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Resumen

Los hongos son un recurso sumamente importante, ya que desempefian un papel esencial,
al conservar el equilibrio de la naturaleza, pues reciclan la mayoria de los restos organicos
y asi permiten completar el ciclo de la materia, ya que desempefian un papel de
intervencion en la produccidn del humus del suelo, sustancia sumamente importante para
su fertilidad, determinando asi la biodiversidad en la superficie y en el interior del suelo, los
encontramos como parasitos, simbiontes y saprotrofos, estos ultimos, son considerados
uno de los principales descomponedores del material insoluble de las plantas,
principalmente la lignina. Estos hongos degradadores de la madera, producen tres tipos de
pudricidn: blanca (degrada celulosa, hemicelulosa y lignina), marréon (degradan celulosa,
hemicelulosa y nada o muy poca lignina, a la cual le pueden cambiar la estructura) y
pudricion blanda (degradan celulosa y hemicelulosa). El hongo Schizophyllum commune ha
sido previamente caracterizado como especie de podredumbre blanca, a pesar de la
limitada capacidad de degradacion de la lignina, debido a que el genoma de S. commune
carece de genes que codifican peroxidasas de clase Il de |la familia AA2, que tambien estan
ausentes en las especies de podredumbre parda. Sin embargo, en trabajos de
comparaciones gendmicas sugieren que S. commune es una especie intermedia entre
hongos de pudriciéon blanca y parda (Riley et al., 2014). El objetivo de este trabajo fue
caracterizar el crecimiento micelial y la produccién de cuerpos fructiferos de tres cepas de
Schizophyllum spp. dos del estado de Tabasco (HEMIM-98: Schizophyllum commune vy
HEMIM-99: Schizophyllum commune) y una del estado de Morelos (HEMIM-107:
Schizophyllum radiatum). Se crecieron en siete sustratos: aserrin de cedro, aserrin de
jacaranda, aserrin de pino, cascara de cacahuate, fibra de coco rastrojo de maiz y olote, se
incubaron a 25°C, se registrd la velocidad de crecimiento, se tomaron las caracteristicas
morfoldgicas del micelio como fueron: color, textura, tipo de micelio, densidad,
agregaciones, invasion total en dias, y asi evaluar el mejor sustrato para el crecimiento. Se
cultivaron sobre maiz y cascara de cacahuate, se evaluaron los parametros como fue
temperatura y humedad relativa, tasa de produccién y se evaluaron el nimero de cosechas
segln el caso.

Se tomaron las carcteristicas de los cuerpos fructifero. Se determiné la actividad enzimatica
de lacasas, pectinasas, celulasas, amilasas e invertasas de extractos crudos enzimaticos
obtenidos del sustrato (caja Petri) a los 47 dias. La mayor actividad de celulasas fue de 10.25
U/gX para la cepa HEMIM-99 en aserrin de jacaranda, para la cepa HEMIM-98 fue de 14.97
U/gX en rastrojo de maiz, invertasas se obtuvd 1.31 U/gX en rastrojo de maiz, para la cepa
HEMIM-99, la actividad de pectinasas fue de 59.83 U/gX para la cepa HEMIM-99.



1 Introduccién

Estos organismos que llamamos hongos se conocen desde hace miles de afios; su nombre
proviene del griego mikes, que significa “setas” (Cepero et al., 2012). Los hongos son
organismos que se caracterizan por ser heterétrofos, es decir no fabrican su propio alimento
como lo hacen las plantas, esto se debe a la falta de clorofila y de pigmentos fotosintéticos,
es por ello, que los hongos tienen que relacionarse con otros seres vivos para poder
sobrevivir, buscado nutrientes organicos para alimentarse (Rocabado, 2011). Su nutricion la
realizan por absorcidn, a través de la produccién de enzimas que son depositadas sobre la
materia orgdnica para degradarla y luego absorberla. Debido a todas estas caracteristicas los
hongos pertenecen al “Reino Fungi” (Campbell & Reece, 2007).

De acuerdo con Hawksworth & Liicking (2017) se estima que el nimero de hongos es de
aproximadamente de 2,2 y 3,8 millones. En México, Guzman (1995) calculé que existen entre
120,000y 140,000 especies de hongos, de los cuales apenas se conocen unas 6,000 (Cappello-
Garcia, 2006). No obstante, para el caso sélo de macrohongos a nivel mundial, Mieller et al.
(2007) mencionaron que se han descrito 21,679 especies y estiman que debe haber entre
53,000y 110,000 especies.

Con respecto a la distribucidn que tienen las especies de hongos por entidades federativas
aun no se conoce totalmente; sin embargo, el estado de Morelos cuenta con 480 especies
(Contreras-MacBeath et al., 2006). En cuanto a Tabasco, México se han reportado alrededor
de 54 especies de hongos comestibles y medicinales, entre ellas Schizophyllum commune Fr.
(1815), el cual es reconocido por sus propiedades nutracéuticas, medicinales y su valor
comercial en distintas zonas tropicales de Brasil (Silveira-Ruegger et al., 2001), Colombia
(Bolaios & Soto-Medina, 2011), Guatemala (Bran-Gonzales et al., 2009) Japdn (Pauli, 2000),
Panama (Guzman & Piepenbring, 2011) y México (Oaxaca, Chiapas, Veracruz y Tabasco)
(Ruan-Soto et al., 2004; Cappello-Garcia, 2006).

1.1 Caracteristicas de los basidiomicetos

Este filo comprende aproximadamente 31.515 especies correspondientes al 32.27% de las
especies de hongos descritas. El principal caracter diagndstico para el filo, es la presencia de
los basidios que producen las esporas sexuales o basidiosporas y de los cuales el grupo toma
su nombre. La presencia del septo doliporo, la formacién de las fibulas (aunque no estan
presentes en todos los Basidiomycota) y las multiples capas que poseen las paredes de las
hifas, son otras de las caracteristicas diagndsticas (Kirk et al., 2008).

Muchos de los hongos de este filo son saprétrofos, estdn involucrados en la descomposicion
de maderas y muchos tipos de materia organica (Webster & Weber, 2007). Otros son
comestibles. De ellos los mas cultivados comercialmente son el champindn (Agaricus



bisporus), la seta (Pleurotus spp.) y el shiitake (Lentinula edodes) (Andrade et al., 2012).
Ademas, la diversidad fangica es una importante fuente para la obtencién de enzimas con
valor biotecnolégico, por ejemplo, los basidiomicetos tienen una esencial importancia en la
naturaleza debido a que algunos de ellos, como por ejemplo, las especies Lentinus hirtus,
Schizophyllum commune y Trametes versicolor son capaces de descomponer o degradar la
lignina (Agrios, 2005).

1.2 Caracteristicas generales del género Schizophyllum

El nombre de este género viene de las palabras latinas esquizo, que significa divisién, y que
medio lamina. Por lo tanto, su nombre apropiadamente describe sus caracteristicas Unicas y
distintiva morfologia dentro del orden Agaricales (Cooke, 1961; Guzman, 2003). Se han
descrito 16 especies del género Schizophyllum Fr., de las que sélo son validas cinco (Donk,
1964; Hawksworth et al., 1983). De estas, tres se han reportado en México (Guzman, 1977).
Es un género es de distribucién cosmopolita en zonas cdlidas. Es saprotrofo, crece sobre una
amplia variedad de maderas (Figura 1) (Cannon & Kirk, 2007). En México, se ha reportado
para Puebla, Oaxaca, Veracruz, Quintana Roo y Tabasco (Hemmes & Desjardin, 2002; Mata
et al., 2003; Ruan-Soto et al., 2004; Cappello-Garcia, 2006; Bran-Gonzales et al., 2006;
Guzmdn & Piepenbring, 2011, Vazquez-Mendoza et al., 2012).
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Figura 1. Cuerpo fructifero de Schizophylllum spp.

1.2.1 Morfologia
A nivel macroscopico, este género se caracteriza por las siguientes caracteristicas:
basidiomas con pileo flaviformes, conchados, dimidados o espatulados; margenes
lobulados o dentados; superficie vellosa y blanco grisaceo (Klppers, 1996). El himenio se
encuentra en branquias divididas que se dividen longitudinalmente en dos partes (Cooke,
1961; Linder, 1933; Guzman 2003) que puede plegarse en el trama himenoféreo durante
largos periodos de sequia para proteger las esporas o que pueden abrirse durante los
periodos de humedad adecuada para liberar las esporas (Vellinga, 2013; Piepenbring, 2015).
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A nivel microscépico, las superficies del pileo tienen una capa vellosa, también llamada
“pelicula”, compuesta de hifas entretejidas que varian con las especies en longitud y
densidad. En el lado opuesto, un grupo de hifas o “abhymenial pelos” se observa en las
branquias. Las esporas son generalmente hialinas, elipticas o cilindricas (Linder, 1933). El
pileo que desarrollan las especies, va de subgloboso a reniforme, delgado o coriaceo;
superficie de color blanco o gris-marrén. El himendforo radialmente sulcado o formando
una serie de lamelas falsas. El contexto delgado y de consistencia dura. Microscépicamente
poseen esporas elipsoides, alantoides a cilindricas. Cistidios a veces presentes. El pileipelis
es un tricodermio de hifas densa o laxamente entrelazadas (Pegler, 1983).

1.2.2 Schizophyllum cummune
Pileo 4-64 mm de ancho x 4-44 mm de largo, flabeliforme, semicircular, sésil. Margen lobulado,
superficie vellosa suave al tacto, pelos frecuentemente enmaranados, apariencia que varia en color;
blanco, gris ligero, gris oscuro, amarillo claro, o marrén claro. Contexto 359-447 um. Himenio con
branquias abiertas, 399-1256 um en longitud; pelo abhymenial sencillo, hiallino, aferrado a la
superficie opuesta a las branquias, Basidios 18-22 x 3,2-3,3 um, estrechos claviforme; esporas 4.5-
7.2 x 1.5-3 um (Carrefio-Ruiz et al., 2019).

De acuerdo a su habitat y distribucidn, son un grupo de hongos solitarios o gregarios en grandes
grupos, son saproétrofos o parasitos. Esta especie se ha reportado sobre mas de 500 anfitriones
(Linder, 1933; Cooke, 1961; Olivo-Aranda & Herrera, 1994; Vazquez-Mendoza, 2013; Farr &
Rossman, 2017) y sobre madera caida de Ficus benjamina. Esta especie tiene una amplia distribucion
y se puede encontrar durante todo el afio (Gradof et al., 1997). En México, ha sido registrado en
todos los estados (Olivo-Aranda & Herrera, 1994; Diaz-Moreno, 2004). Y en todo el mundo es
repartido sobre todos los continentes excepto para la Antartida (Chang & Lui, 1969; Adejoye et al.,
2007; Ohm et al. 2010).

1.2.3 Schizophyllum radiatum
Pileo 3-45 mm de ancho y 5-48 mm de largo, flabeliforme, semicircular o espatulado, sésil. Margen
liso, irregular, ligeramente rodd hacia el himenio; pelicula de 70 um de espesor; blanco, blanco-
grisaceo, o blanco con zonas de gris claro, gris oscuro o marrén. El contexto va de 113 a 384 um de
grosor. Himenio de branquias abiertas, 449 hasta 780 um en longitud; amarillo pelo abhymenial
simple hialino. Basidios de 19-20 x 3-3,6 |, esporas 4,3-6 x 2-3 um, hialinas, cilindricas, oblicuamente
apiculadas (Carrefio-Ruiz et al., 2019).

En cuanto a su habitat y distribucidn, son un grupo solitario o gregario en grupos saproétrofos. Esta
especie ha sido reportada en madera de Magnolia mexicana, Persea americana (Linder, 1933) y
Gossypium arboreum (Farr & Rossman, 2017). Se ha reportado en todo el mundo, en Estados Unidos
y en regiones tropicales del continente americano, incluyendo Bolivia, Cuba, Ecuador, Guatemala,
Honduras, Jamaica, Panama, Puerto Rico, Venezuela y Surinam (Linder, 1933) y en México, es nuevo
registro (Carrefo-Ruiz et al., 2019).



1.3 Clasificacion taxonomica del género Schizophyllum
Segun el Index Fungorum (2022), Schizophyllum sp. se ubica en la siguiente posicion
taxondmica.

Reino: Fungi
Phyllum: Basidiomycota
Grupo: Agaricomycotina
Clase: Basidiomycetes
Subclase: Agaricomycetidae
Orden: Agaricales
Familia: Schizophyllaceae
Género: Schizophyllum

1.4 Importancia de Schizophyllum

Las especies de Schizophyllum, desempeiian un papel importante en la naturaleza al
intervenir en la pudricidn blanca de la madera y de esta manera, facilitar la biodegradacion
de la lignina, la cual ocupa una proporcion considerable en el ciclo del carbono en la Tierra
(Agrios, 1976; Kirk, 1978). Schizophyllum commune tiene multiples usos (Vazquez-Mendoza,
2013); Ademads, de comercializarse como un hongo comestible, tiene propiedades
antibidticas, antitumorales, antioxidantes, anticancerigenas y se emplea contra la leucorrea
(Ying et al., 1987; Chang & Miles, 2004; Hobbs, 2005; Adejoye et al., 2007; Calongue, 2011;
Vazquez-Mendoza, 2012). En la medicina tradicional china, Schizophyllum commune se
utiliza en forma de infusiones contra la leucorrea. Este hongo produce el polisacarido
inmunoestimulante schizophylano o sonifilano (1= 3)-B-D-glucano con ramificaciones (1=
6)-B-D-glucosil, el cual se utiliza ampliamente para el tratamiento de cancer cervical (May,
1997; Chang & Miles, 2004; Takeda, et al., 2004; Lindequist, et al., 2005). Como
anticancerigeno, ha tenido un papel importante en la medicina tradicional, principalmente
en Asia; y en los Ultimos afos ha empezado a manifestarse su importancia en biotecnologia
a través de aspectos como la produccién de enzimas (Salahuddin, 2008; Quiroz-Castafieda
& Folch Mallol, 2011). Si bien se han reportado casos de sinusitis provocados por esta
especie, se han producido sélo en personas con inmunodeficiencia; por lo que en general
se considera una especie inocua (Castro et al., 2010).

1.4.1 Importancia ambiental
Los hongos comestibles se desarrollan directamente sobre los sustratos de cultivo de
cardcter lignocelulésico, secretando diversas enzimas, hidrolasas y oxidasas (Collins et al.,
1996). Dentro de las hidrolasas se encuentran las xilanasas catalizan el rompimiento de



xilano (el segundo polimero mas abundante sobre la tierra después de la celulosa) en
xilanooligosacaridos y xilosa (Beg et al., 2001). Estas enzimas pueden contribuir en
combinacidn con las celulasas para la conversidn suficiente de celulosa a azulcares solubles
en la produccidn de biodiesel (Selig et al., 2008), participan en el bioblanqueo de papel,
producen oligosacaridos de xilanos aislados, los que después se utilizan como adictivos en
los alimentos o edulcolorantes alterativos con ciertas propiedades benéficas para la
alimentacion humana y animal (Lynd et al., 2002). Las celulasas, hemicelulasas y pectinasas
tiene gran potencial biotecnoldgico en varias industrias incluyendo la de alimentos, textil,
agricultura, pulpa y papel (Reddy et al., 2003). Actualmente se estudian diferentes fuentes
de obtencién de estas enzimas de importancia industrial, sin embargo, las enzimas de
origen fungico han mostrado notable termoestabilidad (Prakash & Jaiswal, 2010).

1.4.1.1 Lacasas

El sistema enzimatico de las lacasas es posiblemente uno de los mas estudiados. 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 cada vez mas aplicaciones y
usos para ellas (Desai & Nityanand, 2011). Se ha descrito ampliamente la capacidad de
deslignificacidon de los hongos sobre las paredes celulares vegetales, las lacasas de hongos
participan en este proceso debido a su habilidad de degradar lignina. Las lacasas son
posiblemente las enzimas mds prometedoras para reemplazar mucho de los procesos
quimicos convencionales ya que catalizan la oxidaciéon de una gran variedad de sustratos
organicos e inorganicos (Kunammeni, 2007). Actualmente, se encuentran ya algunas lacasas
en el mercado para la produccidn de textiles, alimentos y otras industrias, y existen muchas
aplicaciones potenciales para las lacasas, que incluyen: blanqueo de pulpa de papel,
decolorante de textiles, en sintesis, organicas, usos ambientales para degradar compuestos
toéxicos, desarrollo y mejoramiento de procesos alimenticios y farmacéuticos. Aportan
ventajas adicionales, ya que consumen poca energia y son biodegradables, por lo que los
procesos de biocatalisis con lacasas, pueden considerarse apropiados para desarrollar
procesos industriales mas eficientes, sustentables y ambientalmente. La lacasa (p-difenol:
dioxiogeno: oxido-reductasa), es una enzima extracelular producida por casi todos los
hongos de la podredumbre blanca, la cual usa al oxigeno molecular como oxidante
(Bourbonnais & Paice, 1990).

1.4.1.2 Celulasas
Las enzimas celulasas son proteinas derivadas de los procesos naturales de fermentacién,
capaces de degradar la celulosa. En realidad, una enzima de celulasas es una mezcla de
diversos componentes enzimaticos, formando lo que se denomina un “complejo
enzimatico”, que actua de forma sinérgica en la degradacién de celulosa. Este complejo
enzimatico esta formado por tres tipos de enzimas: 1) Endoglucanasas (EGs) o



endocelulasas (1,4-B-D-glucan 4-glucanohidrolasa), creando cadenas terminales libres; 2)
Celobiohidrolasas (CBHs) o exocelulasas (B-1,4-D-glucan 4-celobiohidrolasa) y la cual
degrada la molécula adicional por eliminacion de las unidades de celobiosa de las cadenas
terminales libres; 3) B-glucosidasa (BGs) o celobiosa (B-D-glucosido glucohidrolasa), la cual
hidroliza la celobiosa para producir glucosa (Carrillo, 2002; Romano et al., 2005).

En la industria textil, estas enzimas son necesarias para biodesgaste de prendas de mezclilla
mejorando la eficiencia de detergentes y limpieza de azulejos. La celulasa se puede utilizar
como un potente agente antitumoral. En la industria del papel y la pulpa, también se utilizan
para pulpa bioquimica, reciclaje de papel, destintado de fibras recicladas y mejora drenaje
y operabilidad de las fabricas de papel. Ademas, estas enzimas son vitales para preparar
papel blando facilmente degradable y cartén, biomasa lignoceluldsica mejorada para
animales, residuos para mejorar la fertilidad del suelo y para preparacién de formulaciones
para la eliminacidn de lodos industriales. En la comida y la industria cervecera, las celulasas
se utilizan para extraer y clarificar jugos de frutas y vegetales, producir néctares de frutas y
purés, extracto de aceite de oliva utilizado en extracciones de carotenoides para
produccién de colorantes alimentarios y preparacion de aditivos para la industria
alimentaria como espesante (Chen et al., 2003). Se ha utilizado un complejo enzimatico
(celulasas, xilanasas y pectinasas) para la extraccién y clarificacion de jugos y mostos
(Carvalho et al., 2008).

1.4.1.3 Pectinasas
Las pectinasas son un conjunto de enzimas que hidrolizan la pectina. Estas presentan una
extensa aplicacidn en la industria alimentaria, principalmente en la obtencidn y clarificacion
de jugos, vinos y cervezas (Fogarty & Ward, 1974). Las pectinasas se producen
principalmente a nivel basal constitutivamente en muchos microorganismos, sin embargo,
las sustancias pécticas actuan como inductores (Kashyap et al., 2001), la principal aplicacién
industrial es en la extraccién y clarificacién de jugos de frutas y vegetales (Ribeiro et al.,
2010), mediante la accién de estas enzimas se reduce la viscosidad, debido a que atacan a
la pectina insoluble.

1.4.1.4 Invertasas

Las invertasas catalizan la hidrolisis de la sacarosa a glucosa y fructosa. Se utiliza en la
conversidon de residuos industriales, en particular el azdcar industrial de subproductos,
varios estudios han demostrado la capacidad de la invertasa para dar un valor agregado a
la melasa (Ye et al., 2012).

1.4.1.5 Amilasas
Las amilasas se clasifican en a-amilasas, B-amilasas y y-amilasas. Las amilasas son hidrolasas
gue actlan sobre los enlaces glucosidicos a-1-4. Se distribuyen ampliamente en los sistemas



vivos y tienen sustratos especificos (Guzman-Maldonado & Paredes-Lopez, 1995; Gupta et
al., 2003). Los sustratos de las amilasas estan ampliamente disponibles en fuentes vegetales
baratos, lo que hace que las aplicaciones potenciales de la enzima sean mds abundantes en
términos de costos (Gopinath et al., 2017). Las amilasas se pueden dividir en endomilasas y
exoamilasas. Las endoamilasas catalizan la hidrolisis de manera aleatoria dentro de Ila
molécula de almidén. Esta accidn provoca la formacién de oligosacaridos lineales y
ramificados de varias longitudes de cadena. Las exoamilasas catalizan la hidrolisis del
sustrato desde el extremo no reductor, dando como resultado productos finales
sucesivamente mas cortos (Gupta et al., 2003). Toda la a-amilasa (EC 3.2.1.1) actua sobre
el almiddn (polisacarido) como sustrato principal y producen pequefias unidades de glucosa
(monosacarido) y maltosa (disacdrido). El almidén estd formado por dos polimeros de
glucosa, amilosa y amilopectina, que comprenden moléculas de glucosa que estdn
conectadas por enlaces glucosidicos (Gopinath et al., 2017). Téllez-Téllez et al. (2013) &
Raveendran et al. (2018) mencionan que el principal uso de estas enzimas es la hidrdlisis
parcial o total del almidéon para producir dextrinas y jarabes ricos en glucosa. También
mencionan que las amilasas reducen la viscosidad de la solucién de almidén utilizada en el
recubrimiento de papel, retrasan el estancamiento en la industria de la panificacién, se usan
como suplemento para mejorar la digestién, producen jarabes ricos en maltosa, soluciones
con actividad antiinflamatoria y participan en el proceso de malteado de la cebada antes de
la fermentacion alcohdlica en la produccion de cerveza.

1.4.2 Importancia medicinal
Se han publicado numerosos trabajos, donde resaltan la importancia medicinal y
biotecnoldgica principalmente, de los hongos, en diferentes regiones del mundo, donde
encontramos compuestos importantes para la industria farmacéutica con propiedades
antitumorales, antioxidantes, antivirales, hipocolesterolemias, e hipoglucemiantes (Chang
& Milles, 2004; Cheung, 2010; Ayaz et al., 2011).

Komatsu et al. (1969) fueron los primeros indicar el efecto de una soluciéon acuosa de
schizophyllano presenté actividad antitumoral contra el Sarcoma 180, fue eficaz contra
distintos tumores alogénicos y singénicos en ratones, dicho compuesto en asociacién con
agentes quimioterapéuticos también inhibié la leucemia L1210, el melanoma B-16 y el
fibrosarcoma Meth-A (Zhang et al., 2013). Reportaron que el polisacarido extraido de S.
commune, redujo la incidencia de carcinomas mamarios y hepaticos, disminuyendo la
proliferacién celular en ratones con carcinogénesis inducida por dimetil benz(a)antoceno
(DMBA). Los autores indican que por el nivel de seguridad del polisacarido, el costo
relativamente bajo, su capacidad para inhibir carcinomas mamarios y para suprimir las
lesiones hepaticas asociadas con el tratamiento con tamoxifeno, se debe continuar con



investigaciones preclinicas, para la terapia de cdncer de mama con receptores de
estrégenos positivos (Mansour et al., 2012).

1.5 Sustratos evaluados

Schizophyllum commune es un hongo cosmopolita distribuido en todos los continentes,
excepto la Antartida (Chang & Lui, 1969; Adejoye et al., 2007). De acuerdo con la Fungal
database de Departamento de Agricultura de los Estados Unidos, crece sobre 373
hospederos diferentes (Farr & Rossman, 2006). Entre los que se encuentran arboles como
encinos (Quercus spp.), pinos (Pinus spp.), alamos (Hacer spp.), capulines (Prunus spp.) y
tilos (Tilia spp.) (Snieskiené & Juronis, 2001; Grand & Vernia, 2004). Adejoye et al. (2007) lo
reportan creciendo sobre mango (Mangifera indica) y en Grecia y Libia se ha reportado
creciendo sobre especies del género Opuntia (Farr & Rossman, 2006). Ahora bien, los
materiales lignoceluldsicos se explotan en industrias tales como la madera, el papel y la
agroindustria, cuyos residuos podrian transformarse en productos utilizables por
bioconversion.

1.5.1 Aserrines de cedro, jacaranda y pino

Asi mismo, la madera es un biopolimero tridimensional cuya composicidn quimica general
estd formada por compuestos esenciales o primarios: holocelulosa (celulosa vy
hemicelulosa) y lignina y compuestos extrafios o secundarios: extractos (en agua, en
solventes, volatizados en vapor) y no extraibles (compuestos inorganicos, proteinas y
sustancias pécticas) (Gutiérrez et al., 1998). La composicién quimica de la corteza es
compleja, al igual que la madera, contiene polisacaridos (celulosa y hemicelulosa) y lignina,
pero a diferencia de ella tiene una mayor concentracidn de extraibles. Estos extraibles
comprenden una amplia variedad de compuestos organicos dispersos y depositados en el
lumen celular o impregnando las paredes de las células, que pueden removerse con
solventes neutros de polaridad variable como hexano, éter, acetato de etilo, acetona,
etanol, metanol y agua, entre otros. De la fraccidon hidrofilica (polar) esta constituida
principalmente por sustancias polifendlicas (Fengel & Wegener, 1989). En general, la
madera en base a su peso, esta compuesta de 20-40% de lignina, 30-50% de celulosa, 9-
28% de pentosanas y 0.2-20% de extractivos (Lima, 2013).

1.5.2 Cascara de cacahuate
El cacahuate (Arachis hypogaea), es uno de los cultivos tradicionales en el estado de
Morelos. El principal uso de la cdscara, es como combustible de calderas. Se emplea



también como medio para cultivo de hongos y algunos usos similares a la viruta de madera,
tales como proteccidn de plantas. Sin embargo, con semejantes cantidades de desperdicios,
la aplicacidn de los deshechos del descascarado de cacahuate sélo tiene aplicacidn parcial.
Las cdscaras son dificilmente degradables en su exposicién al exterior, debido al alto
contenido de lignina; bajo contenido de nitrégeno, y existencia en tan grandes volumenes.
Estas condiciones ofrecen pocas posibilidades para actuar como abono o mejoradores de
suelos (Arguello et al., 2005). Dentro de la composicién quimica del cacahuate, las proteinas
y las grasas ocupan los mayores porcentajes; sin embargo, en la cdscara del producto, se
puede encontrar alto contenido de fibra. La fibra esta constituida por los componentes
estructurales de las paredes celulares de los vegetales, entre los que destacan la celulosa,
la hemicelulosa, las pectinas y la lignina.

1.5.3 Fibra de coco

El polvo de coco (Cocos nucifera L.) es un material usado como sustrato, que destaca por su
buena capacidad de retencién de agua, alto contenido de agua facilmente disponible,
estabilidad como sustrato organico y bajo costo de adquisicion en comparacion con otros
sustratos. El polvo de coco se considera un material alternativo a la turba, tanto por razones
ambientales como por presentar buenas caracteristicas fisicas (elevada capacidad de
aireacion a costa de una menor retencion de agua de los tipos facilmente y total disponible)
(Evans et al., 1996; Noguera et al., 1998) y quimicas (elevada capacidad de intercambio
cationico) relacionadas directamente con la granulometria del material (Konduru et al.,
1999; Noguera et al., 2003).

1.5.4 Rastrojo de maiz y olote

El maiz (Zea mays), es una planta herbacea anual, nativa del hemisferio norte, originaria de
México desde hace unos 10 mil afios y que se cultiva en todo el mundo. La composicién
quimica de la hoja de mazorca de maiz, segin Hurter (2001), estd compuesta por
holocelulosa, a- celulosa, lignina y cenizas. Finalmente, la produccidon de biomasa residual
que genera un cultivo de maiz, fluctia entre las 20 y 35 ton. por hectdrea (Gonzdlez, 1995;
IDEA, 2007; Imba, 2011). Schizophyllum, es un hongo intermediario entre las especies de
pudricion blanca y podredumbre parda, lo que significa que degrada celulosa, hemicelulosa
y lignina, por esta razon, creemos que estos sustratos seran eficientes para el cultivo y
crecimiento de dicho organismo.



2 Antecedentes

Historicamente, la produccidon de hongos comestibles inici6 como una autentica area de
biotecnologia tradicional, basada en técnicas sencillas de propagacién, hace
aproximadamente 1,000-1,400 afios en china, con el cultivo empirico de las “orejas de raton”
(Auricularia spp.) y del “shiitake” [Lentinula edodes (Berk.) Pegler]. De la misma forma
aunque como proceso independiente, también comenzé en Francia hace mas o menos 350
afios con el cultivo del champiiidn (Agaricus spp.). A través del tiempo, ha sido posible la
incorporacion y desarrollo de tecnologias que han mejorado substancialmente la produccién
comercial a gran escala no tan sélo de los hongos comestibles mencionados, sino también de
otras especies potencialmente cultivables (Martinez-Carrera, 2002; Chang & Miles, 2004).
Los ensayos del cultivo de hongos comestibles en México se iniciaron en 1933 por José Leben
Zdravie utilizando como substrato estiércol de caballo o de vaca, mezclado con pequenas
cantidades de paja o cebada. Y no fue hasta el afio 1939 cuando se instald la primera planta
productora de hongos en nuestro pais (Martinez-Carrera et al., 1991). Sin embargo, se han
realizado algunas investigaciones con diferentes hongos, principalmente en basidiomicetos,
en los cuales evaltan cultivo sobre diferentes sustratos lignocelulésicos y asi también, su
actividad enzimatica extracelular.

Garcia & Torres (2003) evaluaron el crecimiento de Trametes versicolor, Pleurotus floridae
(28°C) y Phanerochaete chrysosporium (37°C) sobre ciertos desechos agroindustriales y
cuantificaron enzimas lignoliticas a un tiempo fermentativo de 21 dias de crecimiento.
Reportan que la actividad de lacasas que ésta se vio favorecida en los siguientes sustratos:
salvado de trigo, donde T. versicolor obtuvo actividad de 0.94 U/g, P. floridae 0.84 U/g y P.
chrysospurium 1.43 U/g; en olote de maiz fue de 158 U/g para T. versicolor, 3.20 U/g para P.
floridae y 0.00567 U/gy para P. chrysosporium; en paja de arroz para T. versicolor se encontrd
una actividad de 3.07 U/g, P. floridae 3.21 U/gy P. chrysosporium no presenté actividad y en
paja de trigo para T. versicolor mostré 3.07 U/g de actividad, P. floridae 3.21 U/g y ninguna
actividad para P. chrysosporium.

Reddy et al. (2003) emplearon residuos agricolas de la platanera (Musa paradisiaca), que
utilizaron de forma separada en biomasa foliar y pseudotallos, crecieron sobre dichos
sustratos a Pleurotus ostreatus y Pleurotus sajor-caju con la finalidad de poder determinar la
produccion de algunas enzimas, entre las que se encuentran: lacasa, xilanasa, endo-1,4-B-D-
glucanasa (CMCasa) y exo-1,4-BD-glucanasa (actividad de papel filtro). El cultivo se inoculd a
25°C y tomaron muestras desde el dia 10 y posteriormente a intervalos de 5 dias hasta el dia
40. Al cultivar a P. ostreatus sobre biomasa foliar de la platanera, las actividades especificas
maximas de lacasas y xilanasas se presentaron en el dia 20 (1.7106 Umg™* y 0.1435 Umg?,
respectivamente). Los niveles de CMCasa para endoglucanasa y actividad FP (papel filtro)
para exoglucanasa fueron relativamente bajos durante todo el periodo de cultivo. Sobre



biomasa de pseudotallo de la platanera, las actividades especificas maximas de lacasa y
xilanasa fue el dia 10 (0.4722 Umg™?) y el dia 20 (0.0408 Umg™?), respectivamente. De igual
forma, detectaron niveles muy bajos de actividades de actividad de CMCasa y FP. Por otro
lado, al cultivar el hongo P. sajor-caju sobre biomasa foliar de la platanera, encontraron la
actividad especifica mas alta de lacasa fue el dia 10 (1.6669 Umg!), mientras que la actividad
especifica de la xilanasa fue de 0.1411 Umg* para el dia 10 y 0.1174 Umg™ el dia 40. En su
investigacion, solo pudieron detectar niveles bajos de actividad de CMCasa y FP. Cuando
utilizaron biomasa del pseudotallo de la platanera como sustrato, observaron un aumento
en la actividad especifica de lacasa desde el dia 10 (0.1122 Umg™) el dia 20 (0.7415 Umg™).
La actividad especifica de xilanasa fue de 0.0237 Umg™ el dia 10 y 0.0862 Umg™* el dia 40y
sélo pudieron detectar niveles muy bajos de actividad de CMCasa y FP.

Carrefio-Ruiz et al. (2020) evaluaron la tasa de produccién de basidiomas, velocidad de
crecimiento, eficiencia bioldgica y rendimiento de cuatro cepas de Schizophyllum commune
(CCGO003, CCGO09, CCGO10 y CCG13) de Tabasco, México crecidos sobre cuatro sustratos:
cascara de cacao (CC), hojas de platano (HP), hojas de maiz (HM) y como testigo se utilizd
palo mulato (PM). Como resultados, obtuvieron la mayor velocidad de crecimiento micelial
en CC de las cepas CCG003 y CCGO013 (51.6 y 64.4 mmd™) y en la HM y HP por las cepas
CCGO009 y CCGO10 (86.9y 58 mmd™), en comparacion con el sustrato testigo (de 117.2 a 120
mmd™). Mientras que la produccidon mas alta que registraron fue en CC por la cepa CCG009
cultivada en bolsa, con una EB de 12.8 % y TP de 0.7 %. La produccién de S. commune fue
mejor en bolsa que en bandeja.

3 Justificacién

Debido a su falta de conocimiento como un recurso comestible, en el estado de Morelos,
asi como en otros estados, es importante caracterizar el crecimiento de este organismo en
diferentes medios in vitro, asi como su cultivo en diferentes sustratos sélidos, los cuales son
residuos de actividades agroforestales, contribuyendo asi a la reutilizacién de éstos, y
ofreciendo una alternativa de sustratos disponibles y de bajo costo. Schizophyllum spp. Es
de gran importancia econdmica, medicinal y ecolédgica, ademas, en algunos estados de
México cuenta con alto valor culinario. Por ello, se propone la evaluacién de crecimiento
micelial de tres cepas de Schizophyllum spp. utilizando sustratos agroindustriales regionales
accesibles como alternativa para la produccién de cuerpos fructiferos y asi determinar los
mejores sustratos para su cultivo y conocer la capacidad de produccién de enzimas en los
diferentes sustratos analizados, por lo que en este proyecto evaluamos la actividad
enzimatica de: lacasas, pectinasas, celulasas, amilasas e invertasas, de tres cepas del hongo
Schizophyllum spp.



4 Pregunta de investigacion

¢Presentaran diferencias miceliales y actividad enzimdtica las tres cepas analizadas de
Schizophyllum spp.?

5 Objetivos
5.1 General
Caracterizar el micelio y cultivo de cepas de Schizophyllum spp.

5.2 Particulares
e Caracterizar el crecimiento de Schizophyllum sp. en caja de Petri
e Determinar el patrén de produccion de las cepas de Schizophyllum sp.

e Determinar la actividad enzimatica de lacasas, pectinasas, celulasas, amilasas e
invertasas del crecimiento en caja Petri.



6 Materiales y métodos

En la figura 2 se muestra de manera general los pasos a seguir para la realizacion de este

proyecto.
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Figura 2. Diagrama general del proyecto.

Recolecta de
material fungico

Municipio de
Cuernavaca,
diferentes zonas

Cuerpos
fructiferos

Secado de
materiales

Estancia (UJAT)
Identificacion
material fungico
Asesoria de la
Dra. Cappello

Aislamiento

Cepario

HEMIM



6.1 Material bioldgico

Para la realizacion de este proyecto, se utilizaron tres diferentes cepas de Schizophyllum sp.
CCG-003, CCG-009 y HEMIM- 107 dichas cepas se encuentran depositadas en el Herbario
Micolégico de Morelos, del Laboratorio de Micologia del Centro de Investigaciones
Bioldgicas de la Universidad Auténoma del Estado de Morelos, de las cuales, dos fueron
donadas por el Cepario de Hongos Comestibles y Medicinales “Cappello Garcia” de la
Divisién Académica de Ciencias Bioldgicas (Universidad Judrez Auténoma de Tabasco), con
el registro CCG0O03 y CCGOO9 y la tercera fue recolectada en el municipio de Cuernavaca-
Morelos, la cual fue registrada como HEMIM-107. Las cepas donadas CCG-003 y CCG-009,
se encuentran depositadas en el cepario HEMIM (Herbario Micolégico de Morelos) con las
claves HEMIM-98 y HEMIM-99 respectivamente.

6.2 Preparacion de agar
El micelio de las cepas donadas por la UJAT se reactivd sobre Agar Dextrosa y Papa (PDA);
para cada evaluacion se realizaron dos réplicas y se incubaron 25°C en oscuridad. El PDA es
un medio de cultivo que aporta los elementos nutricionales necesarios para el desarrollo
de hongos filamentosos y levaduras. La combinacién de la infusién de papa con la glucosa
proporciona la fuente de energia perfecta para que exista un crecimiento satisfactorio de
los hongos. El medio PDA se esterilizd (121°C/20 min). Posteriormente, se vacié en cajas
Petri, esto se elabordé dentro de una campana de flujo laminar, para evitar contaminantes.

6.3 Velocidad de crecimiento
El crecimiento micelial de cada una de las cajas, fue observado y monitoreado cada 24 h.
Para determinar la velocidad de crecimiento en los siete sustratos, se elaboraron cuatro
réplicas en cajas de Petri y estas se incubaron a 25 °C. La velocidad de crecimiento micelial
se determiné midiendo los milimetros avanzados cada 24 h a partir del inoculo de 0.5 mm
de didmetro colocado en la parte central de la caja Petri (Sanchez, 2001).

6.4 Caracteristicas morfoldgicas del micelio
Para la caracterizacién morfoldgica del micelio se elaboraron réplicas cuadruples de cada
sustrato por cada cepa y se tomaron en cuenta aspectos de color, textura, tipos de micelio,
densidad y agregaciones, durante el desarrollo micelial en los siete sustratos, esto a los 30
dias de cultivo (Acosta-Urdapilleta, 2000).

6.5 Extractos enzimaticos
Posterior a 17 dias de cultivo, manteniendo las cepas en incubacién a una temperatura de
25 °C, se llevaron a cabo los extractos crudos enzimaticos (ECE), de los cuales se realizaron
usando la siguiente regla: 25 mL de agua destilada estéril/g de biomasa seca de sustrato.

Posterior a esto, se colocd el sustrato en un vaso desechable (Figura 3), se le adicioné el
volumen correspondiente de agua destilada estéril y con parafilm se selld, agitando por un



tiempo de dos minutos en movimientos circulares suaves, para llevar a refrigeracion por un
tiempo de 16-18 h, tomando en cuenta que se rotuld el recipiente con datos de sustrato,
numero de repeticidén y cepa.

Una vez transcurrido este periodo de tiempo en refrigeracion, el sobrenadante se llevé a
filtracién, esto se realizd con gasas y papel filtro, para obtener un extracto puro (sin
sustrato). Finalmente se almacend en un tubo Falcon de 15 mLy un tubo Eppendorf de 2mlL,
esto por cada extracto (rotulados con la misma informacidn) y se llevé a congelar hasta su
posterior uso.

Figura 3. Obtencidn de extractos enzimaticos. a) muestra los sustratos en recipientes listos
para su proceso, b) filtrado de los sustratos y c) sustratos almacenados y rotulados.

6.6 Determinacidn in vitro de la actividad enzimatica
6.6.1 Lacasas
Se utilizé como sustrato 2,6-dimetoxifenol (DMP). La mezcla de reaccién contenia 900 pL
de DMP a una concentracion de 2 mM, en buffer de acetatoa 0.1 My pH de 4.0,4.5,5.0y
5.5 con 100 pL de ECE. Se incubd a 40 °C durante 10 min, se leyé la absorbancia a 468 nm
(Téllez-Téllez et al., 2008).

6.6.2 Amilasas
Se utilizdé como sustrato almiddn. La mezcla de reaccidn contenia 50 pL de sustrato en buffer
de acetatoa 0.1 My un pH de 5.0 y 950 uL de ECE. La reaccion se incubd a 35 °C durante 30
min, se agregd 2 ml de DNS y se colocaron los tubos de ensayo en agua en ebulliciéon durante
5 minutos, se dejaron enfriar y se leyé la absorbancia a 575 nm (Miller, 1959).

6.6.3 Celulasas
Se utilizé como sustrato carboximetilcelulosa. La mezcla de reaccidén contenia 950 pL de
sustrato (carboximetilcelulosa en buffer de acetato a 0.1 M a un pH de 4.8) y 50 pL de ECE.
La reaccidn se incubé a 50 °C durante 45 min, se agregd 2 mL de DNS y se colocaron los
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tubos de ensayo en agua en ebullicién a 100 °C durante 5 minutos, se dejaron enfriar y se
leyd la absorbancia a 575 nm (Miller, 1959).

6.6.4 Invertasas
Se utiliz6 como sustrato glucosa. La mezcla de reaccidon contenia 950 pL de sustrato en
buffer de acetato a 0.1 M y un pH de 5.5 y 50 pL de ECE. La reaccidn se incubd a 30 °C
durante 30 min y se colocaron los tubos de ensayo en agua en ebullicién de 100 °C durante
5 minutos, se dejaron enfriar y se leyd la absorbancia a 575 nm.

6.6.5 Pectinasas
Se utilizé como sustrato acido poligalacturdnico. La mezcla de reaccion contuvo 950 uL de
sustrato (acido poligalacturdnico en agua estéril) y 50 uL de ECE. La reaccién se incubd a 45
°C durante 30 min, se agregd 2 mL de DNS y se colocaron los tubos de ensayo en agua en
ebullicién durante 5 min, se dejaron enfriar y se leyé la absorbancia a 575 nm (Miller, 1959).

6.7 Sustratos lignocelulésicos
El material donde crecen los hongos se llama substrato, el cual degradan para su
alimentacion. Los sustratos que se utilizaron, son residuos de la industria forestal que
fueron obtenidos de madereras locales: aserrin de cedro, aserrin de jacaranda, aserrin de
pino, cascara de cacahuate, fibra de coco, rastrojo de maiz y olote de maiz. La preparacién
de los sustratos se realizd con base en Acosta-Urdapilleta et al. (2010), y consistid en:

a) Fragmentacién: los sustratos (secos) fueron triturados, esto para el buen
crecimiento del hongo.

La reduccion del tamano de particulas, se hizo con trituradora eléctrica.

b) Hidratacion: se sumergieron los sustratos por separado, en agua caliente a una
temperatura de 70-75 °C, esto por un tiempo de 30 min.

c) Drenado: los sustratos fueron drenados en coladeras pldsticas por 30 min
aproximadamente, hasta que dejoé de fluir agua y a la humedad final de los sustratos
evaluados, se les agregd cal y yeso.

d) Pesadoyempacado: cada sustrato fue pesado con una balanza granataria, en bolsa
de polipropileno/ etilo, en cada bolsa se pesaron 400-450 g de sustrato (peso
humedo).

e) Esterilizacion: Los sustratos se esterilizaron a 121 °C durante 2 h.

6.8 Preparaciéon de inéculo
La preparacion del inéculo, también conocido comercialmente como “semilla” se prepard
en granos de trigo, los cuales se limpiaron, eliminando la cascarilla y la basura,
posteriormente fueron lavados con abundante agua y se deshidrataron durante 30 min
aproximadamente hasta que se obtuvo una consistencia blanda; se drend el exceso de
humedad con ayuda de coladeras plasticas. Posteriormente se le adicioné cal y yeso (5 g de



cal y 20 g de yeso por kg de trigo seco) al trigo hasta obtener una mezcla homogénea;
después los granos de trigo fueron colocados en frascos de vidrio que se esterilizaron a
121°C durante 1.5 h, este material se dejé enfriar a temperatura ambiente; una vez frio se
hizo la inoculacion, la cual consistié en poner en cada frasco una quinta parte de placa
inoculada contenida en la caja Petri; posteriormente se incubd a 25°C hasta que los granos
de trigo fueron completamente colonizados (Guzman et al., 1993).

6.9 Patrén de produccién

Para obtener el patrén de produccién de las cepas de Schizophyllum se hidraté el sustrato
de maiz y cacahuate, se esterilizaron y sembraron en campana de flujo laminar con granos
de trigo invadido por las cepas de Schizophyllum (apartado 5.6). Se realizaron 4 repeticiones
de cada sustrato o mezcla a evaluar, se utilizaron bolsas de polipropileno etileno con filtro.
Durante el periodo de incubacion del sustrato se registrara la temperatura ambiente (°C)
hasta la total colonizacidn del sustrato. En la ultima etapa (fructificacidn) las bolsas se
trasladaron al médulo de produccién de hongos del Laboratorio de Micologia del CIB, donde
se evaluaron las siguientes variables:

1. Aparicién de la primera, segunda, tercera cosecha segun el caso.
2. Eficiencia biolégica, seglin Tschierpe & Hartmann (1977).

Formula:

Peso fresco de los cuerpos fructiferos
EB= x 100
Peso seco del sustrato empleado al momento de la inoculacion

3. Tasa de produccidn, propuesta por Royse (1989).

Férmula:
EB
TP=
cC

EB= eficiencia bioldgica

CC= ciclo de cultivo

TP=tasa de produccién

4. Ciclo de cultivo.

5. Caracteristicas fenotipicas de los basidiomas cosechados.
6. Temperatura (°C) y humedad relativa (%).

6.10 Secado de hongos
Los cuerpos fructiferos obtenidos de Schizophyllum sp. (Figura 4), fueron deshidratados
inmediatamente de ser cosechados a una temperatura ambiente que varidé de 20-24°C, esto



en oscuridad y con la ayuda de un ventilador, hasta que obtuvieron un peso constante y
finalmente se conservaron en una bolsa ziploc con sus respectivos datos.

Figura 4. Secado de cuerpos fructiferos

7 Resultados y discusion
7.1 Velocidad de crecimiento

En las Figuras 5, 6 y 7, se muestra la velocidad de crecimiento de las cepas HEMIM-98,
HEMIM-99 y HEMIM-107, donde a manera general, el crecimiento sobre el sustrato rastrojo
de maiz fue el mds destacable para las cepas de Schizophyllum spp., la invasién total fue
entre 6 a 9 dias. Pero el aserrin de pino, fue el sustrato donde se presenté menor velocidad
de crecimiento para las tres cepas, esto con 0.015 mm/h para la cepa HEMIM-98 que no
presentd diferencias significativas con aserrin de cedro (Figura 5).

0.025
a
0.02 b b b b
c c
0.015
0.0
0.005

Aserrin de Aserrin de Aserrin de Cascarade Fibrade Rastrojode Olote
cedro  jacaranda pino cacahuate coco maiz

VC (mm/h)

Figura 5. Velocidad de crecimiento de S. commune (cepa HEMIM-98).
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En la figura 6 se observa que solo mostrd diferencias significativas el crecimiento sobre
rastrojo de maiz (0.0203 mm/h) con respecto a los seis sustratos evaluados.
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Aserrin de Aserrin de Aserrin de Cascarade Fibrade Rastrojode Olote
cedro  jacaranda pino cacahuate coco maiz

VC (mm/h)

Figura 6. Velocidad de crecimiento de S. commune (cepa HEMIM-99).

En el caso de la HEMIM-107 hubo mas diferencias entre los sustratos, fueron parecidos
aserrin de jacaranda y cascara de cacahuate con 0.025 mm/h (Figura 7).
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Figura 7. Velocidad de crecimiento de S. radiatum (cepa HEMIM-107).

Carreio Ruiz et al., (2014) reportaron una tasa de crecimiento micelial promedio diario de
la cepa silvestre de la region CH-147 de S. commune, crecida en cdscara de cacao fue de 9.7
mm/d (Ruan-Soto et al., 2004). Carrefio-Ruiz et al. (2020) crecieron cuatro cepas de S.
commune (CCG003, CCG009, CCG010 y CCG13) sobre cuatro sustratos: cascara de cacao
(CC), hojas de platano (HP), hojas de maiz (HM) y como testigo se utilizé palo mulato (PM),
obtuvieron la mayor velocidad de crecimiento micelial a los 12 dias en PM fue de 117.2 mm
para CCGO09 y 120 mm las otras tres cepas, en CC para las cepas CCG003 fue de 51.6 mmy
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para CCG013 de 64.4 mm, para HP por las cepas CCGO09 y CCGO10 (56.4 y 58 mm
respectivamente). Los autores reportan que al crecer las cepas en HM fue donde crecieron
menos CCG003 (0.098 mm/h), CCG010 (0.17 mm/h) y CCG13 (0.05 mm/h) y para CCG009
fue de 0.30 mm/h, que son mas altas a las reportadas en este trabajo, para HEMIM-98
(CCG003) fue solo de 0.015 mm/h y HEMIM-99 (CCG009) fue de 0.016 mm/h, dicha
diferencia de crecimiento se debe a que los autores incubaron a 352Cy lo crecieron en otras
condiciones (Gaitan-Hernandez y Salmones, 2015) a las realizadas en este trabajo

7.2 Caracteristicas morfoldgicas del micelio

En la tabla 1, se muestran las caracteristicas morfoldgicas del micelio que presentaron las
tres cepas de Schizophyllum spp., en general, presentaron color blanco, textura algodonosa,
densidad regular/abundante, esto para los sustratos cascara de cacahuate, rastrojo de maiz
y olote, mientras que los aserrines y la fibra de coco, presentaron color hialino, textura
ausente y densidad escasa (casi nula) (Figuras 8, 9 y 10). Los mejores sustratos para las tres
cepas, por su densidad micelial fueron cascara de cacahuate y rastrojo de maiz, mismos que
presentaron la formacion de cuerpos fructiferos en la caja de Petri (a los 20 dias) de la cepa
HEMIM-98 y completando su ciclo con la formacién de esporas (Figura 11), mostrando una
invasién total a los 6-10 dias. Con los sustratos aserrin de cedro, aserrin de jacaranda,
aserrin de pino, fibra de coco y olote el crecimiento micelial alcanzé una invasién total a los
7-12 dias. Bran-Gonzélez et al. (2009) caracterizaron cinco cepas del hongo S. commune,
nativos de Guatemala, en tres medios de cultivo in vitro: Papa Dextrosa Agar (PDA), Extracto
de Malta Agar (EMA) y Agar Czapek-Dox (ACD), incubados a dos temperaturas de incubacion
(18°Cy 26°C), donde determinaron al medio PDA y la temperatura de 26 °C, como factores
favorables al crecimiento micelial de la especie.

Tabla 1. Caracteristicas morfoldgicas de Schizophyllum spp.

Schizophyllum commune (HEMIM-98)
Sustrato Color Textura Tipo de Densidad Agregaciones
micelio hifales

Aserrin Hialino Ausente Aéreo Escasa Ausente
de cedro (casi nula)
Aserrin de | Hialino Ausente Aéreo Escasa Presente
jacaranda (casi nula)

Aserrin Hialino Ausente Aéreo Escasa Presente

de pino (casi nula)




Cascara de | Blanco | Algodonoso Aéreo Regular Presente
cacahuate
Fibra Hialino Ausente Rastrero Escasa Ausente
de coco
Rastrojo Blanco | Algodonoso Aéreo Abundante Presente
de maiz
Olote Blanco | Algodonoso Aéreo Regular Ausente
Schizophyllum commune (HEMIM-99)
Aserrin de | Hialino Ausente Aéreo Escasa (casi Ausente
cedro nula)
Aserrin de | Hialino Ausente Aéreo Escasa (casi Ausente
jacaranda nula)
Aserrin de | Hialino Ausente Aéreo Escasa (casi Ausente
pino nula)
Cascarade | Blanco | Algodonoso Aéreo Regular Presente
cacahuate
Fibra de Hialino Ausente Rastrero Escasa Ausente
coco
Rastrojo de | Blanco | Algodonoso Aéreo Abundante Presente
maiz
Olote Blanco | Algodonoso Aéreo Regular Ausente
Schizophyllum radiatum (HEMIM-107)
Aserrin de | Hialino Ausente Aéreo Escasa Ausente
cedro
Aserrin de | Hialino Ausente Rastrero Regular Ausente
jacaranda
Aserrin de | Hialino | Algodonosa Rastrero Regular Ausente
pino (poco)
Cascarade | Blanco | Algodonosa Aéreo Abundante Presente
cacahuate
Fibra de Hialino Ausente Rastrero Escasa Ausente
coco
Rastrojo de | Blanco | Algodonosa Aéreo Abundante Ausente
maiz
Olote Blanco | Algodonosa Aéreo Abundante Ausente




Figura 8. Caracteristicas miceliales de la cepa HEMIM-98, en diferentes sustratos, a) aserrin
de cedro, b) aserrin de jacaranda, c) aserrin de pino, d) cascara de cacahuate, e) fibra de
coco, f) rastrojo de maiz, g) olote.

Figura 9. Caracteristicas miceliales de la cepa HEMIM-99, en diferentes sustratos, a) aserrin
de cedro, b) aserrin de jacaranda, c) aserrin de pino, d) cascara de cacahuate, e) fibra de
coco, f) rastrojo de maiz, g) olote.
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Figura 10. Caracteristicas miceliales de la cepa HEMIM-107, en diferentes sustratos, a)
aserrin de cedro, b) aserrin de jacaranda, c) aserrin de pino, d) cdscara de cacahuate, e) fibra
de coco, f) rastrojo de maiz, g) olote.

Figura 11. Caracteristicas fenotipicas de la cepa HEMIM 98. a) Cuerpos fructiferos en rastrojo
de maiz, b) esporulacién de cuerpos fructiferos.
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7.3 Obtencion de cuerpos fructiferos

Para llevar a cabo el crecimiento sélido, se seleccionaron dos de los siete sustratos
trabajados, tomando en cuenta los resultados de velocidad de crecimiento y el nimero total
de los dias en los cuales el micelio colonizé las cajas de Petri, siendo cdscara de cacahuate
y rastrojo de maiz los sustratos. Una vez teniendo los sustratos seleccionados, se llevé a
cabo el proceso de cultivo (Tabla 2), se realizaron ocho replicas por cada uno de los
sustratos, siendo un total de 16 bolsas de 400 g cada una.

Se caracterizé los cuerpos fructiferos de cada una de las cepas, HEMIM-98 presento el pileo
flabeliforme en forma de abanico, superficie marrén con escasa vellosidad, consistencia
correosa y con medidas de 7-30 mm de ancho y 10-30 mm de largo, presentando margen
lobulado (Figura 12). Para la cepa HEMIM-99 las caracteristicas fueron similares, a
excepcion de la pigmentacion de los cuerpos fructiferos que fueron mas claros. Finalmente
las caracteristicas fenotipicas de la cepa HEMIM-107, fueron distintas a las otras cepas, los
basidiomas presentaron pileo subgloboso con superficie de pigmentacién blanca y
vellosidades abundantes de textura lanosa y margenes lobulados, con medidas de 10-30
mm de ancho y 13-32 mm de largo (Figura 17). La coloracion de los cuerpos fructiferos de
la cepa HEMIM-98 que a los 15 dias los cuerpos fructiferos tenian color blanco, a los 19 dias
color crema y posteriormente a los 24 dias pasd a color marrén, tomando esta como
referencia para cosechar.

Figura 12. Morfologia de la cepa HEMIM-98.
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Cabe mencionar que en general para las tres cepas de Schizophyllum spp. el mejor sustrato
fue cdscara de cacahuate, en el caso de la cepa de S. radiatum (HEMIM-107) fue la que
presentd mayor eficiencia bioldgica, ciclo de cultivo corto y cuerpos fructiferos con mayor
didmetro, en comparacion con S. commune (HEMIM-98) y (HEMIM-99).

Tabla 2. Patén de produccién de Schizophyllum spp. cultivado en cascara de cacahuate y
rastrojo de maiz.

HEMIM-98
Céscara de cacahuate Rastrojo de maiz
Incubacién (dias) 10 Incubacién (dias) 12
Fructificacién (dias) 14 Fructificacién (dias) | 13
Ciclo de cultivo (dias) | 24 Ciclo de cultivo 25
(dias)
EB (%) 10.75 EB (%) 1.41
Tasa de produccién 0.76 Tasa de produccién | 0.05
HEMIM-99
Cdscara de cacahuate Rastrojo de maiz
Incubacién (dias) 10 Incubacién (dias) 10
Fructificacidn (dias) 12 Fructificacion (dias) | 12
Ciclo de cultivo (dias) | 22 Ciclo de cultivo 22
(dias)
EB (%) 3.32 EB (%) 2.11
Tasa de produccion 0.10 Tasa de produccion | 0.06
HEMIM 107
Céscara de cacahuate Rastrojo de maiz
Incubacién (dias) 11 Incubacién (dias) 8
Fructificacién (dias) 15 Fructificacién (dias) | 11
Ciclo de cultivo (dias) | 26 Ciclo de cultivo 19
(dias)
EB (%) 18.64 EB (%) 8.29
Tasa de produccion 0.69 Tasa de produccion | 0.63

Romero et al. (2015) evaluaron las férmulas C-Agrol 1, 2 y 3 en la produccién de la cepa CP-
CA1l de Lentinula edodes (Pegler) en bloques de aserrin de encino (Quercus sp.), olote de
maiz triturado (Zea mays) y rastrojo de maiz (Zea mays). Donde la cepa CP-CA1 mostrd una
tasa de produccién de 0.38, 0.33 y 0.31% en cada uno de los sustratos y una EB de 100.5%
en la formula C-Agro2, lo que muestra que son valores muy altos para la eficiencia bioldgica



gue se obtuvo en este experimento, pero valores estandares en TP de Schizophyllum spp.
ya que en promedio, se obtuvieron 0.28 (HEMIM-98) y 0.64 (HEMIM-107).

El hongo S. commune no es un hongo que se cultive con fines comerciales a nivel mundial y
nacional, solo se hace con fines de investigacion, este hongo se ha utilizado para estudios
genéticos y bioquimicos (Chang & Miles, 2004). Bran-Gonzalez et al. (2009) evaluaron el
crecimiento micelial de cinco cepas nativas de S. commune en Guatemala sobre cuatro
sustratos compuestos de viruta de pino, pulpa de café seca, olote y cafia de maiz, harina de
avena y trigo, en cuatro posible combinaciones, donde la mayor eficiencia bioldgica fue de
5.50 % que se obtuvod en cafa de maiz y olote de maiz (proporcién 1:1) y una TP de 0.19, los
cuerpos alcanzaron medidas menores de 2.0 cm y mas de 4.0 cm de didmetro.

Carrefio-Ruiz et al., (2014) evaluaron el crecimiento in vitro de tres hongos: Auricularia
fuscosuccinea, Oudemansiella canarii y S. commune en cuatro sustratos agricolas para
evaluar el crecimiento micelial en cada sustrato y en combinacion: fibra de coco (Cocos
nucifera), cédscara de cacao (Theobroma cacao), hojas de platano (Musa paradisiaca) y
aserrin de cedro (Cedrela adorata). A S. commune le favorecié en la cdscara de cacao y la
hoja de platano, asi como las combinaciones coco-cacao, coco-aserrin, coco-platano, cuyos
valores de crecimiento micelial promedio fueron de 8.54 a 9.99 mmd".

Actividad enzimatica del extracto de Schizophyllum spp.

7.3.1 Cuantificacion de enzimas lacasas

La actividad de lacasas del hongo Schizophyllum sp. crecido sobre diferentes sustratos,
muestra que, la actividad enzimatica fue mayor en el sustrato rastrojo de maiz para las tres
cepas. En la figura 13, se puede observar la actividad enzimatica para la cepa HEMIM-98,
donde dicha actividad fue de 27.81 U/gX a pH de 5.5, y 23.60 U/gX a pH 5.0. La cepa HEMIM-
99 (Fig. 14) mostré mayor actividad a los mismos pH, a pH 5.0 (17.76 U/gX) y 5.5 (15.94
U/gX). Con el resto de sustratos hubo baja actividad de lacasas (entre 2.68 U/gX y 1.73
U/gX). Sin embargo para la cepa HEMIM-107 (Fig.15) el pH que favorecio la actividad fue
4.5 para los sustratos rastrojo de maiz (11.33 U/gX), para el resto de los sustratos fue de
alrededor de 1.27 U/gX.
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Figura 13. Actividad enzimatica de lacasas en Schizophyllum spp. (HEMIM-98).
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Figura 14. Actividad enzimatica de lacasas en Schizophyllum spp. (HEMIM-99).
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Figura 15. Actividad enzimatica de lacasas en Schizophyllum spp. (HEMIM-107).
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7.3.2 Cuantificacidon de enzimas celulasas

Se cuantifico la actividad enzimatica de celulasas (Fig. 16), en la cual se puede observar que
los sustratos mas aptos para las tres cepas de Schizophylum sp. fue cascara de cacahuate y
rastrojo de maiz, donde la cepa HEMIM-98 fue la que presenté mayor actividad en ambos
sustratos (11.78 U/gX y 14.97 U/gX, respectivamente). La cepa HEMIM-99 presenté mayor
actividad en cdscara de cacahuate (1.33 U/gX) y finalmente para cepa HEMIM-107 en
rastrojo de maiz fue de (6.69 U/gX). Para el resto de los de los sustratos, la actividad de
celulasas fue muy baja, menor de 1 U/gX.
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Figura 16. Actividad enzimatica de celulasas en Schizophyllum spp.

7.3.3 Cuantificacion de enzimas pectinasas
La actividad de pectinasas se presenta en la figura 18 donde se muestra que el sustrato mas
en el que hubo mayor actividad fue fue rastrojo de maiz y la cepa que presentd mayor
actividad fue HEMIM-99 (59.83 U/gX), seguido de HEMIM-98 (26.74 U/gX) y la cepa HEMIM-
107 solo presentd 5.27 U/gX de actividad de pectinasas.
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Figura 17. Actividad enzimatica de pectinasas en Schizophyllum spp. HEMIM-98, HEMIM-
99 y HEMIM-107.
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7.3.4 Cuantificacion de enzimas invertasas
La actividad donde la mayor actividad de invertasas fue en el rastrojo de maiz (1.31 U/gX)
para la cepa HEMIM-99 y para HEMIM-107 fue de 1.21 U/gX. Cabe mencionar, que las
invertasas, fueron las enzimas con menor actividad en el hongo Schizophyllum spp (Fig. 19).
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Figura 18. Actividad enzimatica de invertasas en Schizophyllum spp. HEMIM-99 y HEMIM-
107.

7.3.5 Cuantificacion de enzimas amilasas
En la actividad enzimatica de amilasas (Fig. 20) mayor actividad se obtuvo en el aserrin de
jacaranda (10.25 U/gX), seguido de la cascara de cacahuate (7.39 U/gX) y rastrojo de maiz
(6.07 U/gX) para la cepa de HEMIM-99, para la cepa HEMIM-98 la actividad fue de 4.43
U/gX, 4.60 U/gXy 3.54 U/gX, la actividad de la cepa HEMIM-107 fue de 0.27 U/gX, 5.59 U/gX
y 6.77 U/gX para los mismos sustratos mencionados anteriormente.
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Figura 19. Actividad enzimatica de amilasas en Schizophyllum spp HEMIM-98, HEMIM-99 y
HEMIM-107.

Se ha informado que la fermentacion en estado sélido (SSF) es un mejor sistema que la
fermentacion sumergida (SMF) para producir enzimas, incluidas las lacasas. Chan et al.
(2016), evaluaron la actividad enzimdtica de Pycnoporus sanguineus en paja de trigo
obteniendo una actividad de 118.2 U/L, bagazo de cafia con 76.7 U/L y aserrin de pino con
100.1 U/L esto a un pH de 4.5; Murrieta, et al.,(2002) evalué la actividad enzimatica de
lacasas de dos cepas de Pleurotus pulmonarius (137 y 225), en las cuales presentaron 34.69
Ug? en sustrato de pulpa de café (pH de 5.0), Karp et al. (2015) reportaron la actividad de
lacasas (151.6 U/g) en Pleurotus ostreatus crecido sobre bagazo de cafa de azucar (pH de
5.5), como se puede observar, Schizophyllum spp. obtuvo niveles bajos de lacasas, en
comparacion de otros hongos.

Zhu et al. (2016) analizaron las proteinas extracelulares de S. commune que coloniza el tallo
de la alcachofa de Jerusalén y se compararon con las de dos hongos de pudricion blanca
Phanerochaete chrysosporium, Ceriporiopsis subvermispora, Gloeophyllum trabeum (hongo
de pudricion parda). S.commune mostré niveles considerablemente mas altos de
actividades enzimaticas hidroliticas en comparacién con los de P. chrysosporium, C.
subvermispora y G. trabeum. Durante el proceso de biodegradacién, este hongo modificé
el polimero de lignina de una manera consistente con un ataque de radicales hidroxilo,
similar al de G. trabeum. Un analisis revelé que, en comparacidn con otros tres hongos, esta
especie produce una mayor diversidad de enzimas que degradan los carbohidratos,
especialmente hemicelulasas y pectinasas que actlan sobre las cadenas principales y
laterales de los polisacaridos.
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Dentro de la informacién derivada de la secuenciacién del genoma de S commune, se ha
indicado que presenta 366 enzimas degradadoras de carbohidratos (CAZymas), de las cuales
106 estan involucradas en la degradacion de polisacéridos vegetales (Ohm et al. 2010). El
analisis de la diversidad de enzimas que degradan polisacaridos no celulésicos mostré que
S. commune tiene mas hidrolasas relacionadas con la degradacién de xilano y pectina, como
las familias GH5, 10, 28, 43, 51, 53, 93, 105 y 115, ademas que posee mas proteinas GH43
que son enzimas B-xilosidasas (Erdmann et al., 2012), lo que indica su gran capacidad para
la degradacidon de hemicelulosa y pectina. Se han identificado en el sistema celulolitico de
S. commune varias familias de enzimas que eliminan la cadena lateral de xilano, como las
acetil xilano esterasas (Biely et al., 1985), las glucuronoil esterasas (Spanikova & Biely.,
2006) y las a-glucuronidasas (Tenkanen & Siika-aho., 2000; Chong et al., 2011). Entre los
pocos estudios sobre las hidrolasas, se ha informado que una endoxilanasa recombinante
de S. commune presenta alta actividad de degradacion del xilano de madera de haya (Song
et al., 2013) y los extractos crudos que contienen principalmente B-glucosidasa de esta
especie fungica podrian degradar la lignocelulosa pretratada igual que una B-glucosidasa
comercial (Lee et al., 2014).

Resumen de resultados

S. commune S. commune S. radiatum
HEMIM-98 HEMIM-99 HEMIM-107
Villahermosa,Tabasco Villahermosa, Tabasco Cuernavaca, Morelos
La cepa mostro formacion de Corto tiempo en incubacién y Ciclo biolégico mas rapido,
cuerpos fructiferos y estos fructificacion desde  colonizacion  hasta

esporularon en caja Petri.

fructificacion

Cuerpos fructiferos con menor
didametro

Cuerpos fructiferos con mejor
textura

Mayor crecimiento micelial y
mejor EBy TP

Lacasas 27.81 U/gX a pH 5.5 en
rastrojo de maiz

Lacasas 17.76 U/gX a pH 5.0 en
rastrojo de maiz

Lacasas 11.33 U/gX a pH 4.5 en
rastrojo de maiz

Celulasas 14.97 U/gX, en
rastrojo de maiz

Amilasas 10.25 U/gX en aserrin
de jacaranda

Invertasas 1.21 U/gX en
rastrojo de maiz




8 Conclusion
Las tres cepas andlizadas presentaron diferentes caracteristicas en el crecimiento del
micelio, actividad enzimatica y durante el cultivo.

El hongo Schizophyllum spp. es un eficiente degradador de materiales lignocelulésicos, se
trabajo con S. commune y S. radiatum donde el sustrato rastrojo de maiz favorecié el
crecimiento para las tres cepas y para las caracteristicas miceliales fue cascara de cacahuate
y rastrojo de maiz .

Se obtuvo el cultivo de Schizophyllum spp. a pesar de la temperatura de incubacion (22-
2429C), ya que este hongo requiere temperaturas mas altas (302C), aunque en general se
obtuvieron EB bajas, siendo la mas alta para S. radiatum (18%) en cdscara de cacahuate,
que fue uno de los sustrato que favorecié las caracteristicas miceliales, por lo que en este
caso los resultados de caja Petri nos ayudaron a escoger los sustratos a trabajar en cultivo.

La actividad enzimatica fue mas altas en general en los extractos obtenidos del crecimiento
de Schizophyllum spp. sobre rastrojo de maiz y cascara de cacahuate, por lo que coincidid
con las caracteristicas miceliales.

9 Perspectivas
e Optimizar las condiciones de cultivo (sustratos, pH, temperatura etc.).
e Caracterizar la producciéon de enzimas e isoenzimas de xilanasas produccidas en
diferentes sistemas de cultivo.
e Caracterizar el cultivo y produccion de enzimas de mas especies de Schizophyllum
spp. que estan reportadas para el pais.
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