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INTRODUCCION GENERAL

En el ambito mundial se han domesticado aproximadamente 22 especies de hongos,
la mayoria de regiones tropicales y subtropicales. No obstante, sélo en diez se ha
logrado una produccion a escala comercial, (Martinez-Carrera, 1998). En México,
sblo tres especies de hongos se cultivan comercialmente: Agaricus bisporus
(champifidn), Pleurotus ostreatus (setas) y Lentinula edodes (shiitake) (Zamora-

Martinez, 1999).

Entre los hongos que crecen en México y que tienen alto valor comercial, se
encuentran las morillas (Morchella spp), las cuales son altamente apreciadas en el
ambito culinario, por lo que son productos con gran potencial de mercado a nivel
nacional e internacional, comparable al que tienen las trufas europeas (Tuber spp),
(Alexopoulos et al., 1996). Morchella esculenta es una de las morillas con mayor
valor comercial, esta especie presenta una interfase en su esporulacién y en el
desarrollo del micelio que dificulta su produccion, por lo que su aprovechamiento se
limita a la recoleccion. Esta relativa escasez producida por su estacionalidad y los
altos precios que alcanza, hacen que la presidon extractiva sobre sus poblaciones
naturales sea muy alta, generando un problema de sobreexplotacion, por lo cual en
México siete especies del género, se encuentran catalogadas bajo normas de

proteccion (NOM-010-RECNAT-1996 y NOM-059-ECOL-1994).

Los intentos para producir Morchella esculenta han sido muy variados, estos han

abarcado desde la inoculacion de esporas en campo, semicultivos, hasta la



provocacién intencional de incendios forestales, ya que se ha asociado
errbneamente a la morilla con este fendmeno (Volk and Thomas, 1989a; Staments,

1993).

El intento mas exitoso en cuanto a disefar una técnica de produccion de M.
esculenta lo reporta Ower (1982), el cual dio origen a tres patentes, que sin embargo,
no han resultado muy eficientes, pues han mostrado una serie de anomalias que no
han podido superarse, tales como la malformacion de ascocarpos (cuerpos
fructiferos), aborto de primordios, y baja productividad, motivo por lo cual estas
patentes han sido sujeto de multiples criticas, como la ocultacién de informacion,
manipulacion de datos y otras (Barnes and Wilson, 1998; Stott and Mohammed,
2004; Molina et al., 1993). Por ello, en la actualidad la informacién generada para el

cultivo de Morchella esculenta, es escasa y poco concluyente.

En el contexto nacional, los estudios relacionados con este hongo son pocos y se
limitan a la descripcion de sus condiciones ecoldgicas o a la reproducciéon de las
patentes descritas anteriormente. Por ello, es importante desarrollar mas
investigacion cientifica sobre Morchella esculenta (Pankaj et al., 2002), que
contribuya a aumentar el conocimiento sobre la domesticacién de este hongo y
generar tecnologia apropiada a las condiciones y necesidades especificas de

México.

En este contexto, la presente investigacion tuvo como objetivos identificar el medio

de cultivo mas adecuado para la produccidon de esclerocios de Morchella esculenta



en laboratorio y evaluar a través de un estudio enzimatico, la ruta metabdlica, por

medio de la cual este hongo obtiene sus nutrientes.

Para el primer experimento se manejo la hipétesis de que el mejor medio de cultivo
seria aquel que produjera mayor cantidad de biomasa en el menor tiempo posible y
que tuviera la capacidad de diferenciar el micelio en esclerocios, ya que varios
autores (Ower, 1982; Ower et al., 1986; Volk and Leonard, 1989b) consideran a

estas estructuras como la clave para la produccion artificial de Morchella esculenta.

La hipétesis que orient6 el segundo estudio se basa en lo expuesto por (Yasue et al.,
2005), que indica que los mecanismos fisiolégicos, cultivo y crecimiento de los
hongos pueden ser explicados a través del comportamiento de las enzimas
involucradas en la degradacion de los componentes del sustrato donde crecen, sin
embargo, en el transcurso de este experimento, se observd que en uno de los
tratamientos (utilizando un medio de cultivo a base de compost para la produccién de
champifidn), existia una relacién entre la cantidad de fenoles, y la produccion de
esclerocios, lo cual toma un lugar mas relevante en el capitulo correspondiente, pues
es una aportacion valiosa en el estudio de este hongo, ya que como se discute en las
secciones correspondientes, los esclerocios son estructuras de resistencia que forma
el hongo para acumular reservas y sobrevivir a condiciones adversas, para
posteriormente diferenciarse y fructificar cuando exista el entorno adecuado, pues la
obtencion de ascocarpos en condiciones naturales, se basa en la diferenciacion de

los esclerocios (Zamora-Martinez, 1999; Shu-Ting and Miles, 2004).



En el primer capitulo se expone el experimento que se desarrolld para identificar el
medio de cultivo mas adecuado para la produccion de esclerocios de Morchella
esculenta, dado que como indican Stott and Mohammed (2004), hay dos pasos para
lograr la domesticacion de esta especie, el primero se refiere a los requisitos
ambientales y alimenticios para producir esclerocios de manera confiable y
abundante. Mientras, el segundo consiste en investigar los disparadores y las

condiciones requeridas para la iniciacién y la maduracién del ascocarpo.

En el segundo capitulo se expone el estudio realizado para determinar la actividad de
tres enzimas lignoceluloliticas (celulasas, xilanasas y lacasas) y observar su
capacidad de degradacion de sustratos lignoceluldsicos, con el objetivo de
determinar su ruta metabdlica y asi poder inferir algun tipo de sustratos adecuados
para el crecimiento y desarrollo de Morchella esculenta bajo condiciones controladas.
Durante esta evaluacion se identificé una relacion directa entre la concentracién del
medio con compost, cantidad de fenoles presentes y la diferenciacién del micelio en
esclerocios, lo que dio lugar a un experimento que mostré resultados preeliminares
que indican que los fenoles contenidos en el compost son los precursores de la

diferenciacion del micelio en esclerocios.

Los experimentos descritos, aportaron conocimientos sobre la produccion de
esclerocios en laboratorio, especialmente si se toma en cuenta el corto lapso de
tiempo en que se obtuvieron dichas estructuras. Es decir, los resultados
proporcionan informacién util para producir esclerocios en laboratorio, cubriendo con

ello el primer principio establecido para su domesticacion, lo cual permitira



implementar ensayos posteriores bajo dos enfoques principales: la produccién
artificial de morilla a escala comercial y la introducciéon a su habitat natural como
parte de una estrategia de conservacion que contrarreste la extraccion excesiva

producida por la recoleccion.

Asi, esta investigacion se orientd al conocimiento de los principios basicos de
técnicas de produccion de Morchella esculenta, por medio de pasos individuales,
hacia eventos complejos. Pero, obviamente el presente estudio sélo representa un
pequefio porcentaje de una tematica mas amplia y debe complementarse con
investigaciones sobre el papel ecoldgico de esta especie, la evaluacion de sus
poblaciones naturales, su potencial como producto forestal no maderable, su
produccion bajo condiciones controladas y comercializacidén, asi como problematicas
relacionadas con el impacto acumulativo de los disturbios causados por la cosecha

de morilla, reportadas por investigaciones previas (Pilz et al., 2004), entre otras



CAPITULO I. OBTENCION DE ESCLEROCIOS DE MORILLA (Morchella
esculenta (L). Pers) EN DIFERENTES MEDIOS DE CULTIVO
Gerardo Alvarado-Castillo, M.C.

Colegio de Postgraduados, 2007

1.1. RESUMEN

Morchella esculenta es un hongo comestible de alto valor comercial y la obtencion de
esclerocios es considerada como la clave para su cultivo. En este trabajo se evalué
la cepa IE-750 en ocho medios de cultivo sdlido y seis en forma liquida, utilizando
como parametros el crecimiento micelial, la produccion de biomasa, la habilidad para
producir esclerocios y su biomasa. El mejor crecimiento micelial se obtuvo en el
tratamiento con composta (T7: 53.87 cm?), y en cuanto a la biomasa, el medio de
cultivo con levadura fue mejor (T3: 80.3 mg). Los tratamientos con gallinaza y
composta, presentaron 40% y 80% de esclerocios, respectivamente, tanto en medio
sélido como liquido. La mayor cantidad de biomasa de estas estructuras se presentd
en el tratamiento con composta en medio sélido (T7: 27.04 mg). Los esclerocios se
obtuvieron en lapsos de 9-12 dias (medio sdlido) y de 7-9 dias (medio liquido), lo
cual es tiempo relativamente corto, lo que abre una posibilidad de cumplir con una de

las condiciones necesarias para su domesticacion.

Palabras clave: Esclerocios, Composta, Medios de cultivo, Morchella esculenta.



OBTAINING SCLEROTIA OF MORILLA (Morchella esculenta (L). Pers.) IN
DIFFERENT CULTURE MEDIA
Gerardo Alvarado-Castillo, M.C.

Colegio de Postgraduados, 2007

1.2. ABSTRACT

Morchella esculenta is an edible mushroom of high market demand, and obtaining
sclerotia is considered an important issue for its commercial production. In this work,
the strain IE-750 was carried out on eight solid culture media and six liquid culture
media. Parameters assessed were mycelial growth, biomass production, and ability to
produce sclerotia and its biomass. The best mycelial growth was obtained in the
treatment containing compost extract (T7: 53.87 cm?). The highest production of
biomass was recorded whit the treatment containing yeast (T3: 80.3 mg). Scenarios
with poultry manure and compost showed 40% and 80% of sclerotia in solid and
liquid culture media, respectively, and the highest sclerotia biomass was recorded
whit compost treatment (solid medium). Sclerotia were obtained in periods of 9-12
days (solid medium) and 7-9 days (liquid medium), which is good time for its

domestication.

Key words: Sclerotia, Compost, Culture media, Morchella esculenta.



1.3. INTRODUCCION

Las morillas (Morchella spp.) son hongos comestibles cotizados a nivel mundial
(Alexopoulos et al., 1996; Molina et al., 1993), y aunque su cultivo inicié hace mas de
dos décadas con los trabajos de Ower (1982), no se ha logrado establecer una
produccion totalmente satisfactoria. Al contrario, las patentes derivadas de estas
investigaciones (Ower et al., 1986; 1988) han recibido numerosos cuestionamientos
sobre la eficiencia de sus resultados (Barnes and Wilson, 1998; Stott and
Mohammed, 2004; Molina et al., 1993). Sin embargo, los trabajos realizados a la
fecha coinciden en que es necesaria la obtencion de esclerocios, como una
condicion basica para la consecuciéon del ascocarpo o cuerpo fructifero (Ower, 1982;

Ower et al., 1986; 1988; Stott and Mohammed, 2004; Volk and Leonard, 1990).

Los esclerocios se diferenciaran para fructificar, al encontrar las condiciones
ambientales 6ptimas (Guler and Arkan, 2000), o cuando sean inducidos por estrés
causado por condiciones extremas como inviernos largos, inundaciones o incendios.
Estos ultimos, son asociados fuertemente con la produccion de morillas en
condiciones naturales (Stamets, 1993; Volk and Leonard, 1989b), por lo cual se han
provocado intencionalmente para la fructificacion de este hongo, ocasionando la
pérdida y la fragmentaciéon del habitat donde son recolectados (Dalgleish and

Jacobson, 2005).

Existen dos pasos para la domesticacion de morillas propuestos por Stott and
Mohammed (2004), el primero se centra en los requisitos ambientales y nutricionales

para producir esclerocios de forma confiable y abundante, el segundo es la



investigacion de los disparadores y las condiciones requeridas para la iniciacion y
maduracion de ascocarpos. El primer punto mencionado conforma el objeto de
estudio de la presente investigacion, pues la produccion masiva de esclerocios
maduros, permitira implementar ensayos futuros bajo dos enfoques principales que
serian: la produccion artificial de morilla y la introduccion a su habitat natural. Esta
ultima como parte de una estrategia para su conservacion, ya que este hongo, se
encuentra catalogado en México como una especie amenazada (INE, 1994) y su
recoleccion esta regulada por las normas oficiales NOM-059-ECOL-1994 y NOM-
010-RECNAT-1996. Con base en lo anterior se realiz6 la evaluacion del crecimiento
micelial, producciéon de biomasa y de esclerocios de M. esculenta IE-750 en ocho

medios de cultivo sélidos y seis liquidos.

1.4. MATERIALES Y METODOS

Obtencion de la cepa

La cepa utilizada [Morchella esculenta (L.) Pers.] proviene de Estados Unidos, se
import6é de la casa comercial Fungi Perfecti y se encuentra depositada en el cepario
de hongos del Instituto de Ecologia, A.C., como |IE-750. La cepa se conserva en

medio de cultivo Extracto de Malta y Agar (EMA) en condiciones de refrigeracion.

Medios de cultivo

La composiciéon de los tratamientos se indica en la Tabla 1.1.

Especificamente, en T5 los nutrientes fueron: nitrégeno nitrico 6.5%, nitrégeno
amoniacal 2.0%, nitrogeno ureico 1.5%, fosforo total 10%, potasio total 40%, hierro,

0.020%, manganeso 0.010%, zinc 0.002%, boro 0.010%, y cobre 0.002% del



fertilizante soluble marca Solucat. En T7, el extracto se obtuvo de composta para
champifidén de la planta productora RIOXAL (Las Vigas, Veracruz), colocando 1.2 k
en cuatro litros de agua destilada, se hirvid la mezcla a fuego lento durante 15
minutos agitandola constantemente. Posteriormente, se filtré6 con ayuda de una gasa
para obtener el extracto. En T8, se hirvieron 20 g de suelo (franco arenoso) en un
litro de agua destilada hasta que se evapord la mitad, filtrando el resto para ser
usado en la preparacion del medio de cultivo. Todos los medios de cultivo sdlidos se
depositaron en cajas petri de 10 cm. de didmetro, en una proporcion de 30 mL por

caja.

Tabla 1.1. Contenido de los tratamientos en medio de cultivo sélido.

Tratamiento | Contenido aforado a un litro de agua destilada
T 20 g de malta, 20 g de agar

T1 T+ 2 g de peptona (Bioxon®)

T2 T+ 2 g de gallinaza (estiércol de gallina)

T3 T+ 2 g de levadura (Bioxon®)

T4 T+ 2 g de indulina (Bioxon®)

T5 T+ 2 g de micronutrientes

T6 T+ 2 g de alimento de pollo

T7 T+ 800 mL de extracto de composta

T8 T+ 800 mL de extracto de suelo

Los medios de cultivo liquido fueron los mismos que los descritos anteriormente, con
la diferencia que se excluyd el agar como agente solidificante y se eliminaron los
tratamientos T4 y T1, porque fueron los de mas bajo crecimiento en medio sdlido. Se
tuvo un total de seis tratamientos y un testigo (T) que fueron colocados en frascos de

vidrio, en una cantidad de 7 mL cada uno.
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Todos los tratamientos se esterilizaron durante 15 minutos a 120 °C, y a 15 Ib de

presion, tanto para medios solidos como liquidos.

Evaluaciéon del crecimiento micelial y biomasa

Para determinar el crecimiento micelial, se utilizaron los medios de cultivo sdélidos,
donde se inoculé la cepa (obtenida previamente de una resiembra en EMA)
colocando un implante circular en el centro de la caja petri. Estas se incubaron a 27
°C en condiciones de oscuridad, durante un periodo de 12 dias, trazando el area de
crecimiento durante las revisiones que se realizaron cada tercer dia. Terminadas las
mediciones, las areas se dibujaron en hojas transparentes para ser escaneadas y
descargadas al programa Arc View GIS 3.12 y determinar su superficie en cm? para

cada tratamiento y durante cada periodo.

Para la determinacién de biomasa se utilizaron los medios de cultivo liquidos. Se
colocaron 7 mL de cada tratamiento en frascos de 80 mL, se tomé un implante de la
cepa estudiada y se depositdé en el centro del frasco, cuidando que no quedara
cubierto totalmente por el medio. Los tratamientos se incubaron durante un periodo
de 9 dias bajo las condiciones anteriormente mencionadas. La masa micelial
obtenida se coloco en cuadros de papel filtro Waltham® del No 1, que previamente se
pesaron en una balanza analitica, y se llevaron a peso seco en una estufa de secado
con temperatura constante a 100 °C durante 24 horas. La biomasa se obtuvo de la

diferencia de peso.
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Disefio experimental y analisis estadistico

Los tratamientos se distribuyeron en un disefio experimental completamente al azar
con cinco repeticiones para la evaluacion del crecimiento micelial y biomasa. Los
datos obtenidos se procesaron con el programa STATISTICAR. Se realizé un analisis
de varianza y posteriormente una prueba de comparacion de medias de Tukey

(a=0.05) para determinar los mejores tratamientos.

La capacidad de produccion de esclerocios se estimo cualitativamente, determinando
su porcentaje de aparicion en relacibn al numero de repeticiones de cada

tratamiento, asi como la biomasa producida.

1.5. RESULTADOS Y DISCUSION
El micelio desarroll6 diferentes colores, dependiendo del medio de cultivo, desde el
amarillo-café hasta el marrén oscuro y texturas que van de hialinas (T3, T6 y T8)

normales o intermedias (T, T4, T7) hasta algodonosas (T1, T2, T5).
El crecimiento micelial mostré diferencias significativas (Tabla 1.2), el mejor de ellos

se observd en los tratamientos T7 (53.87 cm?), T6 (49.59 cm?), T5 (52.92 cm?), T3

(53.30 cm?) y T2 (52.28 cm?).
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Tabla 1.2. Crecimiento micelial de Morchella esculenta en medio de cultivo sélido.

Biomasa
Area promedio
Tratamiento pH | promedio de
final (cm?) esclerocios
(mg)
T4 5.9 |8.59 a
T 70 | 16.56 a
T1 5.8 [23.96 ab
T8 6.8 | 43.36 bc
T7 6.3 | 53.87 becd | 82.825
T6 6.3 |49.59 cd
T5 6.2 | 52.92 cd
T3 6.8 |53.30 cd
T2 6.5 | 5228 d 13.166

Letras negritas significan grupos diferentes segun la prueba de Tukey (a=0.05).

En cuanto a la produccién de biomasa (Tabla 1.3.), existieron diferencias
significativas entre tratamientos, siendo el mejor tratamiento el T3 (80.3 mg), seguido
por los tratamientos T7 (66.2 mg), T2 (65.6 mg) y TS (63.4 mg). Se realizd6 una

prueba de correlacién entre crecimiento y biomasa, la cual fue positiva (64%).

Tabla 1.3. Produccion de biomasa de Morchella esculenta en medio

de cultivo liquido.

Tratamiento pH Biomasa Biomasa
promedio. | promedio
(mg) de
esclerocios
(mg)
T 6.8 8.1 a
T8 7.0 10.6 a
T6 6.6 11.1a
T5 6.4 63.4b
T2 6.4 65.6 b 9.08
T7 6.4 66.2 b 27.04
T3 6.8 80.3¢c

Letras negritas significan grupos diferentes segun la prueba de Tukey (a=0.05)
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Respecto a la capacidad para producir esclerocios, hubo resultados positivos en los
tratamientos: T2 (40% de las muestras) y T7 (80% de las muestras), presentandose

en un periodo de 9-12 dias en medio de cultivo sélido (Figura 1.1.).

Figura 1.1. Formacién de esclerocios de Morchella esculenta en tratamiento con extracto de composta
en medio de cultivo sélido (T7).

Sin embargo, en medio liquido, la produccién de esclerocios fue igual, pero mas
precoz (7-9 dias) (Figura 1.2.). En ambos casos no se requirieron de condiciones

adversas, ni de competencia para que se desarrollaran estas estructuras.
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Los demas tratamientos no presentaron esclerocios durante el tiempo de la

evaluacion (120 dias que se conservaron en incubacion).

Figura 1.2. Produccion de esclerocios de Morchella esculenta en tratamiento con extracto de
composta en medio liquido (T7).

La combinacion de EMA con los diferentes suplementos (composta, gallinaza,
micronutrientes, alimento de pollo y suelo) presentaron una respuesta al crecimiento,
similar o mayor que los medios de cultivo usados tradicionalmente en laboratorio
(indulina, peptona, levadura y EMA). Aunque estadisticamente la produccion de
biomasa fue mayor en levadura, no dista mucho de la generada por otros elementos
(micronutrientes, gallinaza y composta), por ello el uso de este tipo de medios de

cultivo alternativos es recomendable.

15



En términos generales el medio de cultivo que tiene mayor potencial para la
produccion de esclerocios es el tratamiento con composta (T7), lo cual difiere de
estudios anteriores. Faris et al. (1996) utilizé composta combinandola unicamente
con agar y de manera seca, obteniendo escasa produccion de esclerocios, a pesar
de que usé el método de medio pobre-rico propuesto por Amir et al. (1993). Asi
mismo, Ramos (1999) no obtuvo esclerocios al utilizar composta como medio
nutritivo pobre en ninguna de las cepas utilizadas en su experimento. Ante dichos
resultados, se puede pensar que el método para obtener el extracto de composta en
el presente trabajo, logra conservar los nutrientes y sustancias necesarias que

promueven la diferenciacién del micelio en esclerocios.

Distintos estudios (Volk and Leonard, 1989b; Stott et al.,, 2002; Buscot, 1993)
senalaron que el micelio de M. esculenta crece relativamente rapido en medios de
cultivo, sin embargo, requiere de una barrera fisica, una zona no nutricional (medio
pobre-rico) o agentes competidores, para detener su crecimiento y diferenciarse en
estructuras compactas que iran madurando hasta obtener esclerocios. En el presente
experimento no se requirid6 de estas condiciones para obtener estas estructuras, lo
cual parece indicar que el extracto de composta y la gallinaza tienen precursores que

estimulan la diferenciacion.

Uno de los resultados mas sobresalientes es el corto de tiempo en el que se
obtuvieron los esclerocios en los tratamientos con composta y gallinaza (tanto en
medio sélido como liquido), pues los reportes del periodo de formacién de estas

estructuras en medios de cultivo o sustratos han registrado lapsos mayores. Singh et
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al., (1999) logré el maximo de esclerocios en sustrato de arena y un medio rico en
nutrientes en 70-75 dias. Ramos (1999) obtuvo microesclerocios (masa compactada
de hifas tubulares y globosas unidas entre si sin ningun tipo de diferenciacion) en un
lapso de 20-25 dias en medio de cultivo EMA. Duran (1999), imitando las
condiciones descritas en el método del frasco de Ower et al. (1986), observé estas
estructuras en 120 dias. Por su parte, Volk and Leonard (1989b) obtuvieron
esclerocios en un lapso de 3-4 semanas con la modificacion del método anterior. Asi
mismo, existen reportes donde se han utilizado medios de cultivo que no han
producido esclerocios, tal es el caso de los trabajos de Kosaric and Miyata (1981)
que obtuvieron masas miceliares en suero de leche, o de Guler and Arkan (2000)

que utilizaron medios de agar adicionados con NaNOs.

La importancia de los esclerocios ha sido ha sido demostrada por Ower (1982) y Volk
and Leonard (1989b), quienes encontraron que los esclerocios pueden ser cultivados
bajo condiciones controladas para formar ascocarpos. La formacion y el desarrollo de
los esclerocios fueron descritos mas a fondo por Volk and Leonard (1990) en la
descripcion del ciclo de vida de M. esculenta y por Amir et al. (1993). Estos ultimos
autores observaron que la produccién de esclerocios puede ser del tipo terminal o
lateral, obtenida a través de una zona no nutricional o un medio pobre-rico. De la
misma manera, Buscot (1993) observo la formacion de dos tipos de esclerocios (EES
y LIS) producidos cuando el crecimiento micelial fue interrumpido fisicamente por el
borde de la caja petri, 0 como una posible respuesta asociada a la edad del medio de
cultivo. Lo anterior sugiere que las paredes de vidrio de los frascos y cajas petri o el

agotamiento de nutrientes pueden crear las condiciones adversas necesarias para la
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diferenciacion (Sttot et al., 2002). Sin embargo, dicha explicacion no es aplicable al
presente trabajo, dado que el periodo de obtencidén de esclerocios fue corto, 9-12
dias en medio sdlido y 7-9 dias en medio liquido, y no se requirieron de condiciones
adversas para lograr la diferenciacién. Asi mismo, en los demas tratamientos
utilizados no se observaron esclerocios en los 120 dias en que se mantuvo el
experimento, aunque el micelio habia invadido todo medio de cultivo, y
consecuentemente se restringié el crecimiento apical de las hifas y la disponibilidad

de nutrientes.

La obtencién de esclerocios maduros en lapsos de tiempo breves, tanto en medio de
cultivo sdélido como liquido (especialmente en el tratamiento con extracto de
composta) abre una posibilidad de produccién masiva, dado que se cumple la
primera condicidon para su domesticacion. Esto servira de base para estudios
posteriores, que tengan como objetivo la produccién artificial de M. esculenta o su
introduccién en habitats donde crece naturalmente. No obstante, aun se desconoce
el mecanismo que dio origen a la diferenciacién y formacion de esclerocios, por lo
que es necesaria la realizacion de estudios sobre los mecanismos que inducen dicho

proceso.

1.6. CONCLUSIONES

Los resultados obtenidos indicaron que los medios de cultivo no tradicionales pueden
ser una opcion para la obtencion de micelio de M. esculenta, asi mismo, el medio con
extracto de composta (T7), tanto en medio sdélido como en liquido representa el

mayor potencial, pues tuvo el mayor porcentaje de produccién y biomasa total de
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esclerocios. El aspecto mas sobresaliente es el corto tiempo en el que se obtuvieron
estas estructuras respecto a otras investigaciones, con lo cual se abre la posibilidad

de dar cumplimiento a la primera condicion para su domesticacion.
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CAPITULO II. EFECTO DE LA PRESENCIA DE FENOLES EN LA PRODUCCION
DE ESCLEROCIOS EN MEDIO DE CULTIVO Y PRODUCCION DE ALGUNAS
ENZIMAS DE Morchella esculenta (L) Pers.

Gerardo Alvarado-Castillo, M.C.

Colegio de Postgraduados, 2007
2.1. RESUMEN

Morchella esculenta es un hongo comestible de alto valor comercial y la obtencion de
esclerocios es considerada como la clave para su cultivo. En este estudio se evalud
la cantidad de biomasa de esclerocios producida por la cepa IE-750 en cuatro
diferentes concentraciones de compost en medio de cultivo liquido y sdlido. Se
encontrdé una relacién directamente proporcional entre la concentracion de compost y
la cantidad de fenoles presentes en los medios de cultivo. En cuanto a la produccion
de esclerocios, se observo que ésta crece conforme aumenta la concentracion de
fenoles, llegando a un punto maximo en el M3 (20g de malta+1.2 k compost. 41™)
para después declinar en el M4 (20g de malta+1.5 k compost. 41™"), describiendo asi
una curva de crecimiento tipica. Estadisticamente el mejor medio de cultivo es el M3
(27.04 mg) en forma liquida, ya que los medios de cultivo sélido no presentaron
diferencias significativas. Los esclerocios se obtuvieron en lapsos de 7-9 dias en
medio sdlido y de 6-8 dias en medio liquido. Lo anterior sugiere que los fenoles
juegan un papel importante en la diferenciacion del micelio en esclerocios. Se
observd una ligera degradacion de fenoles, lo que dio lugar a la determinacion
enzimatica de celulasas, xilanasas y lacasas, sin embargo, no fue posible determinar
alguna posible via metabdlica utilizada por esta especie.

Palabras clave: Enzimas, Esclerocios, Compost, Fenoles, Morchella esculenta.
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EFFECT OF THE PRESENCE OF PHENOLS IN THE PRODUCTION OF
SCLEROTIA IN DIFFERENTS CULTURE MEDIA AND PRODUCTION OF SOME
ENZYMES OF Morchella esculenta (L.) Pers.

Gerardo Alvarado-Castillo, M.C.

Colegio de Postgraduados, 2007

2.2. ABSTRACT

Morchella esculenta is an edible mushroom, with high market demand and obtaining
of sclerotia is considered as a key for its commercial production. In this study was
evaluated the biomass of sclerotia produced by strain IE-750 in four different
concentrations of compost, in liquid and solid state. A direct relation exists between
the concentrations of compost and the amount of phenols in the culture media. It was
observed that the production of sclerotia increases, up to a maximum point in the M3
(20g from malt+1.2 k compost. 4l-1) after it declines in the M4 (20g of malt+1.5 k
compost. 41-1), describing therefore a typical curve of growth. Statistically (a=0.05)
the best culture media are the M3 (27.04 mg) in liquid state, the solid culture media
didn’t display significant differences. The sclerotia were obtained in 7-9 days in solid
culture media and 6-8 days in liquid culture media. This result suggests that the
phenols might play an important role in the differentiation of mycelia to sclerotia. A
degradation of phenols was observed, but it was not possible to determine about a

metabolic route used by this specie.

Key words: Enzymes, Sclerotia, Compost, Phenols, Morchella esculenta.
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2.3. INTRODUCCION

Morchella esculenta es un hongo con alto valor comercial a nivel nacional e
internacional, por lo cual se han realizado multiples intentos para producirlo, sin
embargo, la informacion generada para su cultivo es escasa (Barnes and Wilson,
1998; Stott and Mohammed, 2004; Molina et al., 1993), no obstante, el punto donde
convergen todas las investigaciones, es en que los esclerocios son una condicion
necesaria para la fructificacion de este hongo (Ower, 1982; Ower et al 1986, 1988;
Stott and Mohammed, 2004; Volk and Leonard, 1990), tanto en condiciones

naturales, como controladas.

Los esclerocios son estructuras que forma este hongo para sobrevivir a situaciones
adversas (Staments, 1993; Smith, 1995; Stott and Mohammed, 2004) y que pueden
diferenciarse en un cuerpo fructifero al encontrar las condiciones adecuadas.
Considerando lo anterior, en esta investigacion se probd la influencia de la
concentracion de fenoles sobre la diferenciacion del micelio en esclerocios, ya que
estos pueden fungir como compuestos téxicos presentes en los materiales
lignocelulésicos (Salmones and Mata, 2002), ademas se buscé la relacion entre la
concentracion del extracto de compost, la concentracion de fenoles y la produccion
de esclerocios, partiendo de los antecedentes reportados por Alvarado-Castillo et al
(2007), en donde se reporta la obtencion de esclerocios in vitro utilizando medios de
cultivo adicionados con extracto de compost, el cual es el sustrato utilizado

comunmente para el cultivo de champiidn (Agaricus bisporus).
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En cuanto a la actividad enzimatica, Rengasayee et al. (2005) indica que las enzimas
constituyen el mecanismo a través del cual los hongos obtienen los elementos
necesarios para sus funciones vitales, asi mismo, Yasue et al. (2005). mencionan
que la explicacion de los mecanismos fisioldgicos, cultivo y crecimiento de los
hongos es posible, a través del examen de las caracteristicas y comportamiento de
las enzimas involucradas en la degradacion de los componentes del sustrato donde
crecen, por lo que en la presente investigacion se buscd conocer mas acerca del
metabolismo de M esculenta, a través de la exploracion de tres enzimas

lignoceluloliticas.

2.4. MATERIALES Y METODOS

Origen de la cepa

La cepa utilizada de Morchella esculenta (L.) Pers. proviene de Estados Unidos y se
encuentra depositada en el cepario de hongos del Instituto de Ecologia A.C.
registrada como |IE-750. Se conserva en medio de cultivo Extracto de Malta y Agar

(EMA) en condiciones de refrigeracion.

Preparacion de medios de cultivo

Para la medicion de biomasa de esclerocios, se realizaron medios de cultivo liquidos
y sélidos (adicionando 20g.I""de agar) en cuatro diferentes concentraciones, todos
ellos contienen 20g de malta+800mL de extracto de compost, pero la concentracion
de este dio lugar a los diferentes medios, teniendo que M1: contiene 0.3 k compost.

41", M2: 0.6 k compost. 41", M3: 1.2 k compost. 41" y M4: 1.5 k compost. 4I™.
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El extracto de compost se obtuvo colocando la cantidad correspondiente a cada
medio de cultivo en cuatro litros de agua destilada, se hirvioé la mezcla a fuego lento
durante 15 minutos agitandola constantemente. Posteriormente, se filtré con ayuda
de una gasa para obtener el extracto. Todos los medios se esterilizaron durante 15
minutos a 120 °C y 15 Ib. de presion. Los medios de cultivo se inocularon bajo
condiciones estériles, colocando un implante circular de M. esculenta (5mm de
didmetro) en el centro de la caja petri o frasco segun fuera el caso (medio sélido o
liquido) y se incubaron a 27 °C en condiciones de oscuridad, durante un periodo de
7-9 dias en medio sdlido y de 6-8 dias en medio liquido, que es el periodo en el cual

se obtuvieron los esclerocios.

Los esclerocios obtenidos fueron separados uno por uno de la masa micelial,
colocados en papel filtro marca Waltham® No. 1 y pesados en una balanza analitica;
posteriormente se secaron en una estufa durante 24 hrs. a 80°C para llevarlos a peso

seco. La biomasa neta de los esclerocios se obtuvo a través de la diferencia de peso.

Disefio experimental y analisis estadistico

Para la evaluacion de la biomasa de los esclerocios, se realizaron cuatro medios de
cultivo en un disefio experimental completamente al azar con cinco repeticiones,
tanto en medio de cultivo liquido como sélido, siendo la unidad de estudio: cajas petri
(para medio sdlido) y frascos de vidrio con capacidad de 80 mL (para medio liquido).
Los datos obtenidos se procesaron con el programa STATISTICAR (versién 6.0) y
con los resultados se realizé un ANAVA (a=0.05) para determinar diferencias

significativas y una prueba de comparacion de medias de Tukey (a=0.05).
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Determinacién de la degradacién de fenoles

Paralelamente a la obtencién de esclerocios, se determin6 la concentracién de
fenoles en medio liquido para cada medio de cultivo (que sirvieron como testigo),
antes de la inoculacion y seis dias después de inoculado. Se utilizé el método de Box

(1983), el cual se basa en el uso del agente Folin Ciocalteu’s.

Se elaboraron 5 muestras de cada medio de cultivo, cada una contenia 2.4 mL de
agua destilada, 0.375 mL de carbonato de sodio al 10%, 0.125 mL del reactivo Folin
Ciocalteu’s y 0.1 mL de cada medio de cultivo liquido; se incubé 1 hora a
temperatura ambiente y se obtuvo la lectura del espectrofotometro a 750 nm. Los

resultados son expresados en umol de fenol por litro de solucién.

Determinacién de la actividad enzimatica

La determinacion de las enzimas celulasa, xilanasa y lacasa se realiz6 de manera
complementaria para establecer un mayor entendimiento sobre la ruta metabdlica de
M. esculenta. El estudio se realizé durante las etapas iniciales de colonizacién del
micelio, pues la secrecion de enzimas por hongos filamentosos es un proceso muy

relacionado con el crecimiento (Iriarte, 2003).

Para esta determinacién se utilizaron medios de cultivo liquidos preparados bajo las
condiciones anteriormente descritas, usando como testigo el medio de cultivo EMA
(20 g.I"" de malta), comparado con el medio de cultivo que produjo mayor cantidad de
esclerocios (M3). Se midié la actividad enzimatica en dos periodos: antes de inocular

el medio (el cual sirvi6 como referencia) y a los seis dias (tiempo en que el micelio
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del M3 invadié totalmente la superficie del frasco en que fue inoculado). Se realizaron
las mediciones correspondientes con un espectrofotdmetro (Espectronic Génesis 5),

ademas se midio el peso seco de la biomasa total producida en cada medio.

Para la determinacién de celulasas y xilanasas se utilizdé la metodologia propuesta
por Mata and Savoie (1998), a través del uso del acido dinitro-salicilico (DNS) que
mide la reaccién de azucares reductores de un sustrato a un pH y temperatura
conocidos. Como sustrato enzimatico se utilizé carboximetil celulosa 2% (CMC) y
Xilano, respectivamente. Se usé una solucion Buffer (Tampon) de acetato de sodio
0.1M con un pH de 5.0, la cual se calenté a 40°C para disolver el sustrato enzimatico
correspondiente, y asi preparar las muestras. Estas se incubaron 30 minutos a 30°C,
se les agregd 3 mL de DNS mezclado previamente con bisulfito de sodio al 0.05%,
se calentd a bafio maria a 100°C durante 10 minutos, después de lo cual se adiciond
1 mL de tartrato de potasio al 40% y se dejé enfriar a temperatura ambiente. La
reaccion se midié en el espectrofotbmetro calibrado a 550 nandmetros y los
resultados se expresan en unidades que fueron definidas como mg de glucosa o

xilosa liberados/mL de medio de cultivo/minuto

En el caso de lacasa se utilizé el método de Leonowicz and Grzywnowicz (1981), el
cual se basa en la oxidacion de syringaldazina. Se prepard una solucion Buffer (2 mL
de tampon fosfato-citrato), a la cual se le adicionaron 50 ul de syringaldazinay 1 mL
del medio de cultivo liquido, realizando la preparacion de muestras por quintuplicado.

Se leyé la cinética a 526 nandmetros en el espectrofotdmetro durante dos minutos.
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Los resultados se expresan como mmol de syringaldazina oxidados por 1 mL de

medio de cultivo por minuto (mmol/mL/min).

2.5. RESULTADOS Y DISCUSION

Se obtuvieron esclerocios en los cuatro medios de cultivo estudiados, tanto en forma

liquida como sdlida, lo cual coincide con lo expuesto por Alvarado-Castillo et al

(2007) que indica que el extracto de compost es apropiado para conseguir estas

estructuras, las cuales se presentaron en lapsos de 7-9 dias en medio sdlido y de 6-8

dias en medio liquido.

No existen diferencias significativas en los medios de cultivo sélido, pues aunque se

observa una produccién promedio de biomasa de esclerocios alta en el M3 (82.82

mg), esta no es estadisticamente significativa, ya que los valores analizados se

encuentran muy dispersos (Figura 2.1).
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Figura 2.1. Media, Error y Desviacion Estandar de la biomasa de esclerocios obtenidos en los
tratamientos con medio sdlido.

En cambio, en los medios de cultivo liquido se detectaron diferencias estadisticas,
por lo que se realiz6 una prueba de comparacion de medias de Tukey (a=0.05)
donde se muestran tres grupos de respuesta, el mejor de ellos contiene al M3 (Tabla

2.1.).

Tabla 2.1. Produccidn de biomasa de esclerocios en medios de cultivo con diferentes
concentraciones de compost

Medio Concentracion de fenoles D dacié Biomasa (mg)
de o . egraacion medio medio
cultivo | inicial (wmol) | final (umol) | (Conc. inicial- final) liquido <blido
M1 1.57778 1.42218 0.15560 9.08 a |13.16 *
M2 2.63324 2.47468 0.15856 2040 b |34.82 *
M3 4.08364 3.77594 0.30770 27.04 ¢ |82.82 *
M4 4.53806 3.49940 1.03866 2200 b |55.16 *

Letras negritas significan grupos diferentes segun la prueba de Tukey (a=0.05).
* No existen diferencias estadisticamente significativas.

Respecto a la concentracién de fenoles se observa una relacion directamente
proporcional entre la cantidad de éstos y la concentracion del extracto de compost
(Tabla 2.1.). Asi mismo, conforme aumenta la concentracion de fenoles aumenta la
produccion de esclerocios en ambos tipos de medio de cultivo, alcanzando el 6ptimo
en la concentracion del M3 para después declinar (M4). Ademas, se observa cierta
degradacion de fenoles, la cual es proporcional a la concentracion. Lo anterior podria
indicar que existe una relacion entre la concentracion de fenoles y la produccién de
esclerocios (coeficiente de correlacién de 0.96812004), y que la presencia de fenoles
posiblemente sea el factor toxico que influya en esta diferenciacion, pues como se

sefala en estudios anteriores (Volk and Leonard, 1989b; Stott et al., 2002; Buscot,
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1993) el micelio de M. esculenta requiere de condiciones adversas, tales como una
barrera fisica, una zona no nutricional (medio pobre-rico) o agentes competidores,
para detener su crecimiento y diferenciarse en estructuras compactas que iran

madurando hasta obtener esclerocios.

Actividad enzimatica

La actividad enzimatica se muestra en la Tabla 2.2. y es el resultado de la diferencia
entre la concentracion detectada en el testigo (sin inocular) y la concentracién al final
de la produccion de biomasa (dia seis).

Tabla 2.2. Actividad enzimatica y biomasa producida por M. esculenta

Medio Actividad enzimatica
de Celulasas Biomasa Xilanasas Biomasa (mg) Lacasas Biomasa
cultivo | (mg/mL/min). (mg) | (mg/mL/min). (mmol/mL/min) (mg)
EMA 28.6884005 | 5.65 ND 7.67 ND 4.57
M3 5.55983065 | 63.70 ND 62.30 ND 64.10

EMA=20 g.I" de malta
M3=T+1.2 k compost. 41"
ND= No detectado

La mayor actividad enzimatica se presentd en celulasas, en el testigo, (28.6884005
mg/g/min). La actividad de xilanasas no fue detectada y puesto que estas enzimas se
asocian a la degradacion de hemicelulosa, se infiere que este compuesto no se
encuentra presente en los medios estudiados, asi mismo la actividad de lacasas no

fue detectada durante el experimento.

En muchos hongos la produccion de lacasas se relaciona con actividad lignolitica, lo
cual sugiere que dichas enzimas tienen un papel importante en la biodegradacion de

lignina a través de la oxidacion de compuestos fenolicos (Bonnen et al., 1994). Sin
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embargo, en la cepa de M. esculenta la actividad detectada de lacasas es nula, pero
existe cierta degradacién de fenoles (Tabla 2.2.) y a su vez una relacién de éstos con
la produccion de esclerocios. Este resultado no coincide con el papel detoxificador de
la lacasa mencionado por Salmones y Mata (2002), por lo que se desconoce la via
que posibilita la degradacion de fenoles, o simplemente en el medio de cultivo no se
producen enzimas como las relacionadas con la fructificacion de los hongos sobre un

sustrato determinado.

No obstante lo anterior, se observan diferencias en la produccion de biomasa de
ambos medios, teniendo en el testigo (EMA) una produccion de biomasa,
significativamente menor que en M3, debido posiblemente, a que el contenido
nutritivo del testigo es bajo o no disponible, por lo que el micelio del hongo tiene que
desplegar mayor actividad enzimatica gastando energia en esta funcion. En
contraste, esto no sucede en M3, donde posiblemente la mayor riqueza y
disponibilidad de nutrientes influye en menor gasto energético, que se traduce en
mayor produccion de biomasa. Este resultado coincide con lo mencionado por
(Hatakka, 1994), quien indica que la maquinaria enzimatica es diferente para cada

organismo y existe mas de una trayectoria de degradacion para obtener nutrientes.

La ruta metabdlica a través de la cual M. esculenta obtiene sus nutrientes no se
encuentra totalmente especificada aun, pues no se ha definido si M. esculenta es un
organismo saprofito o micorrizico (Buscot and Roux, 1987; Buscot, 1992; Smith,
1995; Dahlstrom et al., 2000). Asi mismo se han identificado una gran variedad de

habitats en donde este hongo se desarrolla de forma natural (areas quemadas,
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dunas costeras, huertas, prados y bosques), (Staments, 1993; Smith, 1995; Stott and
Mohammed, 2004), razén por la que se reporta una amplia gama de estrategias

troficas y plasticidad ecolégica de esta especie.

2.6. CONCLUSIONES

Es posible obtener esclerocios In Vitro a través de la utilizacion de medios de cultivo
adicionados con compost, ya que todos los medios de cultivo con el extracto de éste,
produjeron dichas estructuras, asi mismo, el mejor medio para la produccién de

esclerocios es el M3 (1.2 k compost. 41™).

Existe una relacién directa entre la concentracion de compost y la concentracion de
fenoles y estos influyen en la produccion de esclerocios, presentando un
comportamiento que describe una curva tipica, que alcanza su maximo en la
concentracion del M3. Esto sugiere que los fenoles son precursores de la
diferenciacion del micelio en esclerocios; resultado que puede ser util para inducir

esta en otros medios de cultivo o sustratos.

No se detectd actividad significativa de las enzimas estudiadas, sin embargo, existe
una ligera degradacion de fenoles que no es realizada por las lacasas; lo cual deja
abierta la posibilidad de realizar estudios mas especificos y profundos que ayuden a
la mejor comprension de la trayectoria de degradacién y la maquinaria enzimatica de

esta especie.
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CONCLUSIONES GENERALES

A diferencia de otros hongos, M. esculenta, presenta en su ciclo de vida la formacion
de estructuras llamadas esclerocios, que son elementos clave en la produccion de
este hongo bajo condiciones controladas, por ello los resultados conseguidos indican
que la obtencion de estas estructuras se puede inducir de forma sistematica en
tiempos relativamente cortos a través de medios de cultivo (liquidos o sdlidos)
elaborados a partir del extracto de compost, con lo cual se abre la posibilidad de dar

cumplimiento a la primera condicion para su domesticacion.

La relacion entre la concentracion de compost es directamente proporcional a la
concentracion de fenoles y éstos a su vez estan ligados a la produccidon de
esclerocios. Es decir, los fenoles son, al menos, uno de los elementos que influye en
la diferenciacion del micelio de Morchella esculenta en esclerocios, lo cual sugiere
que estos compuestos pueden ser utilizados en otros medios de cultivo o sustratos,

como promotor de dichas estructuras.

La determinacion de la actividad de celulasas, xilanasas y lacasas, mostré que no
existe accidon de dichas enzimas en la cepa IE-750 de Morchella esculenta, lo cual
confirma que los mecanismos fisiolégicos de esta especie, son diferentes a los de
otros hongos de interés comercial, como los géneros Pleurotus, Volvariela o
Lentinula. La ruta metabdlica, a través de la cual M. esculenta realiza sus funciones
vitales, no pudo ser determinada en este estudio, sin embargo, esto abre mayores

posibilidades de investigacibn en este aspecto, pues seria interesante realizar
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experimentos que analicen los perfiles enzimaticos en diferentes etapas fenologicas
y en diferentes cepas de Morchella esculenta, para asi profundizar el conocimiento
sobre qué tipos de sustratos o elementos nutritivos son los mas adecuados para esta

especie.

Finalmente, es necesario subrayar que la falta de investigacién basica de Morchella
esculenta, ha limitado su produccion comercial, restringiendo su aprovechamiento a
la recoleccion, lo cual conlleva una serie de problemas que impactan negativamente
sobre su habitat natural y los recursos forestales intimamente ligados a ellos. Por
ello, en México es necesario desarrollar lineas de investigacion en torno a la
produccion de hongos, que aporten el conocimiento requerido respecto a los
mecanismos de conservacion, proteccion y manejo sustentable de estos recursos
forestales no maderables, que son parte importante de la biodiversidad de los

ecosistemas.
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