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EFECTO DE EXTRACTOS VEGETALES, ASI COMO DEL ACIDO ACETILSALICILICO
EN EL DESARROLLO MICELIAL DEL HONGO COMESTIBLE Pleurotus ostreatus Y
SU POTENCIAL DE APLICACION EN LA PRODUCCION COMERCIAL

Maricela Cayetano Catarino, Dra.

Colegio de Postgraduados, 2015

En el cultivo de hongos comestibles, diversas especies de Trichoderma contaminan el
substrato, el micelio y los basidiocarpos generando pérdidas econdmicas. Por ello, en
este estudio se obtuvieron extractos de cebolla morada (Allium cepa) y sabila (Aloe vera)
y se adicionaron al medio papa dextrosa agar (PDA) en proporciones 6:3 (p/p) y 3:6 (p/p)
para estudiar su efecto sobre el desarrollo micelial de Trichoderma aggressivum (CPM-
113) en un cultivo dual con la cepa CP-50 de Pleurotus ostreatus. Los extractos vegetales
estimularon el crecimiento micelial en ambas cepas. Con base en este resultado, se
cultivaron las cepas CP-50 y CP-753 de Pleurotus ostreatus en PDA con adicién de
extractos vegetales en proporcion 6:3 (p/p) o con acido acetilsalicilico (AAS: 100 uM)
para evaluar su efecto como inductores del crecimiento micelial, la produccion de lacasas
y proteinas. En el tratamiento con extractos vegetales el desarrollo micelial fue mas lento
en comparacién con aquel del tratamiento con AAS y el testigo; sin embargo, registro la
mas alta produccion de lacasas con 118.3 + 12.2 U/mL, seguida por el tratamiento con
AAS alcanzando valores entre 41 + 7.3 U/mL para la cepa CP-753 y entre 54.3 + 1 U/mL
y 83.6 + 7.1 U/mL para la cepa CP-50, con diferencias estadisticas entre los testigos. El
tratamiento con extractos vegetales mostr6 98.04 + 12.05 pg/mL de proteinas que
estadisticamente fue mejor que aquellos valores obtenidos en el resto de los
tratamientos. Es posible desarrollar una tecnologia con la aplicacion de extractos
vegetales para incrementar la produccion de enzimas lacasas y de proteinas, o bien
mediante la aplicacion del AAS para incrementar mayormente la produccion de lacasas

y mejorar la produccion de hongos comestibles a pequefia y gran escala.

Palabras clave: cultivo de hongos, extractos vegetales, inductores, lacasas.



EFFECT OF PLANT EXTRACTS, AS WELL AS THE ACETYLSALICYLIC ACID ON
MYCELIAL DEVELOPMENT OF THE EDIBLE MUSHROOM Pleurotus ostreatus AND
ITS POTENTIAL APPLICATION IN COMMERCIAL PRODUCTION

Maricela Cayetano Catarino, Dra.
Colegio de Postgraduados, 2015

In the cultivation of edible mushrooms, Trichoderma species pollute the substrate,
mycelium and basidiocarps, generating economic losses. Onion extracts (Allium cepa)
and aloe (Aloe vera) were obtained to be added to potato dextrose agar (PDA) in ratios
6:3 (w/w) and 3:6 (w/w) to study its effect on the mycelial growth of Trichoderma
aggressivum (CPM-113) in a dual culture with the CP-50 strain of Pleurotus ostreatus.
Plant extracts stimulated the mycelial growth in both strains. On this result, the CP-50
and CP-753 strains of P. ostreatus were cultured on PDA with addition of plant extracts
or acetylsalicylic acid (ASA: 100 uM) in order to evaluate its effect as inducers of mycelial
growth, laccases and protein production. Mycelial growth on plant extracts was slower
than that treatment with ASA and its control; however it reached the highest production
of laccases with 118.3 + 12.2 U/mL, followed by ASA treatment reaching values of 41 +
7.3 U/mL for the CP-753 strain and between 54.3 + 1 U/mL and 83.6 + 7.1 U/mL for CP-
50 strain, with statistical differences compared to the+ controls. Protein production on
plant extracts showed 98.04 + 12.05 pg/mL that was statistically better than those values
obtained in other treatments. It is posible to develop a technology with the application of
plant extracts to increase production of enzymes laccases or by appling ASA to increase
only production of laccase enzyme and improve production of edible mushrooms at small

and large scale.

Key words: inducers, laccases, mushrooms cultivation, plant extracts.
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1. INTRODUCCION
Breve exposicion de la tematica

Para la realizacion de las investigaciones, en primer lugar, se obtuvieron los bulbos de
la cebolla morada (Allium cepa L. var. “matahari’) y plantas de sabila [Aloe vera (L.)
Burm. F.] que se fragmentaron y deshidrataron para que después por medio de

macerados en alcohol etilico se obtuvieron los extractos concentrados.

En una segunda etapa, se realizé el cultivo dual de la cepa CP-50 de Pleurotus ostreatus
(Jacq.: Fr.) Kumm. y la cepa CP-113 de Trichoderma aggressivum Samuels & W. Gams
(moho contaminante de P. ostreatus) en el medio de cultivo papa dextrosa agar (PDA),
con la adicion de los extractos de cebolla morada y sébila en las proporciones 6:3 y 3:6
(peso/peso) para evaluar su efecto en el desarrollo micelial de estas cepas. Los extractos
vegetales estimularon el desarrollo micelial de ambas cepas; por lo cual, se decidio
continuar los estudios con el cultivo de la cepa CP-50, dejando a un lado la cepa CPM-
113.

En una tercera etapa, se hizo el cultivo de las cepas CP-50 y CP-753 de P. ostreatus en
el medio PDA Difco con adiciébn de extractos vegetales en proporcion 6:3 (p/p), en
comparacion con un tratamiento que consistio en adicionar &cido acetilsalicilico (AAS)
en concentracion 100 uM, en donde se evalué la produccion de enzimas lacasas y

proteinas.

Como problema de investigacion, se plantedé que los hongos comestibles producen
exoenzimas capaces de degradar compuestos lignoceluldsicos y su efectividad esta
relacionada con la cantidad que produce el micelio para que sea capaz de degradar ya

sea celulosas, hemicelulosas y ligninas que los conforman.

El sistema enziméatico de las enzimas lacasas es el que mas se ha estudiado y para
estimular su producciéon, se han adicionado a los medios de cultivo, compuestos que
actuan como inductores tales como el sulfato de cobre, cicloheximida, amonio, entre
otros. En esta investigacion se evalud el efecto que ejercen los extractos de cebolla y

sabila en proporcion 6:3 (p/p), y del AAS en concentracion 100 uM como inductores en



el desarrollo micelial y en el incremento de la produccion de las enzimas lacasas y

proteinas en el cultivo de las cepas CP-50 y CP-753 en el medio PDA (Difco).

Una hipétesis fue que los extractos de cebolla y sabila tienen efecto sobre el desarrollo

micelial de T. aggressivum en cultivo dual con P. ostreatus.

Otra hipétesis fue que una mezcla de extractos de cebolla y sébila, asi como el acido
acetilsalicilico, son inductores que estimulan el desarrollo micelial de cepas de P.

ostreatus e incrementan la produccion de enzimas lacasas y de proteinas.

El objetivo general fue determinar el efecto de los extractos de cebolla y de sabila sobre
el desarrollo micelial del moho verde Trichoderma aggressivum y del hongo comestible
Pleurotus ostreatus; ademas, evaluar una mezcla de extractos, asi como del acido
acetilsalicilico, determinando su efecto inductor en el desarrollo del micelio, la produccion
de enzimas lacasas y proteinas en el cultivo de las cepas CP-50 y CP-753 de Pleurotus

ostreatus y generando la posibilidad de una aplicacién tecnolégica.

Los resultados indicaron que los extractos de cebolla y de sébila estimularon el

crecimiento micelial de las cepas CP-50 y CPM-113.

En los tratamientos con los extractos de cebolla y sébila (6:3), y con AAS, hubo un efecto
positivo mayormente en la produccion de enzimas lacasas. Estos resultados muestran
gue una aplicacion tecnoldgica puede desarrollarse para incrementar la produccion de
hongos a pequefia y gran escala al incrementar la produccion de enzimas y la

degradacion de los substratos.



2. MARCO REFERENCIAL
2.1. Biotecnologia y desarrollo

La biotecnologia ha estado presente desde tiempos inmemorables en la solucién de
muchos problemas importantes, no sélo en el campo de la salud, permitiendo la
produccién de vacunas y antibiéticos, sino también en el de la produccién de alimentos
a través de procesos de fermentacion, tales como el pan o la cerveza. Sin embargo, ya
no se remite de manera exclusiva a procesos ligados a la produccion de alimentos y
bebidas. Con la biologia molecular, en los afios cincuenta, se descifra la estructura del
material genético y los mecanismos celulares que permiten traducir en proteinas esa
informacién genética. En los afios setenta surgen las técnicas de la ingenieria genética
y con ello la posibilidad de aislar, editar y manipular el material genético, lograndose
incluso el trasplante de genes entre especies, creandose asi los organismos
transgénicos. Este conjunto de conocimientos constituye una de las plataformas de
despegue de la biotecnologia moderna.

La biotecnologia moderna se puede definir como una actividad multidisciplinaria, cuyo
sustento es el conocimiento de frontera generado en diversas disciplinas (entre otras, la
biologia molecular, la ingenieria bioquimica, la microbiologia, la gendémica y la
inmunologia), que permite el estudio integral y la manipulacion de los sistemas biolégicos
(microbios, plantas y animales). A partir de dicho estudio y de la manipulacion de los
sistemas bioldgicos, la biotecnologia moderna busca hacer un uso inteligente,
respetuoso y sustentable de la biodiversidad, mediante el desarrollo de tecnologia eficaz,
limpia y competitiva, para facilitar la solucion de problemas importantes en sectores tales

como el de la salud, el agropecuario, el industrial y del medio ambiente (Bolivar, 2004).

2.2. Valor biotecnoldgico de residuos agroindustriales

El permanente e intensivo desarrollo de la agricultura y de la industria produce en
grandes cantidades residuos de plantas, asi como la presencia de pesticidas, residuos
xenobidticos, hidrocarburos policiclicos aromaticos, clorofenoles, metaloides y otros

compuestos dificiles de degradar (Knezevi¢ et al., 2013). En nuestro planeta, alrededor



de 200 billones de toneladas por afio de materia organica son producidas por el proceso
de la fotosintesis (Zhang, 2008). A pesar de ello, la gran mayoria de esta materia
organica no esta totalmente disponible como alimento para los humanos y animales y
por otra parte, en muchas ocasiones dichos residuos vienen a ser un problema para el

medio ambiente ya que su acumulacién provoca contaminacion.

Por lo anterior, hay un énfasis para reciclar los residuos generados en la agroindustria y
los subproductos del sector forestal. Al reutilizar los subproductos por procesos
bioldgicos o quimicos, es posible obtener otros productos utiles con alto valor (Lal, 2005;
Webb et al., 2004). Las propiedades quimicas de los residuos lignoceluldsicos, los
convierte en un substrato de enorme valor biotecnolégico. Pueden ser convertidos por
medio de una fermentacién sdlida en productos con valor agregado, como puede ser la
produccion de hongos, alimento para animales enriquecido con biomasa microbial,
compost para utilizarse como biofertilizante o biopesticida, enzimas, acidos orgénicos,
etanol, metabolitos secundarios y ademas de utilizarse en la biorremediacién
(micorremediacién) de compuestos peligrosos, detoxificacion de residuos
agroindustriales, entre otros (Kim y Dale, 2004; Manpreet et al., 2005; Krishna, 2005;
Sains, 2009; Kulshreshtha et al., 2014).

La cantidad de residuos de las cosechas por afio en el mundo, que provienen del cultivo
de 27 plantas utilizadas como alimento humano, es alrededor de 4 x 10° ton anuales, de
las cuales, 3 billones (75%) son generadas por los residuos lignoceluldsicos de cereales
(Lal, 2005; 2008). En la Unién Europea los subproductos agricolas del trigo generan 70
millones de ton, los residuos de maiz 11 millones de ton, los de la molienda de aceitunas

5 millones de ton y los de la uva 4 millones de ton (Koutrotsios et al., 2014).

Para América Central y Sudamérica, los residuos lignocelulésicos se estimaron alrededor
de 140 millones de ton provenientes del cultivo del trigo, rastrojos de maiz y bagazo de
cafa de azucar, sin considerar los residuos del café, platano y de otros cultivos (Kim y
Dale, 2004). Particularmente en México, se generan mas de 474,000 ton anuales de
subproductos agricolas, agroindustriales y forestales (Martinez-Carrera et al., 2007).



2.3. Biotecnologia en el cultivo de hongos

Solamente el 3% de la produccion anual de los residuos agricolas se utiliza directamente
y el resto viene a ser un lastre para el medio ambiente. La resistencia a la biodegradacion
de la biomasa de la planta, esta relacionada directamente a la presencia de lignina, uno
de los compuestos mas recalcitrantes en la naturaleza (Knezevi¢ et al., 2013). En la
Tabla 1, se muestra la composicién que tienen algunos subproductos agricolas o

forestales.

Una alternativa de reutilizacion de los subproductos agricolas, forestales o
agroindustriales, es que sirvan como substrato para el cultivo y produccion de varias
especies de hongos comestibles y medicinales (Pant et al., 2006; Das y Mukherjee, 2007;
Isikhuemhen y Mikiashvilli, 2009; Kulshreshtha et al., 2013; Koutrotsios et al., 2014).

De manera especial, los hongos Basidiomycetes (de podredumbre blanca) tienen la
habilidad de degradar los componentes lignocelulésicos debido a su capacidad de
sintetizar enzimas extracelulares hidroliticas y oxidativas. Estos hongos secretan una o
mas de tres enzimas extracelulares que son esenciales para la degradacion de la lignina,
las cuales son: lignina peroxidasa (EC 1.11.1.14), manganeso peroxidasa (MnP) (EC
1.11.1.13) y lacasa (EC 1.10.3.2). Estas enzimas son de importancia fundamental para
la eficiente bioconversion de los residuos de las plantas y son un buen prospecto para

varias aplicaciones biotecnoldgicas (Elisashvili y Kachlishvili, 2009).

Se calcula que hay alrededor de 2000 especies de hongos que se consideran
comestibles. Sin embargo, sélo 35 especies han sido cultivadas comercialmente y 20 a
escala industrial. El cultivo de hongos es una practica mundial que se ha incrementado
en las dos Ultimas décadas. Las especies que mas se producen comercialmente son:
Agaricus bisporus (en primer lugar), Lentinus edodes (el segundo mas cultivado desde
1997), Pleurotus spp., Auricularia auricula, Flammulina velutipes y Volvariella volvacea
(Silva et al., 2007). Sin embargo, hay otras especies que se cultivan: Agrocybe aegerita,
Ganoderma spp., Grifola frondosa, Hericium erinaceus, Hypsizygus marmoreus, Lepista

nuda, Coprinus comatus, Pholiota nameko y Stropharia spp. (Royse, 2004).



La produccién de hongos en 2005 en ton métricas fue de 1,411 en China, 382 en USA,
245 en los paises bajos (Holanda), 139 en Francia, 138 en Espafa, 135 en Polonia, 88
en lItalia, 80 en Canada, 77 en Irlanda y 74 en el Reino Unido (Sanchez, 2010). El
mercado mundial de la industria de hongos, valuo la produccion en el 2005 en mas de $
45 billones de ddlares (Chang, 2006).

Tabla 1. Porcentaje de los componentes lignocelulésicos de varios residuos agricolas y
forestales.

Material lignocelulésico Lignina Hemicelulosa  Celulosa
(%) (%) (%)
Bagazo de cafia de azucar 20 25 42
Sorgo dulce 21 27 45
Madera dura 18-25 24-40 40-45
Madera suave 25-35 25-35 45-50
Olotes 15 35 45
Rastrojos 19 26 38
Paja de arroz 18 24 32.1
Cascaras de nueces 30-40 25-30 25-30
Periddicos 18-30 25-40 40-55
Pastos 10-30 25-50 25-40
Paja de trigo 16-21 26-32 29-35
Residuos del platano 14 14.8 13.2
Bagazos 23.33 16.52 54.87
Fibras esponjosas (calabaza)  15.46 17.44 66.59

Fuente: Anwar et al. (2014).

2.4. Produccion de hongos comestibles en México

México es el mayor productor de hongos en Latinoamérica, ya que genera alrededor del
58.9% de la produccion total de la regién y lo ubica como el 16° productor mundial. El
monto anual de las operaciones supera los 200 millones de ddlares y genera alrededor
de 25,000 empleos directos e indirectos. La importancia ecoldgica de esta actividad
econdmica radica en el reciclaje de mas de 474,000 ton anuales de subproductos

agricolas, agroindustriales y forestales (Martinez-Carrera et al., 2007). La produccion



comercial de hongos cultivados comercialmente en México para el afio 2009, fue para
los champifiones [Agaricus bisporus (J. E. Lange) Pilat] de 43,595 ton (42,482 ton para
el champifidon blanco; 1,113 ton para el champifion café); para las “setas” (blanca, gris,
café) (Pleurotus spp.) fue de 2,920 ton; para el shiitake [Lentinula edodes (Berk.) Pegler]
fue de 18.2 ton; para los hongos reishi [Ganoderma lucidum (Curtis) P. Karst.] y maitake
[Grifola frondosa (Dicks.) Gray] los cultivos son a nivel de prueba a escala comercial

(Martinez-Carrera y Lopez-Martinez, 2010).

Por otra parte, se tiene informacion relevante sobre el cultivo de hongos comestibles y
medicinales en Latinoamérica, que de manera significativa impulsa el desarrollo
sostenible del sistema de produccion-consumo de estos hongos (Martinez-Carrera et al.,
2010).

2.5. Algunas caracteristicas de los Basidiomycetes

Los hongos Basidiomycetes comprenden alrededor de 30,000 especies, de las cuales el
37% han sido descritas. Los Basidiomycetes tienen importancia ecoldgica e industrial.
Algunos son saprobios al alimentarse de materia organica muerta o en descompaosicion
y tienen un papel importante en el reciclado de esta materia, ya que tienen la habilidad
de degradar moléculas complejas que otros grupos de microbios no pueden hacerlo.
Algunos son simbiontes, forman micorrizas con plantas vasculares, facilitando la
asimilacion nutrimental. Otros son patégenos de otros hongos, plantas o animales y son
responsables de pérdidas en las cosechas (ejemplo: Ustilago maydis) o en
enfermedades humanas (Cryptococcus neoformans). Sin embargo, los basidiocarpos de
muchas especies han sido utilizados como una fuente de alimentacion (Boletus edulis,
Lactarius spp.), mientras que otros tienen propiedades alucinégenas (Amanita muscaria,
Psilocybe spp.) y otros son venenosos (Amanita phalloides) (Fazenda et al., 2008).

Los cuerpos fructiferos de los Basidiomycetes también llamados basidiocarpos,
carpoforos o basidiomas, son adaptaciones para la diseminacion de esporas,
generalmente sexuales. Los basidiocarpos surgen del micelio que se encuentra dentro
de un substrato humedo. El micelio (homocariético) en el substrato posee un nucleo

haploide por cada compartimento celular, que al fusionarse (plasmogamia) con otro



micelio con el mismo tipo de nucleo, forman un micelio denominado heterocarién, por
tener dos nucleos en el mismo filamento, el cual se desarrolla y finalmente los dos
nucleos se fusionan (cariogamia) para formar un nucleo diploide, el cual inmediatamente
por meiosis forma basidiosporas haploides, las cuales se encuentran en células
especiales denominadas basidios. En algunos casos, el nucleo diploide se encuentra en
el micelio vegetativo, como sucede en especies de Armillaria. Las basidiosporas son
descargadas al medio ambiente, pueden germinar y generar un micelio homocariotico y
dependiendo de la compatibilidad genética, formaran nuevamente un miceilo
heterocariético. Las especies de hongos Basidiomycetes que presentan este esquema
de reproduccion son llamados heterotalicos (Wdsten y Wessels, 2006) (Figura 1).
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Figura 1. Ciclo biolégico de los hongos Basidiomycetes. Fuente: Fazenda et al. (2008).



2.6. Caracteristicas del género Pleurotus

El género Pleurotus (Pleurotaceae, Basidiomycetes) es un grupo cosmopolita de hongos
con alto valor nutricional, propiedades terapéuticas, con varias aplicaciones

biotecnoldgicas y medioambientales.
2.7. Biologia de Pleurotus

Basidioma flabeliforme o algunas veces infundibuliforme. Pileo blanco, blanquecino,
amarillo, café palido u obscuro, café grisaceo, azul, gris azuloso, rosa o rosa naranja,
seco o viscido o higrofano, liso o escamoso, o tomentoso en el centro. Laminillas
decurrentes, uniformemente blancas, blanquecinas, rosa o rosa-naranja, concoloras en
las puntas. Estipe ausente o si presente, lateral o excéntrico, corto o largo, liso,
tomentoso, o hirsuto mayormente en la base, sélido. Velo y Anillo presentes en algunas
especies. Contexto carnoso o blando, blanco o blanquecino. Olor y Sabor agradable,
fungoide o harinoso. Esporada blanca, amarillenta, rosa, grisacea, liliacea, gris liliacea,
o palido vinidcea. Esporas hialinas, cilindricas, de pared delgada. Pleurocistidos
ausentes o presentes, nunca como metuloide. Queilocistidos usualmente presentes,
pero no como metuloide. Sistema hifal monomitico o dimitico, con hifas infladas con
mas de 25 ym de ancho. Trama himenoforal subregular o irregular. Superficie pileal
indiferenciada. Fibulas presentes. Micelio blanco, con estructuras en forma de atrapar
nematodos. Estado anamorfo como sinema con cabezas globosas negras y esporas
negras. Habitat sobre plantas vivas o muertas (mayormente arboles), raramente sobre

coniferas, creciendo también en varios substratos lignocelulésicos (Guzméan, 2000).

Las esporas germinan en medios de cultivo sintéticos y en 48 a 96 h se forman colonias
blanquecinas filamentosas (micelio primario) no fértiles. La fusion entre dos micelios
primarios (homotalicos) vienen a desarrollar un micelio secundario (heterotalico =
dicaridtico), que presenta fibulas y es fértil para formar cuerpos fructiferos. El micelio de
Pleurotus es blanco excepto para P. cystidiosus, P. smithii y P. columbinus, los cuales
forman coremios (estructuras asexuales). P. tuber-regium que en el substrato forma una
especie de tubérculo, es comestible y tiene propiedades medicinales. Todas las

variedades y especies de Pleurotus son comestibles excepto P. olearius y P. nidiformis



gue se han reportado como venenosas. Hay 38 especies registradas en el mundo. En
recientes anos, 25 especies han sido cultivadas comercialmente, entre las que destacan:
P. ostreatus, P. flabellatus, P. florida, P. sajor-caju, P. sapidus, P. cystidiosus, P. eryngii,
P. fossulatus, P. opuntiae, P. cornucopiae, P. yuccae, P. platypus, P. djamore, P. tuber-
regium, P. australis, P. purpureoolivaceus, P. populinus, P. levis, P. columbinus y P.

membra-naceus (Upadhyay y Singh, 2010).
2.8. Propiedades medicinales de Pleurotus spp.

La medicina tradicional atribuye a las especies de Pleurotus varias substancias con
propiedades antibitticas, antivirales, antitumorales, anticolesterolémicas y antioxidantes
(Cohen et al., 2002; Jayakumar et al., 2011) (Tabla 2).

2.9. Caracteristicas de Pleurotus ostreatus

Pleurotus ostreatus (Jacq.: Fr.) Kumm. es llamado el “hongo ostra” o hiratake (Cohen et
al., 2002) por la forma que presenta el pileo. El hongo es saprofito sobre la madera de
troncos de arboles, tocones y lefios. Los hongos se producen en capas sobrepuestas.
Son de color blanco, gris o café claro. El pileo es de 5-30 cm de diametro, tiene un estipe
corto y lateral de 1-3 cm de grosor y 2-4 cm de longitud. El himenio est4 formado por
laminillas en la superficie inferior del pileo, en donde se producen las basidioporas
(Brenneman y Guttman, 1994).

2.10. Valor nutrimental de Pleurotus ostreatus

P. ostreatus es un buen alimento para los humanos, ya que contiene proteinas (53.3%
de proteina cruda, sobre base en peso seco), con los principales aminoacidos
esenciales, minerales y vitaminas (Wang et al., 2001) (Tabla 3). Ademas, se ha
determinado el valor nutrimental, la composicibn en azuUcares, acidos grasos y
tocoferoles de P. ostreatus en comparacion con el champifion y el shiitake (Reis et al.,
2012) (Tablas 4y 5).
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Tabla 2. Efectos medicinales de especies de Pleurotus y algunas de las substancias
identificadas.

Efecto medicinal Especie Sitio o substancia
Antibiético Pleurotus Micelio, polisacéarido
Antibacterial P.ostreatus B-D-Glucan (pleuran)
Antiviral P. citrinopileatus Polisacérido
P.ostreatus Ubiquitin- proteina
Inmunomodulador P. ostreatus Glucan
P.ostreatus Glicopéptidos

P.ostreatus Basidiocarpo creciendo en
olotes de maiz

Antitumor P.ostreatus Basidiocarpo
P.ostreatus Lectin
P. ostreatus B-D-Glucan (pleuran)
Antiinflamatorio Pleurotus spp. -
P. eryngii Lovastatin
Anticolesterolémico P. ostreatus Basidiocarpo
P. cornucopiae Lovastatin
P. ostreatus Basidiocarpo
Hemaglutinante P. cornucopiae Lectin
Antioxidante P. ostreatus B-D-Glucan (pleuran)

Fuente: Cohen et al. (2002).
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Tabla 3. Aminoacidos, minerales y vitaminas en basidiocarpos de Pleurotus ostreatus, cultivados

en residuos de granos en la produccion de cerveza en proporcion 50:50 con paja de trigo.

Aminoacidos (mg/g Amino4cidos (mg/g peso | Minerales (mg/100 | Vitaminas (mg/100

peso seco) seco) g materia seca) g materia seca)

Acido aspartico  31.4 Leucina a 25.7 | Na 21.9 | Tiamina 1.91

Treonina a 171 Tirosina 133 | P 1647.6 | Riboflavina 3.62

Serina 18.1 Fenilalanina a 15.2 | Fe 7.1 | Niacina 90.0

Acido glutdmico 53.3 Lisina a 229 | Ca nd | Acido ascorbico nd

Glicina 171 Hisitidina 124 | K 2171.4

Alanina 28.6 Arginina 27.6 | Mg 181.9

Valina a 21.0 Triptofano a 4.8 | Cu 25

Cisteina 3.8 Prolina 15.2 | Zn 13.7

Metionina a 3.8 Total aminoécidos 347.5 | Mn 1.6

Isoleucina a 16.2 Total aminoéacidos
Esenciales 126.7

Fuente: Wang et al. (2001).  a = aminoacidos esenciales.

Tabla 4. Valor nutrimental de Pleurotus ostreatus en comparaciéon con el champifion (Agaricus
bisporus) y el shiitake (Lentinula edodes).

Valor nutrimental P. ostreatus A. bisporus L. edodes

(9/100 g frescos)
Humedad 89.17 £ 2.12 91.27 £0.45 79.78 £+ 1.31
Cenizas 0.62 £ 0.08 0.85+0.17 1.36 + 0.05
Proteinas 0.76 £ 0.06 1.23+0.02 0.89 £ 0.09
Grasas 0.15+0.02 0.19 £ 0.03 0.35+0.02
Carbohidratos 9.30 + 2.08 6.46 + 0.57 17.62 £ 1.29
Energia (kcal/100 g frescos) | 39.27 +7.76 30.86 + 1.98 72.79 £ 4.98

Fuente: Reis et al. (2012).
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Tabla 5. Composicion en azlcares, acidos grasos y tocoferoles en Pleurotus ostreatus, en
comparacion con Agaricus bisporus y Lentinula edodes.

Composicion P. ostreatus | A. bisporus | L.edodes
Fructosa (g/100 g frescos) 0.01 £ 0.00 0.03 £ 0.00 0.69 + 0.09
Manitol (g/100 g frescos) 0.54 + 0.04 5.60+£0.19 | 10.01+£1.30
Trehalosa (g/100 g frescos) 4.42 +£0.03 0.16 £0.02 | 3.38+0.37
Azlcares totales (g/100 g 4.97 +0.02 579+0.21 | 14.08+1.76
frescos)

Acido palmitico (AGS) (%) 11.2+0.2 11.9+£0.3 10.3+£0.2
Acido oleico (AGM) (%) 12.3+£0.3 1.1+0.6 2.3+0.3
Acido linoleico (AGP) (%) 68.9 + 0.8 77.7+0.7 81.1+0.4
Acido a-linoleico (AGP) (%) 0.1+0.0 0.1+0.0 0.1+0.0
Acidos grasos saturados 17.0£0.5 20.3+0.1 15.1+£0.1
(AGS) (% del total de &cidos

grasos)

Acidos grasos mono- 13.6£0.3 1.4+0.6 29+0.3
insaturados (AGM) (% del

total de acidos grasos)

Acidos grasos poli- 69.4 + 0.7 78.3+£0.7 82.0+0.4
insaturados (AGP) (% del

total de &cidos grasos)

a-tocoferol (ug/100 g peso 0.59 £ 0.08 0.23+0.02 | 0.92+0.04
fresco)

B-tocoferol (ug/100 g peso nd 0.85+0.02 nd
fresco)

y-tocoferol (ng/100 g peso 1.49+£0.0 151+£0.14 | 555+0.60
fresco)

o-tocoferol (ng/100 g peso 1.64 £0.22 260+£0.20 | 4.36+0.54
fresco)

Totales de tocoferol (ug/100 3.72+0.29 5.19+0.03 | 10.83+0.10

g peso fresco)

Fuente: Reis et al. (2012).

nd = no detectado.
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2.11. Especies de Trichoderma en el cultivo de hongos comestibles

El género Trichoderma spp. fue introducido a la literatura en 1794 por Persoon para
clasificar cuatro especies que actualmente se consideran no relacionadas entre si, las
cuales son: Trichoderma viride (Pers.: S.F. Gray), Xylohipha nigresce (Pers.),

Sporotrichum aureum (Link), y Trichotecium roseum (Pers.).

La mayoria de las especies de Trichoderma, se han descrito de Norteamérica y de
Europa, aunque las nuevas investigaciones de otras areas geograficas conduciran al
reconocimiento de nuevas especies y su interaccion en el cultivo de hongos comestibles.
La temperatura Optima para su crecimiento en agar, esta entre 20 y 28°C, aunque crece
bien entre 6 °C a 32 °C. El contenido minimo de humedad para su crecimiento vegetativo
es del 92% y para su esporulacion es de 93% al 95%. Tiene cierta respuesta a la luz,
especialmente a la azul y la violeta. La luz promueve la formacién de esporas, el
crecimiento de micelio y la coloracion. El micelio es escaso, de textura velutinosa. La
escasa formacion de micelio aéreo hace que la superficie sea levemente hirsuta. Con el
tiempo, el centro de la colonia se torna algodonoso y se observa la esporulacion en la
zona periférica de la colonia en pustulas conidiégenas de color blanco, que luego se

tornan verde grisaceo y el medio se torna de color vino tinto.

Las especies de Trichoderma spp. son hongos cosmopolitas y tipicamente del suelo que
pueden ser llevados a substratos en el cultivo de hongos comestibles. Se ha visto que
Trichoderma spp., ha demostrado tener gran agresividad contra diversos hongos

cultivados, principalmente el champifion, seguido del hongo seta (Ortega, 2002).

Las especies de Pleurotus son hongos comestibles cultivados en diversos substratos
lignocelulésicos, en los que tienen que competir por el espacio y nutrimentos con mohos
contaminantes y antagonistas como Trichoderma spp., que causa pérdidas en las
cosechas (Velazquez-Cedeiio et al., 2008). Las especies de Trichoderma producen
varias enzimas como las quitinasas y glucanasas que estan implicadas en la degradacion

de las paredes celulares del hongo en cultivo (Veldzquez-Cedefio et al., 2004).
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Varias especies de Pleurotus se cultivan en diversos substratos, sin embargo, cuando el
substrato no se maneja de manera adecuada, se contamina con el moho verde
Trichoderma spp. (Mata et al., 2005). Los propagulos (conidios, clamidosporas o
fragmentos de micelio) pueden ser esparcidos por corrientes de aire, aerosoles, insectos,

acaros, herramientas, ropas, etc. (Ortega, 2002).

Algunas especies de Trichoderma actian como patdgenas y otras como competidores
del cultivo de hongos comestibles. Las especies competidoras encontradas en el cultivo
de champifidon son: T. viride (Pers.: S.F. Gray); como patogenas: T. koningii (Qudem) y
T. harzianum (Rifai). Entre las especies citadas en el substrato de P. ostreatus se
encuentran: T. viride (Pers.: S.F. Gray), T. harzianum (Rifai), T. hamatum (Bonord:

Bainier) y T. pseudokoningii (Rifai) (Ortega, 2002).

Con base en lo anterior, es importante el control de las especies de Trichoderma que
atacan los substratos en que crecen los hongos comestibles. Tal control debe realizarse
desde la resiembra o propagacién en el laboratorio de la cepa a cultivar y en la
elaboracion del inéculo o “semilla”. El micelio del hongo a cultivar debe estar lo
suficientemente fortalecido para desarrollarse en diferentes substratos sélidos y asi

evitar el ataque de especies de Trichoderma (Ortega, 2002).

2.12. El sistema enzimatico de los hongos comestibles

La produccién de enzimas lignoceluliticas en los hongos es importante para el
tratamiento de la pulpa de papel y el desarrollo de nuevas tecnologias para el
pretratamiento de material lignocelulésico para utilizarse como materia prima en la
produccion de bioalcohol, asi como en la biorremediacion, biosensores, como
estabilizadores en la produccion de vinos, detoxificacion de aguas residuales y
contaminantes organicos, en la decolorizacion de textiles, en la fabricacion de
antibidticos y medicamentos contra el cancer o VIH-1, polimero y modificaciones de
superficies de fibra, en cosméticos, color en alimentos, polimeros anti-efectos
adipogénicos (Bonomo et al., 2001; Couto y Herrera, 2006; Hu et al., 2011; Zhu et al.,
2013; Knezevi¢ et al., 2013; Christopher et al., 2014; Jeon et al., 2014).
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El proceso lignocelulitico incluye la degradacién de la lignina por diferentes tipos de
peroxidasas y la degradacién de la celulosa mediante enzimas activas en carbohidratos.
En ambos casos, estas actividades son controladas por una familia de genes cuyos
miembros varian entre diferentes especies. La lignina es mayormente degradada por
lignino peroxidasas (LiP, E.C.1.11.1.14), peroxidasas versatiles (VP, EC1.11.1.16),
manganeso peroxidasas (MnP, E.C. 1.11.1.13) y fenol oxidasas (Pox) también
conocidas como lacasas (E.C. 1.10.3.2). Este esquema basico de enzimas, esta
complementado con otras como el aril-alcohol oxidasas (AAO, E.C. 1.1.3.7), superoxido
dismutasa (SOD, E.C. 1.15.1.1), glioxal oxidasas (GLO, E.C. 1.2.3.5) y otras que
proveen algunos de los sustratos utilizados en las reacciones correspondientes. La
celulosa es degradada por endoglucanasas que atacan la celulosa en las regiones
amorfas, y celobiohidrolasas que son exocelulasas que producen disacaridos de
celobiosa desde el reductor (tipo 1) o no reductor (tipo Il) final de la celulosa. La
degradacion final de la celobiosa se lleva a cabo por B-glicosidasas (Santoyo et al., 2008;
Elisashvili y Kachlishvili, 2009).

De manera particular, P. ostreatus produce lacasas, Mn-peroxidasas y versatiles
peroxidasas como su mayor actividad lignilolitica. Sin embargo, la actividad de la lignina
peroxidasa, no se ha detectado en este hongo. Por el contrario, el hongo Phanerochaete
chrysosporium produce lignino peroxidasa y manganeso peroxidasa. P. ostreatus se
incluye en el grupo de hongos que son eficientes degradadores en la naturaleza de la
lignina sin la produccion de la enzima lignina peroxidasa. De esta manera, P. ostreatus
se comporta como un hongo selectivo, capaz de degradar la lignina de los substratos
vegetales, dejando la mayor parte de la celulosa intacta (Santoyo et al., 2008).

2.13. Caracteristicas y propiedades de las lacasas

Yoshida en 1883 fue el primero en describir la lacasa en el latex obtenido del arbol de
Rhus vernicifera. Una década mas tarde, la enzima fue aislada y purificada por Bertrand,
quien inform6 de su mecanismo de accion. Este tipo de actividad fue atribuida
exclusivamente a las plantas superiores y hongos. Sin embargo, ahora se reconoce que

las lacasas son enzimas casi omnipresentes, ya que han sido aisladas de plantas,
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hongos (Ascomycetes, Basidiomycetes, Deuteromycetes), procariotas y artrépodos.
Entre los Basidiomycetes las lacasas de Trametes (Coriolus) versicolor, T. hirsuta, T.
ochracea, T. villosa, T. gallica, Phlebia radiata, Coriolopsis polyzona, Lentinus edodes,
Pleurotus ostreatus, Pycnoporus cinnabarinus, Coprinus cinereus, son las mas

frecuentemente descritas y reportadas (Dwivedi et al., 2011; Christopher et al., 2014).

Las lacasas se han aislado de insectos, donde su funcion principal es en el proceso de
esclerotizacion en la sintesis de la cuticula epidérmica. En las bacterias, las lacasas
tienen varias funciones, tales como los procesos de morfogénesis, la homeostasis del
cobre, la biosintesis de pigmentos (tales como la melanina y el pigmento de esporas de
color marrén), y la proteccién de esporas contra la luz UV y perdxido de hidrégeno. Por
otra parte, las lacasas fungicas estan involucradas en la esporulacion, la produccion de
pigmentos, la formacion de cuerpos fructiferos, y en la patogénesis de la planta. Los
hongos Basidiomycetes de podredumbre blanca son conocidos por su eficiente
descomposicion y transformacién de la lignina, celulosa, hemicelulosa en dioxido de
carbono. En consecuencia, los Basidiomycetes son hongos ampliamente estudiados. En
la actualidad, mas de 100 lacasas de hongos Basidiomycetes y Ascomycetes se han
purificado y caracterizado. La purificacion de las lacasas a partir de extractos crudos de
plantas es complejo, y por esta razén no se han estudiado ampliamente (Rivera-Hoyos
et al., 2013).

Las lacasas, también llamadas p-difenol: diéxido oxidorreductasas son azul multicobre
oxidasas que tienen la capacidad para catalizar la oxidacion de una amplia variedad de
compuestos aromaticos organicos, concomitantemente con la reduccion del oxigeno

molecular a agua.

Aungue la mayoria de los substratos de las lacasas son compuestos fendlicos (orto y
para-difenoles, fenoles sustituidos con metilo, polifenoles, aminas aromaticas,
bencenotioles, hidroxindoles, 1-naftol, siringaldazine) la actividad de la enzima se puede
extender a compuestos no fendlicos mediante el uso de mediadores como el ABTS [2,
2’-azino-bis (3-etilbenzotiazolin-6-acido sulfénico)] y el HBT (1-hidroxibenzotriazol)
(Rivera-Hoyos et al., 2013).
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Durante el proceso catalitico de la lacasa, resultan diferentes reacciones de radicales
libres, dependiendo de la estructura y las condiciones de la reaccion. Las reacciones
mas frecuentes son de acoplamiento de los radicales libres que generan productos
diméricos o compuestos poliméricos y carboxilaciones oxidativas. La oxidacion de los
substratos se acopla a la reduccion de oxigeno molecular, generando dos moléculas de
agua. Para cada oxigeno reducido, cuatro moléculas del substrato son oxidadas sin

produccion de perdxido de hidrégeno:

4H* + 4 substratos + O2 —» 2H20 + 4 substratos™*

Las lacasas son consideradas como catalizadores “verde ideales”, debido a que emplean
O2 como un co-substrato y generan H20 como subproducto (Rivera-Hoyos et al., 2013).
Las lacasas son glicoproteinas diméricas o tetraméricas que normalmente contienen
cuatro &tomos de cobre por mondémero. Para realizar la funcidén catalitica, la lacasa
depende de los atomos de cobre que se distribuyen en los tres diferentes centros de
cobre, los cuales se clasifican en tres grupos: Tipo-1 o centro de cobre azul, Tipo-2 o de
cobre normal y Tipo-3 o centro acoplado binuclear de cobre. Los cuatro atomos de cobre
difieren en sus caracteristicas de sefiales de resonancia paramagnética electronica. El
Tipo-1 muestra coordinacién con dos histidinas, una cisteina y una metionina como
ligaduras y tiene una intensa absorcidén de banda electronica cerca de 600 nm (¢ = 5000M

—1 cm-—1), la cual es responsable de su intenso color azul. El Tipo-2 tiene dos histidinas

y agua como ligantes. El Tipo-3 esta coordinado con tres histidinas y un puente de
hidroxilo, el cual mantiene el fuerte acoplamiento anti-ferromagnético entre el Tipo-3. El
Tipo-2 no muestra absorcion en el espectro visible y esta posicionado muy cerca al Tipo-
3, el cual tiene una absorcion de 330 nm. Dependiendo de la estructura y propiedades
de los centros de cobre, las lacasas se dividen en bajo y alto potencial redox. Las lacasas
de los Basidiomycetes (de podredumbre blanca) son de alto potencial redox, mientras
gue las lacasas de las bacterias y de las plantas son de bajo potencial redox (Dwivedi et
al., 2011; Kudanga et al., 2011) (Figura 2).

Las lacasas tienen la capacidad para oxidar diversos compuestos aromaticos, tales como

fenoles sustituidos, diaminas, aminas y tioles aromaticos. Los substratos organicos de
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las lacasas se pueden dividir en tres grupos: orto- (por ejemplo guayacol, o-
fenilendiamina, pirocatecol, dihidroxifenilalanina, pirogalol, &cido cafeico, acido galico y
acido protocatéquico), meta- (m-fenilendiamina, orcinol, resorcinol y floroglucina) y para-
(p-fenilendiamina, p-cresol e hidroquinona). Los compuestos orto- substituidos son los
mejores substratos para la mayoria de las lacasas. La siringaldazina (azina 4-hidroxi-3,5-
dimetoxibenzaldehido) es referida como un substrato especifico para las lacasas.
Ademas, en presencia de mediadores, la especificidad del substrato de las lacasas
puede ser ampliado y conducir a la oxidacion de substratos mas complejos (Dwivedi et
al., 2011).
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Figura 2. Representacion esquematica de una molécula de lacasa mostrando los tipos de cobre
y la coordinacion de los centros de cobre, incluyendo las distancias interatdmicas entre las
uniones relevantes. Fuente: Dwivedi et al. (2011).
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La produccidon de lacasas en los hongos, es sensible a la concentracion de Nitrdgeno.
Generalmente, altas concentraciones de Nitrdgeno son requeridas para obtener grandes
cantidades de lacasas. Lentinula edodes y Rigdoporus lignonus se desarrollaron en un
medio con alta concentracion de Nitrogeno (24-26 mM) y produjeron altas cantidades de
lacasas. Sin embargo, Pycnoporus cinnabarinus y Phlebia radiate en un medio limitado

de Nitrégeno produjeron elevadas cantidades de lacasas (Dwivedi et al., 2011).

2.14. Inductores o mediadores de lacasas

La enzima lacasa ocupa un importante lugar en el proceso de la lignilolisis (Arora 'y Gill,
2001). La produccién de lacasas y peroxidasas depende de la especie del hongo, las
condiciones del cultivo, las fuentes y concentracion de Carbono y Nitrégeno, composiciéon

del medio de cultivo, pH, temperatura (Wong, 2009).

Las lacasas extracelulares son producidas en pequefias cantidades; sin embargo, su
producciéon puede incrementarse considerablemente al adicionar al medio de cultivo
compuestos fendlicos o aromaticos relacionados con derivados de la lignina, tales como
el &cido ferulico, 2,5 xilidina, p-anisidina o alcohol veratril (De Souza et al., 2004; Karp
et al., 2012). Otros compuestos no fendlicos son los mediadores: 1-hidroxibenzotriazol
(HBT), N-hidroxiftalimida (HPI), &cido violarico (VLA) o N-hidroxiacetanilida (NHA). Por
otra parte, los iones metdlicos, tales como el Mn?*, Cu?* o Zn?* pueden actuar como

mediadores para la produccién de lacasas.

Para incrementar la produccion de lacasas, se ha realizado el cultivo en fermentacion
sumergida o fermentacion soélida de substratos, con la utilizacion de diferentes

compuestos, asi como de varios residuos agricolas o de alimentos (Tabla 6).
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Tabla 6. Diversos compuestos 0 substancias quimicas, utilizados como inductores para
incrementar la produccion de lacasas en los hongos.

Compuestos o

substancias

Inductores

Referencias

Compuestos
aromaticos
(Derivados
fendlicos)

Acido p-cumarico, acido ferulico,
guayacol,

siringol (2,6-dimetoxifenol), p-etoxifenol,
pirocatecol, floroglucinol, 3,5-
dihidroxibenzoico, siringaldazina, 2,5-
xilidina, alchol veratril

(Terrén et al., 2004; De
Souza et al., 2004;
Karp et al., 2012)

Compuestos no

1-hidroxibenzotriazol (HBT), N-

(Cafias y Camarero,

fendlicos hidroxiftalimida (HPI), acido violarico 2010)

(mediadores) (VLA) o N-hidroxiacetanilida (NHA)

Compuestos Siringaldehido, vainillina, acetosiringona, (Canas y Camarero,
“naturales” en acetovanillone, vainillato de metilo y &cido | 2010)

plantas p-cumarico

herbaceas

Substancias Mn?*, Cu?*, Zn?* (con otros compuestos (Luy Ding, 2010;
quimicas aromaticos) Tlecuitl-Beristain et al.,

2008; Rivera-Hoyos et
al., 2013; Lebrun et al.,
2011)

Aminoacidos y

DL-metionina, DL-triptofan, glicina'y DL-

(Dhawan y Kuhad,

vitaminas valina. 2002; Levin et al.,
Biotina, riboflavina y piridoxina 2010)
hidroclorada.
Acido glutamico, tiamina y otras fuentes
de N
Frutos Semilla y cascara de cacahuate (Couto y Sanroman,
2006)
Residuos de Bagazo de naranja, cascara de pifia, (Bazanella et al., 2013;
alimentos residuos del fruto amarillo de la pasion, Zilly et al., 2012;
bagazo de cafia de azlcar, residuos de Membirillo et al., 2011;
los granos de olivo Ruiz-Rodriguez et al.,
2011; Karp et al., 2012)
Antibidticos Cloramfenicol, ampicillina trihidratada, (Dhawan et al., 2005)
kanamicina A monosulfato, sulfato de
neomicina, eritromicina, tiostrepton,
tetraciclina, sulfato de apramicina y sulfato
de estreptomicina
Residuos de Utilizado como fuente de Nitrégeno y (Wang et al., 2014)
grano (licor) como inductor
Tallos de Extractos en etanol, obtenidos del tallo de | (Ardon et al., 1996)
algodén algodoén
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2.15. Caracteristicas y propiedades de extractos vegetales

Las plantas a través de la fotosintesis, elaboran carbohidratos, grasas y proteinas, los
gue son llamados metabolitos primarios. Pero ademas, producen otros compuestos a los
gue se les denomina metabolitos secundarios, muchos de los cuales, el hombre los
utiliza para diversos propésitos. Los metabolitos secundarios son conocidos como
constituyentes quimicos, y los metabolitos responsables de efectos terapéuticos se
conocen como constituyentes activos. Otros constituyentes son los llamados inertes,
como son la celulosa, lignina y suberina, ademas del almiddn, la albimina y materias
colorantes. La presencia de las substancias inertes puede modificar o eliminar la
absorcién o la potencialidad de los constituyentes activos. Para anular estos efectos en
drogas crudas o en preparaciones galénicas, los principios activos para uso terapéutico

se extraen, purifican y cristalizan.

Los constituyentes farmacoldgicamente activos son aguellos a los que se les atribuye la
actividad terapéutica de la droga; pueden ser una substancia aislada o una mezcla de
principios. En este Ultimo caso, la separacion de ellos no se considera ni practica ni
ventajosa. Los constituyentes aislados pueden ser alcaloides, glicésidos, enzimas,
hormonas, vitaminas, etc. Las mezclas incluyen aceites fijos, grasas, ceras, aceites
volatiles, resinas, oleorresinas, gomorresinas, balsamos, etc. Estas mezclas no sélo
tienen uso terapéutico; también son importantes porque se usan en la industria

farmacéutica, de cosméticos, en perfumeria y como lubricantes.

Las drogas que se obtienen de fuentes naturales provienen de una serie de individuos
gue viven bajo diferentes condiciones, por lo que, presentan variaciones en su contenido;
por lo tanto, las drogas se deben obtener controlando las condiciones de produccion, con
lo que se tiene cierta homogeneidad (Valencia, 1995). A menos que se conozcan las
partes en gue se encuentren los compuestos de interés, es recomendable recolectar la
planta entera, para garantizar que los extractos sean representativos de todos los
metabolitos producidos por la planta. Los metabolitos secundarios especificos varian en
cantidad y calidad entre especies, dentro de una misma especie y entre los miembros de

una poblacién (Jones y Kinghorn, 2012).
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Las drogas crudas vegetales son productos naturales que Unicamente han pasado por
los procesos de recoleccion y secado. El término productos naturales se refiere a
aquellos productos que se encuentran en la naturaleza, y comprende tanto a plantas
superiores como inferiores, sus extractos y otros constituyentes que no han tenido

cambios en su estructura molecular.

Las formas en que las drogas vegetales generalmente se presentan son: en planta
fresca, como yerba para preparar remedios. La industria alimenticia emplea plantas
frescas, cuando se usan como saborizantes; la industria de cosméticos utiliza flores
frescas porque tienen mayor cantidad de aceites esenciales. En planta seca, se usa en
los casos en que la dosis no es critica. El método de secado que se use dependera de
la naturaleza de la planta y de sus constituyentes activos. En preparacion galénica, que
son los extractos obtenidos de las plantas que se usan directamente en terapéutica.
Estas preparaciones son econdmicas y se usan para preparar aditivos, saborizantes y
para propositos culinarios. Las preparaciones galénicas son la primera etapa en el
aislamiento de los principios activos y se obtienen por las siguientes técnicas (Valencia,
1995; Jones y Kinghorn, 2012):
a) Infusién: consiste en dejar la droga en contacto con agua fria o caliente poco
tiempo (el café es una infusion en caliente).
b) Decoccion: cuando la droga se hierve en agua.
c) Maceracién: es una infusién prolongada, a menudo en alcohol acuoso.
d) Percolacién: es una maceracion seguida por la adicién de disolvente fresco para
reemplazar el disolvente que se ha dejado pasar a través de la droga en polvo.
e) Extraccion continua: es una infusion repetida con disolvente caliente. El aparato

gue se usa en el laboratorio es el extractor Soxhlet.

La desventaja de este Ultimo método es que el material extraido esta sujeto a un
calentamiento continuo, por lo que no debe usarse cuando los compuestos son
termolabiles. Una forma de evitar la descomposicion es mediante disolventes de muy
bajo punto de ebullicion. El éxito del proceso de extraccion depende de la eleccién del
disolvente. Se puede emplear un disolvente que disuelva Unicamente al material activo

o bien, uno que elimine el material inactivo y deje a los compuestos activos en la planta.
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Las drogas vegetales que contienen grandes cantidades de grasa, primero se extraen
con un disolvente no polar como éter de petréleo o hexano, y la planta asi desengrasada
gueda lista para ser extraida con el disolvente que disolvera al principio activo. El factor
mas importante que influye en la solubilidad del material ya sea activo o no activo, es la
polaridad del disolvente y de las moléculas del soluto. Para que se efectie una
solubilizacion rapida, las moléculas del disolvente deben tener una fuerte atraccion por

las moléculas de soluto.

Los disolventes no polares como el éter de petréleo y el benceno, disuelven compuestos
no polares como las grasas y ceras; mientras que los disolventes polares como el
metanol y el agua, disuelven compuestos polares como las sales de los alcaloides y los
azucares. En los procesos de extraccion, se tiene en cuenta la polaridad de los

disolventes; asi, se tienen algunos ejemplos en donde la polaridad va en aumento:

(-) polar (+) polar

— Ciclohexano, tetracloruro de carbono, benceno, éter, cloroformo, acetona, acetato de
etilo, etanol, metanol, agua, acidos y bases.

2.16. Algunas aplicaciones de extractos vegetales

En la Tabla 7, se presentan algunos de los solventes utilizados en la extraccion de los

principios activos y varias aplicaciones de los extractos vegetales.
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Tabla 7. Solventes utilizados en la extraccidén de los principios activos de algunas plantas y su
aplicacion.

Solvente utilizado Extraccion en plantas Aplicacién Referencias
Metanol, etanol y Antioxidantes en guayaba Contra varias (Hamid et
acetona (Psidium guajava L.) enfermedades humanas | al., 2011)
Hexano, metanol Antioxidantes y bactericida. Contra varias (Lagouri et

Origanum vulgare ssp. hitumy | enfermedades humanas | al., 2011)
Thymus vulgaris

Eter de petréleo, Antioxidantes en granada Contra varias (Kaneira et
tolueno, acetato de (Punica granatum L.) enfermedades humanas | al., 2012)
etilo, acetona y agua degenerativas
Metanol 26 especies de plantas. Contra varias (Guleria et
Antioxidantes y compuestos enfermedades humanas | al., 2013)
fendlicos
Acetona Bactericida. (Fabaceae: Contra bacterias Gram (Dzoyem et
Crotalaria capensis, Indigofera (+) y Gram (-) en al., 2014)
cylindrica, Dalbergia nitidula) animales
Macerado en etanol | Antioxidante y bactericida. Contra Staphylococcus | (Lu et al.,
Planta comestible Trollius aureus, Bacillus 2014)
chinensis Bunge subtilis, Escherichia
coli
Etanol (extractos 20 especies de plantas de Fungicida contra: (Gamboa-
crudos) Yucatan Alternaria tagetica, Angulo et
Colletotrichum al., 2008)

gloeosporioides,
Fusarium oxysporum y

Rhizopus sp.
Infusién en agua 20 plantas. Diferentes partes Fungicida contra: (Kumar et
caliente usadas Coriolus versicolor al., 2012)
Metanol (extractos Hojas de Bauhinia purpurea, Fungicida contra: (Soliman et
crudos) Caesalpinia gilliesii, Cassia Sclerotium rolfsii al., 2012)
fistula, Cassia senna,
Chrysanthemum frutescens,
Euonymus japonicus, Thespesia
populnea var. Acutiloba
Alcohol metilico, Hojas de Metasequoia Fungicida contra: (Bajpai y
acetato de etilo, glyptostroboides Fusarium oxysporum, F. | Kang, 2010)
cloroformo y hexano solani,
Phytophthora capsici,
Colletotrichum capsici,
Sclerotinia

sclerotiorum, Botrytis
cinerea y Rhizoctonia

solani
Butanol, hexano, Plantas: Sophora flavescens, Contra virus (HIV-1) del | (Lee et al.,
cloroformo y agua Tulipa edulis, Herba ephedra y sida 2010)

Pachyma hoelen
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2.17. Caracteristicas de la cebolla (Allium cepa)

La cebolla (Allium cepa L.) ha sido valorada como un alimento que tiene propiedades
medicinales desde la antigiiedad. Es ampliamente cultivada y ocupa el segundo lugar
después del jitomate entre las verduras. La cebolla ha sido domesticada por més de 4000
afios, como lo demuestran los registros del antiguo Imperio Egipcio (2700 aC) y en
Sumeria (3000 aC). Incluso registros anteriores aparecen en la India aproximadamente
4000 aC. Allium cepa es un miembro de la Seccion Cepa (Mill). Prokh., del género Allium,
gue incluye especies silvestres y cultivadas muy importantes para el origen y la mejora
de especies de Allium. A. cepa no existe de manera silvestre; la especie silvestre Allium
vavilovii se reconoce como una especie muy cercana. La distribucion de A. vavilovii y
especies afines en Turkmenistan/lran sugiere que la domesticacion de una especie
silvestre ocurrid6 durante el surgimiento de las civilizaciones antiguas en esta area
(McCallum, 2007).

La palabra “onion” (cebolla) se deriva del latin y en el idioma inglés significa “perla
grande”. La cebolla se compardé con una perla no solo por su forma, sino también por su
gran valor nutrimental. Hoy en dia se pueden encontrar cebollas con diferentes colores,
sabores y formas del bulbo. La cebolla es un ingrediente importante en todo tipo de
platillos en el mundo. Se puede consumir de manera cruda, especialmente aquellas
cebollas dulces y suaves. Las cebollas se procesan en aceite 0 en polvo y dan sabor a
una gran variedad de productos. Se cultivan en todo el mundo, en el afio 2006, se
produjeron alrededor de 50 millones de toneladas métricas. China es el pais productor
mas importante con 46% de la produccion mundial, seguido por la India, EE.UU, Turquia,
Iran, Pakistan y Japon. Para México se registré una produccion de 1,131 x 102 toneladas

métricas en una superficie de cultivo de 44 x 102 hectareas (Shigyo y Kik, 2008).

El género Allium consta de alrededor de 750 especies que se distribuyen casi en su
totalidad en el hemisferio norte. La mayoria de las especies de Allium se pueden
encontrar en Eurasia y una pequefia parte en América. El género se divide en 4 u 11
subgéneros dependiendo del autor. Las especies de Allium crecen preferentemente en
sitios abiertos, secos y soleados, en climas aridos hiumedos. La mayoria de las especies

se encuentran en la cuenca del Mediterraneo en el oeste, hacia Asia central en el este.
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La cebolla es una planta bianual con fertilizacion cruzada de especies diploides (2n = 2x
= 16) en donde una fuerte depresion por endogamia esta presente. El bulbo de la cebolla
estd formado por hojas carnosas, a corta distancia por encima del tallo. Las hojas
externas son delgadas, fibrosas y secas, de varios colores y forman la capa protectora
del bulbo. Los bulbos son de forma ovoide, de hasta 15 cm en diametro. Las plantas se
reproducen a partir de las semillas. Actualmente, las cebollas se cultivan en todo el
mundo en latitudes entre 5° y 60° en ambos hemisferios (Shigyo y Kik, 2008).

Las variedades de la cebolla se distinguen por las caracteristicas que presenta el bulbo
gue incluyen la forma, tamafio y color de la piel. La forma del bulbo puede ser achatado,
ovado, obovado, oval o como torpedo. El color de la piel puede ser blanco, amarillo,

marron, rojo y compuestos intermedios entre estos colores (Shigyo y Kik, 2008).

La composicion de flavonoides en las escamas secas 0 carnosas proporciona una
distintiva variacion en apariencia y una atraccion alimenticia significante de esos
pigmentos antioxidantes. El color rojo es un rasgo valioso y se asocia errGneamente con
un sabor mas suave por muchos consumidores, aungue no existe correlacion en esto.
Los principales pigmentos presentes en todas las cebollas de colores son la quercitina
mono, di y triglucésidos. Los conjugados y los productos de oxidacién de éstos
contribuyen al color de la escama seca. Ademas, las cebollas rojas también contienen
antocianinas, predominantemente cianidina 3-glucésidos y malonilglucésidos
(McCallum, 2007).

2.17.1. Clasificacion

La cebolla se ha clasificado de diferentes maneras. A continuaciéon se presentan tres

clasificaciones, en donde se observa la diferencia en las categorias de clasificacion:

Suleria et al. (2015):

Reino: Plantae

Clado: Angiospermas
Clase: Monocotiledéneas
Orden: Asparagales
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Familia: Amaryllidaceae
Género: Allium
Especie. Allium cepa L.

Breu (1996):

Seccién: Spermatophyta
Subseccion: Angiospermae
Clase: Monocotyledoneae (= Liliarae)
Subclase: Liliidae

Orden: Liliales (= Liliiflorae)
Familia: Alliaceae
Subfamilia: Allioideae
Tribu: Allieae

Subtribu: Alliinae

Género: Allium

Los sindnimos de Allium cepa L. son: Allium esculentum Salisb., o Allium Porrum Cepa
Rchb.

Butt et al. (2009):

Reino: Plantae — Plantas

Sub-Reino: Tracheobionta — Plantas Vasculares
Super Division: Spermatophyta — Plantas con semillas
Divisién: Magnoliophyta — Plantas con flores
Clase: Liliopsida — Monocotiledéneas
Sub-Clase: Lilidae

Orden: Liliales

Familia Liliaceae

Género: Allium

Especie: Allium cepa L.

Diferentes autores colocan a Allium cepa en la Familia Alinaceae (Rodriguez et al.,
2009); Familia Liliaceae (Tsiaganis et al., 2006; Beesk et al., 2010); Familia Alliaceae
(Zovko y Jug, 2011; Hariram y Park, 2013).
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2.17.2. Composicién quimica

La cebolla contiene aproximadamente 90% de agua con alto contenido de fibra 'y azlcar.
Tiene bajo contenido de sodio y alto contenido de vitamina B 6, acido fdlico, calcio,
magnesio y fésforo. En cuanto al contenido de aminoacidos, el acido glutamico y la

arginina presentan cantidades extraordinarias (Tablas 8 y 9).

Por otra parte, la cebolla tiene metabolitos como la glucosa, fructuosa, aminoacidos,
acido piravico, acido malico, acido fumarico, &cido citrico (Soininen et al., 2014).
Contiene compuestos fendlicos como acido galico, acido ferulico y acido protocatéquico,
guercetina y kaempferol (Prakash et al., 2007). Sin embargo, hay diferencias en la
composicién de los metabolitos, dependiendo de los cultivares y de las regiones del
cultivo (Kimura et al., 2014).

La cebolla es la fuente mas rica en flavonoides en la dieta y contribuye en gran medida
en la ingesta total de estos compuestos. Dos grupos de flavonoides se encuentran en la
cebolla: las antocianinas, que le confieren un color entre rojo y purpura a algunas
variedades, y los flavonoles como la quercitina y sus derivados, responsables de los
colores en las hojas escamosas amarillas y marrones. Los flavonoles son los pigmentos
predominantes en la cebolla. La quercitina 3,4-diglucésida (QDG) y la quercitina 4’-
glucosida (QMG) son registradas como los principales flavonoles. Estos glucésidos
representan aproximadamente 90% de los contenidos globales en las diferentes
especies de Allium. Existen diferencias significativas en los niveles y proporciones de
estos dos compuestos; en las variedades de color rojo, hay 191 mg/100 g de peso seco
de QGD y 85 mg/100 en peso seco de QMG; en las de color marrén hay 153 mg/100 g
de peso seco de QDG y 58 mg/100 g de peso seco de QMG y para las de color blanco,
hay < 1 mg/100 g en peso seco de QGD y < 1 mg/100 g en peso seco de QMG (Suleria
et al., 2015).
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2.17.3. Propiedades medicinales

La cebolla es una planta rica de varios fitonutrimentos, pero ademas, se utiliza en el
tratamiento y prevencion de un gran niamero de enfermedades, que incluyen cancer,
enfermedad cardiaca coronaria, obesidad, hipercolesterolemia, diabetes tipo 2,
hipertension, cataratas y trastornos del tracto gastrointestinal (por ejemplo: célico, célico
flatulento y dispepsia). Estas actividades estan relacionadas con los tiosulfinatos,
compuestos de azufre volatiles, que también son responsables de lo acre de la cebolla,
son de bajo peso molecular, muy polares, de origen fendlico y estereoidal, a menudo
glicosilados, con interesantes propiedades farmacolégicas. Por otra parte, los
compuestos no volétiles de la cebolla como son las sapogeninas y saponinas, han
demostrado actividad antifungica, antitumoral, citotoxicidad, coagulacion de la sangre,
antiespasmaodica y efecto reductor del colesterol. Se han aislado del bulbo de cebolla
roja var. Tropea cuatro nuevas saponinas antiespasmadicas. Por otra parte, los
flavonoides que incluyen la quercitina y taxifolina poseen actividad antiulcerosa,

antiespasmaodica y antidiarreica (Lanzotti, 2006).

Las especies de Allium tienen compuestos que son inhibidores contra microorganismos
como bacterias, hongos, virus y parasitos (Kyung, 2012; Ye et al., 2013). Las saponinas
mostraron actividad antifUngica contra Botrytis cinerea y Trichoderma atroviride. Sin
embargo, Fusarium oxysporum f. sp. lycopersici, Sclerotium cepivorum y Rhizoctonia
solani fueron muy poco afectados por las saponinas (Lanzotti et al., 2012). En la Tabla

10, se presentan diversas propiedades de la cebolla.
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Tabla 8. Andlisis proximal, vitaminas y minerales en 100 g de cebolla cruda (Allium cepa).

Promedio proximal (g) | Promedio de vitaminas (mg) | Promedio de minerales
(mg)
Agua 89.11 | Vitamina C 7.4 Calcio 23
Proteinas 1.1 Tiamina 0.046 | Hierro 0.21
Lipidos totales 0.1 Riboflavina 0.027 | Magnesio 10
Cenizas 0.35 | Niacina 0.116 | Fosforo 29
Carbohidratos 0.34 | Acido pantoténico 0.123 | Potasio 146
Fibra 1.7 Vitamina B 6 0.12 | Sodio 4
Az(car total 4.24 | Folato 19 mcg | Zinc 0.17
Sacarosa 0.99 | Colina 6.1 Cobre 0.039
Dextrosa 1.97 | Betaina 0.1 Manganeso 0.129
Fructosa 1.29 | Caroteno 1ug | Selenio 0.5 ug
Energia 40 Kcal | Vitamina A 21U
Luetina+zeaxantina 4 ug
Vitamina E 0.02
Vitamina K 0.4 g

Fuente: Suleria et al. (2015).

Tabla 9. Lipidos y amino&cidos presentes en 100 g frescos de cebolla (Allium cepa).

Promedio de lipidos (g) Promedio de aminoé&cidos (g)
Acido miristico 0.004 | Triptofano 0.014
Acido palmitico 0.034 | Treonina 0.021
Acido esteérico 0.004 | Isoleucina 0.014
Total acidos saturados 0.042 | Leucina 0.025
Acido oleico 0.013 | Lisina 0.039
Acido linoleico 0.013 | Metionina 0.002
Acido linolénico 0.004 | Cistina 0.004
Total acidos monoinsaturados 0.013 | Fenilalanina 0.025
Total &cidos poliinsaturados 0.017 | Tirosina 0.014
Fitoesteroles 15mg | Valina 0.021
--- Arginina 0.104
--- Histidina 0.014
Alanina 0.021
Acido aspartico 0.091
Acido glutamico 0.258
--- Glicina 0.025
--- Prolina 0.012
Serina 0.021

Fuente Suleria et al. (2015).
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Tabla 10. Diversas actividades de algunos compuestos de la cebolla (Allium cepa) en varias

enfermedades del hombre, asi como alguna actividad antagénica para otros organismos.

Malassezia furfur, Candida albicans,
Candida sp.

Actividad Compuesto/efecto Referencia

Antifingico Saponinas: ceposida A, ceposida B y (Lanzotti et al., 2012)
ceposida C. Contra: Botrytis cinerea y
Trichoderma atroviride

Antifungico Extracto del aceite esencial de cebolla roja, | (Benkeblia, 2004)
verde y amarilla contra Aspergillus niger,
Penicillium cyclopium y Fusarium
oxysporum

Antifingico Extracto acuoso contra dermatofitos: (Masoomeh et al.,

2006)

Antibacteriano

Extracto del aceite esencial de cebolla roja,
verde y amarilla contra Staphylococcus
aureus, Salmomella Enteritidis

(Benkeblia, 2004)

Antibacteriano
y antifingico

Aceite esencial contra microorganismos
patégenos de alimentos: Escherichia coli,
Bacillus subtilis, Staphylococcus aureus,
Rhodotorula glutinis, Saccharomyces
cerevisiae, Candida tropicalis, Aspergillus
niger, A. terreus y Monascus purpureus

(Ye etal., 2013)

Antihelmintico

Extractos de Allium cepa y Cocos nucifera

(Mehlhorn et al.,

antiinflamotorio

células de carcinoma en humanos

y nematicida (endospermo) contra helmintos y 2011)
nematodos de los géneros: Toxocara,
Nematodirus, Trichostrongylus,
Haemonchus, Trichuris y Moniezia,
parasitando ovejas
Antidiabético Extractos crudos o por usos de pobladores | (Grover et al., 2002;
Thirumalai et al.,
2012; Akash et al.,
2014)
Antioxidante Extractos en etanol, agua caliente y agua (Lee et al., 2014)
(Fenoles) subscritica
Antioxidante Extractos en cebolla roja con tolueno, (Singh et al., 2009)
(Fenoles) diclorometano y etanol
Citotoxico y Extractos en etanol. Actividad citotoxica en | (Kim et al., 2013)
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2.18. Caracteristicas de la sabila (Aloe vera)

La sébila [Aloe vera (L.) Burm. F.] (Aloe barbadensis Mill.) al igual que las otras especies
del género Aloe, son perennes, de hojas suculentas. Las plantas son xerdfitas ya que
estan adaptadas para vivir en areas de baja precipitacion; por lo cual, las hojas son
gruesas y carnosas para almacenar agua. La cuticula de la hoja es gruesa, esté cubierta
con una capa cerosa. La mayoria de las especies tienen grupos de células asociadas
con los haces vasculares, llamadas células de aloina o aloiticas, que almacenan y quizas
secretan compuestos con valor medicinal. La composicion de estas secreciones varia
entre las especies. La substancia es un exudado generalmente de color amarillo, que se

presenta cuando la hoja se corta o se rompe.

El origen exacto de Aloe vera es incierto, pero es probable que sea originaria de la
Peninsula Arabiga, en donde hay una estrecha relacion y probablemente sea la misma
especie con Aloe officinalis Forssk. La mayoria de las especies de Aloe se encuentran
de manera natural en el continente africano en zonas tropicales y latitudes subtropicales.
El género se encuentra en casi todo el continente africano al sur del desierto Sahara. La
mayoria de las especies se encuentran en el sur de Africa. Otras especies se encuentran
en la Peninsula Arabiga y en Madagascar y unas pocas especies mas se encuentran en
pequefias islas del Océano indico (Sung, 2006; Chinchinilla et al., 2013).

A. vera se extendio de Africa a América después de las expediciones de Cristobal Colon
y Ameérico Vespucio, debido al comercio maritimo con el Caribe. El clima calido y humedo
de Ameérica Central favorecio en gran medida la dispersion de la planta en las Islas del
Caribe. El nombre Aloe barbadensis, surge precisamente de la Isla Barbados que es un

sinbnimo para Aloe vera.

La sabila fue considerada como un dios por su misteriosa elegancia y por sus
propiedades terapéuticas legendarias. En el antiguo Egipto, fue la planta cuya “sangre”
ofrecio la belleza, salud y la vida eterna. La sabila fue parte del ritual del
embalsamamiento y acompafiaba al farabn en su viaje al otro mundo. Para los
emperadores miticos de China, las espinas de la sabila personificaron las ufias de la

divinidad. Para los indigenas del nuevo mundo fue una de las 16 plantas veneradas como
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dioses. En Africa los némadas que pastorean a los camellos la llamaron el “lirio del
desierto”; los estadounidenses la llamaron el “curandero silencioso” o “Dr.Aloe” y los

rusos la llamaron “el elixir de la vida”.

El nombre Aloe vera se deriva del Arabe alloeh que significa “substancia amarga
brillante”, y vera se deriva del latin que significa “verdad”. El primer testimonio de la planta
de aloe se encontr6 en Egipto alrededor de 3000 aC que consiste en las
representaciones pictoricas que adornan las tumbas y monumentos funerarios. El
documento epigrafico mas antiguo relativo al uso medicinal aparece en tabletas de arcilla
en Sumeria, escrito 2100 aflos aC que describe las propiedades laxantes de la planta.
El papiro de Ebers, que data de 1550 aC, se considera el primer compendio médico por

contener férmulas para la fabricacidon de elixires con jugo de aloe.

La planta de sabila tiene hojas largas y carnosas, con espinas en ambos bordes. La hoja
consta de dos partes, una corteza verde exterior y una pulpa clara en el interior, la cual
es mucilaginosa. Esta es la parte que mas ha sido utilizada con fines terapéuticos. Esta
pulpa se conoce con varios términos: gel interior, gel mucilaginoso, jalea mucilaginosa y
parénquima de la hoja. Una gama de actividades bioldgicas se han atribuido a la sabila
entre otras como antivirales, antibacteriales, laxante, proteccion contra la radiacion,
antiinflamatorio e inmunoestimulacién, particularmente debido a sus polisacaridos
(Chinchinilla et al., 2013).

2.18.1. Clasificacion
Una clasificacion de la planta de la sabila es la siguiente:

Vega et al. (2005):

Reino: Plantae

Divisién: Magnoliophyta

Clase: Liliopsida

Orden: Liliales

Familia: Liliaceae

Género: Aloe

Especie: Aloe vera L. (Aloe barbadensis Miller).
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El género Aloe se ha incluido también en la Familia Asfodelaceae; sin embargo por sus
caracteristicas individuales, se ha colocado en la Familia Aloaceae (Chinchinilla et al.,
2013).

2.18.2. Composicion quimica

Cuando se cortan las hojas de la sabila aparece el exudado mas o menos abundante,
de color amarillo, que se obscurece rapidamente a marrdén o a rojo obscuro. El exudado
contiene compuestos fendlicos, los cuales se derivan de la cromona, antroquinona o
antrona. Estos compuestos fendlicos no se producen en las células del parénquima
dentro de la hoja, en donde los polisacaridos y glicoproteinas son caracteristicos. El
exudado tiene un alto contenido de aloina (28% en base humeda) que es un C-glucdsido

de aloe-emodin antrona, que tiene actividad como laxante (Chinchinilla et al., 2013).

La composicion del gel gelatinoso es de abundante agua (98%), con varios polisacaridos
gue incluyen el mannan, galactan, arabinan, arabinoramnogalactan, substancias
pécticas y 4cido glucoronico. Otros compuestos en el gel son el veraciglucan, que son
carbohidratos acilados del acido malico.

En la piel de las hojas se han identificado los siguientes compuestos fendlicos: acido
sinaptico, quercitrina, kaempferol, apigenina, acido galico, &cido protocatéquico,
catequina, acido vanilico, epicatequina, acido siringico, &cido clorogénico, &cido
gentistico, acido cafeico, acido cumarico, acido ferulico, rutina, miricetina y quercitina.
Ademas, se ha encontrado el esterol 3-sistosterol, acompafiado de pequefias cantidades

de colesterol, ampestrol y lupeol (Sung, 2006; Chinchinilla et al., 2013).

Hay por lo menos 200 diferentes tipos de moléculas en la sabila. El contenido total de
solidos en el gel es de 0.66% y de solidos solubles 0.56%, con cambios en las diferentes
estaciones. En la materia seca del gel hay polisacaridos (55%), azucares (17%),
minerales (16%), proteinas (7%), lipidos (4%) y compuestos fendlicos (1%). El gel
contiene las vitaminas A, C, E, B 1 (tiamina), niacina, vitamina B 2 (rivoflavina), colina y
acido félico (Ahlawat y Khatkar, 2011).
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En un estudio, se analiz6 la composicion quimica de ocho especies de Aloe (A.
arborescens Mill., A. aristata Haw., A. claviflora Strydenburg, A. ferox Mill., A. saponaria
Ait., A. striata Haw., y A. vera L.) en las hojas recién cosechadas en tres temporadas
diferentes dentro del clima mediterraneo: invierno, primavera y verano. Los resultados
revelaron que hubo diferencias en la composicion quimica del gel de las especies de
Aloe estudiadas en las diferentes temporadas de cosecha. En la temporada de verano,
hubo aumento en el gel y sus propiedades cambiaron al haber un aumento de los lipidos,
proteinas, aloina, fenoles totales, la actividad antioxidante total (fracciones hidrofilas y
lipofilicas) y poliaminas (putrescina y espermidina); ademas de que se observaron

diferencias en las caracteristicas de las hojas (Zapata et al., 2013).

En el Tabla 11, se presentan varios componentes de la pulpa y de los exudados en A.

vera.

2.18.3. Propiedades medicinales

Se ha afirmado que los polisacaridos en el gel de A. vera tienen propiedades
terapéuticas, como inmunoestimulacion, efectos antiinflamatorios, en la cicatrizacion de
heridas, reparacién de dafios causados por la radiacion, actividades antibacterianas,
antivirales, antifungicas, antidiabéticas, antineoplasicos, estimulacion de Ila
hematopoyesis y efectos antioxidantes. En la Tabla 12, se presentan algunos ejemplos

de lo mencionado.
2.19. Los extractos de cebollay sabila en el cultivo de hongos

Se tiene un trabajo realizado por Reyes (2013), en donde se cultivé la cepa CPM-113 de
T. aggressivum, con la adicion del extracto de cebolla en acetona, en concentracion de
10 mg/mL, y se encontrd un efecto inhibidor en la velocidad de crecimiento micelial de

esta cepa con respecto a su testigo.

Ademas, se cultivd por separado la cepa CP-50 de P. ostreatus y la cepa CPM-113 de
T. aggressivum en el medio extracto de malta agar (EMA), con la adicion del extracto de

cebolla en concentracion de 4 mg/mL. Se observé una estimulacion en el desarrollo
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micelial de la cepa CP-50, mientras que en la cepa CPM-113, se observo inhibicion en
el desarrollo micelial en las primeras 24 h, con un aumento considerable en la produccion

de esporas.

De igual manera, se cultivaron por separado las cepas CP- 50 y CPM-113 en EMA, con
la adicion del extracto de sébila en concentracion de 4 mg/mL, obtenido por maceracion
en etanol. Se observo que el micelio de la cepa CP-50 se mantuvo por encima del testigo,
mientras que en la cepa CPM-113, hubo un efecto inhibitorio en el desarrollo micelial

durante toda la experimentacion.

En un cultivo dual con las cepas CP-50 y CPM-113, se adicion6 al medio EMA, la mezcla
de extractos de cebolla y sabila en concentraciébn 6 mg/mL de cada extracto. Hubo
estimulacién en el desarrollo micelial de la cepa CP-50, mientras que para la cepa CPM-

113 hubo efecto inhibitorio en el desarrollo micelial.
En este estudio de Reyes (2013), no se evalué la actividad de lacasas ni de proteinas.

Es por lo que, en este trabajo se estudia el efecto in vitro de los extractos de cebolla y
sabila en el desarrollo micelial de la cepa CPM-113 de T. aggressivum con base en la
informacion de que los extractos de cebolla y sabila han demostrado actividad antifungica

en otras especies de hongos.

Ademas, con la utilizaciébn de compuestos naturales como los extractos vegetales, no
hay contaminacibn ambiental como sucede con algunos productos quimicos

(antifungicos) que resultan nocivos al medio ambiente.
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Tabla 11. Compuestos aislados de la pulpa y de los exudados de la sabila (Aloe vera).

Clase

Compuestos

Antroquinonas

Aloe-emodin, &cido aloético, antranol, aloin A y B (colectivamente
conocidos como barbaloin), isobarbaloin, emodin, éster de acido

y antronas . :
cinnamico

Carbohidratos | Mannan puro, mannan acetilado, glucomannan acetilado,
glucogalactomannan, galactan, galactogalacturan, arabinogalactan,
galactoglucoarabinomannan, substancias pécticas, xilano, celulosa

Cromonas 8-C-glucosil-(2'-O-cinnamoil)-7-O-metilaloediol A, 8-C-glucosil-(S)-
aloesol, 8-C-glucosil-7-O-metil-(S)-aloesol, 8-C-glucosil-7-
Ometilaloediol, 8-C-glucosil-noreugenin, isoaloeresin D,
isorabaicromona, neoaloesin A

Enzimas Fosfatasa alcalina, amilasa, carboxipeptidasa, catalasa,
ciclooxidasa, ciclooxigenasa, lipasa, oxidasa, fosfoenol, piruvato
carboxilasa, superoxido dismutasa

Compuestos | Calcio, cloro, cromio, cobre, hierro, magnesio, manganeso, potasio,

inorganicos fésforo, sodio, zinc

Lipidos y Acido araquiddnico, acido y-linolenico, esteroides (campestrol,

compuestos colesterol, B-sitosterol), trigliceridos, triterpenoides, giberilina,

organicos ligninas, sorbato de potasio, &cido salicilico, &cido urico

Amino&cidos | Alanina, arginina, acido aspartico, acido glutamico, glicina, histidina,
hidroxiprolina, isoleucina, leucina, lisina, metionina, Fenilalanina,
prolina, treonina, tirosina, valina

Proteinas Lectinas, substancias como lectinas

Sacaridos Mannosa, glucosa, L-ramnosa, aldopentosa

Vitaminas B1, B2, B6, C, B-caroteno, colina, acido folico, a-tocoferol

Fuentes: (Choi y Chung, 2003; Hamman, 2008; Ahlawat et al., 2011).
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Tabla 12. Algunas propiedades o actividades de los compuestos de la sébila (Aloe vera).

Enterococcus bovis, Staphylococcus aureus,
Escherichia coli, Proteus vulgaris, Proteus
mirabilis, Pseudomonas aeruginosa, Morganella
morganii, y Klebsiella pneumoniae

Actividad Compuesto/efecto Referencia

Antifingica Gel solo o con timol contra: Rhizopus stolonifer, (Navarro et al.,
Botrytis cinerea y Penicillium digitatum en frutos 2011)
de la nectarina

Antifingica Latex seco y extractos en metanol, hexano y (Nidiry et al., 2011)
acetato de etilo, contra Colletotrichum
gloeosporioides y Cladosporium cucumerinum. Se
identificd al aloin y aloe-emodin como el principio
activo

Antifangica Extractos etandlicos y acuosos contra: (Pandey y Mishra,

2010)

Antimicrobiana

Extractos en acetona etanol y agua, contra
Staphylococcus aureus, Streptococcus pyogens
Pseudomonas aeruginosa y Escherichia coli. Los
compuestos activos: antraquinonas,
dihidroxiantraquinonas y saponinas

(Nejatzadeh-
Barandozi, 2013)

Antimicrobiana

Jugo de la sébila contra: Mycobacterium
smegmatis, Klebsiella pneumoniae, Enterococcus
faecalis, Mycroccus luteus, Candida albicans y
Bacillus sphericus

(Alemdar y Agaoglu,
2009)

Antimicrobiana

Extractos de la hoja en metanol y agua, contra
Staphylococcus aureus, Bacillus subtilis,
Escherichia coli, Salmonella typhimurium, S.
gallinarum, Klebsiella sp., Proteus sp. y Candida
albicans

(Mbanga et al.,
2010)

larvas de Aedes aegypti

Acaricida Extractos en acetona, acetato de etilo, etanol y (Wei et al., 2011)
agua, contra la arafia roja carmin Tetranychus
cinnabarinus

Antiviral Extractos de la corteza de la hoja, contra el virus (Rivero et al., 2002)
Herpex simple Tipo 1 (HSV-1) in vitro

Larvicida Extracto en éter de petréleo y en etanol, contra las | (Subramaniam et al.,

2012; Arjunan et al.,
2012)

Leishmanicida

Extracto crudo de hojas contra promastigotes y
amastigotes de Leishmania donovani y L.nia
infantum

(Dutta et al., 2008;
Rondon et al., 2011)

Antidiabética

Efecto anti-hiperglicémico del gel en ratones. El
principio activo en 5 fitosteroles.

(Tanaka et al., 2006)

Anticancer

Los compuestos aloe-emodin y antraquinon,
contra células del carcinoma gastrico

(Chen et al., 2007)

Antioxidante
(fenoles)

Extraccién en agua-etanol

(Kim et al., 2014)
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2.20. El 4cido salicilico (AS) y el 4&cido acetilsalicilico (AAS)

El &cido salicilico (AS) es un metabolito secundario producido por una amplia gama de
organismos procariotas y eucariotas incluyendo a las plantas. Quimicamente pertenece
a un grupo de compuestos fendlicos (anillo aroméatico con grupo hidroxilo o su derivado
funcional). Mucho antes de conocerse los procesos fisiolégicos de las plantas, las
propiedades farmacoldgicas de los salicilatos (hombre general del AS y sus derivados)
habian sido apreciadas. Los salicilatos han sido conocidos por tener propiedades
medicinales desde el siglo V aC, cuando Hipocrates prescribié la hoja y corteza del sauce
(Salix) para el alivio del dolor durante el parto. Sin embargo, la utilizaciéon de plantas que
contienen salicilato para curar dolores y fiebre, se remonta a los habitantes del Viejoy
Nuevo Mundo (Any Mou, 2011).

En 1828, el cientifico aleman Johann A. Buchner purific6 una pequefia cantidad de
substancia amarilla llamada salicina (un glucésido alcohol salicilico) a partir de la corteza
del sauce. Mas tarde, Raffaele Piria convirtié la salicina en un azucar y un &acido que
nombrd acido salicilico. Mas fuentes naturales del AS y otros salicilatos fueron
identificados; sin embargo, la demanda del AS como analgésico supero la capacidad de
produccién. En 1859, Hermann Kolbe y colaboradores sintetizaron quimicamente el AS.
Posteriormente, se mejord el proceso de sintesis, por lo que, la produccion se realizé a
gran escala a un precio mas barato. En 1897, Félix Hoffman redescubrié el derivado
sintético del acido acetilsalicilico (AAS), una substancia quimica originalmente creada
por Charles Frederic Gerhardt en 1853, la cual es una hidrolisis espontanea del AS, pero
produce menos irritacion gastrointestinal, con similares propiedades terapéuticas. En
1899, la compania farmacéutica Bayer registrd en el comercio al AAS como “Aspirina”.
Hoy, la aspirina se ha convertido en uno de los medicamentos mas exitosos y

ampliamente utilizados en todo el mundo (Any Mou, 2011).

La accion principal de los salicilatos en los mamiferos se atribuye a trastornos del
metabolismo del acido eicosandico, que altera los niveles de prostaglandinas y
leucotrienos. El AS también afecta la expresién génica mediante la alteracién de la
actividad de multiples factores de transcripcion y la induccién de la molécula de
sefalizacion del 6xido nitrico. Otros estudios demostraron que el AS parece modular la
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sefalizacion a través del factor nuclear kappa B (NF-kB), un factor de transcripcion que
juega un papel central en la inmunidad de los animales (An y Mou, 2011).

El AS es un compuesto fendlico que es sintetizado por las plantas. Estos compuestos en
un principio se consideraron como metabolitos secundarios, relativamente sin
importancia. Este concepto cambié con el descubrimiento de que los compuestos
fendlicos estan implicados en la biosintesis de lignina, otros funcionan como compuestos
alelopaticos y son sumamente importantes en regular las respuestas de las plantas a
estimulos abioticos y juegan un papel critico en la resistencia a enfermedades, ya sea
como defensa contra bacterias (con compuestos llamados fitoalexinas) o por la
sefializacion en la activacion de la defensa. El AS tiene influencia en la germinacion de
las semillas, establecimiento de las plantulas, crecimiento celular, la respiracién, el cierre
de los estomas, la expresion génica asociada a la senescencia, respuestas al estrés
abiotico, termotolerancia basal, nodulacién en las leguminosas y produccion de frutos. El
AS funciona como una sefial clave en la regulacion de la termogénesis y en la resistencia
a enfermedades (Vlot et al., 2009).

El AS juega un papel importante en muchas interacciones planta-patégeno mediante la
activacion de respuestas de defensa y esta tipicamente involucrado en la defensa contra
biotropos. En respuesta a los hemibiotropos, el AS tiene un temprano papel en la
infeccion presentando una respuesta hipersensible, definida como la muerte localizada
de las células que contienen y rodean al patégeno invasor (Brodersen et al., 2005). El
salicilato también participa en otras respuestas de defensa, tales como la resistencia

sistémica adquirida (Derksen et al., 2013).
2.20.1. Algunas aplicaciones del &cido salicilico

El AS se ha aplicado en plantas de diferentes cultivares para incrementar su produccion,
asi como en la preservacion de frutos para prolongar la vida en anaquel. De manera
general, el AS ha mostrado respuestas positivas. En la Tabla 13, se presentan algunos
resultados de la aplicacion del AS en diferentes cultivares.
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Tabla 13. Diversas aplicaciones del acido salicilico en diferentes plantas de importancia
economica.

Acido Aplicacion Efecto Referencia
Salicilico
100 mM En hojas de haba (Vicia Reduccion de los (Radwan et al.,
faba cv Giza 461) contra el | sintomas, incremento del | 2008)
virus del mosaico amarillo area y numero de hojas 'y
en la altura de la planta
En plantas de maiz (Zea Las semillas pretratadas | (Krantev et al.,
500 M mays L.) expuestas a 25 con el AS, redujeron los | 2008)
UM de Cadmio, que reduce | efectos negativos del
el peso y muestra efectos Cadmio
toxicos
1,2y5 En plantas de cebolla, Reduccion de los (Abo-Elyousr et
mM contra Stemphylium sintomas en 5y 10 dias | al., 2009)
vesicarium, causante de la | después de la
roya en la hoja asperjacion
0.5 mM En plantas de lentil (Lens Incremento en longitudy | (Misray
esculenta var. DPL-62), en peso de las raices y Saxena, 2009)
para reducir el estrés salino | vastago, tanto en
(200 mM de NacCl) condiciones salinas y no
salinas
500 uM En plantas de Chicharo Las semillas pretratadas | (Popova et al.,
(Pisum sativum L., cv. Ran) | con AS, restauraron en 2009)
expuestas a 5 uM de 33% los niveles de
Cadmio, muestran los clorofila
efectos toxicos
10, 108y | Aspersion en esquejes de Incremento del peso de (Villanueva-
10°M crisantemo materia fresca 'y seca de | Couoh et al.,
[Chrysanthemum morifolium | follaje y raiz, volumen de | 2009)
(Ramat) Kitamura] raiz y area foliar.
Diametro mayor en
flores
1, 0.01, Aspersién en plantulas de Se incrementé la altura (Anchondo-
0.0001 uM | fresa (Fragaria ananassa) de la planta, nimero de Aguilar et al.,
variedad Aromosa a 20 dias | hojas y flores. Con 2011)
de cultivo, con tratamiento 0.0001 uM se increment6
hasta 40 dias en 23% el numero de
frutos
1mM En plantas de maiz (Zea Evita el amarillamiento de | (Radwan, 2012)
mays L.), 3 dias antes de las hojas y elimina el
aplicar el herbicida estrés oxidativo
clethodim que causa estrés
oxidativo en las hojas
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2.20.2. Efecto del acido salicilico en hongos fitopatégenos en el laboratorio

Se observo que el AS redujo la germinacion de conidios en Sphaerotheca fuliginea (Conti
et al., 1996). Redujo y retard6 la germinaciébn de blastosporas en el hongo
entomopatdégeno Paecilomyces fomosoroseus (Vega et al., 1997) e inhibi6 la formacién

de esclerocios en Sclerotium roffsii y en Sclerotina minor (Georgiou et al., 2000).

El AS en medios de cultivo solidos y liquidos inhibi6 el crecimiento micelial del hongo
gue ataca los vifiedos, Eutypa lata (Pers. Fr.) Tul. En un pH de 5.5 y a una concentracién
de 1 mM de AS mostro propiedades fungistaticas con modificaciones estructurales en la
pared, mitocondrias, vacuolas y nucleo del hongo. Un efecto fungicida se observé a partir
de la concentracion de 2 mM hasta 10 mM. La eficiencia antifiungica se incremento
cuando se experimenté a pH 4 (Amborabé et al., 2002).

En ensayos contra Fusarium oxisporum en medio PDA con pH 5.5, a concentraciones
de 200 a 2000 pug mlt de AS se inhibi6 totalmente el desarrollo micelial (Saikia et al.,
2003). En medio PDA a una concentracién de 800 mg L del AS, se inhibié totalmente
el crecimiento del micelio y se redujo la germinacién de las conidias; mientras que en
concentraciones de 200 y 400 mg L del AS, se estimulé el crecimiento micelial. El AS
en la concentracion de 100 mg L en el medio PDB (liquido de papa y dextrosa), redujo
el crecimiento micelial, de tal manera que el peso de la biomasa seca disminuy6 en 52%

en relacién con el testigo (Wu et al., 2008).

La aplicacion del AS en concentracion de 4 pmol ml? en el medio EMA demostré su
eficiencia al reducir el crecimiento micelial de los hongos Alternaria y Verticillum en 13%

y en el hongo Sclerotina en 17% (Forchetti et al., 2010).

En cultivo solido y liquido contra Fusarium graminearum que ataca a la planta del trigo,
se determind que entre 800 uM a 1 mM de AS no hay germinacién de conidias, mientras

gue de 3 a 20 mM de AS no hay crecimiento micelial (Qi et al., 2012).
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2.20.3. Efecto del acido acetilsalicilico en los hongos

Se realizé el estudio en donde se evalué la actividad antifungica de tres quitosanos a
diferentes concentraciones contra tres cepas de Sclerotinia sclerotiorum el agente causal
de la podredumbre de la zanahoria almacenada, con pruebas in vitro e in vivo, ademas,
se evaluo el potencial de la resistencia sistémica adquirida inducida por los quitosanos y
el acido acetilsalicilico (AAS). Se inhibi6 el crecimiento micelial y se redujo el nimero de

esclerocios, por lo cual, se tiene més vida de anaquel de la zanahoria (Reza et al., 2013).

No se tienen referencias de la aplicacion del AAS en especies de Pleurotus, por lo tanto,
en el presente trabajo se estudia por primera vez el efecto que puede tener el AAS como
inductor en el desarrollo micelial y en la produccion de las enzimas lacasas y proteinas
en las cepas CP-50 y CP-753 de P. ostreatus cultivadas en medio PDA.
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3. PROBLEMA DE INVESTIGACION

Los hongos comestibles se han estudiado por tener grandes propiedades alimenticias y
por producir enzimas capaces de degradar compuestos lignoceluldsicos (Santoyo et al.,
2008; Elisashvili y Kachlishvili, 2009). Por ello, se ha incrementado el cultivo artificial al
utilizar como substrato diversos subproductos agricolas y/o forestales (Isikhuemhen y
Mikiashvilli, 2009; Kulshreshtha et al., 2013; Koutrotsios et al., 2014).

En el cultivo de los hongos comestibles, se necesitan cepas que estén bien adaptadas a
diversas condiciones ambientales y a diferentes substratos; que sean resistentes a los
ataques de plagas y enfermedades, que presenten fructificaciones precoces y que
alcancen alto rendimiento en el menor tiempo posible. Sin embargo, existe el riesgo de
contaminacion por especies del moho verde (Trichoderma spp.) al haber una incorrecta

manipulacion en la produccion de indculos y en la etapa de incubacion.

Particularmente, la produccion de enzimas lignoceluliticas en P. ostreatus, depende de
la cepa, composicion del substrato y las condiciones del cultivo (Staji¢ et al., 2006). Es
importante sefialar que no todos los hongos producen la misma cantidad y tipo de
enzimas (Elisashvili y Kachlishvili, 2009; De Souza et al., 2004; Karp et al., 2012).

En la propagacion del micelio y en la preparacion de in6culos, se han utilizado diversos
medios de cultivo sintéticos, semisolidos o liquidos, en los que la velocidad de
crecimiento micelial puede ser diferente dependiendo del medio de cultivo y de la marca

comercial.

El sistema enziméatico de las lacasas es el que mas se ha estudiado, ya que éstas son
capaces de catalizar la oxidacion de diversos substratos organicos. Para estimular la
produccion de las lacasas, se han adicionado a los medios de cultivo sintéticos, en los
gue se desarrolla el micelio, diversos compuestos que actian como inductores, tales
como sulfato de cobre, cicloheximida, amonio, 4cido ferdlico, 2,5 xilidina, alcohol veratril,

acido violurico, entre otros (De Souza et al., 2004; Karp et al., 2012).
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Con base en lo anterior, en esta investigacion se evaluo el efecto de productos naturales
como son los extractos de cebolla y sabila en el desarrollo micelial de T. aggressivum
(CPM-113) y de P. ostreatus (CP-50). También se realiz0 el cultivo de P. ostreatus (CP-
50 y CP-753) en medio PDA, con la adicion de extractos de cebolla y sébila o con la
adicion del &cido acetilsalicilico (AAS), para evaluar su efecto como inductores tendientes
a incrementar la velocidad del crecimiento micelial y elevar la produccion de las enzimas
lacasas y proteinas, y con ello, generar la posibilidad de alcanzar mayores rendimientos
en el cultivo de especies de Pleurotus a partir de una degradacion mas eficiente del

substrato.
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4. HIPOTESIS

4.1. Los extractos de cebolla y sébila tienen efecto sobre el desarrollo micelial de T.

aggressivum en cultivo dual con P. ostreatus.

4.2. Una mezcla de extractos de cebolla y sabila, asi como el acido acetilsalicilico, son
inductores que estimulan el desarrollo micelial de cepas de P. ostreatus e

incrementan la produccién de enzimas lacasas y de proteinas.
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5. OBJETIVOS

5.1. Objetivo general

Determinar el efecto de los extractos de cebolla y de sabila sobre el desarrollo micelial
del moho verde Trichoderma aggressivum y del hongo comestible Pleurotus ostreatus;
ademas, evaluar una mezcla de extractos, asi como del &cido acetilsalicilico,
determinando su efecto inductor en el desarrollo del micelio, la produccion de enzimas
lacasas y proteinas en el cultivo de las cepas CP-50 y CP-753 de Pleurotus ostreatus y

generando la posibilidad de una aplicacién tecnoldgica.

5.2. Objetivos particulares

5.2.1. Realizar el cultivo dual de las cepas CP-50 de P. ostreatus y CPM-113 de T.
aggressivum en medio PDA, con la adicién de la mezcla de extractos de cebolla
y sabila para determinar su efecto sobre el desarrollo micelial de ambas cepas.

5.2.2. Evaluar el efecto de una mezcla de extractos de cebolla y sabila, y del acido
acetilsalicilico por separado, en la produccion de enzimas lacasas y proteinas por

el micelio de las cepas CP-50 y CP-753 de Pleurotus ostreatus.

5.2.3. Con base a los resultados, formular una estrategia tecnolégica con potencial de

aplicacién en la produccién comercial de hongos comestibles.
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6. MATERIALES Y METODOS

FASE | Obtencmn}d_e cebolla 'y
sébila
Fragmentacion y
deshidratacion
I
Macerados y concentracion
de extractos
Resuspension y
esterilizacion de extractos
Siembra de las cepas CP-50 y
CPM-113 en fase Il. Siembra de la
< cepa CP-50 y CP-753 en fase lll.
FASE I FASE Il
Testigo (en PPA’ Bioxon) Testigos (en PDA, Difco) y
y dos tratamientos, con tratamientos, con extractos
extractos en mezclas 6:3 en mezcla 6:3 (p/p) de
y 3:6 (p/p) de cebolla y cebolla y sébila, y con AAS
sabila (n= 15). 100 M (n = 60).

Incubacién a temperatura ambiente °C

Cinética de crecimiento

Variables evaluadas:
Descripcion de las colonias
Area de crecimiento micelial
pH inicial y final
Actividad volumétrica de lacasas
Produccion de proteinas

Figura 3. Fases desarrolladas en el cultivo de las cepas CP-50 y CP-753 de Pleurotus ostreatus
y CPM-113 de Trichoderma aggressivum en el medio PDA para determinar el efecto de los
extractos de cebolla (Allium cepa) y sabila (Aloe vera), y del acido acetilsalicilico (AAS) 100 uM
en el desarrollo micelial y en la produccién de lacasas y proteinas.
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6.1. Material biologico

En la evaluacién del acido acetilsalicilico y de los extractos de la cebolla morada (Allium
cepa var. “matahari”) y la sabila (Aloe vera) se utilizaron las cepas CPM-113 de
Trichoderma aggressivum y las cepas CP-50 y CP-753 del hongo comestible Pleurotus
ostreatus. Todas las cepas pertenecen a la Unidad de Recursos Genéticos de Hongos
Comestibles, Funcionales y Medicinales (CREGENHC) del Colegio de Postgraduados,
Campus Puebla.

6.2. Medios de cultivo

Se utilizaron los medios de cultivo papa dextrosa agar (PDA) de las marcas comerciales
Bioxon, Merck y Difco. En la preparacion de los medios se siguieron las instrucciones de
los fabricantes. Las cantidades requeridas se prepararon en agua destilada (HYCEL)
previamente esterilizada; se disolvieron al calentarse en un horno de microondas, se
esterilizaron en ollas de presion a 121°C durante 25 minutos y una vez tibios, se vaciaron
en cajas Petri de 90 mm x 15 mm, las cuales se incubaron durante 48 h para asegurarse
de que no estaban contaminadas. El proceso se realizé en condiciones de esterilidad en
una camara de flujo laminar (VECO, México). La preparacion de medios con los extractos

vegetales y/o con la adicion de AAS, se presenta en las fases correspondientes.
6.2.1 Medios parainéculos

Para obtener los inéculos, se prepararon 10 cajas Petri (90 mm x 15 mm) con 30 mL
cada una con PDA (Bioxon o Difco) de la misma manera que se sefial6 en el punto 6.2.
Una vez que se corrobor6 que no habia contaminacion, las cajas Petri se inocularon con
las cepas CP-50 y CP-753 de P. ostreatus e incubaron a temperatura ambiente. A los
10-12 dias, el micelio cubrio la superficie del medio y de aqui, con un popote estéril se
tomaron discos de 5 mm de didametro, los cuales se colocaron en el centro de cada caja

Petri con el medio de cultivo PDA, ya sea en los testigos o en los tratamientos en estudio.
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6.3. Variables evaluadas

6.3.1. Descripcion de las colonias

Se observé la morfologia, textura, densidad, contorno y color del micelio en desarrollo,
asi como el cambio de color del medio de cultivo, sobre todo en los tratamientos que se

prepararon con los extractos vegetales y con el acido acetilsalicilico.

6.3.2. Area de crecimiento micelial

Se tomaron fotografias a las cajas Petri con el micelio en desarrollo de las cepas CP-50
y CP-753 de P. ostreatus y de la cepa CPM-113 de T. aggressivum. El area micelial se
midié en cm? con el programa de computo ImageJ (National Institutes of Health, ver.,
2012).

6.3.3. pH

Para medir el pH se utilizd6 una mezcladora comercial (Hamilton Beach) y un
potenciometro (Conductronic pH 120). El medio de cultivo PDA de la caja Petri se dividié
en tres partes y cada una de ellas se colocé en un tubo Falcon y se homogeneiz6 durante
1 minuto. El electrodo del potenciometro se introdujo en el medio homogeneizado, se
obtuvo la lectura del pH correspondiente y la temperatura en °C.

6.4. Obtencidn de sobrenadantes del micelio en desarrollo

La obtencién de las muestras para determinar la actividad volumétrica de las lacasas y
las proteinas en el micelio de las cepas CP-50 y CP-753 de P. ostreatus, se realiz6 bajo

condiciones de esterilidad y se esquematiza en la Figura 4.
6.5. Actividad volumétrica de lacasas

La actividad volumétrica de la enzima lacasa se determind con base a la metodologia de
Bourbonnais y Paice (1990). Se preparo buffer de acetato de sodio (J.T. Baker) 0.1 M
pH 5 y para ello, se mezclaron dos soluciones; la primera con 3.4012 g de acetato de
sodio (0.1 M) disuelto en 100 mL de agua destilada y la segunda con 0.572 mL de acido

acético grado reactivo (J.T. Baker) (0.1 mM) en 100 mL de agua destilada. La segunda
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solucion se agregd poco a poco a la primera, hasta que el pH se ajusté a 5 (con el
potenciometro Conductronic pH 120). Finalmente se afor6 a 250 mL con agua destilada.
Como substrato indicador para la reaccion de la lacasa se utilizé la sal diamonica del
acido 2, 2'-Azino-bis (3-etilbenzo-tiazolin-6-sulfénico) (ABTS, Sigma, con peso molecular
de 548.68 g/mol) a 1 mM. En la preparacion se pesaron 0.0054 g de ABTS y se
disolvieron en 10 mL de etanol grado reactivo. Se resguardd en un contenedor ambar y

se mantuvo a 4 °C.

Una vez obtenido el sobrenadante de cada muestra (Figura 4), se procedio a determinar
la enzima lacasa. Se utilizaron microplacas de 96 pozos con fondo en “U” en las cuales
por cada columna se colocaron160 pL de buffer de acetatos; 20 pyL de agua (blanco) en
los pozos Ay E; 20 uL de cada muestra en el resto de los pozos; 20 uL de ABTS en toda
la columna e inmediatamente se hizo la lectura a 420 nm de absorcion en el
espectrofotometro Epoch BioTek, a través del programa de andlisis GEN 5. La oxidacién
del substrato enziméatico requiere de 8 minutos para presentar las lecturas. La unidad de
actividad enzimatica de la lacasa se definié como la cantidad de enzima que se requiere

para oxidar 1 uM de substrato por minuto y se expresé en U/mL.
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Utilizar todo el medio PDA
Difco de la caja Petri con el
micelio de la cepa CP-50 o CP-
753. Hacer fragmentos de 1 a
2 cm2.

Pasar los fragmentos a
un vaso metalico.

Agregar 4 mL de buffer de acetato de sodio 0.1 M,
pH 5, preparado fresco y ajustado con &cido acético
_ glacial 1 M. Homogeneizar en el equipo PRO SC-

250, con rotor de 2 cm de didmetro a 15,000 rpm (2
a 3 minutos). Pasar el contenido a un tubo de
plastico rigido de 50 mL.

!

Tubo de plastico
con el contenido
homogeneizado.

- Centrifugar a 10,000 .
rpm durante 5 minutos

Extraer 2 mL del sobrenadante y
colocarlos en vial de vidrio o en
tubos Eppendorf.

Aplicar el protocolo para la
determinacién volumétrica de la
enzima lacasa y proteinas.

Figura 4. Metodologia para obtener la muestra a partir de la caja Petri con PDA (Difco) que
contiene el micelio en desarrollo de las cepas CP-50 y CP-753 de Pleurotus ostreatus, para
determinar la actividad volumétrica de lacasas y proteinas. Todo el proceso se realizd en una
camara de flujo laminar.
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6.6. Produccion de proteinas

Los sobrenadantes obtenidos en las muestras del micelio en desarrollo, también se
utilizaron en la determinacion de la actividad volumétrica de las proteinas del testigo y
de los tratamientos. En la determinacion de proteinas, se siguié la metodologia de
Bradford (1976).

Previo a la determinacién de las proteinas, se prepararon concentraciones que van de
0, 10, 20, 40, 60, 80 a 100 pg/mL de albumina bovina (BSA) (Sigma) para hacer la curva
de calibracién. En la microplaca de 96 pozos, del pozo 1 A al pozo 4 A se agrega el
blanco; del pozo 1 B al pozo 4 B se agrega la concentracion 10 pg/mL y asi
sucesivamente hasta llegar a los pozos 1G al 4 G con la concentracion 100 pg/mL; en
los pozos 1 H al 4 H se agrega agua destilada. De cada concentracion se agregan 80 uL
en los pozos correspondientes. A partir de la columna 5, en cada uno de los pozos se
agregan 80 pL de cada una de las muestras. Enseguida, a todos los pozos de las
columnas utilizadas, se les agregan 20 pL de colorante Bio-Rad Protein Assay y se deja
reposar la microplaca durante 30 minutos en obscuridad. Al término del tiempo, se hace
la lectura en el espectrofotometro Epoch BioTek a 595 nm. Las concentraciones de

proteinas se reportaron en pg/mL.

6.7. Andlisis estadistico

En las experimentaciones se utiliz6 un disefio completamente aleatorio. A los datos
obtenidos, se les aplico un analisis de varianza (ANOVA), con el programa Statistical
Analysis System ver. 9.0 (SAS, 9.0) y se hizo la comparacioén de medias de acuerdo a la

prueba de rango multiple de Tukey con a = 0.05.
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7. RESULTADOS

FASE |

7.1. Materiales vegetales y proceso para la obtencion de extractos de cebolla
morada (Allium cepa var. “matahari”) y sabila (Aloe vera)

7.1.1. Resumen

Se obtuvieron los bulbos de la cebolla morada (Allium cepa var. “matahari”) en octubre
de 2012 en las tierras de cultivo en San Cristobal de Hidalgo, municipio de Acatzingo,
Pueblay las plantas de sabila, se obtuvieron en septiembre de 2012 en un vivero ubicado
en Atlixco, Puebla. Los bulbos de la cebolla y las hojas de la sabila se fragmentaron y
deshidrataron en el interior de un mddulo construido con anticipacion. Se prepararon
macerados con etanol grado reactivo con tres cambios cada 24 h, y por filtracion se
obtuvieron los sobrenadantes, los cuales se colocaron en un rotavapor a 91 rpm y a 38
°C con presion reducida para eliminar el etanol y obtener los extractos concentrados. En
las experimentaciones, los extractos se resuspendieron en agua destilada y estéril. Las
proporciones en la preparacién de los extractos fueron 6:3 (p/p) (6 mg de extracto de
cebolla: 3 mg de extractos de sabila por mL de medio de cultivo) y 3:6 (p/p) (3 mg de
extracto de cebolla: 6 mg de extracto de sabila por mL de medio de cultivo). Los extractos
se homogeneizaron y esterilizaron en un equipo Millipore con membrana E2-Pack
Millipore de 0.45 uM de 47 mm de didmetro (sistema aséptico sterifil). En el recipiente
del equipo Millipore, los extractos estériles se mezclaron de acuerdo a la proporcion
deseada. En rendimiento, 1000 g humedos de cebolla produjeron en promedio 100 g
deshidratados, los que a su vez produjeron 12.05 + 0.34 g de extracto concentrado,
mientras que 1000 g humedos de sabila produjeron 50.8 £ 5.82 g deshidratados, los que
produjeron 11.36 + 1.91 g de extracto concentrado.
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7.1.2. Introduccién

Los extractos de la cebolla o de la sabila, se han utilizado como antifingicos sobre todo
en hongos fitopatdgenos. En varios ejemplos se tiene que los extractos inhiben el
desarrollo micelial del fitopatégeno, pero hay casos en donde los extractos actian como

fungistaticos y en ocasiones fortalecen al hongo.

Por lo anterior, se tienen los objetivos de obtener bulbos de cebolla morada y plantas de
sabila, para obtener los extractos y realizar los estudios en los que se pueda determinar
el efecto de éstos en el cultivo de hongos comestibles, particularmente con el micelio de
las cepas CP-50 y CP-753 de P. ostreatus.

Es importante sefialar que no se tienen referencias sobre la aplicacion de los extractos

de cebolla o sabila, ya sea para inhibir o fortalecer el micelio de hongos comestibles.

7.1.3. Obtencion de la cebolla morada (Allium cepa var. “matahari”)

La cebolla morada se obtuvo en octubre de 2012 directamente en las tierras de cultivo
del poblado de San Cristobal de Hidalgo, municipio de Acatzingo, Puebla (Figura 5). Se
adquirieron 280 kg de cebolla en peso himedo. El productor, Sr. Raul Barrales Alvarez,
sefialé que la semilla es originaria de Estados Unidos y la conoce como el hibrido
“‘matahari” cuyo ciclo de cultivo es de 7 meses aproximadamente. Los bulbos de la

cebolla se trasladaron al COLPOS, Campus Puebla.

Cabe indicar que al momento de realizarse la cosecha, las plantas de cebolla aun no
presentaban inflorescencias, dado que la cebolla es una planta bianual y las presenta
cuando los bulbos no se cosechan y se destinan para la formacién de dichas

inflorescencias y por ende para la obtencion de la semilla.
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Figura 5. Obtencion de la cebolla morada (Allium cepa var. “matahari”) en la tierra de cultivo. A:
recoleccion de los bulbos de cebolla 'y B: llenado de arpilla.

7.1.4. Obtencion de las plantas de sébila (Aloe vera)

En septiembre de 2012 se obtuvo un lote de 14 plantas sembradas en compost en
macetas de plastico en el “Vivero Gardenias” con domicilio en Av. Manuel Gomes Morin,
Colonia Cabrera en la ciudad de Atlixco, Puebla. Los productores informaron que las
plantas son originarias de la misma localidad y tienen mas de dos afios de edad. El
numero de hojas en las plantas de sabila es variable, algunas tienen de 12 a 14 (son
mMAas carnosas); otras tienen de 25 a 27 (mas 0 menos carnosas). El escapo es simple a
ramificado con las flores amarillas (Figura 6). Las plantas de sabila se trasladaron al
COLPOS, Campus Puebla.
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Figura 6. A: plantas de sébila (Aloe vera) en el vivero. B: planta mostrando el escapo ramificado
con las flores amarillas.

7.1.5. Médulo para la deshidratacién de la cebollay la sabila

Para la deshidratacion de la cebolla y de la sébila, se construyé con anticipaciéon un
modulo con material de acero inoxidable y laminas de policarbonato. Dicho mdédulo se
construyé en el terreno destinado al cultivo de hongos comestibles y medicinales del
Colegio de Postgraduados, Campus Puebla. El piso es de material denominado adoquin.
Las medidas del mdédulo son: 3.5 m de largo x 3.0 m de ancho x 2.5 m de alto, con una
puerta del mismo material de 0.9 m de ancho x 1.80 m de alto. En cada una de las
paredes tiene colocadas tres ventanas cubiertas con mallas plasticas y con tela porosa
para permitir el intercambio de aire. En la parte alta de una pared y al centro, tiene un

extractor de aire eléctrico, con capacidad para mover 262.5 m? por h (Figura 7).

En el interior del modulo se armaron 4 estantes con postes metalicos. Cada estante tiene
6 entrepafios de aluminio con malla plastica tipo mosquitero. Cada entrepafio mide 1.5
m de largo x 0.5 m de ancho, por lo que, en cada estante hay una superficie de 4.5 m?,
con lo cual se habilitaron 18 m? para deshidratar los fragmentos de los bulbos de la

cebolla y los fragmentos de las hojas de la sabila.

59



Figura 7. Construccion del médulo de deshidratacion. A: parte externa con paredes de
policarbonato y ventanas con malla plastica. B: colocacion del extractor de aire eléctrico en lo
alto de una pared del médulo.

7.1.6. Deshidratacién de la cebolla morada

Lo primero fue eliminar los restos de suelo impregnado en los bulbos y para ello se
desprendié manualmente su capa externa. Los bulbos dafiados (tal vez por bacterias,
nematodos o por germinacién prematura) y aquellos de color blanco, se eliminaron (30%

aproximadamente).

Cada bulbo de cebolla se corté en partes longitudinales y cada fragmento se colocé sobre
una cuchilla de acero inoxidable de un cortador de vegetales modelo Nicer Dicer Plus
(hecho en China) de material plastico, de 25.5 cm de largo x 9.0 cm de ancho x 12 cm
de alto. Con la cuchilla se hicieron segmentos de 35 mm de largo x 5 mm de ancho del
bulbo de la cebolla. El recipiente colector almacena unos 800 g de fragmentos (Figura
8).

Los fragmentos de la cebolla himeda se colocaron sobre los entrepafios de malla
plastica. En la deshidratacion, el extractor de aire funcion6 dos h por media h de
descanso en las 24 h. Por la noche, se utilizé un calefactor (Everheat, de 35 cm de alto
x 20 cm de ancho) a 30°C que trabajé 1 h por 0.5 h de descanso. Los fragmentos
requirieron de 12 dias para su deshidratacion (Figura 9) y enseguida se colocaron dentro

de recipientes de vidrio con tapa hermética, hasta su utilizacion.
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Figura 8. Cortador de vegetales para fragmentar los bulbos de la cebolla (Allium cepa). A: forma
y tamafio de la cuchilla de acero inoxidable. B: colocacién del bulbo de cebolla sobre la cuchilla.
C: recipiente colector de los fragmentos de cebolla.

Figura 9. Estantes con entrepafios de malla plastica en los que se colocaron los fragmentos de
la cebolla (Allium cepa) para su deshidratacion.
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7.1.7. Deshidratacion de la sabila

Se utilizaron las hojas de la parte inferior de las plantas de sabila, por ser las mas largas
y carnosas. Para eliminar las impurezas de ambas superficies, se limpiaron con una tela
humedecida con agua de garrafén. A cada hoja se le eliminaron las espinas de los
bordes, se peso6 y midio para proceder a su fragmentacion. El peso de las hojas fluctué
entre 500 a 272 g; la longitud fue de 66 a 49 cm; el ancho en la base fuede 12a9cmy
el grosor de 2.4 a 1.5 cm (Figura 10).

Figura 10. Plantas y hojas de la sabila (Aloe vera). A: corte de una hoja inferior, al ras de la
insercion con el tallo. B: medidas de ancho de la base de la hoja y C: medidas de longitud de las
hojas.

En el proceso de fragmentacién y deshidratacion de las hojas de sébila, se siguid en
parte la metodologia presentada por Reyes (2013). Se utilizé el cortador modelo Nicer
Dicer Plus (hecho en China) con la cuchilla de acero inoxidable en forma de “V” con la
gue se hicieron cortes transversales de 2 mm de grosor x 7 a 10 cm de longitud. Los
fragmentos se esparcieron en la superficie de vidrios de 50 cm x 50 cm, limpios y
desinfectados con alcohol etilico, los cuales se colocaron sobre los entrepafios con malla
plastica en los estantes que se encontraban en el interior del modulo de deshidratacion.
Para acelerar el secado de los fragmentos se utilizé un ventilador doméstico. A las 6 h
de deshidratacién, los fragmentos se levantaron y voltearon con la ayuda de una
pequefia pala de acero inoxidable (7.6 cm de ancho x 9.4 cm de largo, con agarradera
de madera) para deshidratar la parte que estaba en contacto con el vidrio. Esto evité que
los fragmentos se adhirieran totalmente a la superficie del vidrio, y a la vez, facilité su

desprendimiento, el cual se hizo con un cuchillo de acero inoxidable. La deshidratacién
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se llevé a cabo en 48 h, bajo condiciones ambientales del médulo (Figura 11). Los
fragmentos deshidratados se colocaron dentro de frascos de vidrio con tapa hermética,

hasta su utilizacion.

Figura 11. Proceso del corte y deshidratacién de las hojas de la sabila (Aloe vera). A: cuchilla de
acero inoxidable en forma de “V” con la que se hicieron los cortes transversales de la hoja. B:
fragmentos de 2 mm de grosor, extendidos sobre el vidrio.

7.1.8. Macerados de cebollay sabila

En la preparaciéon de los macerados, se siguio en parte lo sefialado por Reyes (2013) y
por Khanahmadi et al. (2011), quienes trabajaron con Allium cepa y Allium latifolium
Gilib., respectivamente. En la maceracién se tom6 como base el peso deshidratado (100
g para la cebolla y 50 g para la sabila) proveniente de 1000 g de cebolla o de sabila
hameda, respectivamente. Los fragmentos de cebolla o de sabila se colocaron por
separado en frascos de vidrio con tapa hermética, con capacidad de 1,500 mL y se
agregaron 1,200 mL de alcohol etilico grado reactivo (96%, CAS: 64-17-5) para cubrir el
material vegetal. Los frascos se mantuvieron en obscuridad a temperatura ambiente. A
las 24 h de maceracion, al contenido de cada frasco se le realizé un filtrado con papel
filtro del nimero 2. Los sobrenadantes se colectaron en un garrafén de vidrio de 20 L de
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capacidad. Al frasco de 1,500 mL que contiene el material vegetal fragmentado, se le
agregaron otros 1,200 mL de alcohol etilico, y a las 48 h se repitio el filtrado, se agrego
alcohol y se recolectd el sobrenadante. Finalmente, a las 72 h se obtuvo el dltimo

sobrenadante (Figura 12).
7.1.9. Concentracion de extractos de cebolla y sabila

Para concentrar los extractos de cebolla o de sabila, se utilizé6 un rotavapor (HAHN
VAPOR, HANN SHIN) a 91 rpm y a 38°C, con presion reducida. Por cada concentracion,
en el matraz destinado para contener la muestra, se colocaron 500 mL del macerado

(sobrenadante) para concentrarlos en 10 mL, lo cual requirié de dos h en promedio.

Con pipeta Pasteur, se extrajeron del matraz los 10 mL del extracto concentrado y se
vaciaron en el interior de una caja Petri de vidrio de 15 cm x 18 mm (con peso conocido),
la cual se coloco cerca de un ventilador normal para evaporar totalmente los residuos
del alcohol. Enseguida, por diferencia del peso de la caja Petri con extracto y el peso de
la caja Petri sin extracto, se obtuvo el peso deshidratado del extracto.

Por ultimo, la caja Petri con el extracto se sell6 con parafilm, se etiquetd y guardd en

refrigeracion a 4°C, hasta la utilizacion.
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Figura 12. Macerados y concentracion de extractos. 1: macerado de la sabila (Aloe vera) en
etanol, grado reactivo. 2 y 3: sobrenadante del macerado de sabila y cebolla (Allium cepa),
respectivamente. 4: concentracion de extractos en el rotavapor (HAHN VAPOR, HANN SHIN).
5y 6: concentrado de extractos de sabila y cebolla en cajas Petri, respectivamente.

7.1.10. Rendimiento de la cebolla

Por cada corte y fragmentacion de la cebolla, se deshidrataron aproximadamente 50 kg
de cebolla fresca colocada sobre la malla plastica de los cuatro estantes metalicos. En
la Tabla 14, se presenta el numero de cortes realizados, la cantidad y el peso
deshidratado de la cebolla. De acuerdo a las cifras de esta Tabla 14, 1000 g de bulbos
de cebolla fresca al deshidratarse pierden aproximadamente 90% de humedad, por lo

que, se obtiene en promedio 100 g de cebolla en peso deshidratado.

En la Tabla 15, se presentan las temperaturas y la humedad relativa que prevalecieron

en el interior del médulo durante la deshidratacion.

En la Tabla 16 se muestra el nimero de macerados realizados y el promedio general del

rendimiento obtenido en el extracto de cebolla.
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Tabla 14. Numero de cortes y fragmentacién de la cebolla (Allium cepa), cantidad de cebolla

fresca y peso de la cebolla deshidratada en los meses de octubre y noviembre de 2012.

Cortes/fragmentacién | Peso fresco (kg) Peso deshidratado (kg)
1 51.398 4.691
2 53.549 5.796
3 31.209 3.257
TOTAL 136.157 13.745

Tabla 15. Temperaturas y humedad relativa en los meses de octubre y noviembre de 2012 en el

interior del moédulo en la etapa de deshidratacion de la cebolla (Allium cepa).

Temperatura Temperatura Humedad relativa | Humedad relativa
maxima (°C)y o minima (°C)yo | maxima (%)y o minima (%) y o
24.66 + 1.46 10.62 £ 1.89 74.2 +£10.7 41.32 +8.09

Tabla 16. Numero de macerados de cebolla (Allium cepa) a partir de diciembre 2012 a octubre
de 2013. Rendimiento (g) del extracto de cebolla obtenido en cada macerado relacionado con
100 g deshidratados que proceden de 1000 g frescos.

Macerados Peso deshidratado (g) de Rendimiento del
1000 g frescos extracto (g)
1 100 12.4
2 100 11.8
3 100 12.3
4 100 11.6
5 100 12.13
Promedio 100 12.05 £ 0.34
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7.1.11. Rendimiento de la sabila

Se procesaron aproximadamente 40 kg en peso fresco de hojas de séabila en diferentes

fechas, bajo las condiciones ambientales que prevalecieron en el interior del médulo

(Tabla 17). El peso deshidratado vario en los diferentes cortes, sin embargo, la sabila

tiene aproximadamente 95% de humedad. El rendimiento del extracto de la sébila se

muestra en la Tabla 18, considerando los numeros de corte y deshidratacion.

Tabla 17. Cortes a partir de noviembre 2012 a octubre de 2013, y condiciones ambientales en el
interior del modulo, durante la deshidratacién de los fragmentos de las hojas de sabila (Aloe

vera).
Temperatura | Temperatura Humedad Humedad relativa
Cortes | maxima (°C)y | minima (°C)y | relativa maxima minima (%)
o (o] (%) yo
yo

1 24.02 +1.43 93+1.1 67.25+4.11 36+9.11

2 25.32 £+ 3.04 13+1.55 56.7 £ 6.2 329+ 3.6

3 25.65 + 0.67 19.22 + 2.68 60.4 + 3.5 36.8 £ 2.09

4 27.07+1.44 19.87 £1.88 61.9+3.2 38+4.1

5 23.3+3.08 11.9+0.99 66.36 + 5.3 41.1 £4.99

Tabla 18. Numero de cortes y macerados, peso fresco y peso deshidratado, y rendimiento del
extracto de sabila (Aloe vera) relacionado con aproximadamente 50 g deshidratados que
provienen de 1000 g frescos.

Cortes y Peso Peso Peso Rendimiento
macerados | fresco (kg) | deshidratado | deshidratado | del extracto
(kg) de 1000 g (de=50g
frescos secos)
1 7 0.340 48.6 9.5
2 8 0.376 47 9.7
3 8 0.379 47.4 11.98
4 8 0.399 49.9 11.42
5 9 0.549 61 14.2
Promedio 8 0.4086+0.08 50.78+5.82 11.36+£1.91
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7.1.12. Resuspension y esterilizacion de los extractos

La resuspension de los extractos se hizo en agua destilada y estéril; fue de manera
particular en las Fases Il y IV. Las mezclas de extractos se homogeneizaron y enseguida
se esterilizaron para posteriormente adicionarse al medio de cultivo. La esterilizacion se
realizé en el sistema aséptico sterifil Millipore (con sus componentes estériles). Cada
extracto se vacié poco a poco en el recipiente superior y se esterilizd al pasar a través
de una membrana E2-Pack Millipore de 0.45 uM de 47 mm de diametro. Los extractos
asi esterilizados, se colectaron en el recipiente inferior del equipo para posteriormente
adicionarlos al medio de cultivo. La esterilizacion se hizo con la ayuda de una bomba de
vacio. El procedimiento se realizé en condiciones de esterilidad en una camara de flujo
laminar (Figura 13). Las cantidades de extractos a utilizar, se explican en cada una de

las fases en estudio.

Figura 13. Resuspension en agua y esterilizacion de extractos. 1: matraces Erlenmeyer con
extracto de cebolla (Allium cepa) y sabila (Aloe vera), respectivamente. 2: esterilizacion y mezcla
de los extractos con el sistema aséptico sterifil Millipore.

El proceso de fragmentacion y deshidratacion de la cebolla y la sabila, se considera que
fue eficiente, ya que fue mucho el material vegetal que se proces6. En cuanto al

rendimiento de los extractos, no se tienen datos comparativos.
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FASE Il

7.2. Efecto de los extractos de cebollay sabila en el cultivo dual de las cepas CP-

50 de Pleurotus ostreatus y CPM-113 de Trichoderma aggressivum

7.2.1. Resumen

Se determino el efecto de los extractos de cebolla (Allium cepa) y sabila (Aloe vera) en
proporcion 6:3 (p/p) (6 mg/mL de extracto de cebolla: 3 mg/mL de extracto de sabila) y
3:6 (p/p) (3 mg/mL de extracto de cebolla: 6 mg/mL de extracto de sabila), con el
respectivo testigo, en el cultivo dual de la cepa CP-50 de P. ostreatus y de la cepa CPM-
113 de T. aggressivum en medio PDA (Bioxon) e incubadas entre 25 °C y 26 °C en
obscuridad durante cinco dias. Se evalud la morfologia colonial, velocidad de crecimiento
del area micelial en ambas cepas. El micelio de los tratamientos con la cepa CP-50 al
dia 5 de incubacion, lograron 6.22 + 1.18 cm? y 6.06 + 1 cm? en las proporciones 6:3
(p/p) y 3:6 (p/p), respectivamente, con lo cual superaron al testigo (3.74 cm?+ 1.38 cm?)
con 39.8% y 38.3%, respectivamente. Mientras que el micelio de la cepa CPM-113 en
los extractos en proporcion 6:3 (p/p) y 3:6 (p/p) mostraron 29.7 £ 9.3 cm2y 37.3 + 8.3
cm? superando al testigo (18.4 £ 4.9 cm?) con 38.3% y 50.8%, respectivamente. A partir
del dia 6 de incubacion, el micelio de T. aggressivum desarrollado en los extractos
vegetales, comenzod a invadir todo el medio PDA sobrepasando al micelio de la cepa CP-
50. Por lo tanto, los extractos vegetales mostraron efecto estimulatorio en el desarrollo
micelial de ambas cepas.

7.2.2. Introduccién

Con base al trabajo previo realizado por Reyes (2013), en el presente estudio se realizé
el cultivo dual de las cepas CP-50 y CPM-113, para determinar el efecto de los extractos

vegetales en el desarrollo micelial de ambas cepas (Figura 14).
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Material biolégico: cepas
CP-50 y CPM-113

I I
Dos tratamientos (n = 15 Testigo (n = 15)
por tratamiento) en PDA en PDA

Mezcla de extractos Mezcla de extractos

6:3 (6 mg de cebolla: 3:6 (3 mg de cebolla:
3 mg de sébila/mL) 6 mg de sabila/mL)

Siembra dual CP-50 y CPM-113

Incubacion a temperatura ambiente (°C)

Cinética de crecimiento

Variables evaluadas:
Descripcion de las colonias
pH inicial y final
Velocidad de crecimiento del area
micelial

Figura 14. Diagrama utilizado para determinar el efecto de los extractos de cebolla (Allium cepa)
y sabila (Aloe vera) en proporcion 6:3 (p/p) y 3:6 (p/p) en cultivo dual de las cepas CP-50 de
Pleurotus ostreatus y CPM-113 de Trichoderma aggressivum incubadas entre 25 °C y 26 °C de
temperatura ambiental y en obscuridad, durante cinco dias.

70



7.2.3. Materiales y métodos
7.2.4. Preparacion de testigo y tratamientos

Se considerd que en cada tratamiento las cajas Petri tuvieran 30 mL del medio PDA
incluyendo la adicion de los extractos de cebolla y sabila. En la proporcién 6:3 (p/p) (6
mg de cebolla: 3 mg de sabila en cada mL de medio de cultivo PDA, Bioxon) se tienen
180 mg de extracto de cebolla 'y 90 mg de extracto de sabila. Para la proporcién 3:6 (p/p)
(3 mg de cebolla: 6 mg de sabila en cada mL de medio de cultivo PDA, Bioxon) se tienen
90 mg de cebolla y 180 mg de sabila. Se trabajé con n = 15 por tratamiento, por lo que,
en la proporcion 6:3 (p/p), se utilizaron 2,700 mg de extracto de cebolla y 1,350 mg de
extracto de sabila, mientras que en la proporcion 3:6 (p/p) se utilizaron 1,350 mg de

extracto de cebolla 'y 2,700 mg de sabila.

Una vez obtenido el peso de los extractos para cada concentracion, éstos se
resuspendieron en 50 mL de agua destilada y estéril en matraces Erlenmeyer de 125 mL
de capacidad; 2 matraces con extracto de cebolla y 2 matraces con extracto de sabila 'y
se homogeneizaron en una incubadora orbital (MAX? 4000, Barndstead/Lab Line)
durante 1 ha 150 rpm y a 34.5 °C. Enseguida se procedio a su esterilizacién de acuerdo

a la secciéon 7.1.12.

Los 100 mL de la mezcla de extractos ya estériles, se adicionaron al medio PDA estéril
y tibio (preparado en 350 mL, para completar 450 mL al adicionar una de las mezclas de
extractos), se homogeneiz6 en un plato agitador magnético (CIMAREC
Barnstead|theromolyne). Enseguida, en una probeta estéril se midieron cada vez 30 mL
del medio PDA ya con los extractos, y se vaciaron en cada caja Petri. El proceso se
realizd en una camara de flujo laminar. Las cajas Petri con el medio gelificado se

guardaron durante 48 h para asegurarse de que no habia contaminacion.

7.2.5. Inoculacién de testigo y tratamientos

A las cajas Petri se les inocul6 en una parte lateral un disco de 5 mm de diametro, con

micelio previamente desarrollado de la cepa CP-50 de P. ostreatus; en la parte lateral
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opuesta al inéculo de la cepa CP-50, se inoculo la cepa CPM-113 de T. aggressivum.
Las cajas Petri inoculadas se incubaron a temperatura ambiente en el laboratorio de
hongos del COLPOS (25°Cy 26°C) y en obscuridad, durante solo 5 dias, ya que el hongo
T. aggressivum comenz0 a invadir al medio PDA a partir del sexto dia de incubacion.

7.2.6. Variables a evaluar

Las variables evaluadas fueron: descripcion de las colonias, pH inicial (dia 0) y final (dia
5), y la velocidad del crecimiento del area micelial en el testigo y tratamientos, de

acuerdo a las secciones 6.3.1 a 6.3.3.

7.2.7. Resultados

7.2.8. Variables evaluadas

Descripcion de las colonias. El micelio de P. ostreatus en el testigo y en los
tratamientos en su cara superior presentaron: textura fibrosa, densidad abundante y color
blanco (Figura 15). La cara inferior en el testigo fue blanco grisacea y en los tratamientos
fue rojo claro a rojo obscuro. El micelio de T. aggressivum en los tratamientos con
extractos de cebolla y sébila en las concentraciones 6:3 (p/p) y 3:6 (p/p) presentaron
zonas concéntricas con textura lanosa de color blanco-café, densidad regular, con
abundantes esporas de color verde olivo concentradas en el sitio cercano a la
inoculacién; mientras que en el testigo, el micelio presentd textura lanosa, con esporas

esparcidas, formando pustulas blanco amarillentas (Figura 15).

pH inicial y final. En la Tabla 19, se presentan los valores de pH inicial con el in6culo
sembrado y pH final con el micelio en desarrollo en el testigo y en los tratamientos, asi

como la temperatura en todos los casos.
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Figura 15. Cultivo dual de la cepa CP-50 de Pleurotus ostreatus y la cepa CPM-113 de
Trichoderma aggressivum en medio PDA con adicion de extractos de cebolla (Allium cepa) y
sabila (Aloe vera) en 5 dias de incubacion. Nam. 1y 2: proporcion 6:3 (p/p); num. 3y 4: testigo;

nam. 5y 6: proporcién 3:6 (p/p).

73



Tabla 19. Valores de pH inicial y final, y temperatura durante el crecimiento micelial de la cepa
CP-50 de Pleurotus ostreatus cultivada en PDA (Bioxon) entre 25 °C y 26 °C de temperatura
ambiental y en obscuridad, durante cinco dias de incubacion, con adicion de extractos de cebolla
(Allium cepa) y sébila (Aloe vera) en proporciones 6:3 (p/p) y 3:6 (p/p).

Tratamientos pH Temperatura pH Temperatura °C
inicial °Cinicial final final
Testigo PDA 5.8 26.1 5.5 25.3
Proporcién 6:3 5.7 26.8 5.4 25.9
Proporcion 3:6 4.6 25.4 4.2 25.8

Crecimiento del area micelial. Con la cepa CP-50, los micelios en los extractos en las
proporciones 6:3 (p/p) y 3:6 (p/p) al dia cinco de incubacién, lograron crecer 6.22 + 1.18
cm? y 6.06 + 1 cm? superando al testigo (3.74 + 1.38 cm?) con 39.8% Yy 38.3%,
respectivamente. El valor del tratamiento en proporcién 6:3 (p/p) Unicamente en el dia
dos, fue significativamente superior a aquel del tratamiento en proporcion 3:6 (p/p) con
16.7% vy en el resto de los dias, mostro diferencias numéricas con respecto a este mismo
tratamiento con 2.4% a 9.47% (Figura 16).
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Area micelial (cm?)
O R NWDUOON ©

I
ana 0l i
1 2 3 4 5

Tiempo de incubacion (dias)

W CP50 Testigo M Extracto 6:3 Extracto 3:6
Tratamientos Tiempo de incubacion (dias)
1 2 3 4 5

CP-50 Testigo | 0.53+0.06 a | 0.96x0.2 b 1.74£0.53 b 2.65+t09b | 3.74+1.38b
Extracto 6:3 0.51+0.1a | 1.32+0.21 a | 2.43+0.31a | 4.26£0.97 a | 6.22+1.18 a
Extracto 3:6 0.48+0.04a | 1.1+0.12b 2.2+0.15a | 4.16x0.61 a 6.06+1 a

Figura 16. Efecto del extracto de cebolla (Allium cepa) y sabila (Aloe vera) en las proporciones
6:3 (p/p) y 3:6 (p/p) en el area micelial (cm?) de la cepa CP-50 de Pleurotus ostreatus en cultivo
dual en PDA (Bioxon) entre 25 °C y 26 °C de temperatura ambiental y en obscuridad. Andlisis de

los datos por ANOVA, con prueba de rango multiple de Tukey con a = 0.05 (SAS, 9.0). Réplicas
conn=15.

El desarrollo micelial en la cepa CPM-113 con los extractos en las proporciones 6:3 (p/p)
y 3:6 (p/p) igualmente al dia cinco de incubacion, registraron 29.7 +9.3 cm?y 37.3 £ 8.3
cm? con lo cual superaron al testigo (18.3 * 4.9 cm? con 38.3% Yy 50.8%,
respectivamente. Entre ambos tratamientos con extractos vegetales, no hubo diferencias

significativas en sus valores durante los dias de incubacién (Figura 17).
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Tratamientos Tiempo de incubacion (dias)
1 2 3 4 5

CPM-113 testigo | 1.1+0.6 a | 3.8£1.7b | 82+2.7b | 14.7+46b | 18.3+45b
Extracto 6:3 1.3x0.4a | 7.7¢0.7a | 15.4+3.5a | 24.334.7a | 31.44¢89 a
Extracto 3.6 1.5+0.2a | 6.1+1.4a | 15.5+3.6 a | 28.5+6.7a | 37.2t8.3 a

Figura 17. Efecto del extracto de cebolla (Allium cepa) y sabila (Aloe vera) en las proporciones
6:3 (p/p) y 3:6 (p/p) en el &rea micelial (cm?) de la cepa CPM-113 de Trichoderma aggressivum
en cultivo dual en PDA (Bioxon) entre 25 °C y 26 °C de temperatura ambiental y en obscuridad.
Analisis de los datos por ANOVA, con prueba de rango multiple de Tukey con a = 0.05 (SAS,
9.0). Réplicas con n = 15.

7.2.9. Discusion

Hubo un efecto estimulatorio en el desarrollo micelial tanto en la cepa CP-50 como en la
cepa CP-113. Este efecto, se relaciona con los metabolitos y compuestos fendlicos
presentes en la cebollay en la sabila (Soininen et al., 2014; Prakash et al., 2007; Ahlawat
y Khatkar, 2011; Chinchilla et al., 2013), ademas del contenido nutrimental que tiene la
cebolla morada, al presentar diversas proteinas y vitaminas como la B1, B2 y C; del
contenido de potasio y los polisacaridos fructosa y sacarosa; asi como de péptidos,
aceites esenciales, antocianinas, flavonoides y antioxidantes (Yang et al., 2004; Shon et
al., 2004; Downes et al., 2009).

La tendencia general fue de que al término de la experimentacién, los tratamientos con

extractos presentaron los mejores promedios del area micelial; por lo que, se concluye
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gue hubo un efecto estimulatorio para el desarrollo micelial de la cepa CP-50 de P.

ostreatus y de la cepa CPM-113 de T. aggressivum.

Los resultados del presente estudio, no coinciden con el trabajo de Reyes (2013), quien
sefald que los extractos de la cebolla y de la sabila inhiben el desarrollo micelial de la
cepa CPM-113 de T. aggressivum. Esto puede deberse al origen y lote de las plantas de
sabila, la manera en que se realizo6 la deshidratacién de la cebolla y de la sabila, el medio
de cultivo empleado, la época en que se obtuvieron los extractos y las condiciones de
incubacion de las cepas, entre otras causas. Se debe recordar que los organismos
presentan variabilidad en uno u otro aspecto, ya que una misma especie, bajo

condiciones similares puede presentar comportamientos diferentes.

Para continuar con las investigaciones, se selecciond la concentracion 6:3 (p/p) de
extractos de cebolla y sabila, por haber presentado una mayor densidad en el micelio y

por haber registrado los mejores valores numeéricos con respecto a la concentracion 3:6
(/).

Previamente a la realizacion de la Etapa lll, se realiz6 el cultivo de la cepa CP-50 en tres
medios de cultivo comerciales (Merck, Bioxon y Difco), para seleccionar el mejor medio
en que se desarrolla el micelio. Se seleccion6 el medio PDA marca Difco. Después, se
cultivé esta misma en el medio seleccionado y se hizo la determinacién de lacasas

(Anexo 1y Anexo 2).
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FASE Il

7.3. Efecto de los extractos de cebollay sabila o del AAS en el desarrollo micelial
y en la produccién de lacasas y proteinas en las cepas CP-50y CP-753 de

Pleurotus ostreatus

7.3.1. Resumen

Se cultivaron las cepas CP-50 y CP-753 de Pleurotus ostreatus en medio PDA Difco con
testigos y dos tratamientos, de los cuales, a uno se le adicioné el extracto de cebolla y
de sabila en proporcién 6:3 (p/p) y al otro se le adicion6 acido acetilsalicilico (AAS) en
concentracion 100 uM. Las variables evaluadas fueron: morfologia colonial, crecimiento
del area micelial, actividad volumétrica de lacasas y produccién de proteinas. En el
testigo y en los tratamientos, el micelio fue blanco, densidad abundante, textura
algodonosa, colonia regular con zonas conceéntricas diferenciadas. La cara inferior fue
blanco grisacea, excepto en el tratamiento con los extractos, en donde el micelio fue
color rojo. El efecto del AAS fue positivo en el desarrollo micelial, mayormente en la cepa
CP-753. En la actividad volumétrica de las lacasas, fueron significativamente superiores
los tratamientos con extractos vegetales y con AAS con respecto a sus testigos. En la
produccion de proteinas solo el tratamiento con extractos vegetales fue superior al resto
de los tratamientos. Los extractos vegetales y el AAS 100 uM resultaron ser buenos

inductores ya que incrementaron los valores de produccion de las enzimas lacasas.
7.3.2. Introduccién

En esta experimentacion, se continuaron los estudios con la proporcién 6:3 (p/p) de los
extractos vegetales, incluyendo ademas otros tratamientos con la adicion del acido
acetilsalicilico (AAS) en concentraciéon 100 uM, con la finalidad de determinar el efecto
gue tienen los extractos vegetales y el AAS como inductores en el desarrollo micelial y
en la produccién volumétrica de lacasas y proteinas, en el cultivo de las cepas CP-50 y
CP-753 de P. ostreatus desarrolladas en el medio PDA, Difco (Figura 18).
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Cepas CP-50 y CP-753 de
Pleurotus ostreatus

Tratamientos en PDA, Difco Testigos en
PDA, Difco
[ I
Mezcla de extractos de Acido Acetilsalicilico
cebolla y sabila 6:3 100 uM. CP-50 y CP-
(p/p). CP-50 753
| | |
Siembra de cepas CP-50 y

CP-753

Incubacion a temperatura ambiente (°C)

Cinética de crecimiento

Variables evaluadas:
Descripcion de las colonias
pH de extractos vegetales, solos y mezclados
pH inicial, intermedio y final de testigos y tratamientos
Area del crecimiento micelial
Actividad volumétrica de lacasas
Produccién de proteinas

Figura 18. Efecto de los extractos de la cebolla (Allium cepa) y de la sabila (Aloe vera) en
proporcion 6:3 (p/p) y del acido acetilsalicilico 100 uM en el desarrollo micelial y en la actividad
volumétrica de lacasas y produccion de proteinas en las cepas CP-50 y CP-753 de Pleurotus

ostreatus.
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7.3.3. Materiales y métodos

7.3.4. Preparacion de medios de cultivo

Testigo. El medio PDA se preparo de acuerdo a las instrucciones del fabricante; se
disolvi6 al calentarse en un horno de microondas. Enseguida, se midieron en una probeta
30 mL del medio y se vaciaron en tubos de ensayo con tapa de baquelita, los que se
esterilizaron a 121 °C durante 25 minutos. Una vez tibio el medio en los tubos, se vacio

en las cajas Petri, bajo condiciones de esterilidad.

Tratamiento con extractos de cebollay sabila 6:3 (p/p). Las cantidades de extractos
de cebolla y de sabila requeridas (10,800 mg de extracto de cebolla y 5,400 mg de
extracto de sabila), se resuspendieron por separado en 150 mL de agua destilada en
matraces Erlenmeyer de 150 mL, los cuales se colocaron en un plato térmico agitador y
en el interior de ellos se agregd un agitador magnético (CIMAREC Barnstead |
Thermolyne) para homogeneizarlos durante 1 h. Enseguida, los extractos se esterilizaron

en el equipo Millipore, de acuerdo con la seccion 7.1.12.

La cantidad del medio PDA se calcul6 con base a las especificaciones del fabricante,
descontando la cantidad de agua destilada y estéril en los que se resuspendieron los
extractos vegetales. Una vez disuelto el medio PDA, se midieron en una probeta 26 mL
del medio y se vaciaron a tubos de ensayo con tapa de baquelita, los que se esterilizaron
a 121°C durante 25 minutos. De la mezcla de extractos previamente esterilizados
(seccion 7.1.12.) se midieron 4 mL y se vaciaron en cada tubo de ensayo que ya contenia
26 mL de medio PDA estéril y tibio. Cada tubo se homogeneizé manualmente y
rapidamente se vacié en la caja Petri. Asi, se completaron los 30 mL del medio PDA para
mantener la concentracion 6:3 (p/p) de los extractos de cebolla y sabila (Figura 19). Todo

el proceso se realizd en una camara de flujo laminar.
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Figura 19. Adicién de extractos de cebolla (Allium cepa) y sabila (Aloe vera) esterilizados y
vaciado en caja Petri. A: toma de 4 mL de la mezcla de extractos vegetales 6:3 (p/p) y agregados
a los tubos de ensayo que contienen 26 mL de medio PDA estéril. B: vaciado del tubo con medio
PDA que ya contiene los extractos vegetales.

Tratamientos con AAS 100 uM. En el agua destilada destinada para preparar el medio
de cultivo PDA, se adicioné el AAS en concentracion 100 pM, enseguida se disolvi6 en
un horno de microondas. Después, en una probeta se midieron 30 mL del medio y se
vaciaron en tubos de ensayo con tapa de baquelita y se esterilizaron a 121 °C durante
25 minutos. Finalmente, el medio de los tubos de ensaye se vacio en las cajas Petri, bajo

condiciones de esterilidad.
7.3.5. Inoculacion e incubacion de las cepas CP-50 y CP-753

A las cajas Petri de los testigos y de los tratamientos, se les inocul6 en la parte central
un disco de 5 mm de diametro con micelio previamente desarrollado de las cepas CP-50
y CP-753 de P. ostreatus, respectivamente. Las cajas Petri se incubaron durante 9y 11

dias en obscuridad a temperatura ambiente en el laboratorio de hongos del COLPOS.
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7.3.6. Variables a evaluar

Descripcion de las colonias. Se observo la densidad, la textura y la forma colonial en
los testigos y en los tratamientos. Se registré el cambio de color en el medio de cultivo o

en el micelio, sobre todo en el tratamiento con extractos vegetales.

pH de los extractos, solos y mezclados. Se obtuvieron 6 g de extracto de cebollay 3
g de extracto de sébila. Cada extracto se resuspendié en 100 mL de agua destilada en
un matraz Erlenmeyer. A ambos matraces se le introdujeron agitadores magnéticos para
colocarlos en un plato térmico agitador (CIMAREC Barnstead | Thermolyne), durante 1
h para homogeneizar los extractos. Enseguida, de cada matraz se tomaron tres
muestras de 10 mL y se midi6 el pH en el potenciometro CONDUCTRONIC pH 120. A
continuacion, se hizo la mezcla de ambos extractos e igualmente se procedié a medir el
pH.

pH inicial, intermedio y final de los testigos y tratamientos. El pH de los testigos y
de los tratamientos, se midié en el dia O (inicial), intermedio y dia final cuando el micelio
cubri6 totalmente al medio de cultivo. En el dia 0, la lectura se tomo en la caja Petri que
ya contenia el in6éculo de 5 cm de didmetro recién colocado. En los dias intermedio y
final, en la lectura del pH, se utilizé6 una caja Petri tanto de los testigos como de los
tratamientos con el micelio en desarrollo. El procedimiento para la lectura del pH y la

temperatura, es similar a lo sefialado en la seccion 6.3.3.

Area de crecimiento micelial. Diariamente se tomaron fotografias a 3 cajas Petri del
testigo y de los tratamientos, que se utilizaron para obtener las muestras
(sobrenadantes), durante 9 u 11 dias. El area micelial se midi6 con el programa de

computo ImageJ (National Institutes of Health, ver. 2012) (seccion 6.3.2.).

Evaluacién volumétrica de las lacasas. La determinacion de las lacasas se realiz6
diariamente del dia 0 al dia 9 ull de incubacién con la obtencién de 3 muestras de los

testigos y de los tratamientos (n = 3) (Figura 4 y secciones 6.4y 6.5).
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Evaluacion de proteinas. La determinacién de proteinas se realiz6 en los mismos
sobrenadantes que a diario se obtuvieron (n = 3). La preparacion de materiales, reactivos

y equipo de lectura, se describen en la seccién 6.6 y Figura 4.

7.3.7. Resultados
7.3.8. Variables evaluadas en tratamientos con extractos vegetales y AAS

Descripcion de las colonias. En el testigo como en los tratamientos, la cara superior
del micelio de la cepa CP-50 fue de color blanco, con densidad abundante, textura
algodonosa, forma colonial regular con zonas concéntricas diferenciadas. La cara inferior
del micelio en el testigo y en el tratamiento con AAS fue blanco grisaceo. En el
tratamiento con extractos de cebolla y sabila en proporcion 6:3 (p/p), el micelio en la cara

inferior tomd un color rojo (Figura 20).

pH de los extractos solos y mezclados. pH inicial, intermedio y final del testigo y
tratamientos. Los valores de los pH determinados, se presentan en las Tablas 20y 21.

Area de crecimiento micelial. El crecimiento del micelio fue similar en el testigo y en
los dos tratamientos a partir del dia 1 al dia 5. Después, los micelios con el AAS y el
testigo, se desarrollaron de manera similar hasta el dia 11 y ambos superaron
significativamente al tratamiento con los extractos vegetales (Figura 21).

El desarrollo micelial del tratamiento con AAS super6 al micelio del testigo en el dia 7
con 18.3%, mientras que en el resto de los dias, los porcentajes oscilaron entre 3.7% y
7.7%. El desarrollo micelial del testigo supero significativamente al desarrollo del micelio
del extracto de cebolla y sabila en proporcion 6:3 (p/p) en el dia 8 con 43.9% y para los
dias 9, 10y 11, los porcentajes oscilaron entre 26.5% y 39.1%. Al comparar el desarrollo
micelial del tratamiento con AAS con el tratamiento con extractos de cebolla y sabila en
proporcién 3:6 (p/p), éste ultimo fue ampliamente superado a partir del dia 7 al dia 11

con valores entre 38.4% a 43.8%.
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Tabla 20. Valores de pH de los extractos de la cebolla (Allium cepa) y de la sabila (Aloe vera) de
manera individual y mezclados en proporcion 6:3 (p/p).

Extracto pH | Temperatura °C
Cebolla 3.85 23.5
Sabila 2.45 23.2
Mezcla de extractos de cebolla y sabila 6:3 (p/p). | 2.58 23.5

Tabla 21. Valores de pH obtenidos en el cultivo de la cepa CP-50 de Pleurotus ostreatus en
medio PDA (Difco), adicionado con AAS 100 uM o con extractos de cebolla (Allium cepa) y sabila
(Aloe vera) en proporcién 6:3 (p/p) durante el inicio de la siembra (0), dia 5y dia 11.

Dia de muestreo Tratamiento pH | Temperatura °C

Testigo 5.57 23.3

0 AAS 100 uM 5.60 23.1
Extracto 6:3 (p/p) | 4.33 23.1

Testigo 5.9 20.4

5 AAS 100 uM 5.30 21.6
Extracto 6:3 (p/p) | 4.23 21.3

Testigo 6.8 24.6

11 AAS 100 uM 6.58 25.9
Extracto 6:3 (p/p) | 4.46 23.3
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Dia Testigo AAS 100 UM Extractos vegetales
Cara sup. Carainf. | Carasup. | Carainf. | Carasup. | Carainf.

Ty,

N

10

Figura 20. Desarrollo micelial de la cepa CP-50 de Pleurotus ostreatus, cultivada en PDA (Difco)
durante 11 dias de incubacion a temperatura ambiental entre 21 °C y 24 °C y en obscuridad, con
adicion de AAS 100 uM o con extracto de cebolla (Allium cepa) y sabila (Aloe vera) en proporcion

6:3 (p/p).
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Figura 21. Efecto del AAS 100 uM y de los extractos de cebolla (Allium cepa) y sabila (Aloe vera)
en proporcién 6:3 (p/p) en el area micelial (cm?) en la cepa CP-50 de Pleurotus ostreatus,
desarrollada en PDA Difco entre 21 °C y 24 °C de temperatura ambiental y en obscuridad. Se
realizd6 el ANOVA vy la separacion de medias, de acuerdo a Tukey con a = 0.05 (SAS, 9.0).
Réplicas conn = 3.

Actividad volumétrica de lacasas. Los valores de la actividad volumétrica de las
lacasas fueron evidentes en el testigo y en el tratamiento con AAS a partir del dia 4 de
incubacion, mientras que en el tratamiento con extractos de cebolla y sébila en

proporcion 6:3 (p/p) se produjeron a partir del dia 6. Los valores del testigo en el dia 4
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fueron de 3.7 + 0.6 U/mL, que se incrementaron al dia 10 con un valor maximo de 44.9
+ 0.8 U/mL. El tratamiento con AAS al dia 4, present6 6.1 + 1.3 U/mL y para el dia 11
mostré su maximo valor con 54.3 + 1 U/mL. El tratamiento con los extractos vegetales
presento al dia 6 de incubacion un valor de 15 + 3.9 U/mL que se increment6 al dia 11
hasta alcanzar 118.3 + 12.2 U/mL, cantidad que fue significativamente mayor a aquellas
de los valores del testigo y del tratamiento con AAS (Figura 22).

El tratamiento con los extractos vegetales, supero al testigo en los dias 6y 7 con 4.8% y
8.6%, respectivamente, y en el dia 8 fue ligeramente superado por el testigo; sin embargo
en los dias 9, 10 y 11, los porcentajes de los extractos vegetales nuevamente fueron
superiores a los del testigo con 53% a 63.9%. También el tratamiento con los extractos
vegetales fue superior al tratamiento con AAS a partir del dia 8 hasta el dia 11 con 16.8%
a 54.5%. Por lo tanto, el tratamiento con extracto de cebolla y sabila en proporcion 6:3
(p/p) super6 al testigo y al tratamiento con AAS en los ultimos 4 dias de la

experimentacion con porcentajes mayores al 50%.

Al comparar solo los valores del tratamiento con AAS, se encontré que éstos tienen
diferencias significativas a partir del dia 7 de incubacion, con respecto a aquellos valores
del testigo. EIl tratamiento con AAS super6 al testigo en el dia 7 con 35.3%, el cual
disminuy6 en los dias 9 y 11 con 13.2% y 20.7%, respectivamente. Esto corrobora que
el AAS100 uM es un buen inductor para la produccion de las enzimas lacasas (Cuadro

anexo ala Figura 22).

87



140
a
120 T—
a1
3 100 }
s a
. |
= ed b
2 € 80
ES
S % 60 bl b
< 8 a/l b :t—*
SE g a J % —$
>
g 2 | =20 | b |
< 20 a a— = b
a a a " B 2 ‘
0 _— ol
1 2 3 4 5 6 7 8 9 10 11
Tiempo de incubacion (dias)
=@ Testigo e=@=AAS 100 uM Extractos 6:3
Tiempo de incubacién (dias)
Tratamientos
1 2 3 4 5 6 7 8 9 10 11
0 0 0 3.7 8.9 17.4 | 17.8 24,5 38.2 44.9 43
* + * * * + + * * * +
Testigo Oa|0Oa|0Oa|[06b|02a|15a|17a| 15b |09b | 08b 52b
0 0 0 6.1 9.8 19.3 | 275 324 44 53.4 54.3
* + * * * + + * * * +
AAS100 uM Oa|Oa|0a|l1l3a]| 1la 2a | 48a | 13ab | 05b | 144D 1b
0 0 0 0.5 0 15 247 39 82.4 95.4 118.3
+ + + + + + + * * * +
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Figura 22. Efecto del AAS 100 uM y de los extractos de cebolla (Allium cepa) y sabila (Aloe vera)
en proporcién 6:3 (p/p) en la actividad volumétrica de la enzima lacasa en la cepa CP-50 de
Pleurotus ostreatus, desarrollada en PDA Difco entre 21 °C y 24 °C de temperatura ambiental y
en obscuridad. Se realizé el ANOVA y la separacion de medias, de acuerdo a Tukey con a = 0.05

(SAS, 9.0). Réplicas conn = 3.

Cuadro comparativo entre los valores del testigo y aquellos valores del tratamiento con AAS.
Hubo efecto positivo en el tratamiento con AAS, ya que mostré diferencias significativas en la

produccion de la enzima lacasa con respecto a aquella del testigo.

Tiempo de incubacion (dias)
Tratamientos
1 2 3 4 5 6 7 8 9 10 11
0 0 0 3.7 8.9 174 | 178 | 245 | 38.2 44.9 43
+ + + + + + + + + + +
Testigo Oa|0O0Oa|0Oa|[06b|02a|15a|17b|15b | 09b | 08a |52b
0 0 0 6.1 9.8 193 | 275 | 324 44 53.4 54.3
+ + + + + + + + + + +
AAS100pyM | Oa | Oa|0Oa|1l3a]| 1la 2a | 48a | 13a|05a]|144a| 1a
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Produccién de proteinas. La produccién de proteinas se manifestd en el testigo y en
los tratamientos a partir del dia 1 de incubacion. Los valores alcanzados por el
tratamiento con extracto de cebolla y sabila en proporcion 6:3 (p/p), fueron
significativamente mayores que los logrados por el testigo y por el tratamiento con AAS,
excepto en los dias 8 y 11, en donde no hubo diferencias estadisticas entre ellos. El valor
inicial del tratamiento con los extractos vegetales fue de 25.7 + 4.4 pg/mL y para el dia
10 fue de 98.8 £ 5.4 ug/mL, con descensos en los dias 3, 5y 6. Los valores del testigo
y del tratamiento con AAS fueron similares estadisticamente y solo en los dias 6 y 7 hubo
diferencias significativas, siendo mejor el tratamiento con AAS. Los valores iniciales del
testigo fueron de 7.6 £ 1.6 pg/mL y los del tratamiento con AAS fueron de 6.9 £ 0.7 pg/mL,
mientras que los valores al dia 10 de ambos fueron de 69.6 + 12.7 ug/mL y 71.6 £ 6.7
pg/mL con un descenso muy marcado en el dia 9, cuyos valores fueron de 30.8 pg/mL y
47.1 pg/mL, respectivamente. En el dia 11 de incubacion, los valores fueron mayores a
90 pg/mL tanto en el testigo como en los tratamientos, sin diferencias significativas entre

ellos (Figura 23).

El resultado del ANOVA mostrd6 de manera general, que el mejor tratamiento en la
produccién de proteinas fue el extracto de cebolla y sabila en proporcién 6:3 (p/p)

seguido por el tratamiento con AAS 100 pg/mL y al ultimo el testigo.

En la evaluacién del efecto de los tratamientos con respecto al testigo, el tratamiento con
AAS 100 pM lo super6 durante los dias del 5 al 9 con 13.8% a 34.7%, mientras que el
tratamiento con extractos vegetales, lo super6 desde el dia 1 hasta el dia 9 con valores
de 78.3% a 59.4% que disminuyeron en los dias 10 y 11 con 20.1% y 4.5%,
respectivamente. Por otra parte, el tratamiento con extractos vegetales super6 al
tratamiento con AAS entre el dia 1 al dia 4 con valores de 77% a 67.6%, que a partir del

dia 5 disminuyeron de 58.8% al dia 11 con un valor de 1.8%.
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7.6 8 7.7 12.4 12.6 16.6 24.3 46 30.8 69.6 93.6
+ + * + + + + + + + +
Testigo 16b | 04b | 0.7b 2b 0.8b 09c | 23c | 32a | 93b 12.7b 9.8a
6.9 8.5 9.1 13.3 14.6 21.0 31.8 | 63.1 47.1 71.6 96.2
+ + * + + + + + + + +
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+ + + + + + + + + + +
Extractos 6:3 (p/p) 4.4 a 0.7a | 38a 2a 09a 23a 0.7a 55a 5.7a 54a 12 a

Figura 23. Efecto del AAS 100 uM y de los extractos de cebolla (Allium cepa) y sabila (Aloe vera)
en proporcion 6:3 (p/p) en la produccién de proteinas en la cepa CP-50 de Pleurotus ostreatus,
desarrollada en PDA Difco entre 21 °C y 24 °C de temperatura ambiental y en obscuridad. Se
realizé el ANOVA vy la separacion de medias, de acuerdo a Tukey con a = 0.05 (SAS, 9.0).
Réplicas con n = 3.
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7.3.9. Variables evaluadas en tratamientos con AAS en las cepas CP-50 y CP-753

Descripcion de las colonias. En la cepa CP-50, el testigo y en el tratamiento, la cara
superior del micelio fue de color blanco, con densidad abundante, textura algodonosa,
forma colonial regular con zonas concéntricas diferenciadas. La cara inferior del micelio

en el testigo y en el tratamiento con AAS fue blanco grisaceo.

En la cepa CP-753 tanto en el testigo como en el tratamiento, la cara superior del micelio
fue de color blanco grisaceo con pequefias pigmentaciones amarillentas en la parte
central de la colonia, con densidad abundante, textura algodonosa, forma colonial

regular con zonas concéntricas; la cara inferior fue blanco grisacea (Figura 24).

pH inicial, intermedio y final de los testigos y tratamientos. En ambas cepas, los
valores de pH al transcurrir los dias de incubacion, se fueron incrementando hasta ser
cercanos al pH neutro, mayormente en los testigos sin la adicion del AAS. Estos valores

se presentan en la Tabla 22.

Area de crecimiento micelial. En la cepa CP-50, el crecimiento del micelio fue similar
en el testigo y en el tratamiento durante todo el tiempo de incubacion, excepto en el dia
2, en donde el AAS mostré diferencias significativas con respecto al testigo. En la cepa
CP-753, el desarrollo micelial del tratamiento con AAS tuvo diferencias significativas con
respecto al testigo, al cual super6 en los dias 6 y 8 de incubacién con 20.83% y 10.64%,

respectivamente (Figuras 25y 26).

En ambas cepas, el micelio cubrié al medio de cultivo PDA a los 10 dias de incubacion,

con un area micelial de 59.4 cm?.
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DIA CEPA CP-50 CEPA CP-753

4
6
8
10
Testigo AAS Testigo AAS

Figura 24. Desarrollo micelial de las cepas CP-50 y CP-753 de Pleurotus ostreatus, cultivadas
en PDA (Difco) durante 10 dias de incubacién a temperatura ambiental entre 25 °Cy 27 °Cy en
obscuridad, con adicién de AAS 100 pM.
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Tabla 22. Valores de pH obtenidos en el cultivo de las cepas CP-50 y CP-753 de Pleurotus
ostreatus en medio PDA (Difco), adicionado con AAS 100 uM durante el inicio de la siembra (dia
0), dia 6 y dia 10 de incubacion.

Dia Tratamientos pH | Temperatura °C
CP-50 Testigo 5.9 23.1
0 CP-50 AAS 100 uM | 5.79 23.3
CP-753 Testigo 5.9 23.3
CP-753 AAS 100 pM | 5.8 23.3
CP-50 Testigo 6.6 24.2
5 CP-50 AAS 100 uM | 6.47 24.7
CP-753 Testigo 6.56 25.2
CP-753 AAS 100 uM | 6.09 24.8
CP-50 Testigo 6.81 25.3
10 CP-50 AAS 100 uM | 6.76 25.2
CP-753 Testigo 6.94 25.8
CP-753 AAS 100 pM | 6.13 25.4
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Tiempo de incubacién (dias)

= CP-50 Testigo ==@=CP-50 AAS 100 uM

Tiempo de incubacién (dias)
Tratamientos 0 2 4 6 8 10

CP-50 Testigo 0.19+0a | 1.4:0.08b | 8+0.5a | 22.9:0.9a | 51.9+0.5a | 59.4¢+0 a
CP-50 AAS 100 UM | 0 19+0a | 2.5+0.2a | 8.620.07a | 23.5+0.4a | 50.840.6 a | 59.420 a

Figura 25. Efecto del AAS 100 pM en el area micelial (cm?) de la cepa CP-50 de Pleurotus
ostreatus, desarrollada en PDA Difco entre 25 °C y 27 °C de temperatura ambiental y en

obscuridad. Se realizé el ANOVA y la separacion de medias, de acuerdo a Tukey con a = 0.05
(SAS, 9.0). Réplicas conn = 3.
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==@==CP-753 Testigo  ==@==CP-753 AAS 100 uM

Tratamientos Tiempo de incubacion (dias)

0 2 4 6 8 10
CP-753 Testigo 0.19+0a | 1.8+0.05a | 7.5+0.2a | 19+1.7b | 42+0.6 b | 59.4+0 a
CP-753 AAS 100 uM | 0.19+0a | 1.5+0.02b | 8+0.7a | 24+0.7a | 47+1.2a | 59.4+0 a

Figura 26. Efecto del AAS 100 uM en el area micelial (cm?) de la cepa CP-753 de Pleurotus
ostreatus, desarrollada en PDA Difco entre 25 °C y 27 °C de temperatura ambiental y en
obscuridad. Se realizé el ANOVA vy la separacion de medias, de acuerdo a Tukey con a = 0.05
(SAS, 9.0). Réplicas conn = 3.

Actividad volumétrica de lacasas. En la cepa CP-50, el tratamiento con AAS presento
valores estadisticamente superiores a aquellos del testigo a partir del dia 6 hasta el dia
10 de incubacion, con un maximo de 83.6 + 7.1 U/mL, mientras que en el testigo el valor
maximo fue de 61.4 £ 8.7 U/mL (Figura 27). El tratamiento con AAS supero al testigo
en el dia 6 con 59%, el cual disminuyd en los dias 8 y 10 con 28.55% y 26.56%,

respectivamente.

En la cepa CP-753, los valores de las lacasas se presentaron a partir del dia 4 de
incubacion. El tratamiento con AAS, mostré valores numeéricos superiores al testigo
desde el dia 4 al dia 8 de incubacion, mientras que al dia 10, los valores fueron

significativamente superiores a aquellos del testigo con 41 U/mL y 28.2 U/mL,
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respectivamente (Figura 28). El tratamiento con AAS, super¢ al testigo en el dia 10 de
incubacién con 31.2%.
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2 4 6 8 10
Tiempo de incubacién (dias)
—@— CP-50 Testigo —=@— CP-50 AAS 100 uM
Tratamientos Tiempo de incubacion (dias)
0 2 4 6 8 10
CP-50 Testigo 61.4+8.7
0]0.2+0.1a|23+1.2a|10.7¢1.6 b | 39.3t55b b
CP-50 AAS 100 uM 83.617.1
0] 0.4+0.2a| 3+0.7 a 26.1+4 a 55+1.5a a

Figura 27. Efecto del AAS 100 pM en la actividad volumétrica de la enzima lacasa en la cepa
CP-50 de Pleurotus ostreatus, desarrollada en PDA Difco entre 25 °C y 27 °C de temperatura
ambiental y en obscuridad. Se realizé el ANOVA y la separacion de medias, de acuerdo a Tukey
con a = 0.05 (SAS, 9.0). Réplicas con n = 3.
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Figura 28. Efecto del AAS 100 uM en la actividad volumétrica de la enzima lacasa en la cepa
CP-753 de Pleurotus ostreatus, desarrollada en PDA Difco entre 25 °C y 27 °C de temperatura
ambiental y en obscuridad. Se realiz6 el ANOVA y la separacion de medias, de acuerdo a Tukey
con a = 0.05 (SAS, 9.0). Réplicas con n = 3.

Produccidn de proteinas. En la cepa CP-50, los valores en la produccién de proteinas
fueron estadisticamente similares entre el testigo y el tratamiento con AAS. Los valores
maximos se presentaron en los dias 6 y 8 de incubacion con 21.7 + 2.2 ug/mL en el
testigo y 23.7 £ 1.6 ug/mL en el tratamiento, y con 33.3 £ 2.6 ug/mL en el testigo y 37.4
+ 0.3 ug/mL en el tratamiento, respectivamente. Para el dia 10 de incubacion, los valores
descendieron a 14.6 £ 3.2 ug/mL en el testigo y a 20.4 = 3.1 ug/mL en el tratamiento
(Figura 29).

En la cepa CP-753, los valores del testigo y del tratamiento con AAS fueron similares

estadisticamente, excepto en el dia 4 de incubacién, en donde los valores del tratamiento

97



con AAS fueron significativamente superiores a aquellos del testigo con 6.9 + 0.5 pg/mL
y con 5 + 0.6 pg/mL, respectivamente. Los maximos valores numéricos se presentaron
en el dia 10 de incubacion con 36 + 1.8 ug/mL para el testigo y con 40 + 5.7 ug/mL para
el tratamiento (Figura 30).
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Tratamientos Tiempo de incubacién (dias)
0 2 4 6 8 10
CP-50 Testigo 22+04a | 4.3+t04a | 52+04a | 21.7+2.2a | 33.3t2.6 a | 14.6x3.2a
CP-50 AAS 100 uM | 3.540.7a | 4.840.1a | 6.1+1.1a | 23.7+1.6 a | 37.4+0.3a | 20.4+3.1 a

Figura 29. Efecto del AAS 100 uM en la produccidn de proteinas en la cepa CP-50 de Pleurotus
ostreatus, desarrollada en PDA Difco entre 25 °C y 27 °C de temperatura ambiental y en
obscuridad. Se realizé el ANOVA y la separacion de medias, de acuerdo a Tukey con a = 0.05
(SAS, 9.0). Réplicas conn = 3.
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CP753 AAS 100 uM | 6.9+0.6 a | 4.6+0.6 a | 6.9+0.5a | 13.4+3.8a | 13.5+2.8a | 40+5.7 a

Figura 30. Efecto del AAS 100 uM en la produccién de proteinas en la cepa CP-753 de Pleurotus
ostreatus, desarrollada en PDA Difco entre 25 °C y 27 °C de temperatura ambiental y en
obscuridad. Se realizé el ANOVA y la separacion de medias, de acuerdo a Tukey con a = 0.05
(SAS, 9.0). Réplicas conn = 3.

7.3.10. Discusién

El crecimiento del micelio fue practicamente similar en el testigo y en el tratamiento con
AAS en la cepa CP-50, pero ambos superaron significativamente al tratamiento con los
extractos vegetales. Sin embargo, en la segunda etapa del cultivo, el desarrollo micelial
el AAS tuvo efecto positivo en la cepa CP-753 en los dias 6 y 8 de incubacion, mientras

gue en la cepa CP-50 no hubo efecto positivo con la adicion del AAS.

Es probable que el desarrollo micelial de la cepa CP-50 en el tratamiento con extractos
vegetales en proporcion 6:3 (p/p) haya sido afectado por los compuestos de saponinas
presentes en los extractos (Lanzotti et al., 2012). La produccién de lacasas en este
tratamiento se presenté a partir del dia 6 de incubacion; al parecer esto se debi6 a una

etapa de adaptaciéon del micelio. Esto aunado a los compuestos fendlicos presentes en
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los extractos de cebolla y sabila que actuaron como inductores (Prakash et al., 2007,
Chinchinilla et al., 2013).

Por otra parte, el crecimiento micelial del tratamiento con los extractos vegetales en
proporcion 6:3 (p/p) fue mas lento que el de aquellos del tratamiento con AAS y del
testigo; sin embargo, registrd los mas altos valores en la produccion volumétrica de las
lacasas. Esto coincide con lo reportado por Flores et al. (2009) quienes realizaron un
cultivo dual con la cepa CP-50 de P.ostreatus y una cepa de Trichoderma sp. en medio
PDA, en donde no hubo correlacion entre el crecimiento micelial y la agresividad de

Trichoderma sp. en la produccion de lacasas.

Al comparar los valores en la actividad volumétrica de las lacasas entre las cepas CP-50
y CP-753, se encontré que la cepa CP-50 mostro los valores mas altos en el tratamiento
con AAS, con respecto al testigo, en donde se presentd una diferencia significativa a
partir del dia 6 de incubacion. Mientras que en la cepa CP-753, Unicamente hubo
diferencia sugnificativa en el dia 10 de incubacién en el tratamiento con AAS.

Spezzia (2012) registré valores inferiores de lacasas a los del presente estudio, entre
3.56 U/mL y 11.68 U/mL en el cultivo de la cepa CP-50 en agar extracto de malta (EMA)
con adiciébn de antraceno. En otro estudio bajo condiciones de fermentacion sélida
utilizando bagazo de cafia de azucar y con la adicién de sulfato de amonio, las cepas
CP-50 e IE-8 de P. ostreatus produjeron menos de 0.01 1U/g de peso seco y 0.04 IU/g
de peso seco de lacasas, respectivamente (Memobirillo et al., 2008).

Una cepa de P. ostreatus se cultivd en fermentacion sélida con el residuo del fruto
amarillo de la pasion y salvado de trigo, registrando entre 6,040 a 10,200 U/L y 5,900 a
10,900 U/L, respectivamente (Zilly et al., 2012).

Otra cepa de P. pulmonarius registré 830 + 90 U/L en cultivo adicionado con salvado de
trigo. Con la adicion de la cascara de pifa, registro 1,400 + 100 U/mL; con la adicion de
bagazo del fruto de la naranja registré 1,800 = 160 U/L y con la adicion del residuo del

fruto amarillo de la pasion registré 1,600 + 180 U/mL (Bazanella et al., 2013).
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Los valores obtenidos de la actividad volumérica de las lacasas a 11 dias de incubacion
(testigo, con 43 = 5.2 U/mL; AAS 100 uM, con 54.3 + 1.0 U/mL y en los extractos 6:3
(p/p), con 118.3 + 12.2 U/mL) superaron a la mayoria de aquellos trabajos sefialados,
inclusive a los valores registrados por Camacho (2013) en el cultivo de la cepa CP-50 en

EMA con valores entre 0.22 a 26.25 U/mL, en diferentes dias de desarrollo micelial.

En la produccion de las proteinas, resulta dificil establecer comparaciones, ya que como
en el caso de las lacasas, las condiciones en que se realizo el presente cultivo de la cepa
CP-50 y CP-753, son diferentes a otros trabajos. En la produccién de proteinas, en
ambas cepas tanto en los testigos como en los tratamientos, la adicion del AAS, no
mostré efectos positivos.

Spezzia (2012) registré 15 ug/mL en el cultivo de la cepa CP-50 en PDA con adicién de
antraceno. Membrillo et al. (2008) en el cultivo de las cepas CP-50 e IE-8 de P. ostreatus
en bagazo de cafia con adicion de sulfato de amonio registraron 0.758 mg/g y 0.630
mg/g en peso seco de proteinas, respectivamente. Por otra parte, Camacho (2013), en
el cultivo de la cepa CP-50 en EMA, registro valores finales de proteinas en los testigos
entre 32.99 uyg/mL a 49.91 ug/mL, que son inferiores a los obtenidos en el presente
estudio [para los extractos 6:3 (p/p), con 98 + 12 ug/mL; para el testigo 93.6 £ 9.8 ug/mL
y para el tratamiento con AAS, 96.2 + 11.1 ug/mL].

Finalmente, se realiz6 la correlacion lineal entre las variables de estudio, como fue la
comparacion entre el area micelial y las lacasas, area micelial y proteinas, y las lacasas
con proteinas. En la mayoria de las comparaciones, hubo correlacion altamente

significativa y positiva con a = 0.01 (Anexo 3).

Los valores en tablas para determinar la significancia estadistica de la correlacién con n
= 9 (tratamientos con extractos vegetales y AAS), son para a 0.05 = 0.602 y para a 0.01
= 0.735. Los valores en tablas para determinar la significancia estadistica de la
correlacion con n = 4 (tratamientos con las cepas CP-50 y CP-753), son para a 0.05 =
0.811 y paraa 0.01 =0.917.
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8. DISCUSION GENERAL

En la Fase |, fue importante que los bulbos de la cebolla y plantas de la sabila procedieran
de un mismo lote. Asi mismo, fue determinante la construccion del médulo de herreria

para la buena deshidratacion del material vegetal.

A pesar de que no se tienen datos comparativos, se considera que hubo un buen
rendimiento de los extractos vegetales. De 1000 g de bulbos humedos de cebolla o de
1000 g de la hoja fresca de sabila, se obtuvieron en promedio 12.05 +0.34 gy 11.36 +
1.91 g de extractos, respectivamente.

Con respecto a la Fase Il, se plante6 en la primera hipétesis que los extractos de cebolla
y sabila tienen efecto sobre el desarrollo micelial de T. aggressivum en cultivo dual con
P. ostreatus.

Lo anterior se comprob0, ya que los extractos vegetales estimularon el desarrollo micelial
tanto en la cepa CP-50 como en la cepa CPM-113 en el cultivo dual. Los valores del area
micelial en los tratamientos con los extractos vegetales, fueron significativamente
superiores a aquellos de los testigos. Este efecto, se relaciona con los metabolitos y
compuestos fendlicos presentes en la cebolla y en la sabila (Soininen et al., 2014;
Prakash et al., 2007; Ahlawat y Khatkar, 2011; Chinchilla et al., 2013), al presentar
diversas proteinas, vitaminas, potasio y los polisacaridos fructosa y sacarosa; asi como
péptidos, aceites esenciales, antocianinas, flavonoides y antioxidantes (Yang et al.,
2004; Shon et al., 2004; Downes et al., 2009). Como consecuencia de esto, se sostiene

la hipotesis planteada.

Por otro lado, los resultados de esta Fase Il no coinciden con el trabajo de Reyes (2013),
guien sefal6é que los extractos de la cebolla y de la sabila inhiben el desarrollo micelial
de la cepa CPM-113 de T. aggressivum. Esto puede deberse al origen y lote de las
plantas de sabila, la manera en que se realizé la deshidratacion de la cebolla y de la
sabila, el medio de cultivo empleado, la época en que se obtuvieron los extractos y las

condiciones de incubacion de las cepas, entre otras causas. Se debe recordar que los
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organismos presentan variabilidad en uno u otro aspecto, ya que una misma especie,

bajo condiciones similares puede presentar comportamientos diferentes.

En la Fase lll, en el cultivo de la cepa CP-50 con los tratamientos de extractos vegetales
en proporcion 6:3 (p/p) y con AAS en concentracion 100 uM, el crecimiento del micelio,
fue practicamente similar en el testigo y en el tratamiento con AAS, y ambos superaron

significativamente el crecimiento micelial del tratamiento con extractos vegetales.

Probablemente en los primeros dias de incubacion, el micelio desarrollado en los
extractos vegetales fue estimulado por las vitaminas, minerales y compuestos fendlicos,
presentes en la cebolla y en la sbila, pero en los siguientes dias, se vio afectado por las
saponinas presentes en la sabila (Lanzotti et al., 2012). Sin embargo, este tratamiento
registro los valores mas elevados en la produccion de lacasas y proteinas, lo que se
atribuye a la presencia de los compuestos fendlicos en los extractos de cebolla y sébila

gue actuaron como inductores (Prakash et al., 2007; Chinchinilla et al., 2013).

En la segunda etapa en el cultivo de las cepas CP-50 y CP-753 con la adicién del AAS
100 uM, hubo efecto positivo Unicamente sobre el desarrollo micelial en la cepa CP-753

en los dias 6 y 8 de incubacion.

Al comparar los valores en la actividad volumétrica de las lacasas entre las cepas CP-50
y CP-753, se encontrd que la cepa CP-50 mostro los valores mas altos en el tratamiento
con AAS con respecto al testigo, en donde hubo diferencia significativa a partir del dia 6
de incubacion. Mientras que en la cepa CP-753, Unicamente hubo diferencia significativa

en el dia 10 de incubacion en el tratamiento con AAS, con respecto al testigo.

Es probable que el AAS al ser absorbido por el micelio y ya dentro de las hifas, tenga
algun impacto en uno o varios compuestos, que participan en la produccion de las

lacasas.

Por lo tanto, los extractos de cebolla y sabila, y el AAS actuaron como inductores capaces
de incrementar la produccion de lacasas, y ademas, es probable que haya habido un

incremento en la produccion de otras enzimas ligniloliticas (no determinadas).
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Spezzia (2012) registré valores inferiores de lacasas a los del presente estudio, entre
3.56 U/mL y 11.68 U/mL en el cultivo de la cepa CP-50 en agar extracto de malta (EMA)
con adicién de antraceno. En otro estudio bajo condiciones de fermentacion solida
utilizando bagazo de cafia de azucar y con la adicion de sulfato de amonio, las cepas
CP-50 e IE-8 de P. ostreatus produjeron menos de 0.01 1U/g de peso seco y 0.04 IU/g

de peso seco de lacasas, respectivamente (Memobirillo et al., 2008).

Una cepa de P. ostreatus se cultivd en fermentacion sélida con el residuo del fruto
amarillo de la pasion y salvado de trigo, registrando entre 6,040 U/L a 10,200 U/L y 5,900
U/L a 10,900 U/L, respectivamente (Zilly et al., 2012).

Los valores obtenidos en el presente estudio de la actividad volumérica de las lacasas a
11 dias de incubacion (testigo con 43 + 5.2 U/mL; AAS 100 uM con 54.3 + 1.0 U/mL y en
los extractos 6:3 (p/p), con 118.3 = 12.2 U/mL) superaron a la mayoria de aquellos
trabajos sefalados, inclusive a los valores registrados por Camacho (2013) en el cultivo
de la cepa CP-50 en EMA adicionado con antraceno, en donde mostro valores entre 0.22

a 26.25 U/mL, en diferentes dias de desarrollo micelial.

En la produccion de las proteinas, resulta dificil establecer comparaciones, ya que como
en el caso de las lacasas, las condiciones en que se realiz6 el presente cultivo de la cepa
CP-50 y CP-753, son diferentes a otros trabajos. En la produccion de proteinas, en
ambas cepas tanto en los testigos como en los tratamientos, la adicion del AAS, no
mostré efectos positivos.

Spezzia (2012) registré 15 pg/mL de proteinas en el cultivo de la cepa CP-50 en PDA
con adicién de antraceno. Membirillo et al. (2008) en el cultivo de las cepas CP-50 e IE-
8 de P. ostreatus en bagazo de cafia con adicion de sulfato de amonio registraron 0.758
mg/g y 0.630 mg/g en peso seco de proteinas, respectivamente. Por otra parte, Camacho
(2013), en el cultivo de la cepa CP-50 en EMA, registro valores finales de proteinas en
los testigos entre 32.99 ug/mL y 49.91 ug/mL, que son inferiores a los obtenidos en el
presente estudio [para los extractos 6:3 (p/p), con 98 + 12 ug/mL; para el testigo 93.6 +

9.8 ug/mL y para el tratamiento con AAS, 96.2 + 11.1 uyg/mL].
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Por lo que respecta a la segunda hipétesis planteada, hubo diferencias en el desarrollo
micelial, en la produccion de lacasas entre los tratamientos con los extractos vegetales
en proporcion 6:3, asi como en los tratamientos con AAS 100 uM. Ademas, de que no
hubo efecto en todos los tratamientos en la produccion de proteinas, por lo que, la
hipbtesis no se sostiene.

Finalmente, en la correlacion lineal entre las variables de estudio, como fue la
comparacion entre el area micelial y las lacasas, area micelial y proteinas, y las lacasas
con proteinas, en la mayoria de las comparaciones, hubo correlacién significativa y

positiva con a = 0.05.
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9. CONCLUSIONES

1) Por primera vez se obtuvieron y aplicaron extractos de cebolla y sébila en las
proporciones 3:6 (p/p) y 6.3 (p/p) en el cultivo dual de las cepas CPM-113 de T.
aggressivum y CP-50 de P. ostreatus en el medio PDA. El efecto de los extractos fue

estimular el desarrollo micelial en ambas cepas.

2) Por primera vez se realizé el cultivo de la cepa CP-50 de P. ostreatus en el medio PDA
con adicién de extractos vegetales en proporcion 6:3 (p/p) y con la adiciéon de acido

acetilsalicilico en concentracién 100 uM.

3) Se establecio la comparacion de las cepas CP-50 y CP-753 de P. ostreatus, al
cultivarlas en medio PDA (Difco) con adicion de acido acetilsalicilico en concentracion
100 uM en donde se reafirmo su efecto, mayormente en la produccion de lacasas y

en minima parte en el desarrollo micelial.

4) Los extractos vegetales en proporcion 6:3 (p/p) y el acido acetilsalicilico en
concentracion 100 uM, son buenos inductores para incrementar significativamente la

produccion de lacasas en cepas de P. ostreatus.
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10. ESTRATEGIA PROPUESTA

Con los resultados obtenidos, se tiene una nueva tecnologia que puede desarrollarse
para incrementar la produccion de lacasas y con ello, fortalecer el micelio a nivel de
laboratorio de las cepas de Pleurotus spp. para adaptarse de mejor manera en los
substratos soélidos en que se cultiven, lo cual traera un incremento en la produccion de

hongos, ya sea a pequefia o gran escala.
10.1. Algunas consideraciones y acciones a realizar

Los resultados hasta ahora obtenidos, no son concluyentes para plantear una produccion
de in6culos con la aplicacion de los extractos vegetales o con el AAS. Es necesario
realizar mas investigaciones sobre estos aspectos, por lo cual, se plantean algunas

acciones tendientes a consolidar la estrategia de aplicacion.

Acciones o actividades a realizar

e Continuar las experimentaciones con la aplicacion de los extractos vegetales y del
AAS con varias cepas de hongos comestibles 0 medicinales, que de manera
natural no produzcan grandes cantidades de lacasas. Con ello, inducir su
produccién enzimética.

e Seleccionar las cepas de hongos que mejor respondan a los extractos vegetales
y al AAS.

e Investigar el efecto de los extractos vegetales y del AAS en la produccion de otras
enzimas diferentes a las lacasas en varias cepas de hongos.

e Producir inéculos o “semilla” con micelio fortalecido con los extractos vegetales o
con el AAS y realizar el cultivo experimental de hongos en substrato sélido ya sea
en subproductos agricolas, subproductos agroindustriales y/o forestales.
Establecer comparativos en la produccion (eficiencia biolégica, tasa de
produccion, etc.).

e Realizar estudios de costo-beneficio en la obtencion de los extractos vegetales.

e Investigar los costos en el mercado de otros inductores para incrementar la

produccion de lacasas.

107



e De ser redituable la obtencion y aplicacion de los extractos vegetales, sobre todo
por ser de origen natural y no contaminar el ambiente, se continuaria con las

siguientes etapas.
10.2. Produccion de in6culos con extractos vegetales y/o con AAS

Inicialmente, la produccion de indculos se realizaria en el laboratorio de hongos del
COLPOS, Campus Puebla. En donde ademas, se estableceria el protocolo para
determinar las condiciones, cantidades, tiempo de incubacién, materiales y equipo para
la produccion de indculos. Es en este laboratorio en donde se esta generando el

conocimiento y la estrategia de aplicacion.

10.3. La estrategia

La estrategia en esta investigacion representa un gran potencial en el cultivo de hongos
comestibles y medicinales con la utilizacion de in6culos fortalecidos en el desarrollo
micelial 'y en la produccion enzimatica para degradar diversos substratos
lignocelulésicos. Con ello, se obtendrian mayores rendimientos en la produccion y se
beneficiarian principalmente los pequefios productores en el sector rural. Por otra parte,
los substratos degradados por el micelio, pueden tener otras aplicaciones mas como
puede ser la produccién de compostas para generar abonos o fertilizantes, o bien

aplicarse en la biorremedicion de suelos contaminados por hidrocarburos.

10.4. Paquete tecnoldgico

En este aspecto, se genero el conocimiento sobre el incremento de la enzima lacasa en
las cepas CP-50 y CP-753 de P. ostreatus al utilizar como inductores a una mezcla de
extractos de cebolla y de sabila, asi como del acido acetilsalicilico. Este conocimiento se

extiende a la aplicacién de otras cepas de hongos comestibles y medicinales.

De manera general, se plantean las siguientes etapas a seguir para la transferencia del

conocimiento generado:
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Contar en el laboratorio con personal para el manejo, obtencién y aplicacion de
los extractos vegetales y del AAS.

Tener la infraestructura para la fragmentacion, deshidratacion y obtencion de los
extractos de cebolla y sébila. En este caso, considerar el modulo de herreria con
laminas de policarbonato que se construyo para tal fin.

En laboratorio, la produccion de indculos o “semilla” para la siembra en substratos
sélidos y su incubacion.

Produccién y cosecha de hongos en médulos de produccion (planta productora),
evaluacion de la produccion y reutilizacion de los residuos lignoceluldsicos.

Venta y presentacion del producto.

10.5. Actores de la estrategia

Los actores involucrados son:

Los productores de hongos comestibles y medicinales.

Los productores de cebolla y de sébila.

El laboratorio de hongos del COLPOS, Campus Puebla.

Instituciones de investigacion (Universidades, Institutos, etc.).

Instituciones gubernamentales que proporcionen apoyos financieros y técnicos.

La poblacién consumidora de los hongos comestibles y medicinales.
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Figura 31. Etapas para implementar la estrategia y el paquete tecnolégico para la produccion de
“semilla” y el cultivo de cepas de Pleurotus ostreatus.
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12. ANEXOS

12.1. ANEXO 1

Cultivo de la cepa CP-50 de Pleurotus ostreatus en medio PDA en tres marcas
comerciales

12.1.1. Resumen

Se cultivé la cepa CP-50 de Pleurotus ostreatus en el medio PDA, en las marcas
comerciales: Bioxon, Merck y Difco a temperatura ambiental entre 21°C a 22 °C en
obscuridad, durante diez dias de incubacion. Se evaluaron las variables velocidad de
crecimiento del area micelial, la morfologia colonial y la coloracion del micelio. En la
velocidad de crecimiento del area micelial, entre los medios marca Difco y Merck no hubo
diferencias estadisticas y a los diez dias de incubacion alcanzaron 41.6 + 4.86 y 39 +
5.67 cm?, respectivamente y fueron significativamente superiores al medio Bioxon, el
cual logr6 18.8 + 7.83 cm?. En las tres marcas del medio PDA, el micelio fue blanco con
densidad abundante. La cara inferior en los medios Bioxon y Difco fue blanco-grisaceo y
el medio Merck fue de color amarillo. Se seleccioné el medio PDA marca Difco para

continuar con los trabajos.

12.1.2. Introduccion

En la elaboracion comercial de los medios de cultivo sintéticos para el desarrollo micelial
de diferentes hongos, puede existir variacion en la cantidad y calidad de nutrimentos que
son indispensables para que el hongo se desarrolle de la mejor manera.

Por lo anterior, fue necesario realizar ensayos para determinar en cual o cuales marcas
comerciales se desarrollaria de mejor manera la cepa CP-50 de P. ostreatus y asi, evitar
resultados heterogéneos. Se realizo el cultivo de esta cepa en el medio PDA, elaborado

por las marcas comerciales Bioxon, Difco y Merck.
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12.1.3. Materiales y métodos

Se utilizaron los medios de cultivo PDA de las marcas comerciales Bioxon, Merck y Difco.
Por cada medio de cultivo se prepararon 5 cajas Petri de 92 mm x 15 mm, con 30 mL

cada una.

Los tres medios de cultivo se prepararon siguiendo las instrucciones de cada fabricante,
se disolvieron y esterilizaron a 121 °C. A las 48 h de su preparacion, las cajas Petri se
inocularon colocando en el centro un disco de 5 mm de diametro con micelio de la cepa
CP-50 de P. ostreatus previamente desarrollado. La incubacion de las cajas Petri fue a
temperatura ambiente en el laboratorio de hongos comestibles del COLPOS (21°C a
22°C) y en obscuridad. En la Figura 32 se presenta el diagrama de trabajo.

Material biolégico CP-50
de Pleurotus ostreatus

Medio PDA marca Medio PDA marca Medio PDA marca
Merck (n = 5) Difco (n =5) Bioxon (n =5)

I [

Siembra de la cepa CP-50

Incubacion a temperatura
ambiente (°C)

Cinética de crecimiento

Variables evaluadas:
Area de crecimiento
Descripcion de las colonias
Coloracién del medio de cultivo

Figura 32. Evaluacion del desarrollo micelial de la cepa CP-50 de Pleurotus ostreatus cultivada
en PDA de tres marcas comerciales.
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12.1.4. Variables a evaluar

Area de crecimiento micelial. Para determinar el area micelial, se tomaron fotografias
al micelio de las cajas Petri con medio PDA en las tres marcas comerciales, por una sola
vez, a los diez dias de incubacion. Las imagenes del micelio se midieron con el programa

de computo ImageJ (National Institutes of Health, ver., 2012) (seccion 6.3.2.).

Descripcion de las colonias. Se observo la morfologia colonial, densidad y textura del

micelio en cada una de las tres marcas comerciales del medio de cultivo PDA.

Coloraciéon del medio de cultivo. Se hicieron observaciones del color del micelio en la

cara superior y en la cara inferior de las cajas Petri en las tres marcas comerciales.

12.1.5. Resultados y discusién

En la Figura 33, se presenta el resultado del area de crecimiento del micelio de la cepa
CP-50 de P. ostreatus, comparada en las tres marcas comerciales del medio PDA.

El desarrollo del micelio de la cepa CP-50 de P. ostreatus, fue similar en los medios de
cultivo de las marcas Merck y Difco, ya que entre ellos no hubo diferencia significativa.
Sin embargo, ambos medios son significativamente mejores que el medio de cultivo

Bioxon.

Por otra parte, el color del micelio fue diferente en la cara inferior de la caja Petri. En los
medios de cultivo Bioxon y Difco el color fue blanco-grisaceo y en el medio Merck el color

fue amarillo (Figura 34).
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Marca del medio de cultivo |Promedio del area (cm?)
Merck 39+5.67a
Bioxon 18.8+7.83b
Difco 41.6+4.86a

Figura 33. Desarrollo del micelio de la cepa CP-50 de Pleurotus ostreatus inoculado en tres
medios de cultivo sintéticos con diez dias de incubacion en temperatura ambiental entre 21 °C y
22 °C en obscuridad. Andlisis de los datos con ANOVA, con prueba de rango multiple de Tukey
con a = 0.05 (SAS, 9.0). Réplicas con n = 5.

131



Figura 34. Desarrollo micelial de la cepa CP-50 de Pleurotus ostreatus en tres marcas
comerciales del medio de cultivo sintético PDA a nueve dias de incubacion. A, B y C: cara
superior; D, E y F: cara inferior, con el micelio de las marcas Difco, Merck y Bioxon,
respectivamente.

Los mejores medios de PDA en el desarrollo de la cepa CP-50 de P. ostreatus fueron las
marcas Merck y Difco, sin embargo, en el medio de la marca Merck la cara inferior fue
amarilla, lo cual se puede deber a que este medio tenga alguna substancia que obliga al
micelio a presentar dicho color. Por esto mismo, a pesar de que tuvo un buen desarrollo

micelial, no se consider6 apto para continuar con los trabajos.

Con base a lo anterior, se continud con las investigaciones desarrollando la cepa CP-50
de P. ostreatus en el medio de cultivo PDA Difco, ya que presenté un buen desarrollo

micelial homogéneo y libre de coloraciones extrafas.
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12.2. ANEXO 2

Produccidn de lacasas por la cepa CP-50 de Pleurotus ostreatus en PDA (Difco)

12.2.1. Resumen

Se cultivo la cepa CP-50 de P. ostreatus en el medio de cultivo PDA Difco, seleccionado
previamente, en comparacion con las marcas Merck y Bioxon (Anexo 1). La incubacion
fue entre 27 °C y 28 °C de temperatura ambiental y en obscuridad durante 11 dias. Se
evalué la morfologia colonial, el area del crecimiento micelial y se determind la
produccién volumétrica de lacasas con muestreos a los 3, 5, 7, 9y 11 dias de incubacion
utilizando como substrato el ABTS a 1 mM. EIl micelio cubri6 el diametro de la caja Petri
a los 9 dias de incubacion; la cara superior presentd un color blanco, y la cara inferior un
color blanco cremoso. La densidad fue abundante, la textura algodonosa, la colonia
regular y zonificada. En el desarrollo del area micelial, en el dia 3 (muestra inicial)
present6 6.0 + 0.16 cm? y al dia 9 con la caja llena alcanzé 59.44 + 0 cm?. La actividad
volumétrica de las lacasas en el muestreo del dia 3 de incubacion, present6 1.16 + 0.41

U/mL, que se increment6 al dia 11 con 49.03 + 1.05 U/mL.
12.2.2. Introduccion

Con base a la previa seleccion del medio de cultivo PDA en la comparacion de tres
marcas comerciales (Merck, Bioxon y Difco) (Anexo 1), se cultivo la cepa CP-50 en el
medio PDA marca Difco, ya que presentdé un mejor desarrollo micelial en este medio.
Esto fue con la finalidad de estandarizar el mejor desarrollo micelial en el medio PDA 'y
evitar un desarrollo heterogéneo. Por otra parte, se evalud la actividad volumétrica de

lacasas en 5 muestreos durante los 11 dias de incubacion de dicha cepa.
12.2.3. Materiales y métodos

Se prepararon 15 cajas Petri con 30 mL (n = 15) del medio de cultivo de acuerdo a las
instrucciones del fabricante y se sigui6 la metodologia de la seccion 6.2. A las 48 h de

Su preparacion, a cada caja Petri se le colocé en el centro un disco de 5 mm con micelio
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de la cepa CP-50 de P. ostreatus previamente desarrollado en PDA (Difco). La
incubacion fue durante 11 dias a temperatura ambiente en el laboratorio de hongos
comestibles del COLPOS (27 °C a 28 °C) y en obscuridad.

12.2.4. Variables a evaluar

Se evalué la morfologia colonial, pH inicial y final (secciones 6.3.1 a 6.3.4.), y desarrollo
del &rea micelial. Para determinar el &rea del desarrollo micelial, se tomaron fotografias
en los dias del muestreo a partir del dia 3 al dia 9 (seccion 6.3.2.). El area se determino

con el programa de codmputo ImageJ (National Institutes of Health, ver. 2012).

12.2.5. Obtencion de muestras y determinacion de las lacasas

Obtencion de muestras. En la obtencion de las muestras (sobrenadante) del medio

PDA, se siguio el procedimiento que se sefiala en la Figura 4.

Determinacion de la actividad volumétrica de las lacasas. La actividad volumétrica
de la enzima lacasa, se midié a los 3, 5, 7, 9 y 11 dias de incubacién con muestras de n

= 3, con el ABTS a 1 mM. Se siguié la metodologia descrita en la seccion 6.5.

12.2.6. Resultados y discusion

Morfologia colonial. El micelio en la cara superior presentd un color blanco, mientras
gue en la cara inferior tuvo un color blanco cremoso. La densidad fue abundante, la
textura algodonosa, con la forma de la colonia regular y zonificada (Figura 35). El micelio
se desarroll6 rapidamente; a los nueve dias de incubacién el micelio cubrié
completamente la superficie del medio de cultivo PDA Difco contenido en la caja Petri
(Figura 36).

pH. El valor del pH inicial (dia 0) con el in6culo sembrado, fue de 5.64 con temperatura
de 23.4°C, vy el valor final al dia 9 de incubacién fue cercano al punto neutro con 6.80 y

temperatura de 22.9 °C, con el micelio totalmente desarrollado.
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Crecimiento del &rea micelial. Los promedios del crecimiento del area micelial diaria,
se presentan en la Figura 37. El micelio con 3 dias de desarrollo mostrd 6.0 + 0.16 cm?
y al dia 9, registrd 59.44 + 0 cm?,

Evaluacion volumétrica de las lacasas. Los valores de las lacasas aumentaron
conforme avanzé el desarrollo micelial en la etapa de incubacion. El valor inicial fue de
1.16 £ 0.41 U/mL en el dia tres del desarrollo micelial. La méxima actividad volumétrica
de la enzima lacasa se presentd a los 11 dias de incubacion, con 49.03 = 1.05 U/mL
(Figura 38).

Figura 35. Morfologia colonial de la cepa CP-50 de Pleurotus ostreatus desarrollada en PDA
(Difco) entre 27 °C y 28 °C de temperatura ambiental y en obscuridad con nueve dias de
incubacioén. A: cara superior. B: cara inferior.
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Figura 36. Desarrollo micelial de la cepa CP-50 de Pleurotus ostreatus cultivada en PDA Difco

con nueve dias de incubacion entre 27 °C y 28 °C de temperatura ambiental y en obscuridad.
Réplicas con n = 15.

70
59.44
60 5V
£ 50
) 39.04
S 40
.g 24 .5
E 30 19.9
S 20
< 9.94
10 6
0
3 4 5 6 7 8 9
Tiempo de incubacion (dias)
Cepa Tiempo de incubacion (dias)
3 4 5 6 7 8 9
CP-50 | 6+0.16 | 9.94+1.11 | 199+2.4 | 245+1.77 | 39.04 +3.39 | 51.37£0.98 | 59.44 + 0

Figura 37. Desarrollo del area micelial (cm?) de la cepa CP-50 de Pleurotus ostreatus cultivada
en PDA (Difco) con nueve dias de incubacion entre 27 °C y 28 °C de temperatura ambiental y en
obscuridad. Réplicas con n = 15.
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Figura 38. Produccién volumétrica de la enzima lacasa en la cepa CP-50 de Pleurotus ostreatus
cultivada en PDA (Difco) con nueve dias de incubacion entre 27 °C y 28 °C de temperatura
ambiental y en obscuridad. Réplicas con n = 15.

El desarrollo micelial de la cepa CP-50 de P. ostreatus se puede considerar que fue
veloz. Esto probablemente fue a causa de la temperatura ambiental en la que se incubd
y por el medio PDA marca Difco, el cual tuvo mejor composicidon en su elaboracién o

preparacion, lo que beneficié al micelio.

Por otra parte, en la evaluacion de la produccién volumétrica de las lacasas, los valores
desde el inicio del muestreo (dia 3) con 1.16 + 0.41 U/mL fueron en aumento constante
hasta el dia 11 de incubacion con 49.03 + 1.05 U/mL. Estos valores son superiores a los
registrados por Camacho (2013), quien realiz6 el cultivo de la cepa CP-50 en el medio
extracto de malta agar (EMA) en presencia de antraceno en diferentes concentraciones
y en los correspondientes testigos (sin antraceno); los valores de las lacasas que registrd

este autor, estuvieron entre 0.41 U/mL y 26.25 U/mL, en diferentes dias de incubacion.
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En ese mismo trabajo, el desarrollo micelial de la cepa CP-50 fue heterogéneo, ya que
la caja Petri se cubrio entre 17 y 33 dias, de acuerdo al cultivo en las diferentes
concentraciones del antraceno. Es probable que el medio de cultivo y la presencia del

antraceno hayan influido de manera determinante en la produccién de las lacasas.

Con base a los resultados aqui obtenidos, los trabajos continuaron con la utilizacion del
medio de cultivo PDA marca Difco, con la adicion de extractos vegetales y/o la adicion

del acido acetilsalicilico.
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12.3. ANEXO 3

Coeficientes de correlacion entre las variables de estudio en las cepas CP-50 y
CP-753.
12.3.1. Cepa CP-50 con extractos vegetales y AAS
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Figura 39. Coeficiente de correlacion 0.9846. Con a = 0.01 altamente significativa y positiva
entre las variables area micelial y lacasas en la cepa CP-50 en medio PDA, testigo.
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Figura 40. Coeficiente de correlacion 0.9917. Con a = 0.01 altamente significativa y positiva
entre las variables area micelial y lacasas en la cepa CP-50 en medio PDA, con AAS 100 uM.
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Figura 41. Coeficiente de correlacion 0.9667. Con a = 0.01 altamente significativa y positiva
entre las variables area micelial y lacasas en la cepa CP-50 en medio PDA, con extractos de
cebolla y sabila en proporcion 6:3 (p/p).
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Figura 42. Coeficiente de correlacion 0.9032. Con a = 0.01 altamente significativa y positiva
entre las variables area micelial y proteinas en la cepa CP-50 en medio PDA, testigo.
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Figura 43. Coeficiente de correlacion 0.9473. Con a = 0.01 altamente significativa y positiva
entre las variables area micelial y proteinas en la cepa CP-50 en medio PDA, con AAS 100 uM.
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Figura 44. Coeficiente de correlacion 0.9475. Con a = 0.01 altamente significativa y positiva

entre las variables area micelial y proteinas en la cepa CP-50 en medio PDA, con extractos de
cebolla y sabila en proporcion 6:3 (p/p).
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Figura 45. Coeficiente de correlacion 0.8788. Con a = 0.01 altamente significativa y positiva
entre las variables lacasas y proteinas en la cepa CP-50 en medio PDA, testigo.
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Figura 46. Coeficiente de correlacion 0.9385. Con a = 0.01 altamente significativa y positiva
entre las variables lacasas y proteinas en la cepa CP-50 en medio PDA, con AAS 100 uM.
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Figura 47. Coeficiente de correlacion 0.9684. Con a = 0.01 altamente significativa y positiva
entre las variables lacasas y proteinas en la cepa CP-50 en medio PDA, con extractos de cebolla
y sabila en proporcion 6:3 (p/p).

12.3.2. Cepas CP-50 y CP-753, con adicién de AAS
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Figura 48. Coeficiente de correlacion 0.9704. Con a = 0.01 altamente significativa y positiva
entre las variables area micelial y lacasas en la cepa CP-50 en medio PDA, testigo.
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Figura 49. Coeficiente de correlacion 0.9846. Con a = 0.01 altamente significativa y positiva
entre las variables area micelial y lacasas en la cepa CP-50 en medio PDA, con AAS 100 uM.
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Figura 50. Coeficiente de correlacion 0.7544. Positiva, no significativa entre las variables area
micelial y proteinas en la cepa CP-50 en medio PDA, testigo.
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Figura 51. Coeficiente de correlacion 0.8222. Con a = 0.05 significativa y positiva entre las
variables area micelial y proteinas en la cepa CP-50 en medio PDA, con AAS 100 pM.
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Figura 52. Coeficiente de correlacion 0.5824. Positiva, no significativa entre las variables lacasas
y proteinas en la cepa CP-50 en medio PDA, testigo.
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Figura 53. Coeficiente de correlacién 0.7304. Positiva, no significativa entre las variables lacasas
y proteinas en la cepa CP-50 en medio PDA, con AAS 100 uM.
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Figura 54. Coeficiente de correlacion 0.9443. Con a = 0.01 altamente significativa y positiva
entre las variables area micelial y lacasas en la cepa CP-753 en medio PDA, testigo.
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Figura 55. Coeficiente de correlacion 0.9191. Con a = 0.05 significativa y positiva entre las
variables area micelial y lacasas en la cepa CP-753 en medio PDA, con AAS 100 uM.
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Figura 56. Coeficiente de correlacién 0.8521. Con a = 0.05 significativa y positiva entre las
variables area micelial y proteinas en la cepa CP-753 en medio PDA, testigo.
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Figura 57. Coeficiente de correlacién 0.8558. Con a = 0.05 significativa y positiva entre las
variables area micelial y proteinas en la cepa CP-753 en medio PDA, con AAS 100 pM.
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Figura 58. Coeficiente de correlacion 0.9658. Con a = 0.01 altamente significativa y positiva
entre las variables lacasas y proteinas en la cepa CP-753 en medio PDA, testigo.
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Figura 59. Coeficiente de correlaciéon 0.9772. Con a = 0.01 altamente significativa y positiva
entre las variables lacasas y proteinas en la cepa CP-753 en medio PDA, con AAS 100 uM.
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