - * Microcosmos P10

Cl-lab Mortierella alpina - * Microcosmos C1

C1-2 Mortierella alpina - * Microcosmos C1

C-73a  Mortierella elongata 27593 * Ajusco, D.F.

P8-8 Nectria sp. - * Microcosmos P8

P10-17b Nectria ipomoeae - * Microcosmos P10

C-35a  Neonectria veuillotiana 27594 * [E)l Ifelado, Morelos-
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Cuadro 3. Cepas de hongos no ectomicorrizicos obtenidas a partir de esporomas y ectomicorrizas.

Cepa Taxon MEXU Secuencias ITS Localidad

C-67a Nigrospora sp. 27588 * Ajusco, D.F.

P10-15b Penicillium sp. - * Microcosmos P10

P10-16¢c Penicillium sp. - * Microcosmos P10

P10-18b Penicillium sp. - * Microcosmos P10

C-40 Penicillium angulare 27595 * El Pelado, Morelos-
D.F.

C-49 Penicillium camemberti 27596 * XVENH

C-73c Penicillium canecens 27593 * Ajusco, D.F.

C-73d  Penicillium melinii 27556 * Ajusco, D.F.

Cl-laa Pestalotipsis clavispora - * Microcosmos C1

P8-7 Pestalotipsis clavispora - * Microcosmos P8

C-71 Phoma sp. 27595 * Ajusco, D.F.

C-68d Phoma herbarum 27591 * Ajusco, D.F.

C-33 Sordariomycota 27597 * El Pelado, Morelos-
D.F.

C-70a Trichoderma sp. 27592 * Ajusco, D.F.

C-73b Trichoderma atroviride 27593 * Ajusco, D.F.

P10-14 Umbelopsis vinacea - * Microcosmos P10

C-44 Volutella sp. 27598 * REPSA, D.F.

MEXU = ndamero de registro del voucher en el Herbario Nacional UNAM, XVENH = XV Exposicion Nacional de

Hongos, REPSA = Reserva Ecoldgica del Pedregal San Angel. * Se obtuvo la secuencia del ITS

7.2 Cinéticas

Se seleccion6 a Laccaria trichodermophora Muell. cepa EF36 para realizar los ensayos

sobre desempeiio en cultivo puro. Esto debido primeramente a que dicha cepa crecio bien y

sobrevivio a las resiembras. Se ha comprobado el buen desempefio del género Laccaria en

cultivo liquido (Kuek 1996). Se han utilizado especies de Laccaria en numerosos trabajos

sobre micorrizacion (Parladé et al. 1999; Pera y Parladé 2005; Pera et al. 1999). Ademas, en

este género se encuentra la cepa modelo S238N de L. bicolor, sobre la cual se han realizado
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numerosos estudios fisiolégicos (Kemppanien et al. 2010; Mansouri-Bauly et al. 2006), de
micorrizacion (Di Battista et al. 1996) y cuyo genoma completo fue el primero secuenciado
para HEM (Martin et al. 2008).

7.2.1 Experimento 1: cinética multifactorial en medio sélido

La cepa mostro siete morfologias distintas, las cuales se podrian clasificar en cuatro grupos
principales (Figura 3):

1.- Colonias densas, irregulares, de margenes definidos (Figura 3 F, G) .

2.- Colonias densas, irregulares, de margenes difusos con micelio exploratorio agregado
(Figura 3B, C,D, I).

3.- Colonias laxas, de margenes definidos (Figura 3 H).

4.- Colonias laxas, de margenes difusos, con micelio exploratorio disperso (Figura 3 A, E).

Se considerdé como area exterior al borde mas externo de las colonias, constituido por los
apices de crecimiento del micelio exploratorio, y como area interior al segundo frente de
crecimiento, constituido por micelio denso y muy ramificado.

Utilizando los datos de area proyectada (Cuadro 4) se trazaron las curvas de crecimiento
(Figuras 4 a 12).
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Figura 3. Morfologia de la colonia de la cepa EF36 en distintos medios de cultivo y pH. A) PDA, pH 4.5; B)
MMN, pH 4.5; C) BAF, pH 4.5; D) PDA, pH 5.5; E) MMN, pH 5.5; F) BAF, pH 5.5; G) PDA, pH 6.5; H) MMN, pH
6.5; 1) BAF pH 6.5.
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Cuadro 4. Experimento 1, promedios de area exterior proyectada (mm) de cada tratamiento en la cinética multifactorial en medio sélido.

Tratamiento / Dias 0 2 4 6 8 10 12 14 16 18 20 22 24 26 28 30 32 34 36 38 40 42 44 46 48
4.5 oH 23°C PDA 0.00 0.000 41.598 110.71 231.12 351.53 531.89 641.74 855.60 1,1104  1,1104 1,469.0 1,469.0 18936 21582 2,1784 2403.6 26337 27193 28821 29034 3,0156 3,087.5 3,149.2 3,210.8
5.5 pH 23°C PDA 0.00 0.000 16.060 63.724 115.32 166.91 240.33 300.50 386.02 520.04 520.04 713.00 713.00 920.67  1,041.2 1,091.0 1,2250 1,397.1 14236 15382 16262 1,727.1 18288 1,916.0 2,003.2
6.5 pH 23°C PDA 0.00 0.000 18.305 40.101 76.752 113.40 175.58 226.38 311.16 420.61 420.61 629.99 629.99 847.40  1,015.0 977.86 1,239.1 14055 14731 16244 17059 1,828.7 1,938.8 20331 21274
4.5 pH 23°C MMN 0.00 0.000 6.511 54.310 78.351 102.39 207.69 283.67 400.18 551.02 551.02 742.43 742.43 855.33 971.25 913.38 945.57 932.61 925.95 921.64 892.99 881.59 860.03 841.55 823.06
5.5 pH 23°C MMN 0.00 0.000 0.993 36.154 103.81 171.48 320.55 448.38 576.64 845.30 845.30 1,3385 11,3385 11,8331 22481 2413.0 27275 3,1754 3,3059 3,2843 33250 33232 13,3442 33621 3,380.1
6.5 pH 23°C MMN 0.00 0.000 31.749 61.641 109.71 157.79 260.12 371.69 452.80 740.24 740.24 1,0455 1,0455 1,369.2 16358 19922 2130.8 25554 26974 29457 3,049.5 32421 3,4016 3,5384 3,675.1
4.5 pH 23°C BAF 0.00 0.000 2.101 20.832 81.554 142.27 272.74 382.74 529.84 720.18 720.18 1,026 1,1026 1,466.0 16855 18171 2109.0 23382 25241 25721 28472 2960.8 3,170.2 3,349.6  3,529.0
5.5 pH 23°C BAF 0.00 0.000 1.559 15.952 77.119 138.28 248.11 359.87 473.60 687.86 687.86 1,0400 1,040.0 13914 15859 1,779.8 2,0214 23276 24661 26399 28108 29750 3,1555 3,310.1 3,464.8
6.5 pH 23°C BAF 0.00 0.000 0.000 2.701 34.565 66.429 149.54 204.02 287.05 427.20 427.20 705.57 705.57 99447 1,1319 1,289.2 11,5312 1,736.3 11,8324 1,9824 2,137.6 22816 24427 2,580.8 2,718.9
4.5 pH 25°C PDA 0.00 0.000 42515 102.84 183.09 263.35 418.27 516.13 661.17 826.59 826.59 1,131.8 1,131.8 1,4207 16132 16465 1,8322 19213 19584 19561 20932 21329 22281 23097 23913
5.5pH 25°C PDA 0.00 0.000 17.714 60.463 122.20 183.95 299.47 354.08 477.40 645.14 645.14 888.81 888.81 1,1046 1,264.6 1,3383 14866 1,692.1 1,759.0 1,7929 19140 1,9724 2,069.0 2,151.8 2,234.6
6.5 pH 25°C PDA 0.00 0.000 28.135 74.586 130.61 186.64 289.59 319.07 460.70 564.49 564.49 821.37 821.37 1,0538 1,1743 1,2528 14384 16088 1,760.6 1,7909 1,902.0 19550 20433 21191 21948
4.5 pH 25°C MMN 0.00 0.000 3.284 20.816 38.842 56.868 104.80 137.78 239.13 379.22 379.22 601.81 601.81 786.04 860.57 865.98 929.57 955.06 952.86 933.72 921.02 904.77 889.19 875.82 862.46
5.5pH 25°C MMN 0.00 0.000 4.503 33.409 81.638 129.86 240.78 288.82 489.46 704.83 704.83 1,1686 1,168.6 1,754.9 2,027.9 21275 24645 26663 2,786.7 2,783.0 2,799.8 2,8024 28128 28218 2,830.7
6.5 pH 25°C MMN 0.00 0.000 16.199 33.478 53.466 73.454 113.86 132.28 193.78 286.00 286.00 389.54 389.54 524.77 588.45 717.36 803.59 940.39 1,047.4 10855 1,257.7 1,3342 1,468.1 1,5829 1,697.6
4.5 pH 25°C BAF 0.00 0.000 26.071 80.905 186.58 292.26 424.90 518.23 751.41 1,0106 1,0106 13202 11,3202 16733 18629 19125 21246 2,3433 24901 25072 25930 26299 26959 27525 2809.2
5.5 pH 25°C BAF 0.00 0.000 7.326 43.224 136.21 229.19 358.73 454.62 679.07 879.70 879.70 1,2966 1,2956 1,7456 11,9629 2,136.4 2,528.7 12,7260 3,079.6 3,0242 32452 32755 34109 35269 3,642.9
6.5 pH 25°C BAF 0.00 0.000 6.994 44.084 96.030 147.97 193.41 279.77 420.08 575.96 575.96 873.58 873.58 1,334.1 16475 1,736.3 21020 22589 2,5654 2,627.2 2,755.9 12,8346 29463 3,0420 3,137.8
4.5 pH 25°C PDA 0.00 0.000 34.725 68.103 110.41 152.72 207.73 237.01 358.36 425.01 425.01 584.07 584.07 767.55 841.64 918.73 982.51 1,0433 1,073.3  779.25 1,011.5  890.06 949.73 1,000.8  1,052.0
5.5 pH 28°C PDA 0.00 0.000 32.965 62.109 11.27 160.43 237.07 268.97 380.28 470.49 470.49 631.94 631.94 836.51 910.19 968.29 1,016.3  1,0854 1,123.1 1,106.7  1,098.1 1,0845 1,073.0 1,063.2 1,053.4
6.5 pH 28°C PDA 0.00 0.000 8.246 12.768 31.684 50.600 82.776 104.83 171.66 232.89 232.89 344.33 344.33 483.02 375.78 631.41 728.68 844.61 922.51 972.90 994.94 1,0343 1,067.3 1,095.7 1,124.0
4.5 pH 28°C MMN 0.00 0.000 27.015 3.236 20.382 37.528 92.229 111.01 184.32 249.63 249.63 355.12 355.12 576.24 624.89 673.53 733.60 743.37 778.13 767.33 762.61 754.18 747.09 741.02 734.95
5.5 pH 28°C MMN 0.00 0.000 0.000 12.564 36.324 60.084 81.188 110.97 186.73 231.33 231.33 362.05 362.05 539.72 608.06 676.39 750.15 856.18 902.85 898.65 896.81 893.53 890.78 888.42 886.06
6.5 pH 28°C MMN 0.00 0.000 5.424 13.377 25.280 37.183 59.336 81.111 122.83 142.27 142.27 225.09 225.09 269.72 312.60 355.48 395.90 413.24 450.66 472.09 481.47 498.22 512.29 524.35 536.40
4.5pH 28°C BAF 0.00 0.000 8.767 49.805 95.418 141.03 198.67 286.67 395.83 509.78 509.78 825.03 825.03 985.02 1,139.4  1,190.1 1,305.1 1,370.3 1,419.7 13980 1,3885 1,371.6 13574 13451 1,332.9
5.5 pH 28°C BAF 0.00 0.000 12.607 61.246 116.39 171.53 244.97 310.40 434.06 545.75 545.75 908.98 908.98 1,106.0 1,2954 1,391.5 15422 1,7009 1,773.0 18612 1,899.8 1,968.7 20265 20762 21258
6.5 pH 28°C BAF 0.00 0.000 2701 28.821 51.735 74.648 130.31 112.80 210.58 282.65 381.02 479.38 533.43 587.47 687.88 788.30 871.12 979.80 1,067.2 1,157.0 1,196.2 1,266.3 1,325.2 1,375.7 1,426.1
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Figura 4. Cinética en medio sélido de la cepa EF36 en medio nutritivo PDA a 23° C y a diferentes pH.
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Figura 5. Cinética en medio sdlido de la cepa EF36 en medio nutritivo PDA a 25° C y a diferentes pH.
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Figura 6. Cinética en medio sdlido de la cepa EF36 en medio nutritivo PDA a 28° C y a diferentes pH.
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Figura 7. Cinética en medio sdlido de la cepa EF36 en medio nutritivo MMN a 23° C y a diferentes pH.
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Figura 8. Cinética en medio sdlido de la cepa EF36 en medio nutritivo MMN a 25° C y a diferentes pH.
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Figura 9. Cinética en medio sdlido de la cepa EF36 en medio nutritivo MMN a 28° C y a diferentes pH.
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Figura 10. Cinética en medio sélido de la cepa EF36 en medio nutritivo BAF a 23° C y a diferentes pH.
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Figura 11. Cinética en medio sélido de la cepa EF36 en medio nutritivo BAF a 25° C y a diferentes pH.
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Figura 12. Cinética en medio sélido de la cepa EF36 en medio nutritivo BAF a 28° C y a diferentes pH.
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En algunos tratamientos, atendiendo a la morfologia de las colonias, las areas interior y

exterior coinciden en sus valores (Figura 13).

Figura 13. Comparacion de las areas finales exterior e interior de la cinética en medio sélido.
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Las areas totales mayores fueron generadas por el medio BAF a23°y 25°C,yapHde 55y

6.5 (Cuadro 4, Fig. 12), los maximos en acumulacion de biomasa también fueron generados

por el medio BAF a 23° y 25° C, asi como a pH tendientes a la neutralidad. La combinacion

BAF, 25° C, pH 5.5 fue la que generd una mayor produccion de biomasa (Cuadro 5)

Cuadro 5. Experimento 1, “Cinética multifactorial en medio s6lido”, pesos secos finales de cada tratamiento.

Tratamiento Peso (mg)
Temperatura (°C) Medio pH Promedio DS
25 BAF 5.5 79 15
25 BAF 6.5 75 9
23 PDA 45 73 18
25 BAF 4.5 64 11
23 BAF 6.5 59 10
23 BAF 4.5 57 5
28 BAF 5.5 56 7
23 BAF 5.5 55 7
28 PDA 55 49 17
28 PDA 6.5 49 12
25 MMN 6.5 46 19
28 PDA 45 46 16
28 BAF 6.5 41 6
23 PDA 55 40 6
25 PDA 55 40 5
23 MMN 6.5 40 38
28 BAF 4.5 40 5
23 MMN 5.5 38 12
25 PDA 45 36 6
23 PDA 6.5 36 23
25 PDA 6.5 29 5
25 MMN 4.5 27 5
23 MMN 4.5 26 8
25 MMN 5.5 25 7
28 MMN 6.5 25 25
28 MMN 4.5 14 4
28 MMN 5.5 6 3

DS = Desviacién estandar

7.2.2 Experimento 2: Cinética en medio liguido en matraz

De los tres tratamientos inoculados para esta cinética, los dos tratamientos en los que se

aplicé glicerol 10%, no presentaron recuperacion. El tratamiento en el que si se observo

crecimiento fue el inoculado a partir de micelio resembrado y crecido a 25° C. En este caso
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se observo un incremento en biomasa de 2.53 g/L, asi como un consumo de sustrato de

9.988 g/L, lo que representa un rendimiento de Yxis = 0.253 gs/gs (Cuadro 6).

Cuadro 6. Experimento 2 “Cinética en medio liquido de la cepa EF36. Promedios y promedios méviles de

glucosa residual a través del tiempo.

Dias  Promedio (g/L) DS Promedio movil

0 30.000

2 29.075 0.095 29.538
4 24.503 0.132 26.789
7 25.743 0.124 25.123
9 26.099 0.227 25.921
11 22.784 0.093 24.441
14 19.726 0.106 23.377
16 24.899 0.137 22.313
18 20.850 0.070 22.875
21 29.331 0.094 25.090
23 18.261 0.076 23.796
25 25.012 0.060 21.637
28 * * 25.012
30 21.159 0.045 21.159
32 21.301 0.082 21.230
35 20.472 0.093 20.886

DS = Desviacion estandar, * Mediciones no obtenidas

7.2.4 Experimento 3: cinética en medio liquido en tubos falcon

El experimento disefiado para conocer el efecto de la inoculacidén en el desempefio de la
cepa, presentd crecimiento apreciable en ambos tratamientos. Para el tratamiento de 20% de
inoculacién, se observo un incremento en biomasa de 0.36 g/L, asi como un consumo de
sustrato de 2.98 g/L, lo que representa un rendimiento de Yxs = 0.119 gs/gs. Para el
tratamiento de 2% de inoculacion se observdé un incremento en biomasa de 1.62 g/L, asi
como un consumo de sustrato de 5.60 g/L, lo que representa una tasa de rendimiento de Yxs

= 0.29 gs/gs. Los datos de consumo de sustrato y de produccion de biomasa de presentan en
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el cuadro 7. Se puede apreciar que el usar un menor volumen de inéculo resulta en una

mayor acumulacion de biomasa, al igual que un mayor consumo de sustrato y un Yxss mayor.

Cuadro 7. Experimento 3 “Cinética destructiva en tubos”. Promedios y promedios mdviles de peso seco de

biomasa y sustrato residual a través del tiempo.

Biomasa g/L Glucosa residual g/L
2% 20% 2% 20%

Dias M DS MM M DS MM M DS MM M D.S. MM
0 3.0950 0.1908 3.0233 3.9917 0.9716 3.8067 30.000 0.8980 29.632 30.000 0.0159 28.185
3 29517 0.2702 3.1433 3.6217 0.1710 3.2358 29.263 0.6290 29.677 26.369 1.4245 29.899
7 3.3350 1.3576 3.2338 2.8500 0.0990 3.2050 30.091 0.5190 30.091 33.430 0.7634 29.244
10 3.1325 0.3288 3.0313 3.5600 0.1556 3.4525 * 29.808 25.059 0.0604 26.903
14 2.9300 0.4172 3.0475 3.3450 0.1697 3.4388 29.808 0.8890 29.371 28.748 0.2082 27.609
17 3.1650 0.1626 3.0150 3.5325 0.0389 3.3363 28.933 0.5954 22.593 26.470 0.1248 24.399
21 2.8650 0.1909 2.9138 3.1400 0.0 3.1400 16.252  0.1851 17.946 22.329 1.1681 25.119
24 29625 0.3147 3.1688 * * * 19.639 0.5237 19.776 27.910 1.5408 25.030
28 3.3750 0.0778 3.3788 * * 3.9050 19.913 05463 18.178 22.150 0.8786 22.934
31 3.3825 0.1308 4.0475 3.9050 0.1626 4.1263 16.442 1.0903 20.419 23.719 0.2518 25.370
35 47125 0.7955 * 43475 1.4531 * 24.397 0.7541 * 27.021 0.3428 *

M = Promedio, MM = Promedio movil, DS = Desviacion estandar, * Mediciones no obtenidas.

7.2.3 Experimento 4: Cinética en biorreactor

La cinética en biorreactor tuvo una duracién final de 2 semanas. Esto atendiendo al bajo
desempeno de la cepa en cultivo y a la limitada respiracién, consumo de sustrato y
acumulacién de biomasa que presentd en ese periodo de tiempo (Cuadro 8).

La cepa presenté un incremento en biomasa de 0.195 g/L y un consumo de sustrato de

12.518 g/L, lo que representa un rendimiento de Yxs = 0.0727 gs/gs.
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Cuadro 8. Experimento 4, “Cinética en biorreactor”, promedios de peso seco de biomasa y consumo de sustrato

a través del tiempo.

Dias Biomasa g/L Sustrato g/L
Promedio DS
0 3.1133 30.0000 8.4969
2 2.6842 23.2965 6.6007
4 3.0675 26.6343 7.5464
7 3.3993 17.4816 4.9531
9 3.6893 29.9342 8.4813
11 3.9004 32.5167 9.2131

DS = Desviacion estandar
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8 Discusion

8.1 Aislamiento de cepas e identificacion

Se lograron aislar cepas de tres fuentes biolégicas, pero al corroborar la identidad de los
aislados mediante morfologia y biologia molecular, se noté que unicamente algunos
aislamientos obtenidos de esporomas frescos correspondieron a especies de HEM (Cuadro
3), mientras que un gran numero de aislamientos correspondieron a especies no
ectomicorrizicas (Cuadro 3).

La metodologia ensayada para el aislamiento a partir de ectomicorrizas incluyé un paso
de desinfeccion superficial con H202 (Molina y Palmer 1982). Debido a que las ectomicorrizas
y los esclerocios estan en contacto con el suelo, su limpieza es fundamental. EI H202 es un
compuesto altamente reactivo que al entrar en contacto con materia organica la oxida e
hidroliza en una reaccién fuertemente exotérmica. Por esto lisa las células bacterianas y
fungicas que se encuentren en la superficie de contacto y posiblemente también maté las
células del manto de la ectomicorriza. Ensayos con menos tiempo de exposicion al reactivo o
con menores concentraciones podrian dar buenos resultados.

Para discriminar de entre los aislamientos a las colonias de HEM de las de otros MOs,
como primer paso, se eliminaron las colonias lechosas, de crecimiento rapido y/o
esporulantes descartando asi bacterias, levaduras y hongos anamoérficos. Ya que todos los
aislamientos obtenidos a partir de esclerocios presentaron caracteristicas no
ectomicorrizicas, fueron descartados en esta etapa. Posteriormente, se realizd la
secuenciacion de la regidn nuclear de los ITS y su identificacion mediante BLAST. De las 52
cepas secuenciadas, 36 pertenecieron a hongos no ectomicorrizicos mientras que 15 a HEM
(Cuadros 2y 3).

De las cepas aisladas a partir de esporomas 14 fueron de hongos reportados en la
literatura como enddfitos, 1 de hojarasca, 2 del aire, 1 parasito de plantas, 2 parasitos de
hongos y 3 habitantes del suelo. De las cepas aisladas a partir de ectomicorrizas 10
representaron hongos endéfitos y 3 hongos habitantes del suelo. Esto sin considerar las 15

cepas de HEM, todas ellas aisladas de esporomas.
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La presencia de hongos habitantes del suelo en las ectomicorrizas de los bioensayos
pudo deberse a que estos hongos se encontraban en el suelo de los microcosmos, 0 a que
actuaban como saprobios en la corteza radical en las inmediaciones de la ectomicorriza.

La presencia de hongos endofitos en las ectomicorrizas de los bioensayos sugiere que se
encuentran como habitantes internos de las raices de los pinos. No es raro encontrar hongos
endofitos de raiz, los cuales colonizaban tejidos internos de la raiz como los haces
vasculares (Reininger y Sieber 2012). Estos tejidos no son colonizados por los HEM, los
cuales unicamente rodean la raiz o invaden los espacios intercelulares de la corteza (Agerer
1987-2008; Peterson et al. 2004). Por este motivo los HEM estuvieron fuertemente expuestos
al H202, a diferencia de los enddfitos protegidos por la propia raiz, por lo que al no entrar en
contacto directo con el reactivo sobrevivieron a la desinfeccidon superficial, para
posteriormente emerger de los cortes e invadir el medio de cultivo en placa. No es extrafo
obtener hongos enddfitos a partir de aislamientos ensayados con tejidos vegetales (Abello y
Kelemu 2006; Lu et al. 2012; Reininger y Sieber 2012), pero es interesante encontrar hongos
reportados como endofitos al realizar aislamientos a partir de contexto de esporomas frescos.
Es el caso de 14 cepas obtenidas de esta fuente. Dados los objetivos del proyecto, no se
profundizé en el estudio de estas cepas. Sin embargo, resulta interesante la evidencia de una
posible interaccién biolégica entre plantas y varios hongos con estilos de vida diferentes, por
lo que las secuencias, tanto de los aislamientos de esporoma como de ectomicorriza, se han
puesto a disposicion publica en GenBank de NCBI para posteriores investigaciones (Cuadro
3).

Se obtuvieron 2 cepas de Morchella frustata. Se ha propuesto que dentro del género
existen especies saprobioas y otras micorrizicas (Hobbie et al. 2001), aunque también se ha
dicho que la misma especie puede cumplir de su ciclo de vida como un hongo de vida libre al
mismo tiempo que presenta la capacidad de asociarse a un hospedero dentro de la familia
Pinaceae (Dahlstrom et al. 2000).

Este género ha sido objeto del estudio de produccion de metabolitos en cultivo puro, y su
cultivo axénico ha sido ensayado exitosamente en varios trabajos (ej. Frank 1960; Li et al.
2013, Meng et al. 2010; Winder 2006).

Una cepa de Lactarius subindigo (Verbeken & Horak) fue aislada. El esporoma del cual se
aislé esta cepa fue un ejemplar expuesto en la VXENH, no tiene completos sus datos de

recolecta, por lo que no fue seleccionada para su caracterizacion cinética. La caracterizacion
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morfolégica de la colonia de cepas norteamericanas de L. indigo fue reportada (Hutchison
1991), asi como la de varias especies de Lactarius neotropicales, incluyendo una de L. indigo
(Flores et al. 2008). Para esta especie, la region de los ITSs del nrDNA es un marcador
paralogo, lo que fue evidente en los cromatogramas obtenidos de esta cepa. Ya que la
secuenciacion se realizé6 en ambos sentidos, fue evidente que se presentaron algunos sitios
heterdcigos con concentraciones similares de ambas bases.

La cepa de Suillus luteus también fue aislada de un esporoma expuesto en la XVENH. El
cultivo axénico de S. luteus ha sido reportado (Hatakeyama y Ohmasa 2004; Hung y Trappe
1983; Hutchison 1989; Santelices et al. 2012), y también la sintesis in vitro de la
ectomicorriza con pino (Yamada et al. 2001 a). En co-cultivo, inhibe el crecimiento de
Trichoderma (Mucha 2011). Su crecimiento en placa es estimulado por adenosina (Zhang et
al. 2010). Se ha identificado la produccion de citocinina por este HEM en cultivo (Kraigher et
al. 1991), asi como su actividad antibidtica (Sasek y Musilek 1967). S. luteus también es un
buen candidato para la produccién de inéculo ectomicorrizico vegetativo. EI genoma de esta
especie fue secuenciado recientemente (Kohler et al. 2015).

Solo se tiene conocimiento de un trabajo en el que se ha cultivado una especie de
Tylopillus (Straatsma et al. 1986), mientras que no se conoce ninguno en el que se reporte el
cultivo de Amanita multisquamosa. Sin embargo, estas dos cepas no sobrevivieron tras la
tercera resiembra por lo que su cultivo serial no ofrece buenas expectativas.

De las 15 cepas de HEM obtenidas (Cuadro 2) 8 pertenecen a L. trichodermophora,
debido a que la cepa EF36 representa a esta especie y fue elegida al inicio del proyecto para
realizar la exploracion cinética. El segundo afio de recolecta y obtencién de cepas los
esfuerzos se enfocaron en obtener cepas de L. tfrichodermophora, para asi lograr un conjunto
de cepas de la misma especie pero de distintas poblaciones y localidades.

Las diferencias intraespecificas en el desempefio de las cepas en cultivo puro, la
preferencia por algunos sustratos sobre otros y la produccion de enzimas ha sido identificada
para varias especies de HEM (Hung 1983; Matsuda 2006; Pereira et al. 2007; Zhang et al.
2010), en particular algunas representantes de la familia Tricholomataceae (Kawagishi et al.
2004; Kusuda et al. 2007; Vaario et al. 2002), asi como para Laccaria (Di Battista et al. 1996).
La experimentacion paralela con distintas cepas se considera una de las caracteristicas de
los cultivos experimentales, permite encontrar diferencias intraespecificas y seleccionar una
“mejor cepa”.
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8.2 El género Laccaria como modelo de estudio

El género Laccaria ha sido utilizado como modelo de estudio, en particular la cepa S238N
de L. bicolor. Originalmente, se reportd el comportamiento diferencial entre cepas de S238
aisladas de Pseudotsuga, y re-aisladas de las micorrizas sintetizadas y de esporomas
producidos por la sintesis (Di Battista et al. 1996). Se destacan las diferencias en morfologia
y coloracion de las colonias, crecimiento radial en placa, colonizacion de raices de pinos,
morfologia de los esporomas y ornamentacion de las esporas (Di Battista et al. 1996). En
esta misma cepa se observo que la expresion de la enzima 3'-fosfoadenosin 5'-fosfosulfato
reductasa, involucrada en la asimilacion de azufre, se ve promovida por las bajas
concentraciones del mismo. También reportan que, a diferencia de otros hongos, la
asimilacion de azufre no es inhibida por la presencia de glutation (Mansouri-Bauly et al.
2006).

En cuanto al metabolismo del nitrégeno, L. bicolor regula conjuntamente transportadores
de nitrdgeno y enzimas nitrato y nitrito reductasas, mismos que son reprimidos en presencia
de amonio, promovidos en altas concentraciones de nitrato, presencia de urea, L-glutamina y
L-asparagina (Kemppanien et al. 2010). Gracias a la transformacion exitosa de S238N
mediante Agrobacterium (Kemppainen et al. 2005; Kemppainen y Pardo 2011) se realizaron
estudios posteriores sobre la regulacion de la asimilacién de nitrogeno en S238N, silenciada
para nitrato reductasa, poniendo en evidencia que esta enzima no es central en la
asimilacion de N, ni en el patrén de expresion de otros genes relacionados (Kemppanien et
al. 2010).

El genoma de L. bicolor S238N ya ha sido secuenciado (Martin et al. 2008). Tiene un
tamafo cercano a 65 megabases, que codifican para alrededor de 20,000 proteinas
predichas, entre las que se destacan una gran cantidad de transposones y secuencias
repetitivas. Con los datos gendmicos se respalda la hipétesis del biotrofismo/saprotrofismo
facultativo (Martin et al. 2008). Posteriormente, y sobre estos resultados se publicaron, por
ejemplo, el interactoma de L. bicolor y Populus tremeloides (Larsen et al. 2011), las vias
metabdlicas y los perfiles transcriptdmicos de los carbohidratos (Deveau et al. 2008;
Veneault-Fourrey et al. 2014). S238N modifica los patrones de expresién enzimatica de las

raices de alamo, principalmente los relacionados con la asimilaciéon de P (Courty et al. 2011),
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asi como cerca de 200 genes en intencidén con pino (Flores-Monterroso et al. 2013). Reduce
los efectos negativos que propician algunos hongos endoéfitos de septo obscuro (Reininger y
Siber 2012). Expresa un grupo genético de regulacion de la simbiosis de manera general, al
que se le ha llamado MiSSP7 (Plett et al. 2014), asi como genes particulares en interaccion
con diferentes hospederos (Plett et al. 2011; 2015). El hospedero también modifica sus
patrones de expresion genética, principalmente en el metabolismo de acidos aromaticos,
organicos y grasos involucrados en la respuesta inmune (Tschaplinski et al. 2014).

La cepa S238N se ha usado para estudiar el efecto de BAM en la morfologia y
colonizacion de raices de pinos (Aspray et al. 2006). También, se identificd que promueve la
proliferacion de BAM mediante la acumulacion de trehalosa en las hifas, mientras que la
BAM secreta tiamina, la cual a su vez promueve el crecimiento miceliar de L. bicolor (Deveau
et al. 2010). También, se han estudiado sus perfiles transcriptomicos en interaccion con
algunas bacterias del suelo (Deveau et al. 2014).

Recientemente, fue publicado el genoma de L. amethystina, en un estudio que pone en
evidencia las convergencias evolutivas que permitieron el establecimiento de la simbiosis
ectomicorrizica por multiples linages fungicos, asi como algunas peculiaridades para cada
grupo (Kohler et al. 2015).

Aunque algunas especies de Laccaria presentan cierto grado de especificidad (Mueller
1992), el género se ha considerado generalista, ya que se distribuye en bosques templados,
mediterraneos, boreales y alpinos de practicamente todo el globo, inclusive hay especies
propias de dunas. Ademas se asocia con Abies, Alnus, Betula, Dryas, Eucalyptus, Fagus,
Notofagus, Picea, Pinus, Populus, Pseudotsuga, Quercus, Salix y Tsuga (Brun et al. 1994;
Finaly et al. 1992; Flores-Monterroso et al. 2013; Mueller y Strack 1992; Osmundson et al.
2005; Regvar et al. 1997; Vaario y Suzuk 2004).

Laccaria es un HEM comestible y comercializable (Zambonelli y Bonito 2012), comun de
los bosques jovenes (Frankland 1998), genera abundantes fructificaciones en los bosques en
los que habita, aunque fructifica aun mas abundantemente en plantios en areas sin vocacion
forestal (Savoie y Largeteau 2011). La prevalencia de Laccaria ha sido detectada después
del trasplante en las raices de planta inoculada, tanto en sitios en regeneracion posterior a
incendios forestales (Franco et al. 2014) asi como en sitios conservados en competencia con
otros HEM nativos (Villenueve et al. 1991).
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Se han descrito técnicas asépticas y no asépticas para la inoculacion con Laccaria
(Duponnis y Garbaye 1991; Peterson y Chakravarty 1991; Repac 2011). La inoculacién de
Eucalyptus con esferas de hidrogel con micelio activo encapsulando de Laccaria presenta
buenos resultados (Kuek et al. 1992). En México este género suele ser dominante en los
bosques en los que habita (Garibay-Orijel et al. 2009; Reverchén et al. 2010). Se ha usado
experimentalmente para la inoculacién de pinos, siendo uno de los géneros que presentan
mejores resultados en cuanto a sobrevivencia de la planta en vivero (Perez-Moreno et al.
2009). Se han descrito morfoanatdmicamente las ectomicorrizas formadas entre especies
mexicanas de Laccaria, Pinus y Pseudotsuga (Carrasco-Hernandez et al. 2010).

Varios trabajos coinciden en reportar porcentajes de micorrizacidon que oscilan entre el
40% y el 60% en Pseudotsuga y Pinus, a varias concentraciones de inéculo vegetativo de
Laccaria (Parladé 1992, Pera 1992, Rincén et al. 2001; Villenueve et al. 1991).

Laccaria mejora el crecimiento de plantulas de pino y la asimilacion de K y Mg,
principalmente mediante el aumento de la absorcion de nutrientes disueltos, ligado a una
mejor exploracion y explotacion del suelo por las raices micorrizadas (Christophe et al. 2010).
En coinoculacién con Thelephora incrementan el tamafio y peso de plantulas de pino al
compararlo con las de inoculacion individual (Sudhakara y Natarajan 1997).

Laccaria trichodermophora es una especie que se distribuye en Norteamérica y México
(Mueller 1992; Osmundson et al. 2005), presenta la capacidad de asociarse a tanto a
coniferas como a latifoliadas (Mueller 1992). Es un HEM comestible que se comercializa en
mercados del centro del pais (Montoya et al. 2004) y suele fructificar durante toda la

temporada de lluvias (Montoya et al. 2004).

8.3 Experimento 1: cinética multifactorial en medio sdélido

Como una de las variables independientes en este experimento, se usaron tres medios de
cultivo conocidos. ElI medio PDA es un medio complejo, ampliamente usado y de facil
elaboracion. Los medios BAF y MMN son parcialmente definidos en cuanto a la presencia de
algunos compuestos quimicos, aunque también son complejos, ya que en su formulacién se
incluyen extracto de levadura y extracto de malta, respectivamente (Cuadro 1). Estos tres
medios se encuentran entre los mas populares en cuanto al cultivo de HEM (Hutchison 1991;
Molina y Palmer 1991).
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Los HEM tienen una limitada bateria enzimatica, por lo cual no son capaces de asimilar
compuestos carbonados complejos (Hobbie et al. 2013; Lindahl y Tunlid 2015; Wolfe et al.
2012), de modo que la fuente energética debe estar en forma de azucares simples como la
glucosa.

Atendiendo a la composicidon del medio y a las condiciones de cultivo, las colonias
desarrolladas presentaron distintas morfologias (Figura 2). Colonias grandes con
coloraciones lilas en su periferia, y tonalidades ocre en el segundo frente de crecimiento,
fueron generadas 25 y 23° C; esta misma tendencia se presentd al usar PDA o BAF como
medio de cultivo, mientras que en temperaturas de 28° C o en medio MMN las colonias
fueron blancas o amarillentas.

Es interesante que en algunos tratamientos las colonias de EF36 presentaron dos frentes
de crecimiento muy evidentes, mientras que en otros tratamientos las colonias fueron mas
uniformes (Figura 2 y 12). Ya que algunas morfologias generadas fueron mas densas y
compactas que otras se realizé la comparacion de los valores de area final de la colonia
contra peso seco final mediante las pruebas de Spearman y Kendal (Cuadro 9). Ambas
pruebas indican correleciones entre peso y area, aun que en todos los casos los valores de R
o de coeficiente T son bajos (Cuadro 9). Por lo que el dato area no se considera informativo
para hacer inferencias sobre la acumulacion de biomasa (Cuadros 4, 5 y 9). Con el uso del
software Imaged (1.47v), la funcion “wand tracing tool” con tolerancia de 10 unidades y
después de aumentar el contraste, asi como trazando los contornos manualmente, se
midieron las areas interior y exterior de las colonias (en caso de que presentaran ambas) y
se hizo la comparacion (Figura 12). Mientras que en las colonias densas, irregulares, de
margenes difusos con micelio exploratorio agregado, la acumulacion de peso seco fue
buena, en las colonias laxas, de margenes difusos, con micelio exploratorio disperso se
encontré una pobre acumulacion de biomasa. Es posible que se tratara de una exploracién

impulsada por un déficit de nutrientes.

75111



Cuadro 9. Analisis de correlacion de Spearman y de Kendal para los valores de las areas exterior e interior, y
peso seco del experimento 1, “Cinética multifactorial en placa”. Los datos destacados con color rojo indican las

correlaciones significativas (P < 0.05).

Spearman | Exterior Interior Peso Kendal Exterior Interior Peso
Exterior 1.000000 0.721749 0.560409 Exterior | 1.000000 0.562410 0.401837
Interior 0.721749 1.000000 0.366030 Interior 0.562410 1.000000 0.260663

Peso 0.560409  0.366030  1.000000 Peso | 0401837 0.260663  1.000000

Al agrupar los datos por medio de cultivo se pone en evidencia que para el medio MMN los
valores de las areas interior y exterior son muy similares, mientras que para BAF y PDA se
presentaron mayores diferencias (Figura 13). Esto se relaciona con lo discutido
anteriormente sobre las morfologias. El analisis de varianza de area proyectada en funcién
de los medios nutritivos encuentra diferencias significativas (Fs212 = 33.957, p = 0.000). El
valor mas alto fue para el medio nutritivo BAF en el area exterior, y el mas bajo para PDA en
el area interior (Figura 13). Los valores de la prueba post hoc Tukey y los grupos

homogéneos se presentan en los cuadros 10 a 13.
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Figura 14. Analisis de varianza, efecto del medio nutritivo sobre el crecimiento de las areas exterior e interior de
las colonias de EF36. F = 33.957, p = 0.00.
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Las marcas centrales representan los promedios de los tratamientos y los segmentos representan los

errores estandar.

Cuadro 10. Prueba Tukey post hoc al analisis de varianza, para el area exterior en funciéon de los medios

nutritivos. Los datos resaltados en rojo representan diferencias significativas.

PDA MMN BAF
PDA 0.057642 0.000114
MMN 0.057642 0.000114
BAF 0.000114 0.000114

Cuadro 11. Prueba Tukey, grupos homogéneos para el area exterior en funciéon de los medios nutritivos.

Medio Medias a b
MMN 1714.081 o

PDA 1932.441 o

BAF 2687.541 i
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Cuadro 12. Prueba Tukey post hoc al analisis de varianza para el area interior en funcién de los medios

nutritivos. Los datos resaltados en rojo representan diferencias significativas.

PDA MMN BAF
PDA 0.000142 0.000158
MMN 0.000142 0.994203
BAF 0.000158 0.994203

Cuadro 13. Prueba Tukey, grupos homogéneos para el area interior en funciéon de los medios nutritivos.

Medio Medias a b
PDA 1045.140 o
BAF 1508.119 i
MMN 1518.728 i

Al agrupar los datos en funcién de las temperaturas se pone en evidencia que, tanto para
las areas exterior como interior, el diametro aumenta en relacion al decremento en la
temperatura. Al mismo tiempo, cuando las temperaturas disminuyen los valores de las areas
interior y exterior se hacen mas distantes (Figura 14). Dado que L. frichodermophora es un
HEM nativo de bosques de alta montafa (> 3,000 msnm) es de esperar que se desarrolle
bien a temperaturas de 23° a 25° C y no en temperaturas superiores a 35° C como otros
MOs. El andlisis de varianza del area proyectada en funcién de las temperaturas encuentra
diferencias en los tres grupos para el area exterior, mientras que sélo detecta diferencias
para el grupo de 28° C en el area interior (Fe, 212 = 37.373, p = 0.000) (Figura 14). Los valores

de la prueba post hoc Tukey y los grupos homogéneos se presentan en los cuadros 14 a 17.
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Figura 15. Analisis de varianza, efecto de la temperatura sobre el crecimiento de las areas exterior e interior. F=
37.373, p = 0.00.
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Las marcas centrales representan los promedios de los tratamientos y los segmentos representan los

errores estandar.

Cuadro 14. Prueba Tukey post hoc al analisis de varianza para el area exterior en funcion de temperaturas. Los
datos resaltados en rojo representan diferencias significativas.

23°C 25°C 28°C
23°C 0.001117 0.000114
25°C 0.001117 0.000114
28 °C 0.000114 0.000114

Cuadro 15. Prueba Tukey, grupos homogéneos para el area exterior en funcién de temperaturas.

Temperatura Medias a b c
28 °C 1141.328 o
25°C 2422.418 EE
23°C 2770.316 o
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Cuadro 16. Prueba Tukey post hoc al analisis de varianza para el area interior en funcién de temperaturas. Los
datos resaltados en rojo representan diferencias significativas.

23°C 25°C 28°C
23°C 0.157902 0.000114
25°C 0.157902 0.000114
28 °C 0.000114 0.000114

Cuadro 17. Prueba Tukey, grupos homogéneos para el area interior en funcién de temperaturas.

Temperatura Medias A B
28 °C 870.023 e
25°C 1505.981 i
23°C 1695.983 i

Al agrupar los datos en funcién del pH y hacer el analisis de varianza (Fs, 212 = 6.9816, p =
0.000), se detectd que para el area exterior el unico grupo diferente fue el de pH 5.5, donde
se encontré6 un mayor crecimiento. Mientras que para el area interior las diferencias se
encontraron en el grupo de 4.5, que presentd el crecimiento mas bajo. (Figura 15). Los
valores de la prueba post hoc Tukey y los grupos homogéneos se presentan en los cuadros
18 a 21.
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Figura 16. Analisis de varianza, efecto del pH sobre el crecimiento de las areas exterior e interior. F= 6.9816,
p = 0.00.
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Las marcas centrales representan los promedios de los tratamientos y los segmentos representan los

errores estandar.

Cuadro 18. Prueba Tukey post hoc al analisis de varianza para el area exterior en funcion de los pH. Los datos
resaltados en rojo representan diferencias significativas.

pH 4.5 pH 5.5 pH 6.5
pH 4.5 0.000114  0.070424
pH 5.5 0.000114 0.001925
pH 6.5 0.070424  0.001925

Cuadro 19. Prueba Tukey, grupos homogéneos para el area exterior en funcién de los pH.

pH Medias a b
pH 4.5 1860.664 i
pH 6.5 2070.958 i
pH 5.5 2402.441 i

Cuadro 20. Prueba Tukey post hoc al analisis de varianza para el area interior en funcién de los pH. Los datos
resaltados en rojo representan diferencias significativas.

pH 4.5 pH 5.5 pH 6.5
pH 4.5 0.000130  0.004525
pH 5.5 0.000130 0.290594
pH 6.5 0.004525  0.290594
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Cuadro 21. Prueba Tukey, grupos homogéneos para el area interior en funcién de los pH.

pH Medias A B
pH 4.5 1083.769 i
pH 6.5 1416.680 i
pH 5.5 1571.537 o

Ya se ha dicho aqui que no hubo relaciones entre los valores de area y biomasa, por lo
que analisis de varianza similares se hicieron para peso seco. En este analisis de varianza se
disgregaron los tratamientos de cada medio de cultivo y se analizaron en funcién de la
temperatura (F12,280.74 = 9.0553, p = 0.000). Se detectaron diferencias para el tratamiento de
MMN a 28° C, y este fue el de menor acumulacion de biomasa. BAF a 23° y 25° C
conformaron el grupo con mayor acumulacion de biomasa. Los valores de la prueba post hoc

Tukey y los grupos homogéneos se presentan en los cuadros 22 y 23.

Figura 17. Analisis de varianza, efecto del medio nutritivo y la temperatura sobre el peso seco. F= 9.0553, p =
0.00.
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Las marcas centrales representan los promedios de los tratamientos y los segmentos representan los errores
estandar.
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Cuadro 22. Prueba Tukey post hoc al analisis de varianza para pesos secos en funcion de medios nutritivos y
temperaturas. Los datos resaltados en rojo representan diferencias significativas.

Tratamiento 1 2 3 4 5 6 7 8 9
23°C PDA 1 0.081035 0.870032 0.111038 0.025720 0.000556 0.999990 0.000131 0.996412
23°C MMN 2 | 0.081035 0.000789 1.000000 0.999977 0.000131 0.192615 0.006518 0.429391
23°C BAF 3 | 0.870032 0.000789 0.001221 0.000251 0.060782 0.661000 0.000131 0.368017
25°C PDA 4 |0.111038 1.000000 0.001221 0.999824 0.000131 0.249185 0.004249 0.513804
25°C MMN 5 |0.025720 0.999977 0.000251 0.999824 0.000131 0.072415 0.024244 0.204143
25°C BAF 6 | 0.000556 0.000131 0.060782 0.000131 0.000131 0.000221 0.000131 0.000143
28°C PDA 7 |0.999990 0.192615 0.661000 0.249185 0.072415 0.000221 0.000131  0.999962
28°C MMN 8 |0.000131 0.006518 0.000131 0.004249 0.024244 0.000131 0.000131 0.000131
28 °C BAF 9 | 0.996412 0.429391 0.368017 0.513804 0.204143 0.000143 0.999962 0.000131

Cuadro 23. Prueba Tukey, grupos homogéneos para pesos secos en funcién de medios nutritivos y
temperaturas.

Tratamiento Temperatura Medio

Medias

a

8

A W Rk, N O B~ NN O

28 °C
25°C
23°C
25°C
28 °C
28 °C
23°C
23°C
25°C

MMN  0.015293
MMN  0.032567
MMN  0.034653
PDA 0.035293
BAF 0.045647
PDA 0.047873
PDA 0.049740
BAF 0.057133
BAF 0.072773
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Al hacer el mismo analisis de varianza (Fa4, 126 = 3.6305, p = 0.00778), pero en funcion del

pH el medio BAF alcanzé valores elevados en todos los casos, mientras que MMN presenté

los valores bajos. BAF con pH 5.5 fue el de mayor biomasa, con diferencias significativas con

los demas tratamientos, excepto con los otros tratamientos de BAF y el de PDA pH 4.5

(Figura 17). Los valores de la prueba post hoc Tukey y los grupos homogéneos se presentan

en los cuadros 24 y 25.
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Figura 18. Analisis de varianza, efecto del medio nutritivo y pH sobre el peso seco. F= 3.6305, p = 0.00778.
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Las marcas centrales representan los promedios de los tratamientos y los segmentos representan los errores
estandar.

Cuadro 24. Prueba Tukey post hoc al analisis de varianza para pesos secos en funciéon de medios nutritivos y
temperaturas. Los datos resaltados en rojo representan diferencias significativas.

1 2 3 4 5 6 7 8 9

PDA 2'; 1 0.907014 0.369155 0.000102 0.000165 0.278566 0.999998 0.598416 0.981063
PDA g|-5| 2 ]0.907014 0.994011 0.020611 0.032625 0.982732 0.763400 0.027177 0.270394
PDA g'; 3 |0.369155 0.994011 0.230698 0.305798 1.000000 0.206939 0.000999 0.026613
MMN 2'; 4 10.000102 0.020611 0.230698 1.000000 0.312678 0.000024 0.000010 0.000010
MMN ?-5' 5 ]0.000165 0.032625 0.305798 1.000000 0.400451 0.000040 0.000010 0.000011
MMN g|_5| 6 [0.278566 0.982732 1.000000 0.312678 0.400451 0.145512 0.000525 0.015961
BAF 2'; 7 10.999998 0.763400 0.206939 0.000024 0.000040 0.145512 0.791109 0.998002
BAF glg 8 [0.598416 0.027177 0.000999 0.000010 0.000010 0.000525 0.791109 0.994304
BAF 6p|-5| 9 [0.981063 0.270394 0.026613 0.000010 0.000011 0.015961 0.998002 0.994304
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Cuadro 25. Prueba Tukey, grupos homogéneos para pesos secos en funcién de medios nutritivos y
temperaturas.

Tratamiento Medio pH Medias a b c q
4 MMN pH4.5  0.022373 —
5 MMN pH55  0.023247 ek
6 MMN pH6.5  0.036893 — -
3 PDA pH6.5  0.037840 - stk
2 PDA pH55  0.043280
1 PDA pH45  0.051787
7 BAF pH45  0.053620 —_— —_— -
9 BAF pH6.5  0.058267 . ok
8 BAF pH55  0.063667 -

Finalmente, se realiz6 el anadlisis de varianza para cada tratamiento y se presenta
graficamente la comparacion de peso seco (Figura 18). Destacaron los tratamientos BAF, 25°
C con pH de 5.5y 6.5, asi como PDA 23° pH 4.5 (Figura 18). Los valores de la prueba post
hoc Tukey y los grupos homogéneos se presentan en los cuadros 26 y 27.

Con los resultados de esta cinética se decidié usar BAF, 25° C, pH 5.5 para realizar las

siguientes exploraciones en medio liquido.

Figura 19. Promedios de los pesos secos en cada tratamiento en medio sélido. Las letras representan los

grupos homogéneos.
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Cuadro 26. Prueba Tukey post hoc al analisis de varianza para pesos secos de cada tratamiento. Los datos resaltados en rojo representan diferencias
significativas.

1 2 3 4 5 6 7 8 9 10 11 12 13 14 15 16 17 18 19 20 21 22 23 24 25 26 27

1 0.05 0.00 0.00 0.02 0.04 0.98 0.94 099 0.01 0.056 0.00 0.00 0.00 0.26 0.99 1.00 1.00 0.26 0.52 0.51 0.00 0.00 0.00 0.04 0.97 0.06
6563 9125 0300 3804 7041 2498 2877 7457 2921 5804 0704 0330 0264 9819 9999 0000 0000 3394 4363 2204 0182 0182 0252 3585 2015 6839

2 0.05 1.00 0.99 1.00 1.00 097 0.99 0.91 1.00 1.00 099 099 099 1.00 056 0.00 0.03 1.00 1.00 1.00 0.38 0.03 0.99 1.00 0.98 1.00
6563 0000 6866 0000 0000 7894 5058 8918 0000 0000 9936 8070 3603 0000 8031 5564 4770 0000 0000 0000 2176 8136 1376 0000 6526 0000

3 0.00 1.00 0.99 1.00 1.00 0.75 0.87 0.57 1.00 1.00 1.00 0.99 0.99 0.99 0.20 0.00 0.00 0.99 0.99 0.99 0.79 0.18 0.99 1.00 0.80 1.00
9125 0000 9998 0000 0000 5270 4540 5028 0000 0000 0000 9999 9992 9989 1432 0767 5170 9991 8662 8869 0590 0005 9984 0000 3177 0000

0.00 0.99 0.99 0.99 0.99 0.10 0.18 0.05 0.99 0.99 1.00 1.00 1.00 0.87 0.00 0.00 0.00 0.88 0.63 0.65 0.99 0.87 1.00 0.99 0.12 0.99
0300 6866 9998 9845 8237 6332 0005 2856 9989 6991 0000 0000 0000 5612 8156 0185 0235 0889 9301 1281 9891 4540 0000 8631 9581 4869

0.02 1.00 1.00 0.99 1.00 0.90 0.96 0.77 1.00 1.00 0.99 0.99 0.99 1.00 0.36 0.00 0.01 1.00 0.99 0.99 0.58 0.08 0.99 1.00 0.93 1.00
3804 0000 0000 9845 0000 6982 6344 9090 0000 0000 9999 9923 9567 0000 3527 2039 3971 0000 9957 9966 9011 6602 9333 0000 3414 0000

0.04 1.00 1.00 0.99 1.00 0.96 0.99 0.89 1.00 1.00 0.99 0.99 0.99 1.00 0.52 0.00 0.02 1.00 0.99 0.99 042 0.04 0.99 1.00 0.97 1.00
7041 0000 0000 8237 0000 8045 1950 4930 0000 0000 9974 8970 6170 0000 0885 4456 8610 0000 9999 9999 5767 6075 4674 0000 9721 0000

7 0.98 0.97 0.75 0.10 0.90 0.96 1.00 1.00 0.81 097 0.24 0.12 0.08 0.99 1.00 0.68 0.95 0.99 1.00 1.00 0.00 0.00 0.07 0.96 1.00 0.98
2498 7894 5270 6332 6982 8045 0000 0000 8039 7259 5927 2144 4433 9942 0000 3323 5208 9932 0000 0000 1312 0200 5714 3200 0000 4740

0.94 0.99 0.87 0.18 0.96 0.99 1.00 1.00 0.91 0.99 037 0.20 0.14 0.99 0.99 052 0.88 099 1.00 1.00 0.00 0.00 0.13 0.99 1.00 0.99
2877 5058 4540 0005 6344 1950 0000 0000 6452 4869 2797 3564 6373 9998 9999 6104 5013 9998 0000 0000 2740 0230 2654 0280 0000 6991

23°C BAF pH65 9 0.99 0.91 0.57 0.05 0.77 0.89 1.00 1.00 0.65 0.91 0.13 0.06 0.04 099 1.00 0.84 0.99 0.99 0.99 0.99 0.00 0.00 0.03 0.88 1.00 0.93
. 7457 8918 5028 2856 9090 4930 0000 0000 1281 7280 7381 1717 0924 8869 0000 2286 0442 8722 9992 9989 0581 0187 6289 3991 0000 7599

0.01 1.00 1.00 0.99 1.00 1.00 0.81 0.91 0.65 1.00 1.00 0.99 099 099 0.25 0.00 0.00 0.99 0.99 0.99 0.72 0.14 0.99 1.00 0.85 1.00
2921 0000 0000 9989 0000 0000 8039 6452 1281 0000 0000 9996 9959 9998 2074 1082 7403 9998 9544 9621 4094 0602 9930 0000 8950 0000

11 0.05 1.00 1.00 0.99 1.00 1.00 0.97 0.99 0.91 1.00 0.99 0.99 099 1.00 0.56 0.00 0.03 1.00 1.00 1.00 0.38 0.03 0.99 1.00 0.98 1.00
5804 0000 0000 6991 0000 0000 7259 4869 7280 0000 9940 8158 3830 0000 4533 5474 4276 0000 0000 0000 5326 8682 1667 0000 6096 0000

12 0.00 0.99 1.00 1.00 0.99 0.99 0.24 0.37 0.13 1.00 0.99 1.00 1.00 0.97 0.02 0.00 0.00 0.97 0.86 0.87 0.99 0.65 1.00 0.99 0.28 0.99
0704 9936 0000 0000 9999 9974 5927 2797 7381 0000 9940 0000 0000 6936 6206 0203 0444 8516 2381 0196 5600 8089 0000 9982 8425 9862

25°C MMN pH4.5 13 0.00 0.99 0.99 1.00 0.99 0.99 0.12 0.20 0.06 0.99 0.99 1.00 1.00 0.89 0.00 0.00 0.00 0.90 0.67 0.68 0.99 0.84 1.00 0.99 0.14 0.99
. 0330 8070 9999 0000 9923 8970 2144 3564 1717 9996 8158 0000 0000 8739 9801 0187 0256 3374 8317 9963 9787 8354 0000 9208 8056 6738

0.00 0.99 099 1.00 0.99 0.99 0.08 0.14 0.04 0.99 0.99 1.00 1.00 0.83 0.00 0.00 0.00 0.83 0.57 0.58 0.99 0.91 1.00 0.99 0.10 0.99
0264 3603 9992 0000 9567 6170 4433 6373 0924 9959 3830 0000 0000 2301 6045 0184 0218 8582 5028 7265 9967 0502 0000 6929 3758 0116

0.26 1.00 0.99 0.87 1.00 1.00 0.99 099 099 099 1.00 0.97 0.89 0.83 093 0.04 0.18 1.00 1.00 1.00 0.09 0.00 0.81 1.00 0.99 1.00
9819 0000 9989 5612 0000 0000 9942 9998 8869 9998 0000 6936 8739 2301 2700 3282 8972 0000 0000 0000 3977 4799 0005 0000 9981 0000

0.99 0.56 0.20 0.00 0.36 0.52 1.00 0.99 1.00 0.25 0.56 0.02 0.00 0.00 0.93 0.99 0.99 092 099 099 0.00 0.00 0.00 0.50 1.00 0.61
9999 8031 1432 8156 3527 0885 0000 9999 0000 2074 4533 6206 9801 6045 2700 2359 9983 9043 3127 2225 0211 0182 5255 1822 0000 1655

1.00 0.00 0.00 0.00 0.00 0.00 0.68 0.52 0.84 0.00 0.00 0.00 0.00 0.00 0.04 0.99 1.00 0.04 0.12 0.11 0.00 0.00 0.00 0.00 0.62 0.00
0000 5564 0767 0185 2039 4456 3323 6104 2286 1082 5474 0203 0187 0184 3282 2359 0000 1793 4338 9266 0182 0182 0184 4071 7247 6829

1.00 0.03 0.00 0.00 0.01 0.02 0.95 0.88 0.99 0.00 0.03 0.00 0.00 0.00 0.18 0.99 1.00 0.18 0.40 0.39 0.00 0.00 0.00 0.02 0.93 0.04
0000 4770 5170 0235 3971 8610 5208 5013 0442 7403 4276 0444 0256 0218 8972 9983 0000 3951 6083 4846 0182 0182 0212 6399 4838 1502

0.26 1.00 0.99 0.88 1.00 1.00 0.99 0.99 0.99 099 1.00 097 0.90 0.83 1.00 0.92 0.04 0.18 1.00 1.00 0.09 0.00 0.81 1.00 0.99 1.00
3394 0000 9991 0889 0000 0000 9932 9998 8722 9998 0000 8516 3374 8582 0000 9043 1793 3951 0000 0000 6948 5000 6713 0000 9977 0000

0.52 1.00 099 0.63 0.99 0.99 1.00 1.00 0.99 099 1.00 0.86 0.67 0.57 1.00 0.99 0.12 0.40 1.00 1.00 0.03 0.00 0.54 0.99 1.00 1.00
4363 0000 8662 9301 9957 9999 0000 0000 9992 9544 0000 2381 8317 5028 0000 3127 4338 6083 0000 0000 1219 1272 5293 9998 0000 0000

0.51 1.00 099 0.65 0.99 0.99 1.00 1.00 099 099 1.00 0.87 0.68 0.58 1.00 0.99 0.11 0.39 1.00 1.00 0.03 0.00 0.55 0.99 1.00 1.00
2204 0000 8869 1281 9966 9999 0000 0000 9989 9621 0000 0196 9963 7265 0000 2225 9266 4846 0000 0000 2833 1343 7536 9999 0000 0000

0.00 0.38 0.79 0.99 0.58 0.42 0.00 0.00 0.00 0.72 0.38 0.99 0.99 0.99 0.09 0.00 0.00 0.00 0.09 0.03 0.03 1.00 0.99 044 0.00 0.34
0182 2176 0590 9891 9011 5767 1312 2740 0581 4094 5326 5600 9787 9967 3977 0211 0182 0182 6948 1219 2833 0000 9982 3990 1706 3857
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Cuadro 27. Prueba Tukey, grupos homogéneos para pesos secos de cada tratamiento.

Tratamiento Medias a b ¢ d e f g h
23 28 °C MMN pH 5.5|0.006400 ****
22 28 °C MMN pH 4.5]0.014460 **+* *kxx
24 28 °C MMN pH 6.5/0.025020 **** sk ok
14 25 °C MMN pH 5.5{0.025360 **x* ik skkex
4 23 °C MMN pH 4.5]0.026100 #*x* #ikk seokekck stoxckx
13 25 °C MMN pH 4.5]0.026560 **x* ik sokkek soxckk
12 25 °C PDA pH 6.5]0.029120Q #*## ok sekeiek sokokok
3 23°C PDA pPH 6.5]0.035500 **++ sk ik ek sk
10 25 °C PDA pH 4.5]0.036380 *#* ik sekokck ok skkekek
5 23 OC MMN pH 55 0.03798(0 **** Hkkx kkkk sdokkk dkkk
25 28 °C BAF pH 4.5/0.039660 ek ke ek ol
6 23 °C MMN pH 6.5]0.039880 ek ke ek ol
11 25 °C PDA pH 5.5|0.040380 ek sk ek kel ke
2 23°C PDA pH 5.5/0.040420 S —
27 28 °C BAF pH 6.5/0.040920 kAR Sk dekkk ek
19 28 °C PDA pH 4.5/0.045680 Sk kkkk kkk kkkk kkkk kokkok
15 25 °C MMN pH 6.5/0.045780 Sk kkk kkk kkkk kkkk kokkk

21 28 °C PDA pH 6.5/0.048900
20 28 °C PDA pH 5.5(0.049040 S
8 23°C BAF pH 5.5/0.055200
26 28 °C BAF pH 5.5/0.056360 bkbk bk ks b ok b
7 23 OC BAF pH 45 0057020 Khkk kkkk khkk kkkk hkkk kkkk
9 23°C BAF pH 6.5/0.059180
16 25 °C BAF pH 4.5/0.064180 ik bk ik ok
1 23°C PDA pH 4.5/0.073300
18 25 °C BAF pH 6.5/0.074700
17 25 °C BAF pH 5.5/0.079440

En este trabajo se reportan por primera vez las caracteristicas morfolégicas de las
colonias de Laccaria trichodermophora, asi como su desempefo en crecimiento en medio
nutritivo. No obstante, los resultados son muy similares a los reportados previamente para L.
bicolor aislada de La Malinche, Tlaxcala, en PDA y MMN (Santiago-Martinez et al. 2003).
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8.4 Experimento 2: Cinética en medio liguido en matraz

Esta cinética se disefié para abordar el objetivo 2 (determinar las mejores condiciones de
crecimiento, en cuanto a pH medio nutritivo, temperatura, agitacién y porcentaje de inoculo
iniciador del cultivo, que generan alta produccion de biomasa de la cepa EF32 de L.
trichodermophora), pero particularmente para evaluar la capacidad de reactivacion de EF36
posterior a la congelacion con glicerol 10%. La cinética tuvo una duracién de 35 dias, durante
los cuales la cepa crecid en las condiciones resultantes de la cinética anterior, con un
volumen de inoculacién de 6.7% a 100 rpm de agitacion orbital en matraz bafleado.

De los tratamientos con glicerol 10% ninguno presentd recuperacion, mientras que el

tratamiento testigo (resiembras periddicas y almacenado a 25° C) fue el unico que presenté
crecimiento.

Figura 20. Cinética del consumo de sustrato en el cultivo de EF36 en matraz.
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El glicerol es un componente no toéxico, presente en el metabolismo celular de los lipidos y
en la fermentacion alcohdlica. Posiblemente, la causa de la inhibicion del crecimiento de la
cepa fue el aumento en la presion osmética.

La cinética del consumo de sustrato de este experimento se presenta en la figura 19. Se
obtuvo una Yxs = 0.253 gs/gs. Este rendimiento indica que el consumo del sustrato es
proporcionalmente el doble que la produccién de biomasa. Kuek (1996) reportd Yxs = 0.63 y
0.74 gelgs para la cepa E439 L. laccata. El usé como medio base (g/L), peptona 10.0,
extracto de levadura 2.0, NH4sNO3 3.0, KH2PO4 2.38, K2HPO4 5.65, MgSO4 7H20 1.0, CuSOa4
5H20 0.0064, FeSO4 7H20 0.0011, MnCl2 4H20 0.0019, ZnSO4 7H20 0.0015. Al comparar la
composiciéon de los medios usados por Kuek (1996), y los usados en este trabajo, se
identifican varias diferencias importantes. En primera instancia los contenidos de peptona de
kuek (1996) superan a los del BAF (10 vs 2 g/L, respectivamente), lo mismo ocurre con el
extracto de levadura (2 vs 0.2 g/L, respectivamente). Otras diferencias son que el medio
usado por Kuek (1996) contiene K2HPO4, NH4NO3, FeSO4, MnCl2 y CuSOs4, mientras que
carece de CaClz, FeCls, MnSO4, tiamina, biotina, acido félico e inocitol. Esto pone en
evidencia que para BAF no hay una fuente de N especifica, es decir, todo el N proviene de la
peptona y del extracto de levadura. Ademas de las importantes diferencias en las
concentraciones de peptona y extracto de levadura, Kuek (1996) detecta dos
comportamientos de su cepa en cultivo, que podrian explicar los bajos rendimientos
alcanzados en los experimentos 2, 3 y 4. Uno de ellos, tal vez el mas importante es la
concentracion de glucosa. BAF contiene 30 g/L, mientras que Kuek (1996) probd
concentraciones de 10 y 20 g/L, detectando que la Yxs aumentd en relacion al decremento
del sustrato. En el presente trabajo no se alcanz6é un consumo total del sustrato, lo que indica
que este elemento se encontré en cantidades excesivas. Aunado a esto Kusuda et al. (2007)
reportan que el estrés osmotico generado por altas concentraciones de glucosa inhiben el
crecimiento miceliar de T. matsutake, un pariente cercano de Laccatria.

El otro factor fue la presencia de sales fosfatadas. Para Kuek (1996) 2.38 de KH2PO4 mas
5.65 de K2HPOs contra 0.5 de KH2POs4 para BAF (g/L), es decir BAF contiene
concentraciones un orden de magnitud debajo. No obstante, Kuek (1996) reporta que la
disminucién de la concentracion de fosfato en las cinéticas con E439 de L. laccata generan
un incremento en el 10% del rendimiento. Estas concentraciones son sin considerar los

aportes en cuanto a P que hacen el extracto de levadura y la peptona.
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También se debe destacar que el volumen de llenado de los matraces (300 ml en
matraces de 500 ml) pudo propiciar una deficiente transferencia de Oz, ya que la relacion
area volumen fue muy baja, y a su vez la turbulencia generada por los bafles pudo no ser
suficiente.

En el presente trabajo la duracién de la fermentacién fue de 35 dias, aunque se detecto
que el tiempo de un consumo rapido del sustrato se encuentra a las dos semanas. Al ajustar
los datos a la ecuacién de la curva exponencial no se detecta un momento de consumo de
sustrato tipo exponencial, o el valor indica que el comportamiento exponencial aparecera en

cultivos de varios meses de duracion, lo cual no es operativamente posible ni rentable.

8.5 Experimento 3: Cinética en medio liquido en tubos falcon

Esta cinética se disefid para abordar el objetivo 2 (determinar las mejores condiciones de
crecimiento, en cuanto a pH medio nutritivo, temperatura, agitacién y porcentaje de inoculo
iniciador del cultivo, que generan alta produccién de biomasa de la cepa EF32 de L.
trichodermophora), pero particularmente se us6 para conocer la respuesta de EF36 al
porcentaje de inoculacién con el que se inicié la fermentacion.

En las figuras 20 y 21 se presentan las cinéticas de consumo de sustrato y de acumulacién
de biomasa. A diferencia de la cinética 2, en la que uUnicamente se tomaron datos sobre el
consumo de sustrato, en esta ocasidén, y dada la naturaleza destructiva del disefio
experimental, se tomaron datos longitudinales tanto de consumo de sustrato como de

biomasa producida (Figuras 20 y 21).

Figura 21. Experimento 3. Cinética de acumulacién de biomasa en el cultivo de EF36 en tubos.
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Figura 22. Experimento 3. Cinética del consumo de sustrato en el cultivo de EF36 en tubos.
2% y = 34.5350.0846x R2 = (.7549, 20% y = 30.0560-0237x, R? =0.7075.
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En este experimento se obtuvieron Yxs = 0.119 y 0.289 gs/gs (20 y 2 % de indculo iniciador,
respectivamente). Es decir el mejor rendimiento en este caso se obtuvo con 2% de
inoculacién. Kuek (1996) reportd mejores rendimientos a 4% de inoculacion contra 10%, no
obstante, encuentra que la fermentacion de 10% consume la totalidad del sustrato, antes que
la de 4%, pero la de 4% genera mayor biomasa y entra en fase exponencial antes. Estos
resultados se asemejan a los obtenidos en este trabajo, donde a pesar de no encontrar un
consumo total del sustrato, ni una fase exponencial definida, el tratamiento de 2% produjo
1.618 g/L de biomasa, mientras que el de 20% produjo 0.356 g/L.

Los valores de Yxis menores a los obtenidos en el experimento 2 pudieron deberse al tipo
de recipiente en el que se desempefo el cultivo; en el caso anterior se usaron matraces en
los que el volumen del caldo dejé suficiente espacio para aire en el interior del matraz,
mientras que en este caso los tubos falcon contenian menos aire proporcionalmente.

Ademas los baffles en el fondo del matraz propician turbulencia, lo que da una mejor mezcla
que los tubos lisos.
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8.6 Experimento 4: Cinética en biorreactor

Para abordar el objetivo 3 (evaluar el crecimiento de la cepa EF32 de L. trichodermophora
en un biorreactor agitado mecanicamente).

La duracion de la fermentacion, la composicién del medio y las condiciones de cultivo se
decidieron con base en los experimentos anteriores. En las figuras 22 y 23 se presentan las

cinéticas de crecimiento y consumo de sustrato de EF36 en biorreactor.

Figura 23. Experimento 4. Cinética de acumulacién de biomasa en el cultivo de EF36 en biorreactor. R? = 0.975,
y = 2.50950.0932x,
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Figura 24. Experimento 4. Cinética del consumo de sustrato en el cultivo de EF36 en biorreactor. R? = 0.6824, y
= 34.632-0-1486x
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La cepa presentd un incremento en biomasa de 0.1948 g/L y un consumo de sustrato de
12.5184 g/L, lo que representa una tasa de rendimiento de Yxis = 0.073 gs/gs. Este es el peor
desempeino de los tres experimentos en medio liquido. Ademas de la inyeccion de aire el
nuevo factor que se incluyé en esta cinética fue el tipo de agitacion.

Del mismo modo que para la cinética en matraz, el volumen de llenado del reactor (1.5 en
un reactor con capacidad de 4l) pudo propiciar una deficiente transferencia de Ox.

Las mediciones de alta concentracion de sustrato por unidad de volumen pudieron deberse
no solo a un bajo consumo del mismo, también a que el micelio aéreo que crecio asociado a
los aparejos consumié agua del medio de cultivo propiciando que este se concentrara.

No se tiene conocimiento sobre trabajos en los que se cultiven especies de Laccaria en
biorreactores de ningun tipo, pero hay algunos trabajos sobre el cultivo de otras especies de
HEM como Lactarius deliciosus (Carrillo et al. 2004), Rhizopogon nigrescens (de Oliveira et
al. 2006), Pisolithus microcarpus (Rossi et al. 2002), Suillus mediterraneensis (Carrillo et al.
2004) y T. matsutake (Kawagoe et al. 1999).

Filogenéticamente, (de entre los HEM cultivados) la especie mas cercana a Laccaria es T.
matsutake (Matheny et al. 2006), cultivado por Kawagoe et al. (1999). Ellos usaron un medio
de la siguiente composicion: (g/L) glucosa 20, extracto de levadura 2, peptona 2, MgSOa4
7H20 0.5 y KH2PO4 0.5. Es decir, una formulacién muy similar a la del BAF, aunque con
menor concentracion de glucosa, mayor de extracto de levadura, sin FeClz, ZnSO4 ni MnSO4,
y sin ninguna vitamina adicional. Compararon el desempefio del cultivo en reactores de
columna de burbujas y airlift. Obtuvieron Yxs que variaron entre 0.23 y 1.15 gs/gs (Kawagoe
et al. 1999). Conforme la tasa de aireacion aumento, la morfologia de los pellets de T.
matsutake cambi6é de pequefios y esféricos a filamentosos en ambos tipos de biorreactor,
pero en el de columna de burbujas, al incrementar ain mas la aireacion, la morfologia paso a
pellets esféricos nuevamente. En el presente trabajo la difusion de oxigeno dependié de dos
factores, la aireacion generada por la inyeccion aséptica de aire no enriquecido, sumada a la
agitacion, la cual fue mecanica por turbina Rushton. La morfologia generada por la cepa
EF36 también fue de pellets filamentosos grandes (3mm) y chicos (< 1mm), pero nunca se
presentaron pellets esféricos o lisos.

En los ensayos de menor agitacion (0.34 cm/s), T. matsutake presentd una disminucion en

la fase lag, lo que se debe a un menor estrés mecanico sobre el micelio (Kawagoe et al.
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1999). En este trabajo, el lento crecimiento pudo deberse al estrés mecanico que el micelio
recibid por la turbina de agitacion.

Rossi et al. (2002) cultivaron Pisolithus microcarpus en un biorreactor airlift de columna
exterior obteniendo una produccion de biomasa de 5 g/L con Yxs 0.418 gs/gs. Usaron el
medio de cultivo propuesto por Kuek (1996). P. microcarpus formo pellets de alrededor de 2
mm de diametro y de bordes lisos. La duracion de la fermentacion fue de 10 dias, un tiempo
menor al usado para EF36. Aun asi la biomasa acumulada por P. microcarpus en airlift fue
muy superior al de L. trichodermophora agitado por Rushton, incluso duplica lo obtenido en
matraz agitado (Yxs = 0.253 gs/gs, el mayor rendimiento obtenido en este trabajo).

Tanto T. matsutake, como P. microcarpus alcanzaron un crecimiento exponencial (Kawagoa
et al. 1999; Rossi et al. 2002), lo mismo ocurrio en el cultivo de L. deliciosus y S.
mediterraneensis (Carrillo et al. 2004).

Carrillo et al. (2004) usaron un biorreactor agitado por turbina a 100 rpm (igual que en este
trabajo), con MMN y BAF como medios de cultivo. Es interesante destacar que la
fermentaciones realizadas por Carrillo et al. (2004) tuvieron duraciones de un mes, en
contraste con las menos de 2 semanas desarrolladas en los reactores de agitacion hidraulica
(Kawagoa et al. 1999; Rossi et al. 2002). Ya que el objetivo del trabajo de Carrillo et al.
(2004) fue poner en evidencia la efectividad de la técnica de medicién de biomasa a partir de
la cuantificacion de ergosterol, no discuten las implicaciones que el tipo de agitacion tiene
sobre el desempefo de los HEM en cultivos liquidos. Ademas, aun que se menciona un
crecimiento exponencial del micelio entre los dias 7 y 11 para L. deliciosus y S.
mediterraneensis (Carrillo et al. 2004), el aumento en biomasa no es tan evidente como el
que presentan T. matsutake o P. microcarpus al ser fermentados en reactores hidraulicos
(Kawagoa et al. 1999; Rossi et al. 2002).
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9 Conclusiones

Se aislaron 15 cepas de HEM pertenecientes a los géneros Amanita, Laccaria, Lactarius,
Morchella, Tylopilus y Suillus (Cuadro 2), asi como 36 cepas de hongos no ectomicorrizicos
(Cuadro 3). Las secuencias de todas las cepas se han puesto a disposicién en la plataforma
de GenBank de NCBI.

De entre las cepas de HEM aisladas, se selecciond a EF36 de L. trichodermophora para ser
estudiada en cuanto a su cinética de crecimiento en cultivo. Esto debido a que sobrevivié a
las resiembras y a que presentd crecimiento apreciable en medio puro, y a que es un hongo
con potencial ecoldgico para su uso como inoculo para planta, ademas de que se cuenta con
referencias en la literatura sobre este género. En este trabajo se reporta por primera vez el
cultivo de L. trichodermophora, asi como su desempefio cinético en PDA, MMN y BAF en
placa Petri y en BAF en medio liquido y en biorreactor.

Al evaluar el efecto de los medios de cultivo PDA, MMN y BAF, asi como un intervalo de pH
de 4.5 a 6.5 y un intervalo de temperatura de 23° a 28° C, se encontr6 una mayor
acumulacion de biomasa en BAF a 25° C y 5.5 pH.

Al evaluar la capacidad de reactivacion del crecimiento miceliar de EF36 posterior a su
congelacién con glicerol 10%, se encontré que no presentd crecimiento al ser tratada con
este crioprotectante.

En matraz bafleado la cepa EF36 alcanzé un rendimiento de biomasa sobre sustrato de
0.253 g/L en agitacion orbital de 100 rpm.

Al evaluar el efecto del porcentaje de inéculo semilla usado para iniciar la fermentacion, en
el experimento en tubos falcon, se detecté que EF36 alcanzo rendimientos de Yxs = 0.119 y
0.289 gs/gs (20 y 2 % de indculo iniciador, respectivamente), es decir, mayor en el
tratamiento de menor porcentaje de inoculacion lo cual coincide con lo reportado por Kuek
(1986) para L. laccata.

Finalmente, la cepa EF36 fue crecida en un biorreactror con agitacion por turbina Rushtoon,
alcanzando una Yxis = 0.0727 gs/gs, es decir, el menor de todas las fermentaciones
ensayadas. Por lo que se considera que la agitacién mecanica fue un factor de estrés que
propicié un bajo rendimiento en la produccion de biomasa.

Con el mayor rendimiento alcanzado en este trabajo (Yxis = 0.253 gs/gs en matraz agitado),
y atendiendo a las estimaciones realizadas por Rossi et al. (2011), se cuenta con la
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capacidad de inocular 7,000 plantas/L en fermentaciones de 4 semanas. No obstante, se
esperan obtener mejores rendimientos al usar biorreactores de agitacién hidraulica, debido al
poco estrés mecanico que ocasionan al micelio. Experimentacion sobre la composicidon del
medio también ofrece la posibilidad de aumentar los rendimientos, asi como el uso de

fermentaciones liquidas con soporte.
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