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RESUMEN

Los hongos poseen interesantes propiedades como alimento, medicina y han
fascinado al hombre y despertado su curiosidad desde tiempos remotos. Dentro
del area de la biotecnologia se han utilizado los hongos para la produccion de
alimentos como setas (hongos comestibles), la produccién de saborizantes y
aromatizantes de los alimentos, obtencién de enzimas y metabolitos secundarios
con distintas propiedades medicinales y nutracéuticas. Uno de los hongos con
gran potencial biotecnolégico es Armillaria sp. este género es un tipo de hongo
gue crece en la madera caracterizandose por ser de pudricion blanca y produce
enzimas extracelulares, una de ellas son las lacasas las cuales, son de mucho
interés por sus uso biotecnolégico, como el blanqueamiento de textiles,
biorremediacion y en la industria alimenticia mejora la apariencia del color a
bebidas, ademas es comestible, crece en bosques caducifolios, coniferos y
mixtos, de climas templados. El objetivo del este trabajo de investigacion fue
determinar las caracteristicas morfoldégicas del micelio, velocidad de crecimiento
(VC), biomasa micelial y actividad enzimatica lacasas crecido en sustratos
biodegradables y cultivo liquido. La cepa de Armillaria sp. se creci6 en seis medios
con PDA y sutratos al (1%): Pronus persica (durazno), Rosa sp. (rosa), Junisperus
virginiana (pino), Quercus (encino), Cedrus deodara (cedro) y Sorghum (sorgo). El
micelio de Armillaria con durazno presentd color crema con densidad alta y en
cedro fue blanco con densidad media. La mayor produccion de biomasa fue en
medio PDA/R y PDA/C fue de 0.237 g/caja Petriy 0.211 g/caja Petri y la mayor VC
fue 0.021 mm/h (PDA/R) y 0.017 mm/h (PDA/D). En los sustratos al 100%
presentd micelio blanco, aéreo y algodonoso en sorgo, pero con densidad baja, en
cedro la densidad fue media, en Rosa sp. y durazno presentaron micelio crema
con densidad alta. En combinacion con paja de sorgo al 50%, las mejores
caracteristicas fueron con rosa, seguido de durazno presentando micelio crema,
aéreo, algodonoso con densidad alta. La VC sobre los seis sustratos al 100%, en
durazno que fue el sustrato mayor (0.02 mm/h), seguido de rosa (0.017 mm/h), y
en los sustratos en combinacion los mejores fueron rosa/sorgo (0.021 mm/h),
seguido de durazno/s (0.019 mm/h). En la actividad de lacasas extracelular de
Armillaria sp. crecida sobre diferentes sustratos al 100% hubo mayor actividad
sobre sorgo y rosa, de sorgo fue a pH de 3.5y 4.5 a los 30 dias con 9.33 U/g Xy
5.74 Ulg X, respectivamente y la actividad en rosa fue mayor a pH 4.5 (7.13 U/g
X), en cuanto a combinacién de los sustratos, la mayor actividad de lacasas fue en
rosa/sorgo a pH de 4.5 y 5.5 (8.59 U/g X y 10.18 U/g X, respectivamente). En
cultivo liquido. Se creci6 en dos medios, uno fue Unicamente caldo extracto de
malta (CEM) y el otro fue CEM con infusion de rosa (10 g/L). La produccion de
biomasa micelial en medio liquido extracto de malta, se obtuvo una biomasa
maxima (Xmax) de 4.92 g, y en extracto de malta con infusion de rosa, la Xmax



fue de 5.88 g, no fue posible determinar la fase estacionaria, ya que es un
organismo de lento crecimiento. La cuantificacion de la actividad de lacasas a
diferentes pH, presentd mayor actividad a pH de 3.5y 4.5 (92.29 U/L y 109.77 U/L
respectivamente), en presencia de infusion de rosa, se observa que no incremento
la actividad comparada con la que no tenia infusién, donde hubo mayor actividad a
pH de 3.5y 4.5 (99.70 U/g X y 92.59 U/g X). Las especies del género Armillaria
presentan baja actividad de lacasas comparada con otros hongos degradadores
de madera, sin embargo, son especies interesantes debido a la presencia de los
rizomorfos, que se ha reportado que la presencia de dichas estructuras esta
relacionada con la actividad de lacasas, dicho efecto se encontr6 en el trabajo, ya
que el durazno y rosa fue donde mas se observaron los rizomorfos y también hubo
mayor actividad de lacasa. Por lo que es importante seguir estudiando esta
especie de hongo.
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1. INTRODUCCION

Las enzimas tienen una enorme variedad de funciones dentro de la célula: degradan
azucares, sintetizan grasas y aminoacidos, copian fielmente la informacion genética,
participan en el reconocimiento y transmision de sefiales del exterior y se encargan de
degradar subproductos téxicos para la célula, entre muchas otras funciones vitales
(Ramirez y Ayala 2014). Los hongos emplean gran conjunto de enzimas, que son
liberadas al medio ambiente durante su crecimiento, tienen dos tipos de sistemas
enzimaticos de degradacion: intracelular, junto con la capa exterior de la envoltura celular,
y extracelular, importante para la degradacion de polisacaridos. Ademas, el sistema
enzimatico extracelular incluye dos tipos de enzimas: hidroliticas, responsables de la
degradacion de los polisacaridos; y oxidantes, que degradan la lignina y los anillos de
fenilo abiertos (Andlar et al., 2018). Entre las que se encuentran las enzimas lacasas, que
se ha empleado para la remocion de compuestos fendlicos en varios campos de la
biotecnologia: en la industria del papel, de textiles, tintes y de alimentos, existe una gran
cantidad de organismos (bacterias y hongos) con las enzimas hidroliticas necesarias para
degradar la celulosa y hemicelulosa, pero en la degradacion y mineralizacion de la lignina
el numero de organismos se limita Unicamente a los hongos de la pudricion blanca
(Saparrat et al., 2002).

Los hongos del género Armillaria pertenecen al grupo de basidiomicetes e incluyen mas
de 40 especies, se encuentran en bosques caducifolios, coniferos y mixtos de climas
templados, se pueden presentar como saprofitos en tocones, patdogeno infectando raices
de arboles o viviendo simbiéticamente en asociacion micorrizica (Ross-Davis et al.,
2012). Los cuerpos fructiferos se desarrollan con mayor frecuencia en los meses de julio
a noviembre y su distribucién en México es en los estados de Baja California, Chiapas,
Chihuahua, Durango, Estado de México, Guanajuato, Guerrero, Morelos, Jalisco,
Michoacan, Nuevo Leon, Oaxaca, Puebla, Querétaro, Veracruz y en las areas forestales
de la Ciudad de México (Valdés et al., 2004). Los hongos son un componente de gran
importancia en la biodiversidad, son esenciales para la sobrevivencia de otros
organismos, cruciales en los procesos ecoldgicos, dentro del desarrollo sustentable,
ademas, que muchas especies tienen gran importancia desde el punto de vista
biotecnolégico. Dentro de estas especies se encuentran algunas del género Armillaria,
algunas especies crecen y se consumen de manera tradicional en ciertas zonas de
México (Jiménez-Gonzalez et al., 2013). El estudio de Armillaria sp. es de gran
importancia, no solo para contribuir al incremento del conocimiento general sobre la
biologia, si no, para determinar la capacidad terapéutica, culinaria y enzimatica de dicho
hongo, ademas Armillaria ha sido descrita como una fuente importante de antioxidantes
naturales, esto lo convierte en un buen candidato para la industria alimentaria, ademas,
se ha reportado que presenta actividad antimicrobiana contra bacterias grampositivas
(Staphylococcus aureus, Bacillus cereus y Mycobacterium) y bacterias gram-negativas
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(Escherichia coli y Pseudomonas aeruginosa), actividad antifingica contra Aspergillus
fumigatus, Aspergillus versicolor, Trichoderma viride y Candida albicans, esta Ultima
levadura es de gran importancia farmacéutica (Kosti¢ et al., 2017). Hay reportes que
indican que Armillaria sp. es un organismo modelo por su habilidad de degradar
colorantes sintéticos, debido al sistema ligninolitico, ya que produce enzimas
extracelulares tales como manganeso peroxidasa, lignina peroxidasa y lacasas que son
capaces de degradar diferentes compuestos, por lo que es importante conocer la
capacidad de produccion de enzimas lacasas en condiciones de crecimiento, en este
trabajo se caracteriz6 la fase micelial de Armillaria sp. en agar dextrosa papa
suplementado con residuos de plantas deshidratadas, considerados como desechos de
jardineria y forestales como: Pronus persica (durazno), Rosa sp. (rosa), Junisperus
virginiana (pino), Quercus (encino), Cedrus deodara (cedro) y Sorghum (sorgo), de estos
mismos residuos se crecié al 100% y combinacion con (sorgo) para obtener
caracteristicas y actividad enzimética, ademés se realizo crecimiento en medio liquido,
caldo extracto de malta (CEM) y el otro fue CEM con infusion de rosa para determinar la
actividad enzimatica lacasas de Armillaria sp.



2. ANTECEDENTES

2.1 LACASAS

Las enzimas benzenodiol: dioxigeno oxidorreductasa (EC 1.10.3.2) contienen atomos de
cobre en su centro activo y catalizan la oxidacion de un amplio rango de compuestos
aromaticos en un proceso acoplado a la reduccién del oxigeno molecular a agua
(Solomon et al., 2008) y pertenecen al grupo de las oxidasas multicobre, donde también
se engloban ascorbato oxidasa y la ceruloplasmina.

2.2 MECANISMO DE LACASAS

Estas enzimas, como ya se ha mencionado, catalizan la reduccion del oxigeno molecular
a dos moléculas de agua, a través de un mecanismo de transferencia de cuatro
electrones acoplado a la oxidacion de un sustrato, y sin la formacion de intermediarios
toxicos. El mecanismo se inicia con el paso de la enzima a un estado completamente
reducido cuando recibe cuatro electrones del sustrato, reacciona con el oxigeno
suministrandole dos electrones y dando lugar al intermediario peroxido, en el que los dos
atomos de cobre T3 y el cobre T2, estan unidos a través de un grupo peroxido. En una
segunda transferencia de dos electrones el intermediario peroxido es reducido, dando
lugar al intermediario nativo. El intermediario nativo, que puede estar en forma oxo o
hidroxo, se reduce rapidamente en presencia del sustrato en la reaccion de catalisis. Por
el contrario, en ausencia del sustrato pasa lentamente al estado de reposo oxidado, en
el que uno de los atomos de oxigeno esta unido como grupo hidroxilo al cobre T2.
Finalmente, el estado de reposo puede ser también reducido por el sustrato para dejar a
la enzima completamente reducida (Solomon et al., 2001) (Figura 1). Las lacasas se
diferencian de otras polifenoloxidasas como las tirosinasas (EC 1.14.18.1) y el catecol
oxidasas (EC 1.10.3.1) en que no pueden oxidar tirosina y no son inhibidas por monoxido
de carbono.
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Figura 1. Mecanismo molecular de reduccion del oxigeno a agua catalizado por lacasas.
(Giardina et al., 2010).



Las lacasas estdn ampliamente distribuidas entre los organismos eucariotas y
procariotas, y se ha descrito su implicacién en numerosos procesos bhioldgicos, aunque
en muchos casos, sea dificil elucidar con exactitud la funcion que realizan. Aparte de
haberse detectado su existencia en plantas, insectos, hongos, bacterias y arqueas, cada
vez son mas los estudios que revelan la presencia de proteinas con actividad lacasa en
los metagenomas de diversos medios como son, la microbiota de rumen bovino (Beloqui
et al., 2006) o muestras de suelos de diversa procedencia (Kellner et al., 2008).

2.3 LACASAS FUNGICAS

La mayor parte de la informacion sobre las lacasas flngicas proviene de especies que
pertenecen principalmente a Basidiomycota y Ascomycota. Las lacasas fungicas estan
involucradas en la descomposicion de polimeros de lignocelulosa, defensa / proteccion,
virulencia, patogénesis, pigmentacion y procesos de esporulacion. La funcién principal
de lalacasa fungica es la biodegradacion de la lignocelulosa y, por lo tanto, la contribucion
al ciclo del carbono en la biosfera, (Thurston, 1994; Martinez et al., 2005; Ruiz-Duenas y
Martinez, 2009). El polimero de lignina es altamente resistente a la degradacion quimica
y biolégica, haciendo que la descomposicion de la madera sea un proceso lento y
biologicamente dificil. Se ha informado que las lacasas fungicas, especialmente las de
especies de podredumbre blanca, exhiben un alto potencial redox, lo que facilita la
abstraccion de electrones de sustratos, que también pueden actuar como mediadores
redox durante el ataque de lacasa sobre la lignina. Segun lo informado por (Munk et al.,
2015), la lacasa de hongos puede romper enlaces sin el uso de mediadores en
compuestos modelo de lignina fendlica. En el caso de las subunidades no fendlicas de
lignina, la division de enlaces covalentes por lacasa solo es posible mediante el uso de
mediadores (Munk et al., 2015) Ademas, la expresion del gen de lacasa puede ser
inducida por derivados de plantas naturales ejemplo: Acidos gélicos o ferulicos (Gianfreda
y Bollag,1999).

La descomposicion de materia organica es el paso clave en el reciclaje de nutrientes (es
decir, un proceso altamente complejo mediado por varios taxones fangicos con una
rapida sucesion de especies saprotréficas) (Voriskova y Baldria, 2013). Entre los
diferentes organismos equipados con enzimas extracelulares involucradas en este
proceso, Ascomycota y Basidiomycota son dominantes, pero también se observan otros
hongos, especialmente Zygomycota y Glomeromycota (Blackwood et al., 2007; Das,
2007; Barlocher y Boddy, 2016). Se detectaron genes de lacasa en hongos que degradan
materia organica y el nimero de genes de lacasa de basidiomiceto fue de 5 a 10 veces
mayor en los organismos que se encuentran en el suelo del bosque con alto contenido
de lignina que en un ambiente con bajo contenido de lignina (Mayer, 2006; Blackwood et
al., 2007). Curiosamente, a las especies de hongos acuaticos se reportaba que no
presentaban la capacidad de descomponer la lignina durante muchos afos. Sin embargo,
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los taxones que pertenecen principalmente a Ascomycota, Chytridiomycota y Oomycota
son los principales descomponedores de materia organica y también pueden producir
lacasa (Sole et al., 2008; Barlocher y Boddy, 2016). E encontraron dos fragmentos de
genes que codifican lacasa, en cultivos puros de Clavariopsis aquatica y se sugirié que
la lacasa es una enzima asociada a este tipo de células. Otros hongos pertenecientes a
los hifomicetos acuéaticos (Abdel-Raheem, 1997) y Ascomycota acuéticos,
como Phoma sp. y Coniothyrium, también poseen actividad lacasa (Junghanns et al.,
2008).

En la naturaleza, el otro depdsito importante de carbono son las sustancias humicas (HS),
gue son materiales organicos de color oscuro formados durante la transformacién
guimica y biolégica de principalmente residuos vegetales, pero también desechos
animales y humanos (Shevchenko y Bailey, 1996; Hofrichter y Fritsche, 1996). Los
principales componentes basicos del HS son los fenoles, las quinonas, los carbohidratos,
asi como los compuestos de mayor masa molecular, como las ligninas, los polisacaridos,
las melaninas y las cutinas. Los microorganismos, especialmente los hongos que
producen enzimas oxidantes juegan un papel clave en la formacion, degradacion,
transformacion y finalmente mineralizacion del HS (Grinhut y Hadar, 2007). Chefetz y
Hadar (1998) confirmaron que la lacasa de Chaetomium thermophilum desempefia un
papel importante en el proceso de humificacion al formar polimeros solubles en agua que
contienen acidos hidrofobos. Por el contrario, la degradacion y la transformacion de HS
son catalizadas principalmente por las enzimas de Basidiomycota. La via de
transformacion (humificacion frente a degradacion de HS) depende de la disponibilidad
del sustrato y de las condiciones de reaccion como el valor del pH, la humedad y la
presencia de co-sustratos (Grinhut et al., 2007). Dado que el pH juega un papel critico, el
compromiso de diferentes isoenzimas de lacasa puede ser importante para mejorar la
eficiencia de la degradacion/transformacion de HS (Feng et al., 2015), sugiridé una
correlacion entre la abundancia y diversidad de la actividad lacasa de hongos y bacterias
en el suelo subtropical cultivable, y la actividad lacasa fue principalmente de origen
bacteriano.

La secrecion de lacasa se considera una de las respuestas fungicas basicas a la
presencia de condiciones antagdnicas: otros microorganismos, xenobidticos, metales,
toxinas y compuestos bioldgicamente activos. Las lacasas fungicas oxidan no solo
compuestos fendlicos sino también sustratos no fenolicos, como aminas aromaticas,
hidrocarburos aromaticos policiclicos, colorantes sintéticos, antibiéticos y otros sustratos
de lacasa no evidentes (Polak, 2012). De esta manera, la lacasa es una "herramienta"
enzimatica muy util para la eliminacion de toxinas naturales o sintéticas que se producen
en el medio ambiente y, por lo tanto, participa en la defensa activa fangica. La induccién
de la secrecion de lacasa por cultivos de Agaricus bisporus, Pleurotus ostreatus y
Lentinula edodes como respuesta a la presencia de Trichoderma sp. fue demostrado
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(Saboya y Mata, 1999; Veldzquez-Cedefio et al., 2007; Flores et al., 2009). Segun lo
descrito por (Sjaarda et al., 2015) la expresion de los genes de la lacasa de Agaricus
bisporus también es inducida por la presencia de un extracto toxico de Trichoderma
aggressivum en el medio, y la resistencia se correlaciona con la actividad de la lacasa.
Curiosamente, la secrecion de lacasa de Trichoderma viride aumenta en presencia de
células de Bacillus sp. y Aspergillus ochraceus. Lakshmanan y Sadasivan (2016)
informaron recientemente que la inhibicion de la lacasa de T. viride provoca la
incapacidad de este hongo para competir con microorganismos antagonistas.

Se ha reportado que en Daldinia concentrica y Lentinus edodes, la actividad de lacasa
esta asociada con la formacion de pigmento en estructuras que son mas rigidas que un
simple agregado micelial. En Armillaria mellea la funcion biolégica es en la formacion de
rizomorfos (formaciones de micelios en un gran numero de hifas fuertemente
comprimidas) es un cambio de desarrollo diferente que esta asociado con sintesis de
lacasa (Worrall et al., 1986). Es posible que también, lacasa sea responsable de hacer
un pegamento polifendlico que pega las hifas para que se mantengan juntas. Esta idea
debe ser tratada con cierta cautela, sin embargo, en cultivos liquidos de laboratorio de
Armillaria mellea, la actividad de lacasa se acumula en el medio en forma coordinada con
la aparicion de la formacién rizomorfa, la manipulacion del pH en medio puede alterar
sustancialmente la cantidad de actividad de lacasa que se acumula, sin que se tenga
algun efecto significativo sobre la masa de rizomorfo formado (Rehman y Thurston, 1992).

2.3.1 PRODUCCION DE LACASAS

Las enzimas se pueden producir en cultivo solido y en sumergidos, se pueden inducir
mediante la adicion de compuestos aromaticos como la xilidina y el acido ferdlico
(Bourbonnais y Paice, 1992). Las lacasas tienen la capacidad de reducir el oxigeno
molecular a dos moléculas de agua simultdneamente, trabajan en la oxidacion de un
electron de muchos sustratos aromaticos (Thurston, 1994). El rango de sustratos
oxidables es amplio, e incluye polifenoles, monofenotes metoxi sustituidos, aminas y
otros compuestos aromaticos facilmente oxidables. Generalmente las lacasas son mas
estables en pH alcalinos que en pH acidos, lo cual se debe probablemente a la inhibicion
del grupo hidréxido sobre el proceso de auto-oxidacion (Gianfreda et al., 1999). Las
lacasas conservan su actividad en un rango de pH de 3 a 10 y en un rango de temperatura
de 5 a 55 °C. Estas enzimas las encontraron en hongos en el afio 1896, a partir de
entonces se ha incrementado el interés y el conocimiento de estas enzimas,
descubriendo mas aplicaciones y usos (Desai y Nityanand, 2011). Las enzimas lacasas
se ha reportado en Ascomicetos y Basidiomicetos (Tabla 1) y que son las encargadas de
la degradacion de la lignina y, por lo que, son abundantes en hongos de pudricion blanca
(descomponen la madera) y son secretadas en mdultiples isoformas dependiendo de la
especie del hongo y las condiciones de desarrollo (Giardina et al., 1999). Las lacasas
fungicas no tienen un sustrato especifico, por lo que pueden transformar y algunas veces
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mineralizar por completo gran variedad de contaminantes ambientales (Wikolazka et al.,

2002).

Tabla 1. Caracteristicas de las lacasas de hongos

Peso
. Punto pH Temperatura .
Especie molecular . . . Referencia
isoelectrico DMP optima °C
(kDa)
Agaricus blazei 66 4.0 5.5 Ullrich et al. (2005)
Armillaria mellea 59 4.1 35 Rehman y
Thurston (1992)
Botrytis cinerea 74 4.0 3.5 57 Slomczynski et al.
(1995)
Ceriporiopsis 71 3.4 3.0 Fukushima 'y Kirk
subvermispora (1995)
Coniothyrium 74 4.0 35 60 Dahiya et al
minitans (1998)
Coprinus friesii 60 35 8.0 41 Heinzkill et al.
(1998)
Coriolopsis rigida 66 3.9 3.0 Saparrat et al.
(2002)
Daedalea quercina 69 3.0 4.0 55 Baldrian (2004)
Dichomitus 66 3.5 3.0 Perie et al. (1998)
squalens cl
Gaeumannomyces 190 5.6 4.5 Edens et al. (1999)
graminis
Lentinula edodes 72 3.0 4.0 40 Nagai et al. (2002)
Lccl
Mauginiella sp. 63 4.8-6.4 3.5 Palonen et al.
(2003)
Physisporinus 66 3.3 3.0 Hakala et al
rivulosus Lacc 1 (2005)
Physisporinus 67 3.3 3.0 Hakala et al
rivulosus Lacc 2 (2005)
Pleurotus ostreatus 61 6.7 3.0-5.0 45-65 Palmieri et al,
POXA1w (1997)
Pleurotus ostreatus 67 4.0 6.5 25-35 Palmieri et al
POXA2 (1997)
Pleurotus ostreatus 83-85 4.1 55 35 Palmieri et al
POXA3a (2003)
Pleurotus ostreatus 83-85 4.3 55 35 Palmieri et al.
POXA3b (2003)
Pleurotus ostreatus 59 2.9 3.0-5.0 50-60 Palmieri et al.
POXC (2003)
Rigidoporus 55 3.7 6.2 Bonomo et al
lignosus B (1998)




Rigidoporus 60 3.1 6.2 Bonomo et al.
lignosus S (1998)
Trametes  gallica 60 3.1 3.0 70 Dong y Zhang
Trametes  gallica 60 3.0 3.0 70 Dong y Zhang
Lac Il (2004)
Trametes 68 35 55 Rogalski et al.
versicolor (1990); Hofer 'y
Schlosser (1999)
Volvariella 58 3.7 4.6 45 Chen et al. (2004)
volvacea

En los basidiomicetos, las lacasas extracelulares son producidas de forma constitutiva en
pequefas cantidades. Sin embargo, su produccion puede ser estimulada mediante la
adicion de una serie de compuestos, todos ellos denominados inductores, principalmente
compuestos aromaticos o fenolicos, relacionados a la lignina o sus derivados; esto da
como resultado la biosintesis de nuevas formas extracelulares. Asi mismo, la
concentracion de tales compuestos en el medio de cultivo influye en la produccion de
lacasa. Sin embargo, el efecto de estos inductores depende de la especie de hongo a
estudiar. Cada hongo presenta una respuesta diferente para el mismo compuesto y
misma concentracion. Las lacasas de origen fungico han sido ampliamente estudiadas y
en la actualidad tienen usos biotecnolégicos (Kiiskinen et al., 2004). Entre las aplicaciones
potenciales de las lacasas se encuentran: deslignificacion de biomasa lignocelulésica
(Rodriguez et al., 2003); bioblanqueamiento de pulpa de papel (Ibarra et al., 2006);
tratamiento de aguas residuales industriales (Berrio et al., 2007); modificacion enzimatica
de fibras y blanqueamiento de textiles (Kunamneni et al., 2008); destoxificacion de
contaminantes y biorremediacion (Alcalde et al., 2002). En la industria alimenticia, la
lacasa se puede aplicar a ciertos procesos en los cuales, se mejora o modifica la
apariencia del color de los alimentos o bebidas eliminando los fenoles indeseables,
responsables del oscurecimiento y formacion de turbidez en zumos de frutas claros,
cervezas y vinos (Lépez, 2005). Muy recientemente las lacasas se estan utilizando en
area de la salud, contra el cancer, especificamente en contra de la linea celular MCF-7
(cancer de mama), la hep-G2 (carcinoma hepatocelular), pero se ha probado en otras
lineas de cancer, reportan que la lacasa actia sobre tumores dependientes de hormonas
y no presenta efecto sobre la viabilidad de las células no cancerosas (fibroblastos) (Guest
y Rashid, 2016). Por lo que es de gran importancia seguir en busqueda de organismo
productores de dichas enzimas debido a su amplia gama de usos en la biotecnologia.

Dentro de las funciones biolégicas de las lacasas en los organismos que se presentan,
es en la defensa contra el estrés por medio de la formacion de polimeros pigmentados
(derivados de melanina) (Henson et al., 1999), en la interaccion entre el patégeno vy el




huésped, el proceso de la morfogénesis y en el proceso de pigmentacion de esporas de
hongos (Camaréo, 2010).

Los hongos presentan la capacidad de sintetizar isoformas (isoenzimas) de la lacasa. El
numero de isoformas varia entre las especies y aun dentro de la misma especie,
dependiendo de las condiciones de cultivo empleadas. Las isoformas pueden variar
significativamente en sus propiedades, punto isoeléctrico, pH, especificidad de substrato,
estabilidad, etc. (Manssur et al., 2003). Asi mismo, se ha visto que estas isoenzimas
pueden tener diversos papeles en la fisiologia del microorganismo, sometidos a
diferentes condiciones de cultivo y la produccion de isoenzimas. Los analisis filogenéticos
y genéticos han demostrado que las isoenzimas pueden ser expresadas por el mismo
gen o en diferentes genes dentro del genoma (Bertrand et al., 2013). Hay numerosos
estudios sobre la regulacion de la expresion de los genes de las lacasas con objeto de
incrementar la productividad de las lacasas nativas y también para descubrir el papel
fisiologico de las diferentes isoformas producidas por el mismo organismo. La sintesis y
secrecion de lacasas estan muy influenciadas por los niveles de nutrientes, etapa del
desarrollo asi como por la adicion de una amplia variedad de inductores al medio de
cultivo que varian entre las diferentes especies de hongos y las diferentes isoformas de
una misma cepa. La transcripcion de genes de lacasas esta con frecuencia regulada por
iones metales (Collins y Dobson, 1997), compuestos aromaticos relacionados con la
lignina o con derivados de la lignina (Terrdn et al., 2004) y con los niveles de nutrientes
(Soden y Dobson, 2001).

2.4 HONGOS COMESTIBLES

Los hongos son organismos eucariontes, carecen de clorofila y son portadores de
esporas, por lo que son heterotrofos debido a que no son capaces de sintetizar sus
propios alimentos, los obtienen infectando las células vivas de las plantas y animales
(parasitos) o por degradacion de materia organica en descomposicion (saprofitos); sus
células se organizan formando numerosos filamentos, denominados hifas, cuyo conjunto
forma el micelio (Cervantes y Hernandez, 2006), estos filamentos comienzan a crecer y
a extender por el sitio periférico del hongo, por ejemplo unas veces bajo la superficie del
suelo y otras bajo la corteza de los arboles débiles.

Los hongos comestibles silvestres son considerados un recurso forestal no maderable ya
gue contribuyen a la conservacion de bosques, y forman parte de la estructura y
funcionamiento de estos, estando entonces vinculados a la prestacion de servicios
forestales, tales como: recreacion, captura de agua y carbono, conservacion de la
biodiversidad y ecoturismo (Pilz y Molina, 2002). Se ha estimado a nivel mundial 1,5
millones de especies de hongos (Chang y Miles, 2004), son aproximadamente 10,000
especies que forman cuerpo fructifero y sélo 2,000 son consideradas comestibles
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(pertenecientes a 31 géneros), de los cuales, aproximadamente 100 especies se cultivan
experimentalmente, 50 poseen valor economico y 30 son comercialmente cultivadas
(Kues y Liu, 2000; Chang y Miles, 2004), Chang y Miles (2004) indican que seis especies
se cultivan a nivel industrial y Martinez-Carrera et al. (2006) reportan que 10 especies a
nivel nacional.

En México existe una alta diversidad de especies fungicas debido a que el pais se ubica
entre dos importantes regiones biogeogréficas: el Neotropico y Neartico. En el territorio
mexicano existen bosques templados de gimnospermas y angiospermas, los cuales
favorecen el desarrollo de alrededor de 200,000 especies de hongos (Guzman, 2008a).
Se ha estimado que en México existen mas de 300 especies de hongos silvestres
comestibles (Boa, 2004). Los hongos han sido utilizados como alimento y medicina
tradicional desde épocas prehispanicas e incorporadas en la dieta de diversos grupos
étnicos (Guzman, 2008b). Los hongos comestibles poseen alto contenido de proteinas,
carbohidratos, vitaminas y son bajos en grasas (Colak et al., 2009). El interés en los
hongos comestibles ha crecido significadamente debido a que han demostrado
propiedades nutrimentales y medicinales que han sido utilizadas en tratamientos
terapéuticos. En México se conocen alrededor de 70 especies de hongos que han sido
utilizadas en practicas de medicina tradicional en el tratamiento de aproximadamente 40
tipos de problemas de salud humana (Guzman, 2008a).

Algunas especies son susceptibles a cultivo, en diferentes sistemas (sélido y liquido), por
lo que es importante investigar el potencial de cultivo de los hongos silvestres, que,
ademas, en algunos casos, esta limitado por el escaso conocimiento de su ciclo de vida
e interrelaciones ecoldgicas (Savoie y Largeteau, 2011). Son de gran importancia los
estudios ecoldgicos y biotecnolégicos de este importante recurso, a pesar de su gran
relevancia, aln se encuentran en etapas muy tempranas y la informacién se encuentra
dispersa. El proceso de estandarizacion el proceso de cultivo y produccion de moléculas
de importancia biotecnoldgica contribuiria a valorar la diversidad de este recurso, dar
impulso a un modelo productivo que favorezca el equilibrio entre conservacion y
desarrollo, asi como la creacion de nuevas alternativas productivas que sean
competitivas y sostenibles en un esquema de mercado global.

2.5 CARACTERISTICAS DE Armillaria mella (Vahl:Fr.)

La presencia de Armillaria mellea en vifiedos se conoce desde hace tiempo, en Europa,
la primera referencia se atribuye a Millardet quien, ya en 1880, localiza el hongo en
diversos paises entre los que incluye a Espafia (Raabe, 1962). Sin embargo, hasta hace
poco tiempo no existian datos sobre su incidencia e importancia en ese pais. Fue
significativo el aumento de diagndstico sobre Armillaria, en el aumento que se observo
en el periodo de 1987 a 1991. Afio en que un 20% de las muestras de vifiedos analizadas
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presentaron a este hongo. Aguina et al. (2015) identificaron especies del género
Armillaria a partir de raices en vifiedos al noroeste de Espafia, tres especies: A. mellea,
Armillaria gallica y Armillaria. cepistipes fueron identificadas mediante andlisis molecular
del &cido desoxirribonucleico (ADN) aislado de los basidiocarpos, el micelio presenté un
tono rojizo intenso y rizomorfos poco abundantes, cilindricos, que se corresponden con
caracteristicas de A. gallica, las demas colonias presentaron caracteristicas tipicas de A.
mellea: algodonosas, rizomorfos abundantes, planos, de color blanco, que presentaban
ramificacion dicotdmica. Mostrando que A. mellea se detect6 en casi el 50% de los suelos
de vifiedo. El nombre significa en latin: Armillaria: con brazalete; alude a la forma del
anillo rodeando el pié, mellea: color de miel; por su color parecido al de la miel.

Caracteristicas macroscoépicas:

Pileo de 29-87 mm de diametro, de hemisférico a convexo, finalmente deprimido o
umbonado, margen algo estriado por transparencia. Cuticula marrén amarillenta, color de
miel, cubierta de pequefias escamas marrones mas oscuras, mas concentradas en el
centro, evanescentes. Laminas subdecurrentes, blanquecinas a ocraceas. Estipite de 76-
127 x 14-22 mm, cilindrico, sinuoso, de color blanquecino a marron rojizo, con anillo
membranoso, persistente (Vahl y Fuhr, 1871) Olor herbaceo (Figura 2).

Figura 2. Cuerpo fructifero de Armillaria sp. Foto: Ma. De Lourdes Acosta-Urdapilleta.

Caracteristicas microscopicas:

Basidios cilindricos a claviformes, tetrasporicos, sin fibula basal, de (32,9-)36,2-45,8(-
51,4) x (8,3-)8,5-10,1(-11,0) um; N = 22; Me = 41,3 x 9,3 um. Basidiosporas polimorfas,
de globosas a cilindricas, predominando elipsoidales, lisas, hialinas, gutuladas,
apiculadas, de (5,4-)7,2-10,5(-12,8) x (3, 8-)4,8-6,9(-7,9) um; Q = (1,0-)1,2-1,8(-2,1); N =
61; Me = 8,8 x 5,9 um; Qe = 1,5. Cistidios polimorfos, con apices digitados o coraliformes,
de (20,7-)23,5-48,4(-63,8) x (5,1-)6,0-10,6(-18,8) um; N = 29; Me = 34,4 x 8,3 um.
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Pileipellis en paralelo, con terminaciones hifales erectas, con incrustaciones, sin fibulas
(Vahl y Fuhr, 1871). Esporas anchamente elipticas, lisas de 7-9 x 5-6 micras, de pared
gruesa, esporada blanca.

2.5.17TAXONOMIA DEL GENERO Armillaria
Reino. Fungi
Division Basidiomycota
Subdivision. Basidiomycotina
Clase. Homobasidiomycetes
Subclase. Agaricomycetideae
Orden. Agaricales
Familia Tricholomataceae
Género Armillaria
(Indexfongorum, 2020)

2.5.2 IMPORTANCIA BIOTECNOLOGICA DE Armillaria mellea

Los hongos poseen interesantes propiedades como alimento, medicina y han fascinado
al hombre y despertado su curiosidad desde tiempos remotos. Las biotecnologias que
emplean hongos incluyen la produccion de alimentos como setas, hongos comestibles,
la produccion de saborizantes y aromatizantes de los alimentos y la obtencién de
productos bioquimicos con distintas propiedades medicinales y nutracéuticas.

Un hongo con gran potencial biotecnologica y que es posible cultivar en condiciones in
vitro, es A. mellea conocido como hongo miel, se ha utilizado como alimento y medicina.
Se han investigado las propiedades que tienen como son los antioxidantes que posee la
capacidad de eliminacion de radicales libres, ademas de que tiene potencial
antihiperglucemico, por lo tanto es un candidato para el desarrollo de suplementos
dietéticos y productos farmacéuticos debido a la cantidad de metabolitos que produce
(Zavaistin et al., 2015), la composicion quimica y los componentes quimicos bioactivos,
pueden ser diferentes debido a las condiciones de cultivo (composicién, pH, temperatura,
etc.) (Zhang et al., 2015). El cuerpo fructifero de A. mellea posee proteinas-polisacéarido
(Kim et al., 1983) que se ha reportado que se han utilizado para el dolor de cabeza, la
neurastenia (trastorno neurdtico caracterizado por un cansancio inexplicable que aparece
después de realizar un esfuerzo mental o fisico), en el insomnio, la acroestesia
(sensibilidad y dolor de las extremidades), la hipertension, la epilepsia y la nictalopia
(dificultad visual en condiciones de poca luz). En China el hongo A. mella tiene una fuerte
relacion simbidtica con Gastrodia elata (orquidea) y es utilizada como medicina
tradicional, pero es de crecimiento lento y costoso, en estudios realizados muestran que
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las actividades biolégicas y las aplicaciones clinicas de los productos de cultivo
sumergido de A. mella son similares a las de G. elata (Beijing, 1995).

El hongo A. mellea presenta carbohidratos abundantes con 81.25%, cenizas (8.84 %),
grasas (1.97 %) y proteinas (1.81 %). Con un valor energético de 374.52 kcal por 100 g
de peso corporal, representa un muy buen alimento bajo en grasa que podria utilizarse
de manera regular. EI manitol fue el azicar mas abundante (5.92%) comparado con la
trehalosa (1.72%). Con respecto a los &cidos organicos, contiene acido malico (5.64%),
citrico, fumarico y oxalico tiene cantidades bajas (0.57%, 0.52% vy 0.03%,
respectivamente). Estos resultados son importantes ya que los acidos organicos
presentes en los hongos estan involucrados en la reduccion del estrés oxidativo. Contiene
25 acidos grasos, tanto saturados como insaturados, con la prevalencia de acidos
linoleico (63.80%), oleico (15.47%) y palmitico (12.63%). Se ha encontrado que los acidos
poliinsaturados, que se consideran beneficiosos para la salud humana, son
predominantes en A. mellea, seguido de &cidos grasos saturados y acidos grasos
monoinsaturados. Informes anteriores sobre la composicion de acidos grasos de A.
mellea revelaron la presencia de 17 de estos acidos grasos (Kosti¢ et al., 2017).

Algunos de los hongos comestibles, son Optimos a establecer su cultivo solido en
sustratos biodegradables, debido a que son saprobios, lo que permite que se pueda
utilizar residuos de diferente naturaleza (forestales, agroindustriales, jardineria, etc.) para
Su crecimiento, ya que, dichos organismos tienen la capacidad de produccion enzimatica
gue le permite realizar el rompimiento de moléculas complejas y que el hongo absorba
los nutrientes requeridos para su crecimiento, fructificacion y produccion de metabolitos
(Orenzas y Navarro, 1976). En China la utilizacion de cuerpos fructiferos esta
restringidas, porque la fuente de obtencidn es a partir de especimenes silvestres y aun
gue se esta trabajando en establecer el proceso de cultivo. En los paises asiaticos como
China y Japoén, las investigaciones relacionadas con A. mellea se centra en produccion
artificial de cuerpos fructiferos para utilizaros como hongos medicinales (Li et al., 1993).
Kim et al. (1992) informaron que el cuerpo de fructifero se desarroll6 sobre aserrin de
Quercus spp., Shim et al. (2006) indujeron la formacion de primordios de A. mellea (IUM
949) mediante una camara de crecimiento bajo la iluminacién (350 lux) por 12 h, humedad
relativa de 85% y 25°C, utilizando aserrin como sustrato, los primordios se formaron 10
dias después de completarse la colonizacion y los cuerpos fructiferos se produjeron 7
dias después de que se formaron los primordios.

Por lo que, los hongos comestibles constituyen una importante fuente de alimento, y
algunos paises los consideran una alternativa novedosa para la obtencién de alimentos
de bajo costo. Garibay-Origel y Ruan-Soto (2014) reportan que desde 1980 a la fecha se
ha reportado el consumo tradicional alimenticio de 371 taxa de hongos, siendo México el
segundo pais con mayor riqueza de hongos comestibles, ya que China ocupa el primer
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lugar. Los hongos comestibles estan incluidos en 99 géneros, dentro de estos esta el
género Armillaria (Tabla 2).

Tabla 2. Especies de Armillaria reportadas como comestibles en México

Nombre cientifico Habito Referencias
Armillaria gemina saprobio Aguilar Cruz. Y. y Villegas M. 2010
Armillaria mellea saprobio Burrola-Aguilar et al,, 2012
Armillaria obscura saprobio Alavez-Vargas, 2006
Armillaria tabescens  saprobio Alvarado-Rodriguez, 2010

Los hongos que se cultivan sobre desechos lignocelulésicos debido a que presentan un
sistema enzimatico que le permite degradar ese tipo de sustratos, consta de varias
enzimas. Pero de las que han tenido mayor importancia son las lacasas. El proceso
enzimatico de las lacasas es posiblemente uno de los mas estudiados. Las enzimas
lacasas estan dentro del grupo polifenol oxidasas (PPO), cataliza la oxidacion de fenoles
a quinonas usando oxigeno molecular como un receptor de electrones terminal (Sharma
y Kuhad, 2009). Son oxidasas esenciales en los sistemas biolégicos, donde estan
involucrados en mecanismos de defensa, procesos biosintéticos, polimerizacion y
desintoxicacion de compuestos fendlicos de plantas (Mayer, 2006). Se cree que el papel
catabdlico de las lacasas fungicas consiste en la degradacion de polimeros naturales
como la lignina, muy probablemente en sinergia con otras enzimas lignoliticas (Lundell et
al., 2010), que se clasifican en dos grupos: hemo peroxidasas (POD) y enzimas auxiliares
gue degradan la lignina (LDA). Las hemo peroxidasas comprenden lignina peroxidasa
(EC 1.11.1.14), manganeso peroxidasa (EC 1.11.1.13), versatil peroxidasa (EC
1.11.1.16) y peroxidasa decolorante de colorantes (EC 1.11.1.19). A su vez, las enzimas
accesorias implicadas en la degradacion de la lignina incluyen aril-alcohol oxidasa (EC
1.1.3.7), glioxal oxidasa (EC 1.2.3.5), piranosa 2-oxidasa (EC 1.1.3.10), glucosa
deshidrogenasa (EC 1.1.99.10), celobiosa deshidrogenasa (EC 1.1.99.18) vy
haloperoxidasas de hemo-tiolato (Janusz et al., 2017). Todas estas oxidasas reducen el
oxigeno a H>O- requerida por las peroxidasas, acoplando eficazmente polisacarido y el
anabolismo lignina. Las deshidrogenasas de celobiosa (EC 1.1.99.18) mejoran este
vinculo mediante la reduccion de radicales fenoxi, cationes de metales de transicion (p.
ej., Felll, Cull y Mnlll) o quinonas que utilizan electrones de la oxidacién de celobiosa a
celobionolactona, un proceso que también contribuye a la disponibilidad de mediadores
redox para lacasas (Sinsabaugh, 2010).
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3. JUSTIFICACION

Las enzimas de los hongos degradadores de madera tiene gran importancia
biotecnoldgica debido a que se pueden aplicar en diferentes areas de salud, alimentos,
biorremediacion, etc. por lo que se sigue en la busqueda de fuente de obtencion de
enzimas lacasas. Los hongos son una fuente importante de obtencién de enzimas y
metabolitos secundarios, muchas especies de hongos de importancia biotecnolégica son
susceptibles a cultivo, por lo que se podria estandarizar el proceso de produccion y
obtencion de enzimas y metabolitos secundarios utilizando desechos forestales y de
jardineria. Por lo que, en este trabajo se caracteriz6 el crecimiento in vitro de Armillaria
sp. sobre diferentes sustratos, para determinar sobre que sustratos presenta mejores
caracteristicas miceliales y actividad de enzimas lacasas.

4. PREGUNTA DE INVESTIGACION

¢, Cudl sera la produccion de enzimas lacasas de Armillaria sp. crecido en diferentes
sustratos lignocelulosicos?

5. OBJETIVOS

General:
Evaluar el crecimiento y la produccion de enzimas lacasas de Armillaria sp.

Particulares:

e Caracterizar la fase micelial de Armillaria sp. crecido en agar dextrosa papa en caja
de Petri.

e Caracterizar la fase micelial de Armillaria sp. crecido sobre sustratos
lignoceluldsicos en caja Petri.

e Evaluar la actividad de lacasas de Armillaria sp. crecido en cultivo sélido y liquido.
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6. MATERIALES Y METODOS

En la figura 3 se muestra el diagrama de la estrategia experimental de este trabajo de

investigacion.

Crecimiento en agar y
1% de sustratos:
PDA/P, PDA/R, PDA/J,

PDA/Q, PDA/C, PDAIS.

Biomasa

Armillaria sp.

Activacion de la
cepa

Cultivo solido:
Pronus persica, Rosa sp.,
Junisperus virginiana,
Quercus, Cedrus deodara
y Sorghum

Caracteristicas morfologicas:
textura, color, densidad, tipo de

micelio velocidad de crecimiento.

Figura 3. Diagrama general del proyecto.

Cultivo liquido

Actividad
enzimatica lacasas
diferentes pH
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6.1 MATERIAL BIOLOGICO

Se utiliz6 una cepa de Armillaria sp. que pertenece al cepario del Laboratorio de Micologia
del Centro de Investigaciones Bioldgicas (CIB) de la Universidad Autbnoma del estado
de Morelos. Armillaria se recolecté en San Miguel Guerrero (junio 2017), ubicado en el
municipio de Taxco de Alarcén, altitud 2358 msnm.

6.2 MEDIOS DE CULTIVO E INOCULACION EN CAJA PETRI

La cepa se mantuvo en medio Agar dextrosa papa (PDA) y se resembré cada mes. Se
prepar6 PDA adicionando residuos de plantas deshidratadas al 1%: Pronus persica
(durazno; PDA/P), Rosa sp. (rosa; PDA/R), Junisperus virginiana (pino; PDA/J), Quercus
(encino; PDA/Q), Cedrus deodara (cedro; PDA/C) y Sorghum (sorgo; PDA/S). Se
esterilizaron (120°C/15 min). Se inocul6 con un fragmento de micelio de 4 mm de diametro
de la cepa de Armillaria sp.

6.2.1 CARACTERISTICAS MORFOLOGICAS DEL MICELIO

La caracterizacion morfolégica de la cepa se realizo a los 30 dias considerando la textura,
color, densidad, tipo de micelio durante su desarrollo micelial en seis sustratos: Pronus
persica, Rosa sp., Junisperus virginiana, Quercus, Cedrus deodara y Sorghum (Stamets,
1993).

6.2.2 VELOCIDAD DE CRECIMIENTO

El crecimiento micelial de cada caja fue observado y monitoreado cada 48 h. Para
determinar la velocidad de crecimiento (mm/h) en los seis medios de cultivo, se hicieron
cinco réplicas en cajas Petri y se mantuvieron en la oscuridad a 25°C. La velocidad de
crecimiento micelial se determind midiendo los milimetros avanzados cada 48 h a partir
del in6culo de 4 mm de diametro colocado en la parte central de la caja Petri (Sanchez,
2001).

6.2.3 BIOMASA MICELIAL

Para estimar la produccion de biomasa micelial de Armillaria sp. se hizo en g/caja Petri y
se determind por peso seco; el agar con micelio se calenté en horno de microondas, entre
1y 1.5 minutos, la biomasa se separ6 del medio fundido, por filtracién y se sec6 hasta
peso constante a 50 °C (Sanchez y Viniegra-Gonzéalez, 1996).

6.3 CRECIMIENTO EN CULTIVO SOLIDO

6.3.1 PREPARACION DE SUSTRATOS

Cada sustrato se deshidraté y fragmentd para utilizarlos (2-3 cm). Cada uno de los
sustratos se hidrato en agua caliente durante 20 min, después, se les quito el exceso de
agua y posteriormente se colocaron en cajas Petri, se esterilizd durante 2 h. Se realiz6 el
proceso utilizando los sustratos al 100% y combinados con paja de sorgo al (50%).
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6.3.2 INOCULACION EN SUSTRATOS

Los sustratos previamente esterilizados, se inocularon utilizando un horadador de 9 mm
de diametro y con la ayuda de una aguja se colocé el corte de micelio de Armillaria sp.
Se colocé el in6culo en el centro de la caja Petri y se incubd 25°C en obscuridad. Se
determinaron las caracteristicas del micelio (apartado 6.2.1) y la velocidad de crecimiento
(apartado 6.2.2).

6.4 CRECIMIENTO EN CULTIVO LIQUIDO

Se crecié en dos medios, uno fue Unicamente caldo extracto de malta (CEM) y el otro fue
CEM con infusion de rosa (10 g/L). Se utilizaron matraces de 125 ml se afiadié 50 ml de
medio de cultivo y se esterilizaron. Posteriormente se in6culo con tres fragmentos de
micelio y se incubaron a 25°C, 120 rpm y en oscuridad, se tomaron muestras cada cinco
dias, hasta los 30 dias de crecimiento. Se obtuvo el caldo de cultivo por filtracién y se
congelaron hasta su uso para determinar la actividad de lacasas (apartado 6.5).

6.5 DETERMINACION IN VITRO DE LACASA DE Armillaria sp.

Se utilizaron las condiciones descritas en los apartados 6.2 y 6.3, hasta que la invasion
fue total, se agregd 25 mL de agua destilada por cada gramo de biomasa seca y
agitdandose con movimientos circulares, posteriormente se mantuvo en refrigeracion (6°C)
por 16-18 h. Una vez pasado el tiempo se filtr6 con gaza y papel filtro siendo almacenado
en Eppendorf para ser congelado a -20 °C. Para determinar la actividad de lacasas se
utilizo 2,6-dimetoxifenol (DMP) disuelto en buffer 0.1 M, esta solucion se deposito en
tubos de ensayo junto con el extracto y se calenté a bafio Maria 40 °C y se analiz6 en
espectrofotometro calibrado a 468 nm obteniendo la absorbancia. Se analizé la actividad
a diferentes pH (pH2.5, pH3.5, pH4.5 y pH5.5) (Téllez-Téllez et al., 2008).
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7. RESULTADOS Y DISCUSION

7.1 CARACTERISTICAS MORFOLOGICAS, BIOMASA vy VELOCIDAD DE

CRECIMIENTO MICELIAL EN CAJA PETRI
En la tabla 3 se muestran las caracteristicas morfolégicas que presenté Armilaria sp. en

general presentaron textura algodonosa, alta densidad, color blanco/crema, el mejor

medio para tener por la densidad micelial fue al que se le agreg6 residuos de rosa, que
visualmente se vio diferencia con los otros medios, ademéas habia mayor presencia de

rizomorfos.

Tabla 3. Caracteristicas morfoldgicas del micelio de Armillaria sp.

Medio Tlpo Qe Color Textura D
micelio
PDA/Sorghum Aéreo B/C Algodonosa  Alta
(Sorgo)
PDA/Rosa sp. . S
sP Aéreo B/C Algodonosa  Alta £ < g s
(rosa) ‘ ;
4
PDA/P i
ronus persica Aéreo C Algodonosa  Alta
(Durazno)

PDA/ Cedrus

deodara Aéreo B Algodonosa
(Cedro)
PDA/
Qgercus Aéreo B/C  Algodonosa
(Encino)
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PDA/Junisperus
virginiana Aéreo B Algodonosa  Baja
(Pino)

Nota: D= Densidad, Color: B= Blanco, C= Crema; PDA= Papa Dextrosa Agar.

Destaca la apariencia del micelio crecido sobre PDA/Sorghum (Sorgo), PDA/Rosa sp.
(Rosa) y PDA/Pronus persica (Durazno) estos presentaron textura algodonosa, densidad
alta, color blanco/crema, mostraron micelio aéreo. Los medio de cultivo suplementados
con sustratos lignoceluldsicos ayudan al crecimiento del micelio, como lo reporta Gaitan-
Hernandez (2005) que utilizaron medios de cultivo con 11% de extracto de malta, 27%
de agar bacteriol6gico, 5% de extracto de levadura y 57% de suplemento polvo de
madera de encino (Quercus sp.) (MEA), y polvo de paja de trigo (Triticum aestivum L.)
(MTA) y evaluaron el desarrollo micelial, de Pleurotus eryngii, obteniendo en general el
micelio con color blanco, algodonoso y con una densidad regular. También Acosta-
Urdapilleta et al. (2016) reportan que prepararon cuatro medios de cultivo: a) agar con
harina integral de trigo (HIT), b) agar con dextrosa y papa (PDA), c) PDA con extracto de
paja de trigo (PDA/T) y d) PDA con extracto de paja de arroz (PDA/A). Trabajando con
cinco especies de Pleurotus las cepas de P. ostreatus (HEMIM-50, 126 y 127), P. eryngii
(HEMIM-128 y 130) presentaron micelio de color blanco. La cepa de P. pulmonarius
(HEMIM-129) y la cepa de P. citrinopileatus (HEMIM-132) presentaron tonos crema y la
cepa de P. djamor var. roseus (HEMIM-104) mostro variacion en su coloracion segun el
medio de cultivo utilizado siendo crema sobre PDA y PDA/T, blanco con tonos rosas en
HIT y crema con tonos rosas sobre PDA/A. Por lo en este trabajo el mejor sustrato para
utilizar fue rosa, sorgo y durazno.

7.1.1 BIOMASA MICELIAL

En la figura 4 se muestra los resultados de biomasa de la cepa de Armillaria sp. y coincide
gue donde hubo mayor densidad (medio PDA/R) fue el que presentdé mayor biomasa
(0.237 g/caja Petri), seguido de PDA/C con 0.211 g/caja Petri, mientras que el de menor
produccion de micelio fue PDA/E con 0.085 g/caja Petri. Coello-Loor et al. (2017)
utilizando dos cepas de Pleurotus spp. en medio cascarilla de arroz+PDA (CaPDA)
obteniendo de biomasa 0.171 g/caja Petri, y cdscara de maracuya+PDA (CmPDA) con
0.165 g/caja Petri.
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Figura 4. Biomasa micelial de Armillaria sp.

7.1.2 VELOCIDAD DE CRECIMIENTO

En la figura 5 se muestra la velocidad de crecimiento y crecié mas sobre el medio PDA/R
(0.021 mm/h), seguido del medio PDA/D con (0.017 mm/h), mientras que el medio mas
lento fue en PDA/P (0.013 mm/h), debido al lento crecimiento se analizé hasta los 30
dias. Martinez (2015) evalu6 la velocidad de crecimiento de Pleurotus ostreatus donde
obtuvo intervalos de 24 a 48 h, en invasion de micelio en medio PDA/orujos de pera con
(0.186 mm/h). Coello-Loor et al. (2017) evaluaron la cepa del P. ostreatus en cuatro
medios de cultivo: CaPDA (cascarilla de arroz + PDA), CmPDA (cascara de maracuya +
PDA), CaCmPDA (cascarilla de arroz 50% + cascara de maracuya 50% + PDA), PDA
(agua destilada + PDA) a partir de las 120 h, en el medio cascarilla de arroz CaPDA
obtuvo 0.283 mm/h siendo el mas eficiente para su crecimiento, en los demas medios
reporta aproximadamente 0.265 mm/h. Armillaria sp. es un hongo de crecimiento lento
comparado con Pleurotus.
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Figura 5. Velocidad de crecimiento de Armillaria sp. en medio de cultivo de PDA
con diferentes sustratos.

7.2 CARACTERISTICAS MORFOLOGICAS Y VELOCIDAD DE CRECIMIENTO DE
Armillaria sp. CRECIDA SOBRE DIFERENTES SUSTRATOS

Al utilizar los sustratos al 100% para crecer Armillaria sp. mostré6 mejores caracteristicas
sobre rosa y durazno, presentd micelio aéreo, textura algodonosa, densidad alta y color
crema. En las combinaciones de proporcion 1:1 fue en rosa/sorgo y durazno/sorgo donde
el micelio fue tipo aéreo, textura algodonosa, densidad alta y color crema (Tabla 4).

Arana-Gabiriel et al. (2019) utilizaron la cepa Flammulina mexicana (IE 986) usando como
sustrato aserrin de Quercus sp. (encino), rastrojo de Zea mays (maiz) con aserrin de jara
S. cinerarioides 50:50 y rastrojo de maiz al 100%, el sustrato encino con rastrojo de maiz
presentd media a escasa densidad, mientras la combinaciéon de aserrin de jara con
rastrojo de maiz obtuvo una densidad alta tardando un promedio de 17 dias en invadir el
sustrato, Esto comparado con Armillaria sp., se obtuvo una densidad alta del micelio en
los sustratos utilizados mostrando que los mas eficientes son rosa y durazno, pero hasta
los 30 dias de crecimiento.
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Tabla 4. Caracteristicas morfoldgicas del micelio de Armillaria sp. en sustratos al 100% y

proporcion 1:1

Sustrato Tipo de
100% micelio Color Textura D
Sorghum (Sorgo) Aéreo B Algodonosa Baja
Rosa sp. (rosa) Aéreo C Algodonosa Alta
Pronus persica Aéreo C Algodonosa Alta
(Durazno)
Cedrus deodara . .
(Cedro) Aéreo B Algodonosa Media
Quercus (Encino) Aéreo B Algodonosa Baja
Junisperus Aéreo B Algodonosa Media

virginiana (Pino)
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Sustrato Tipo de

(1:1) micelio Color Textura D
Rosa/Sorghum Aéreo C Algodonosa Alta
Pronus

persica/Sorghum Aéreo C Algodonosa Alta

Cedrus deodara Aéreo B Algodonosa media
/Sorghum

Quercus/Sorghum Aéreo B Algodonosa Baja

Junisperus Aéreo B Algodonosa Media

virginiana/Sorghum

Nota: D= Densidad, Color; B= Blanco, C= Crema

La velocidad de crecimiento micelial de Armillaria sp. en los seis sustratos al 100%, en
durazno que fue el sustrato mas eficiente (0.02 mm/h), seguido de rosa (0.017 mm/h),
mientras que el sustrato donde crecié menos fue encino (0.005 mm/h) (Figura 6). Con
respecto al crecimiento micelial en la combinacién con paja de sorgo, la mejor
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combinacién fue rosa/s (0.021 mm/h), seguido de durazno/s con (0.019 mm/h) y la
combinacién donde el crecimiento fue méas lento fue pino/s (0.010 mm/h), no hubo
diferencias en crecimiento entre utilizar los sustratos al 100% o en combinacion, sin
embargo, ya en la practica convendria utilizar las combinaciones, ya que hay sustratos
gue es complicado realizar el secado, como el caso de la rosa, y al utilizar las
combinaciones para crecer Armillaria sp. se requerird menor cantidad de dicho sustrato.
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Figura 6. Velocidad de crecimiento en sustratos 100% y proporcion 1:1

7.3 CUANTIFICACION DE ENZIMA LACASA

La actividad de lacasas extracelular de Armillaria sp. crecida sobre diferentes sustratos
al 100% se muestra en la Figura 7, hubo mayor actividad sobre sorgo y rosa. La mayor
actividad de sorgo fue a pH de 3.5y 4.5 a los 30 dias con 9.33 U/g Xy 5.74 Ulg X,
respectivamente y la actividad en rosa fue mayor a pH 4.5 (7.13 U/g X), las demas fueron
mas bajas, alrededor de 2 U/g X. En la Figura 8 se muestra la actividad de la combinacion
de los sustratos, la mayor actividad de lacasas fue cuando se crecio en rosa/sorgo a pH
de 4.5y 5.5 (8.59 U/g Xy 10.18 U/g X).

25



12 4

mpH 2.5 ®pH3.5 ®pH 4.5 pH5.5

10

(o]

LACASAS (U/g X)
()]

SORGO ROSA DURAZNO CEDRO ENCINO PINO
SUSTRATOS

Figura 7. Actividad de lacasas de Armillaria sp. en sustratos al 100%
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Figura 8. Actividad de lacasas de Armillaria sp. en las diferentes combinaciones.

Murrieta (2002) evalu6 la actividad enzimatica de lacasa de dos cepas de P. pulmonarius
137 y 225, se muestran una media general de 34.69 Ug* en sustrato de pulpa de café
utilizando tampdn fosfato-citrato pH 5, Garcia-Oduardo et al. (2017) emplearon las cepas
Pleurotus ostreatus (CCEBI 3021) y Pleurotus ostreatus (CCEBI 3024) las crecieron
sobre maiz, sorgo y pulpa de café, en sorgo a los 7 dias presenté 13.19 Ug™ de actividad
de lacasa (pH 6.4). Karp et al. (2015) reportaron 151.6 U/g a pH 5.5 de actividad de
lacasa de Pleurotus ostreatus crecido sobre bagazo de cafia de azUcar. Daéssi et al.,

26



(2016) evaluaron la actividad enzimatica de Coriolopsis gallica crecido en residuos de
aserrin, obteniendo una actividad de 4880 U/L. Chan et al. (2016) evaluaron la actividad
enzimatica de Pycnoporus sanguineus en paja de trigo teniendo una actividad de 118.2
U/L, bagazo de cafia con 76.7 U/L y aserrin de pino con 100.1 U/L a pH 4.5, siendo
valores mas altos comparados con Armillaria sp. ya que obtuvo valores bajos.

Worrall et al. (1986) reportaron que el etanol y otras sustancias que inducen la formacion
de rizomorfos en Armillaria sp. también indujo la produccién de lacasas, las lacasa se
detecté por primera vez justo antes de la apariciébn de los rizomorfos iniciales. Su
actividad alcanzé un pico cuando la tasa de crecimiento de los rizomorfos era mas alta
y cayo a casi cero cuando ceso el crecimiento de los rizomorfos, por lo que los autores
sugieren un papel de la lacasa en la morfogénesis y/o el crecimiento de rizomorfos, lo
gue coincide con los resultados de crecimiento en PDA, donde fue visible la formacién
de los rizomorfos, y en sustratos biodegradables donde hubo mayor actividad de lacasa
fue rosa y durazno.

7.4 PRODUCCION DE BIOMASA DE Armillaria sp. MEDIO LIQUIDO

En la produccion de biomasa micelial en medio extracto de malta, se obtuvo una biomasa
maxima (Xmax) de 4.92 g y la minima fue de 1.73 g, el cultivo se mantuvo hasta las 720
h'y no fue posible determinar la fase estacionaria, por lo que se realizé el modelamiento
por la ley de Maltus. El hongo Armillaria sp. presento una tasa especifica de crecimiento
de (u) de 0.0015 ht (Figura 9).
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Figura 9. Modelamiento matematico de Armillaria sp. medio liquido extracto de malta.

La produccion de biomasa en extracto de malta con infusion de rosa, la Xmax fue de 5.88
g Yy la biomasa minima fue de 1.26 g, se realiz6 el cultivo hasta las 720 h, Armillaria sp.
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present6 una u de 0.0023 h (Figura 10). Comparado con los resultados anteriores,
fueron valores un poco mas altos en biomasa maxima y la p, y disminuyo el tiempo de
duplicacion, sin embargo, se podria optimizar el cultivo para mejorar le crecimiento.

1,8 Y
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14 R? = 0,9451 o
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Figura 10. Modelamiento matematico de Armillaria sp. medio liquido extracto de malta
con infusion de rosa.

Diaz (2009) reporté Xmaxde 6.74 g/L a las 528 h a pH 6.5 de Pleurotus ostreatus, utilizd
extracto de levadura. Hernandez (2016) creci6 la cepa de Lentinula boryana (HEMIM-
44) en cultivo liquido caldo dextrosa papa, reportd una Xmax de 3 g/L (792 h), también es
un hongo de crecimiento lento como Armillaria sp. teniendo similitud en cuanto al tiempo
de crecimiento y produccion de biomasa. Por otro lado, Barchuk et al., (2019) reportan
gue la cepa T. villosa BAFC 2755, en medio de cultivo liquido de extracto de malta con
concentrado soluble de maiz (ME) obtuvo la mayor biomasa de 1.61 g/L (336 h). Ferrer-
Romero et al., (2018) crecio6 a Pleurotus ostreatus (CCEBI 3024) en un medio de cultivo
YPG que contiene glucosa, peptona y extracto de levadura, a las 168 h obtuvieron la
fase estacionaria en la cual se alcanz6 la maxima concentracion de biomasa con un valor
de 8.04 g/L. Con Armillaria sp. no fue posible llegar a la fase estacionaria, se obtuvo
biomasa maxima de 5.88 g, fue mas alta a lo reportado en Lentinula boryana, ambos
hongos son de crecimiento lento, pero la diferencia podria deberse a que crecié en un
medio que presenta componentes que favorecen el crecimiento en hongos.

7.5 CUANTIFICACION DE ENZIMAS LACASAS MEDIO LIQUIDO
Se cuantifico la actividad de lacasas a diferentes pH (Figura 11), presenté mayor
actividad a pH de 3.5y 4.5 (92.29 U/L y 109.77 U/L respectivamente), y en la Figura 12
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se muestra la actividad de lacasas a diferentes pH en presencia de infusion de rosa, se
observa que no incremento la actividad comparada con la que no tenia infusion, hubo
mayor actividad a pH de 3.5y 4.5 (99.70 U/g X y 92.59 U/g X). La actividad a pH 3.5y
4.5 en ambos casos de cultivo fue incrementado conforme al tiempo de crecimiento.
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Figura 11. Actividad de lacasas de Armillaria sp. en medio liquido.
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Figura 12. Actividad de lacasas de Armillaria sp. en medio liquido extracto de malta con
infusion de rosa.
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Entre las diversas fuentes de carbono que se han trabajado, se ha reportado que el
extracto de malta resulta ser el mejor para la produccién de lacasas por algunos hongos
de pudricion blanca (Da Cunha et al., 2003). En Trametes villosa (BAFC 2755), crecido
en cultivo liquido de extracto de malta con 5 mL/L de concentrado soluble de maiz (ME),
se analiz6 la actividad de lacasa con 2,6-dimetoxifenol (DMP) como sustrato en buffer
acetato de sodio 0.1 M a pH 3.5, obteniendo una actividad de =100 U/L alos 10 dias y a
los 14 dias a pH 3.5 obtuvieron =150 U/L, y a pH 5.5 con =200 U/L, mencionan que el
perfil isoenzimatico de lacasas se vio influenciado por el pH y la temperatura, describieron
tres isoenzimas para la cepa de T. villosa (Barchuk et al., 2019). La actividad de lacasa a
diferentes pH (rango de pH 1.0-5.5), reportaron que el medio con extracto de malta
presentd mayor actividad a pH 3.0 y 3.5 con 160 U/L y 248 U/L, para la cepa Pleurotus
ostreatus (Ramirez et al., 2003).

Stoytchev y Nerud (2000) reportaron la actividad de cinco especies del género Armillaria,
detectaron mayor rendimiento de actividades enzimaticas en el medio extracto de malta-
glucosa, pero en ninguna cepa se detectd la actividad de lignina peroxidasa. Como
muchos hongos de pudricion blanca, Armillaria parece utilizar una forma diferente de
degradacion de la lignina, en comparacion con Phanerochaete chosospurium; este tipo
de degradaciéon de la lignina no utiliza LiP y es independiente de la concentracion de
nitrégeno en el medio. La enzima lacasa fue la primera enzima que aparecio en todos los
cultivos dentro de los 3 a 5 dias posteriores a la inoculacion, seguida de la peroxidasa
independiente de manganeso y mas tarde de la peroxidasa dependiente de manganeso.
Armillaria mellea presenté 8.1 U/L de lacasas, 0.9 U/L de peroxidasa dependiente de
manganeso y 0.4 U/L de peroxidasa independiente de manganeso.

Se ha reportado que la enzima lacasa muestra un pH 6ptimo que va de 2.5 a 3.5, a una
temperatura 6ptima de 40 y 45°C, y que son inducibles con compuestos de tipo fendlico,
ademas, de que el cultivo liquido es el sistema de produccion de metabolitos mas
estudiada, debido que se pueden controlar de mejor algunos parametros (Palmieri et al.,
1997). En este trabajo la actividad de lacasas de Armillaria sp. fue mayor a pH 3.5 a 40°C,
no hay reportes de enzimas lacasas de este hongo, se podria sugerir que hay presencia
de dos o mas isoenzimas de lacasas, y por eso las diferencias de actividad a cada pH,
por ejemplo, la actividad en los primeros dias de crecimiento (5, 10 y 15 dias) tiene un
poco mas actividad a pH 3.5, y los demas dias de crecimiento incrementa la actividad a
pH 4.5 (Figura 12), probablemente a los 15 dias se presenta una y posteriormente es otra
isoenzima la encargada de la actividad, sin embargo no se pudieron realizar zimogramas
debido a la baja actividad, por lo que se tendria que concentrar los extractos para poder
visualizar las bandas. Por ultimo, la baja actividad pudo deberse también, a la presencia
de proteasas y/o que la capacidad de degradar los sustratos lignocelulésicos es debido
a otras enzimas hidrolasa, las cuales, no se cuantificaron en este trabajo de investigacion.
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8. CONCLUSION

Los sustratos lignocelulésicos que favorecieron la fase micelial de Armillaria sp.
presentando mejores caracteristicas fue PDA/Sorghum (Sorgo), PDA/Rosa sp. (Rosa) y
PDA/Pronus persica (Durazno) siendo una alternativa para desarrollo del hongo en caja
de Petri. Al utilizar el desecho de rosa y durazno 100% y proporcion 1:1 con sorgo,
presentaron las mejores caracteristicas morfolégicas, la mayor VC y produccién de
biomasa, por lo que se pueden considerar para cultivar y obtener cuerpos fructiferos de
dicho hongo.

En cuanto a la produccion de lacasas en el cultivo sélido el mejor fue en presencia de
rosa y sorgo al 100% y proporcion 1:1 (rosa con sorgo), con respecto al cultivo liquido,
se obtuvo mayor actividad de lacasas a pH de 3.5y 4.5 (92.29 U/L y 109.77 U/L
respectivamente), en ambos caso se podria optimizar la condicion de cultivo para mejorar
la actividad, ademas que podria haber diferentes isoenzimas en cada tipo de cultivo, ya
gue el sélido dependiendo el sustrato pudo haber algunos componentes que podrian
actuar como inductores (cedro y encino), sin embargo no fue alta la actividad, pero, en el
cultivo liquido no se le agreg6 ningun tipo de inductor, la presencia de rosa no tuvo ese
efecto debido a que no se incremento la actividad comparando los dos cultivos liquidos.

9. PERSPECTIVAS

e Optimizar el cultivo de crecimiento (pH, temperatura, agitacion, nutrientes, etc.)

e Cuantificar enzimas oxidasas (MnP, versatil peroxidasa) e hidrolasas (celulasas,
xilanasas, pectinasas, etc.) que podrian participar en la degradacién de sustratos.

e Se han reportado diferentes actividades bioldgicas (antioxidante, citotoxica y
antimicrobiana) para este hongo, por lo que se podrian determinar.
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ANEXOS

| ABREVIATURAS

g/l Gramos / Litros

°C Grados centigrados

etal., Y otros

h Horas

DMP 2, 6- Dimetoxifenol

mm/h  Milimetro / hora

U/g X Unidad / gramo de biomasa
Xmax Biomasa maxima

U/L Unidades / Litro
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Il GLOSARIO

Biomasa: materia organica originada en un proceso bioldgico, espontaneo o provocado,
utilizable como fuente de energia.

Caldo extracto de malta: medio de cultivo (hogos y bacterias).

Cultivo: bioproceso, pero generalmente se asocia a organismos O microorganismos
superiores.

Enzima: proteina que actia como catalizador de una reaccion quimica acelerandola.
Reconoce una molécula especifica, llamada sustrato. Cada enzima une a su sustrato
especifico en un sitio activo y provoca en €l un cambio quimico, por el cual se obtiene un
producto.

Especie: clasificacion taxondmica que agrupa a un conjunto de individuos que pueden
cruzarse naturalmente (generar descendencia fértil) y que presenta caracteristicas
similares.

Género: agrupacion de organismos vivos formando un conjunto de especies con
caracteristicas morfologicas.

Hidrolasas: catalizan la ruptura de enlaces quimicos con la participacion de las
moléculas de agua.

Hongo: seres vivos que no presentan clorofila, son de reproduccion sexual y
mayoritariamente asexual.

In6culo: microorganismos o sus partes (esporas, fragmentos miceliales).

Lacasas: enzimas pertenecientes al grupo de las oxidasas de cobre azul. Catalizan la
oxidacion de un substrato organico o inorganico y la reduccién del oxigeno molecular a
agua, por medio de un mecanismo de transferencia de un electron.

Micelio: conjunto o masa de hifas que construye el cuerpo vegetativo un talo de un
hongo.
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