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Resumen

Los hongos son fuente de alimento y medicina desde tiempos remotos. Por su valor nutracéutico
y como fuente de nutricéuticos se han utilizado para mantener y mejorar la salud, preservar la juventud
y promover la longevidad. También son fuente de compuestos quimicos bioactivos Utiles para la
preparacion de productos farmacéuticos.

De las 700 especies de hongos comestibles investigadas, s6lo unos 50 hongos tienen valor
medicinal y entre ellos Grifola frondosa es uno de los mas notables e investigados, especialmente
como estimulador del sistema inmune y por sus propiedades antitumorales en la lucha contra el cancer.
En los bosques andino patagénicos de Argentina y Chile existen dos representantes del género Grifola:
G. gargal Singer y G. sordulenta (Mont.) Singer, para los cuales no se ha investigado suficientemente
sobre su biologia y por lo tanto no se ha desarrollado aln una tecnologia apropiada para su cultivo,
como tampoco se han hecho estudios sobre sus posibles propiedades medicinales y aplicaciones no
solo terapéuticas sino también biotecnoldgicas.

Por ello se investigd la factibilidad de cultivarlos en condiciones controladas y a su vez se
profundizé en el conocimiento de distintos aspectos bioldgicos de interés. Por otra parte, la actividad
medicinal hallada en poliporos y en especial en Grifola frondosa apoya la formulacion de la hip6tesis
gue plantea también la presencia de actividad antioxidante y/o antigenotédxica en estas especies. La
confirmacion de tales propiedades es necesaria para sostener mas investigacion sobre su uso medicinal
y resulta de importancia en la propuesta de posibles variedades de productos a partir de ellos, lo cual
otorgaria un plus como valor agregado de estos hongos.

Para comprender aln mas las condiciones de crecimiento de estas especies se realizaron cuatro
campafias recorriendo diferentes bosques de robles del Parque Nacional Lanin. Alli, con la ayuda de
residentes del lugar y mic6logos, se pudieron recolectar fructificaciones sélo en determinados lugares,
asi como también se tomaron datos de las colonias en crecimiento y muestras de G. gargal causando
podredumbre. Asimismo, se aislaron dos cepas (cepa B y G9) de G. gargal, una proveniente de un
arbol en pie y otra tomada de un roble caido que llevaba mas de 20 afios produciendo fructificaciones.
La historia de los bosques de roble, informada por otros autores, revela que durante la Gltima
glaciacion fueron fragmentados y en consecuencia se desarrollaron procesos de variabilidad genética
entre los mismos. Algunas de estas variables son el contenido y calidad de ciertos compuestos
polifendlicos los cuales se sabe que son importantes en la biologia de los hongos degradadores de la
madera. En consecuencia esto indicaria una variabilidad entre cepas de los diferentes bosques de
robles para G. gargal. Dos cepas, correspondientes a G. gargal (cepa A) y G. sordulenta, fueron
obtenidas del Centro de Investigacion y Extension Forestal Andino Patagénico (CIEFAP).

Hallar las condiciones Optimas en la produccion de micelio y cuerpos fructiferos es un paso
fundamental para la produccidn optimizada de los compuestos con valor nutricional, y como fuente de
nutricéuticos y farmacos hipotéticamente presentes en estos hongos.

El anélisis del crecimiento micelial de G. gargal y G. sordulenta en agar nutritivo revel6 que para

ambas especies, las mejores condiciones de cultivo fueron pH 4, 18°C y medio de cultivo MYPA
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suplementado con 0,4% de céscara de girasol en polvo. Asi, fue posible disminuir el tiempo para la
obtencion de indculo de excelente calidad y el cultivo de las cepas en este medio fue posteriormente
utilizado en forma rutinaria para su mantenimiento y para su uso como indculo. Los resultados
presentados fueron analizados por una posible pérdida de vigor (luego de tres afios de subcultivos) y se
hallé que ambas cepas no perdieron vigor y que ademas hubo una mejora en la velocidad de
colonizacién por G. sordulenta y ello se puede explicar por haber desarrollado una adaptacion a los
ingredientes del medio, concluyendo que las condiciones de rutina empleadas fueron adecuadas para
conservar su vigor por mas de 12 subcultivos. El aumento en contenido de polvo de céscara de girasol
no modificd la velocidad de colonizacion de la cepa A de G. gargal por lo que no se justifica su
aumento en el medio de cultivo por encima del 0,4 % para esta especie; no se encontraron diferencias
en la velocidad de colonizacion entre las cepa A, B y G9.

Usualmente se observa en el stock de cepas de los laboratorios de micologia que algunas cepas
producen primordios y/o verdaderos cuerpos fructiferos un tiempo después que son almacenadas. Esto
llevé a utilizar este método de cultivo in vitro en condiciones controladas para dilucidar los procesos
gue subyacen en la morfogénesis fungica, i.e.: la diferenciacién del micelio vegetativo a micelio
reproductivo. Las observaciones realizadas con lupa y microscopio a G. frondosa, G. gargal y G.
sordulenta, fueron comparadas con las observaciones realizadas por otros autores en la bibliografia
hallandose algunas diferencias de importancia taxondémica en cuanto a velocidad de crecimiento,
morfologia de las colonias, cambios de coloracion en el medio de cultivo y tipo de degradacion de
compuestos fenolicos, estudiada in vitro. El aspecto al microscopio de las hifas generativas,
gloeopleuras, esqueletales, presencia de clamidosporas y estructuras cristaloides, también en
comparacion con las observaciones de otras investigaciones, indicé algunas diferencias que permiten
conocer mejor la variabilidad entre cepas de estas especies.

El estudio de las formaciones morfogénicas in vitro de G. gargal y G. sordulenta fue Util para
detectar cambios producidos en estos cultivos luego de aplicar diferentes condiciones luminicas. La
irradiacion con luz blanca durante el crecimiento vegetativo de G. gargal previno una demora
significativa del crecimiento de micelio en cajas de Petri causadas por temperaturas desfavorables (c.a.
21°C). Las diferentes condiciones de luz produjeron cambios en el metabolismo secundario y en la
diferenciacion morfogénica de los cultivos. La respuesta a estas condiciones luminicas fue mayor en
G. gargal que en G. sordulenta. Los resultados indicaron que ambas especies de Grifola fueron
sensibles a la irradiacion luminica, con respuestas morfogénicas de distinto tipo e intensidad, si bien la
luz blanca fue més efectiva. En ausencia del estimulo luminoso, ambas especies del género fueron
capaces de mostrar eventos morfogénicos. En el caso de G. gargal, en presencia del estimulo
luminoso, la cepa A fue mas sensible que la B en la presentacion de respuestas fotomorfogénicas.
Estos resultados registrados para los distintos anchos de banda de irradiacion luminica son sugerentes
de la participacion de mas de una molécula fotorreceptora.

Para estimar la capacidad ligninolitica in vitro, se cultivé G. gargal y G. sordulenta en medios

diferenciales conteniendo diferentes compuestos fendlicos. Para fines comparativos y para poder
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extrapolar los resultados al cultivo, resultd util realizar este estudio en forma simultanea con otras dos
especies poliporales que tienen una buena performance en fermentaciones en estado sélido empleando
cascara de girasol como sustrato: G. frondosa y Ganoderma lucidum (dos cepas). El estudio revel6 la
expresion de enzimas polifenol oxidasas en diferentes momentos del crecimiento y con diferentes
patrones. Se sugiere que una de estas seria la enzima lignina peroxidasa (LiP). En otro estudio se
verifico la actividad de lacasas. Asimismo, la presencia de la enzima con actividad de Mn-peroxidasa
(MnP), fue también detectada, ya que en presencia de 20 ppm de Mn(Il) en sustratos a base de cascara
de girasol la velocidad de crecimiento micelial fue mayor; asimismo en el caso de G. sordulenta caus6
un aumento en la densidad micelial aparente. En otro analisis similar se estudio el crecimiento de estas
especies en medios diferenciales conteniendo diferentes fuentes de carbohidratos para determinar la
actividad de la enzima celobiosa deshidrogenasa. El crecimiento fue en todos los casos moderado a
bajo. Se determin6 que G. gargal crece mejor en xilulosa y pectina, lo cual indicaria una preferencia
por la fraccién hemicelulésica de los sustratos. Grifola sordulenta por su parte, crece bien en celulosa
y xilulosa y present6 actividad de la enzima celulosa deshidrogenasa. La velocidad de crecimiento y la
densidad de la colonizacion en los medios de carbohidratos fue mayor en las colonias de G. frondosa y
Ganoderma lucidum superando a G. gargal y G. sordulenta que si bien crecieron en todos los medios,
mostraron menor habilidad para colonizarlos. Por lo cual ambos estudios en medios diferenciales
mostraron una menor performance in vitro, lo cual permitié prever un desempefio regular a bajo al
extrapolar estos resultados al cultivo en sustratos basados en cascara de girasol.

En algunas especies el cultivo de micelio en medios liquidos ofrece ciertas ventajas como
reduccion de las pérdidas por contaminacién, utilizacién de espacios mas reducidos, y facil
recoleccion de la biomasa y de los metabolitos disueltos en el medio. Se realizaron cultivos de G.
gargal y G. sordulenta en medio liquido agitado empleando Erlenmeyers de 250 ml y 500 ml, y
frascos de 3 I, asi como también en medio liquido estacionario empleando fuentes de vidrio de 4 I. Se
compararon los diferentes sistemas considerando el trabajo que requiere cada técnica y la cantidad de
biomasa que produce. Para G. gargal se encontré favorable el cultivo en frascos de 3 I, y para G.
sordulenta en Erlenmeyers de 250 ml, obteniéndose una biomasa de 4 y 18 g/l en 20 dias de cultivo,
respectivamente. En ambas especies la temperatura 6ptima para este cultivo fue de c.a. 18°C. En este
trabajo se determind que la suplementaciéon con diferentes reguladores del crecimiento vegetal y/o
vitaminas 0 amino&cidos, o s6lo con bencilaminopurina (0,1-10 mg/l) a los medios de ambas especies
no incrementa significativamente la biomasa. Por otra parte, mediante el empleo de indculo
homogeneizado se consiguié disminuir la variabilidad dentro de los tratamientos en comparacion con
el uso de discos de micelio cultivado en agar como indculo. Los diferentes protocolos suministraron
material micelial con diferentes cualidades para ensayar posteriormente las propiedades antioxidantes
de estas especies.

El spawn en granos es el material que se emplea para inocular grandes masas de sustrato en el
cultivo de hongos. La evaluacion del crecimiento de micelio de G. gargal y G. sordulenta mediante el

bioensayo de crecimiento lineal de Duncan (1997) reveld que ambas especies pueden ser cultivadas en
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granos de trigo, girasol, maiz y combinaciones de trigo con mijo y maiz con girasol; se determind que
el mejor crecimiento se logra para ambas especies con el cultivo en granos de trigo en el rango de pH
de 5,3 a 6,4. La colonizacion completa de los granos de trigo, segun la técnica de produccion habitual
en botellas de un litro, se produce mas rapidamente a 24°C, en comparacion con el crecimiento del
micelio en medios semisélidos y liquidos (c.a. 18°C). En el cultivo en granos no se hallaron
diferencias en el nimero de botellas que completaron la colonizacion a los dias 25 y 30. Para ambas
especies y para todos los tipos de granos, la mayor proporcién de botellas colonizadas se observo a los
30 dias. Considerando la cantidad de granos por gramo de spawn, el empleo de granos de trigo es el
mas indicado.

Se empled el test de crecimiento lineal de Duncan para evaluar la velocidad de colonizacion, la
densidad aparente, el incremento del contenido de proteinas y de actividad de lacasas, y la degradacién
de fibras de G. gargal y de G. sordulenta en 20 formulaciones de sustrato a base de cascara de girasol.
Seguidamente se realiz otro ensayo para estudiar el efecto de ciertos suplementos en la velocidad de
colonizacién y densidad aparente en 10 formulaciones méas. Con la informacién recolectada se puede
afirmar que ambas especies pueden crecer en estos sustratos, que la cascara de girasol no necesita
suplementos, como salvado o sustrato gastado de Pleurotus ostreatus, para sostener un buen
crecimiento del micelio.

Para G. gargal la colonizacion mejor6 con un tratamiento acido del sustrato, o con el agregado de
cofactores enzimaticos (Mn(11) y Zn(ll)), o de otras fuentes lignocelul6sicas como roble, alamo o paja
de trigo; para G. sordulenta se encontr6 que la colonizacién mejora sélo en cuanto a la densidad con
un tratamiento acido del sustrato, o con el agregado de cofactores enzimaticos (NH4(1), Mn(ll) y
Zn(11)).

Con el establecimiento de un cultivo axénico de G. gargal y G. sordulenta sobre troncos
sintéticos artificiales empleando cascara de girasol como sustrato, se encontré6 que ambas especies
pueden colonizar bien el sustrato, si bien con un ciclo productivo mas extenso y mayor riesgo de
contaminacién a posteriori que para otras especies cultivadas con la misma técnica. La induccion con
choque térmico a 5°C produjo una sensible induccién de primordios, y se lograron algunas
fructificaciones. El intercambio gaseoso es crucial para el desarrollo de los basidiomas, como era
esperable segln los antecedentes registrados en la literatura sobre la produccion de G. frondosa. La
secuencia de produccion de ambas especies en las diferentes etapas es similar a la de G. frondosa:
primordios granulares grises, que luego se diferencian en fructificaciones que se suceden en formas
conocidas como cerebro, coliflor y racimo.

Las propiedades antioxidantes de extractos metandlicos de cuerpos fructiferos, micelio de cultivo
liquido y/o de cultivo de granos de trigo fueron analizadas en cuanto a sus propiedades de extincion de
radicales (radical DPPH), y poder reductor, asimismo también se comparé el contenido de compuestos
fendlicos y se caracterizaron los extractos metandlicos con la técnica de cromatografia de capa delgada.
Los resultados hallados permitieron conocer las propiedades antioxidantes de G. gargal y G. sordulenta.

Estas especies resultaron poseer muy buenos atributos antioxidantes, especialmente poder reductor. Las
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diferentes bioformas de micelio y también las formas de cultivo modifican cuali y cuantitativamente el
contenido de antioxidantes causando variaciones en la actividad secuestrante de radicales y en el poder
reductor. También se encontré que el micelio puede ser inducido a modificar su contenido en
antioxidantes usando reguladores de crecimiento vegetal, y que la variacion en el contenido de una
propiedad antioxidante es independiente de la producida en otra propiedad antioxidante. La actividad
antioxidante se debié en parte a la presencia de compuestos fendlicos pero no fueron los Unicos
compuestos activos. El anélisis de cromatografia de capa delgada revelé ademéas que la mayoria de los
compuestos antioxidantes eran de naturaleza polar, en éstos siempre se hallaron las caracteristicas de
revelado correspondientes a compuestos fendlicos, y ademéas en algunas bandas también se revel6 la
presencia de flavonoides. Por su parte los metabolitos apolares se observaron en todos los
cromatogramas de los extractos. En algunos casos podria asociarse a compuestos fenélicos, mientras
gue en otros podria deberse a metabolitos no fendlicos. En G. sordulenta se hallé que la actividad
antioxidante estuvo parcialmente asociada a compuestos flavonoides.

Las propiedades antigenotdxicas de cuerpos fructiferos y micelio de cultivo liquido de G. gargal;
asi como las harinas de granos de trigo fermentados con G. gargal, G. sordulenta y/o G. frondosa,
fueron estudiadas con el test de mutacion y recombinacion somética en Drosophila melanogaster. El
agente quimico utilizando para causar las mutaciones (promutageno) fue el DMBA (7-12-
dimetilbenzo(a)antraceno). Con el estudio de la toxicidad de DMBA en distintos tratamientos pudo
observarse un incremento en la mortalidad de las larvas de 9 a 45%, sin embargo cuando Se agregaron
los extractos fungicos esta mortalidad disminuyd. La mutacion y recombinacién se evalué como el
nimero de spots blancos por cada cien ojos, mostrando un aumento en la frecuencia en aquellos
tratamientos que contenian DMBA, y una disminucion en los co-tratamientos conteniendo ambos:
DMBA, vy extractos fungicos en el siguiente orden: fructificacion de G. gargal, las tres harinas de
granos colonizados y micelio de cultivo liquido de G. gargal. Se concluyd que el material evaluado
resulté no téxico per se y en combinacion con el promutageno y procancerigeno DMBA pudieron
disminuir su mortalidad y la genotoxicidad. La respuesta protectora de los materiales fungicos activd
mecanismos de detoxificacion en la larva de D. melanogaster que pueden ser desmutagénicos o
bioantimutagénicos, y que fueron causados por ciertos compuestos bioactivos presentes en estos
hongos superiores con actividad antigenotéxica como p.e. fendlicos, acido linoleico, polisacéridos y
polipéptidos.

Luego de demostrar la ausencia de genotoxicidad, las propiedades antioxidantes y las propiedades
antigenotoxicas de G. gargal y G. sordulenta, aun es necesario realizar estudios adicionales sobre la
produccion de cuerpos fructiferos por medio de la fermentaciéon en estado sélido, y asi facilitar su
disponibilidad para su consumo como alimento. Hasta entonces una alternativa es la produccion de
micelio y metabolitos por medio del cultivo liquido. Finalmente, en un apartado final de la tesis se
muestra informacion del contenido mineral y de diferentes nutrientes analizados en muestras de

micelio, fructificaciones y granos de trigo colonizados, y como una novedad con potencial
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biotecnoldgico se sugiere la obtencidén de una harina de trigo colonizado por estos hongos para ser

empleada como un alimento funcional.

Summary

As of ancient times, fungi have been and still are a source of food and medicine. Due to their
nutraceutical value, they have been used to maintain and improve health, preserve youth and promote
longevity. They are also a source of bioactive chemical compounds, which are, in turn, useful for the
preparation of nutriceuttical and pharmaceutical products.

Of the 700 edible mushroom species investigated to date, only 50 have medicinal value. Among
these 50 is Grifola frondosa which is one of the most thoroughly investigated, particularly as a
stimulator of the immune system and for its antitumoral properties. Grifola gargal Singer and G.
sordulenta (Mont.) Singer, two representatives of the genus Grifola, in the andean patagonian forest in
Argentina and Chile, have not been fully studied to date. Nor have their medicinal properties with their
corresponding therapeutic applications been investigated.

The purpose of this Ph. D. thesis was therefore to study the possibilities of cultivating G.
frondosa under control conditions. On the other hand, the medicinal activity observed in polypores,
particularly in G. frondosa, gives support to the hypothesis on the presence of antioxidant and /or
antigenotoxic activity in these species. Confirming such properties is absolutely necessary to conduct
further research in favor of its medicinal properties and to promote the proposal of possible varieties of
products derived from them, which would, in turn increase the value of these fungi.

To further learn about the growth conditions of these species four campaigns were done in the
oak forests located within Lanin National Park. With the help of mycologists and people living in the
area, fruiting bodies were collected. Growth data and samples of rotting G. gargal were also collected.
Two new strains (strain B and G9) of G. gargal were isolated, one from a standing tree and another
from a fallen oak which had been producing fruits for a period longer than 20 years. Previous research
on the history of oak forests reveals that during the last ice age they were fragmented, thus inducing
the development of processes of genetic variability. Some of these sources of variability variables are
the content and quality of certain polyphenolic compounds which are known to be important in the
biology of fungal decomposers of wood. This could therefore be indicative of variability among
different strains of oak woodlands to G. gargal. Two strains, corresponding to G. gargal (strain A) and
G. sordulenta, were obtained from the Centro de Investigacion y Extension Forestal Andino
Patagonico (CIEFAP).

Reaching to the optimal conditions for the production of mycelium and fruiting bodies is key to
the optimized production of compounds with nutritional, nutraceutical and also as a source for
nutriceuticals and pharmaceuticals hypothetically present in these fungi.

Analysis of mycelial growth of G. gargal and G. sordulenta on nutrient agar medium revealed
that for both species, the best culture conditions were pH 4, 18 ° C and culture medium supplemented

with 0.4% MYPA of sunflower husk powder. It thus took shorter time to obtain high quality seed and
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cultivation of strains in this medium was subsequently used routinely both for its maintenance and use
as inoculum. Results were analyzed by a possible loss of vigour (after three years of subcultures) and
showed that both strains did not lose vigour and that there was a higher rate of colonization in Grifola
sordulenta which could be due to the fact that they adapted to the ingredients of the medium, thus
indicating that the routine mycelium growing conditions followed were adequate to maintain its force
for more than 12 subcultures. On the other hand, the increase in the content of sunflower husk powder
(0.4 %) did not alter the rate of colonization of strain A to G. gargal. This indicated that there is no
need in increasing the amount of this supplement in this species. It was also observed that there were
no differences in the rate of colonization between strain A, B, and G9.

It has been observed that in stock strains of mycology laboratories some strains produce
primordia and/or real fruitbodies after they are stored. This led us to use the method of in vitro culture
under controlled conditions to deep on the processes underlying fungal morphogenesis, i.e the
differentiation of vegetative mycelium to reproductive mycelium in these species. Observations of G.
frondosa, G. gargal and G. sordulenta under a magnifying glass and microscope were compared with
observations by other researchers. These comparisons revealed some differences in taxonomic
significance in terms of growth speed, colony morphology, colour changes in the culture medium and
type of degradation studied in vitro. The comparison of the microscopic appearance of generative
hyphae, gloeopleuras, skeletal, presence of chlamydospores and crystalloid structures with
observations from other researchers showed differences which will contribute to better understanding
of the variability among strains of these species.

The study of the in vitro morphogenic differentiation of G. gargal and G. sordulenta was useful
as it helped detect changes in these crops after applying different light conditions. Irradiation with
white light during the vegetative growth of G. gargal prevented a significant delay in growth of
mycelium in Petri dishes, originated from unfavourble temperatures (c.a. 21 ° C). The different light
conditions produced, in fact, changes in secondary metabolism and morphogenic differentiation of
cultured mycelia. Compared to findings from a study conducted in colonies grown in Petri dishes
which had completed their vegetative growth in darkness and had received a thermal shock, in our
study the effect of these environmental conditions was greater on G. gargal and similar on G.
sordulenta. This indicates that both species of Grifola are sensitive to light irradiation with different
morphogenic response type and intensity while white light is more effective. In the absence of light
stimulus, both species of the genus were found to have the ability to show morphogenic events. In the
case of G. gargal, strain A was observed to be more sensitive than B in the presentation of
photomorphogenic responses. These results reported for different bandwidths of light irradiation are
indicative of the involvement of more than one photoreceptor molecule.

Grifola gargal and G. sordulenta were cultured in differential media containing different
phenolic compounds in order to estimate ligninolytic ability in vitro. For comparative purposes and in
order to extrapolate results to their cultivation, this study was carried out simultaneously with two

other species of poliporales which exhibit a good performance behave naturally in solid state
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fermentation when using sunflower husks as main substrate. The study revealed polyphenol oxidase
enzyme expression at different times and with different growth patterns. It is suggested that one of
these could be the enzyme lignin peroxidase (LiP). It was further verified the activity of laccases. Mn-
peroxidase (MnP) activity was presumably present because it was also detected in other strains of G.
gargal and because addition of Mn (1) increased the rate of colonization with G. gargal cultivation on
sunflower husk as substrate and aspect was better in G. sordulenta. Growth of these species in
differential media containing different carbohydrate sources was also studied in order to determine the
activity of the enzyme cellobiose dehydrogenase. In all cases, growth ranged from moderate to low. It
was found that G. gargal grows best in xylulose and pectin, which could be indicaive of a preference
for the hemicellulosic fraction of the substrates. In contrast, G. sordulenta was observed to grow well
on cellulose and xylulose and evidenced cellulose dehydrogenase activity. Growth rate and density of
colonization on media containing carbohydrates was higher in colonies of G. frondosa and
Ganoderma lucidum, being even higher than those of G. gargal and G. sordulenta which, although
they grew in all media, evidenced lower ability to colonize them. Both studies in differential media
showed a lower in vitro performance, thus preannouncing a regular to low growth performance when
these results were extrapolated to crop-based substrate sunflower husk.

In some species the mycelium growing in liquid media have the advantage of reducing losses due
to culture, the use of smaller spaces, and allow for an easy harvesting of the biomass and recovery of
the metabolites dissolved in the medium. Cultures of G. gargal and G. sordulenta were carried out in
agitated liquid medium using 250 and 500 ml Erlenmeyers flasks, and 3-liter bottles, as well as in
liquid medium sources using 4-liter glass containers. Different systems were compared considering the
work involved in each technique and the amount of biomass produced. Grifola gargal culture was
carried out in 3-liter glass flasks and G. sordulenta was carried out in 250 ml Erlenmeyers flasks,
yielding a biomass of 4 and 18 g/l after 20 days of culture, respectively. In both species, optimum
temperature for this crop was c.a. 18 °C. In this work it was also determined that supplementation with
different plant growth regulators and/or vitamins or aminoacids, or benzylaminopurine alone (0.1-10
mg/l) to the media of both species does not significantly increase biomass. Moreover, the use of
homogenous innoculum reduced variability within treatments with respect to the use of disks of
mycelium grown on agar as inoculum. The fungal material obtained from this work provided mycelial
with different qualities to further test the antioxidant properties of these species.

Grain spawn is the material used to inoculate large number of substrates in mushroom cultivation.
The evaluation of mycelial growth of G. gargal and G. sordulenta by linear growth bioassay of
Duncan (1997) revealed that both species can be cultivated in grains of wheat, sunflower, corn and
wheat combinations with millet and corn with sunflower. It was also observed that optimum growth is
achieved for both species when cultivation of wheat grains is in the pH range of 5.3 to 6.4. The full
colonization of grains of wheat, following the production technique in traditional 1 liter bottles, occurs
more rapidly at 24 °C, compared with the growth of mycelium in semisolid media and liquid (c.a. 18 °

C). In grain cultivation there were no differences in the number of bottles that completed the
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colonization by days 25 and 30. For both species and for all types of grains, the largest proportion of
substrates in bottles was colonized after 30 days. Considering the number of grains per gram of spawn
grains, using wheat is best recommended.

Duncan linear growth test was used to assess the substrate mycelia colonization rate, bulk density,
increased protein content and laccase activity, and fiber degradation produced G. gargal and G.
sordulenta in 20 formulations based substrate sunflower husk. Another test was further conducted to
study the effect of certain supplements on the colonization rate and apparent mycelial density in 10
formulations. Taken together, findings from our study support the conclusion that both species grow in
these substrates, that sunflower seed husks needs no supplements such as bran or Pleurotus ostreatus
spent substrate to sustain regular growth of the mycelium. For G. gargal colonization was found to
improve with an acid treatment of the substrate or with the addition of enzyme cofactors (Mn (11) and
Zn (1)), or other lignocellulosic sources such as oak, poplar, wheat straw. For G. sordulenta
colonization was found to improve only in terms of mycelial density with an acid treatment of the
substrate, or with the addition of enzyme cofactors (NH, (1), Mn (I1) and Zn (I1)).

The axenic culture of G. gargal and G. sordulenta on artificial synthetic logs using sunflower
husks as substrate showed that both species can colonize the substrate, but with a longer production
cycle and increased risk of contamination in relation to other mushroom species with the same
technique. The thermal shock induction of 5 °C produced a significant induction of primordia and
produced some fructifications. Gas exchange is crucial to the development of basidiomas, as expected
based on previous research on the production of G. frondosa. The production sequence of both species
at different stages is similar to that of G. frondosa: gray granular primordia that grow into fruitbodies
of brain shape, then cauliflower shape and finally cluster flower.

The antioxidant properties of methanolic extracts of fruiting bodies, mycelium from liquid culture
and/or wheat grains were analyzed in terms of their radical scavenger properties (DPPH radical) and
reducing power. The content of phenolic compounds was compared and methanol extracts were
characterized using thin layer chromatography. It was thus possible to learn more about the properties
of G. gargal and to confirm them for the first time in the case of G. sordulenta. These species have
antioxidant reducing power properties. Different bioforms of mycelium and also different culture
systems modify forms of qualitative and quantitative antioxidant content causing variations in radical
scavenger activity and reducing power. In other words, the mycelium can be induced to change their
antioxidant content using plant growth regulators and variability in the content of antioxidant property
is independent of that produced in other antioxidant property. Antioxidant activity was found to be due
in part to the presence of phenolic compounds but it was not the only active compound. Thin layer
chromatography also helped to show that the majority of antioxidant compounds were polar, in these
were always revealed the presence of phenolic compounds, and in some bands, also the presense of
flavonoids. Non-polar metabolites were observed in all chromatograms of extracts. In some cases they
could be associated with phenolic compounds while in others could be associated to non-phenolic

metabolites. In G. sordulenta it was found that the antioxidant activity was preferentially associated to
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flavonoid compounds.

Antigenotoxic properties of fruiting bodies and mycelia from liquid cultures of G. gargal, as well
as grains of wheat flour fermented with G. gargal, G. sordulenta and/or G. frondosa were also studied
to test somatic mutation and recombination in Drosophila melanogaster. The chemical agent used to
cause mutations (promutagen) was DMBA (7-12-dimethylbenz (o) anthracene). Research on toxicity
revealed that treatment with DMBA increased larval mortality from 9 to 45%. Still, when fungal
extracts were added larval mortality rate decreased. Both mutation and recombination were assessed as
the number of white spots per hundred eyes, showing an increased frequency in the treatments with
DMBA, and a decrease in co-treatments with both: DMBA and fungal extracts in the following order:
G. gargal fruiting body, three grain meals colonized and G. gargal liquid culture mycelium. It could
be concluded that the material evaluated was not toxic and that in combination with procarcinogenic
promutagenic DMBA both mortality and genotoxicity decreased. The protective response observed
with fungal materials triggered detoxification mechanisms in D. melanogaster larvae which could be
either desmutagenic or bioantimutagenic and which could be produced due to some bioactive
compounds present in higher fungi with antigenotoxic activity, such as phenolics, linoleic acid,
polysaccharides and polypeptides.

Summing up, findings on the absence of genotoxicity and antioxidant and antigenotoxic
properties, in the fungal species studied in this Ph.D. thesis, will be greatly benefited from further
research on the optimization of both species for the production of fruiting bodies through fermentation
in the solid state. In the meantime, the production of mycelia and metabolites in liquid culture medium
is the alternative for such optimitization. A final section of this Ph.D. thesis includes information on
the mineral content of different nutrients which were analyzed in samples of mycelium and fruiting
bodies and colonized wheat grains. A novelty with biotechnological potential derived from this section
concerns the obtention of wheat flour colonized by these fungi, which evidenced factibility of being

used as functional nutrient.
Palabras claves

Grifola gargal, Grifola sordulenta, cultivo de hongos silvestres, medios de cultivo, actividad

antioxidante, actividad antigenotoxica, actividad antitumoral, alimentos funcionales.
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Capitulo |

Introduccién general

1.1. Hongos comestibles y medicinales

Los hongos superiores o macromicetos han sido parte de la vida del hombre desde tiempos
inmemoriales empleandose como alimento y medicina. En la era paleozoica ya habia una considerable
biodiversidad en el reino Fungi, con representantes en su mayoria acuaticos. En el periodo silurico
comenzaron a aparecer los hongos terrestres, y luego en el periodo devénico (hace 400 millones de
afios) y antes que aparecieran los arboles existieron los protaxites, hongos de seis metros de altura
(Boyce et al., 2007; Sherwood-Pike, 1991). Aproximadamente en el 5300 A.C. (Mesolitico) se registra
la utilizacion de los hongos por los humanos (Zjawiony, 2004).

La utilizacion tradicional de los hongos se ha transmitido de generacién en generacion en
diferentes culturas y hasta nuestra época. Cientos de afios de uso tradicional suministraron las pistas
sobre su potencial medicinal, y hace relativamente poco tiempo que los cientificos en todo el mundo
estan investigando los mecanismos bioldgicos por los que se les atribuyen estos efectos positivos sobre
la salud (Wasser, 2002).

Los denominados “hongos” o “setas” son las fructificaciones de los macromicetos
correspondientes a las clases basidiomicetes (basidiocarpos) y ascomicetes (ascocarpos). En estas
estructuras ocurre la meiosis y produccion de esporas sexuales (haploides). En condiciones
ambientales propicias, las esporas se desarrollan en hifas que crecen y se ramifican degradando la
materia organica que usan como sustrato. Si ocurre la union de dos hifas haploides compatibles
(plasmogamia) crecen las hifas dicariontes que en determinadas condiciones formaran los carpéforos.
Estos son comestibles cuando ademés de ser carnosos y palatables no presentan riesgo alguno para la
salud. También existen especies con carpoforos lefiosos, no palatables, cuyos metabolitos se consumen
en infusiones, concentrados, licores, polvos, tonicos, alcoholitos, sopas y formulas herbaceas (Mizuno
etal., 1995).

1.2. Aspectos nutracéuticos, nutriceuticos, farmacéuticos y cosmecéuticos

Muchos hongos que se cultivan como alimento también se consideran alimentos funcionales. Con
este nombre se incluyen productos potencialmente saludables, alimentos modificados, o con algun
ingrediente que proporciona beneficios mas alla de los nutricionales (Sadler y Saltmarsh, 1998). Los
objetivos globales del estudio cientifico de estos alimentos proponen: i) identificar interacciones
beneficiosas entre la presencia o ausencia de un componente del alimento (macronutriente,
micronutriente o no-nutriente) y una funcién o funciones especificas en el cuerpo; y ii) entender sus
mecanismos para apoyar hipétesis a ser tratadas en protocolos pertinentes para el estudio humano.

Un alimento, por ejemplo un hongo, o fraccién del mismo se considera nutracéutico cuando
ademas de sus propiedades nutritivas conlleva valor medicinal o sea tiene propiedades bioldgicas

activas, beneficiosas para la salud y con capacidad preventiva y/o terapéutica definida y
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cientificamente comprobadas. Los nutricéuticos, o suplementos dietarios se refieren a extractos de
alimentos parcialmente purificados, que se cree proporciona beneficios para la salud; son mezclas
crudas de compuestos extraidos con agua caliente o preparados como licores y alcoholitos. No deben
confundirse con los farmacéuticos (farmacos) que casi invariablemente son una preparacion que
contiene un compuesto quimico definido, con especificaciones, por lo cual estan listados en la
farmacopea (Chang, 1996). Los cosmecéuticos son nutricéuticos aplicados en y para el beneficio de la
piel (Draelos, 2005). Por ultimo, varios compuestos presentes en los hongos medicinales son
considerados como inmunonutrientes (Philpott y Fergusson, 2004).

Ciertas enfermedades se asocian a dietas no saludables, y visto desde el lado opuesto, muchas
enfermedades se tratan con dietas saludables. ElI consumo de determinadas hortalizas y frutas
(consideradas alimentos funcionales) son recomendaciones habituales para enfermedades cronicas,
cancer, enfermedades relacionadas con el sistema circulatorio y para el envejecimiento (Chang, 1996;
Mandel et al., 2005). Cada dia es mayor la cantidad de personas conscientes de los efectos criticos de
la dieta en la salud, y de la ingestion regular de estos nutra o nutricéuticos para reforzar la respuesta
inmune del cuerpo, aumentando la resistencia a las enfermedades y en algunos casos logrando la
regresion de la enfermedad (Jong y Birmingham, 1990).

Actualmente, casi todos los hongos medicinales importantes se cultivan artificialmente, lo cual ha
removido la limitacion, en cuanto a su disponibilidad desde fuentes naturales, que originaban los
periodos de escasez. Por otro lado, a partir de los cultivos controlados, se asegura la exactitud en la
identificacion y la fiabilidad y consistencia de los productos medicinales derivados que son
estandarizados.

Cabe destacar que existen estudios quimicos que han revelado que la concentracién de nutrientes
y de principios activos en los hongos esta relacionada con el tipo de cepa utilizada en unién a otras
exigencias especificas para el crecimiento fangico, como ser: factores nutricionales (sustancias
esenciales para el desarrollo: carbono, nitrégeno, vitaminas y minerales), factores abiéticos (humedad
del compost y de la cobertura, temperatura, luminosidad, oxigeno, productos quimicos en el aire,
concentracion de CO,), factores bidticos (virus, bacterias, hongos, nematodos, acaros e insectos), y
factores inherentes al procesamiento (cosecha, secado/deshidratacion y almacenamiento) (Chang y
Miles, 2004).

1.3. Hongos poliporos

Los poliporos (filum: Basidiomycota, clase: Basidiomycetes, subclase: Agaricomycetidae) son un
grupo de hongos altamente polifilético cuyos integantes son reconocidos por el tamafio grande de sus
basidiomas y la configuracion poroide del himendforo (Binder y Hibbett, 2002; Rajchenberg, 2006).
Asimismo, son un grupo diverso en cuanto a los caracteres microscopicos, biolégicos y funcionales y
su rol principal como degradadores del lefio de los arboles los ha transformado en elementos
fundamentales de la dindmica y de la sanidad de todo tipo de bosque (Rajchenberg, 2006). Los

poliporos son una de las mayores fuentes de compuestos biolégicamente activos, y uno tras otro, han
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mostrado poseer una o varias propiedades medicinales, i.e. metabolitos antimicrobianos; sustancias
citotoxicas, antineoplésicas e inmunomoduladoras; inhibidores de la agregacion plaquetaria;
hipoglucemiantes; inhibidores de la peroxidacion de lipidos y varios antioxidantes; insecticidas y
nematocidas por mencionar algunas de sus actividades (Zjawiony, 2004). Los poliporos mas
cultivados son: Grifola frondosa (maitake), Auricularia judea (hongo oreja), Flammulina velutipes
(enoki) Cordyceps sinensis (caterpillar fungus), Ganoderma lucidum (reishi) e Hypsizygus marmoreus
(bunashimeji) (Wasser y Weis, 1999).

En la década de los 60 se realizaron las primeras investigaciones sobre los efectos antitumorales
de extractos de varias especies de hongos, siendo los polisacéridos los principales componentes
activos, especificamente 3-D-glucanos (Ikekawa et al., 1969). En 1965, en Japédn se desarrollé una
preparacion muy popular y eficaz a partir del hongo Trametes versicolor (conocido previamente como
Coriolus versicolor). Un polisacarido-péptido de este hongo con el nombre de “Krestin” fue aceptado
para el uso contra varios tipos de cancer y fue cubierto por el plan oficial de salud japonés. El Krestin
contiene 75% de glucanos y 25% de proteinas (Hiroshi y Takeda, 1993). En los afios 90, este
compuesto significo el 25% de las drogas anticancer en Japon, con ventas por 350 millones de délares
(Mizuno, 1999). Un producto similar se desarrollé en China con otra cepa de Trametes versicolor,
bajo el nombre “peptide” (Rau et al., 2009). En la Tabla 1 se presentan algunos hongos poliporos y
los compuestos extraidos de los mismos y que se encuentran a la venta. Los polisacaridos son la

fraccion con mayor actividad bioldgica, presentes en todas estas especies.

Tabla 1. Algunos poliporos y sus compuestos patentados. Fuente: Wasser y Weis, 1999.

Especies Triterpenoides Polisacaridos Proteinas Acidos Otros
Ganoderma lucidum X X X X
Ganoderma applanatum X X
Ganoderma tsugae x X X x
Schizophyllum commune X
Trametes (Coriolus) versicolor X X Ergoesterol
Dendropolypurus umbellatus X
Hericium erinaceus X Cyathane
Inonotus obliquus X Ligninas
Grifola frondosa X X

1.4. El género Grifola

Shen (2001) menciona para este género 13 especies e indica que tres presentan propiedades
medicinales. En revisiones posteriores, se listan 47 especies y 54 variedades (Kirk, 2010; Mycobank,
2010). Las relaciones filogenéticas de G. sordulenta con G. frondosa, Polyporus umbellatus y
Meripilus giganteus (=G. gigantea) fueron estudiadas con herramientas moleculares por Shen (2001).
Este autor propuso que P. umbellatus y G. sordulenta comparten un ancestro comdn con G. frondosa y
menciona que G. frondosa esta relacionado con Laetiporus porteutosus y con M. giganteus. Las

relaciones entre estas especies basadas en estudios filogenéticos realizados mediante secuenciacién de
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ADN permanecen aun sin resolver (Rajchenberg, 2006).

Por otra parte, en base a las caracteristicas morfoldgicas, G. sordulenta, M. giganteus y G.
umbellata son muy similares y también podrian estar relacionadas filogenéticamente. Shen (2001)
argumenta que la clasificacion basada en morfologia microscépica se ve dificultada por algunos
caracteres como el septado secundario engrosado en las células de la base de las fructificaciones que
se confunde con la presencia de fibulas y el sistema hifal que puede ser monomitico o dimitico. Este
autor concluye que una mejor comprension de la historia evolutiva de estas especies ayudaria al
entendimiento de sus propiedades medicinales. Més recientemente Harada (2007) encuentra, mediante
la secuenciacion de los ITS-ADNr, que existe una similitud del 99% entre G. gargal y G. sordulenta y
propuso gue estas dos especies formen un clado separado de G. frondosa, con el cual comparten un
96% de la secuencias del ITS-ADNr.

Por sus propiedades medicinales y organolépticas G. frondosa (maitake) es el mas apreciado del
género con una produccién superior a 300.000 toneladas, y Japdn como el principal productor. Otras
especies que se consumen en menor proporcion, G. gigantea y G. umbellata, se han reportado como
inhibidoras del crecimiento de tumores en ratones (Mizuno y Zuang, 1995; Ying et al., 1987). Tales
hallazgos llevaron a cientificos de prestigio a investigar las propiedades medicinales de este género
(Wasser y Weiss, 1999). Varios estudios realizados con G. frondosa - fruto entero fresco, seco en
polvo y micelio de cultivo liquido - indican que este hongo tiene actividad medicinal como anti-viral,
anti-bacteriano y anti-parasitario, regulador de desérdenes cardiovasculares y de la presion sanguinea,
anti-diabético, y modulador del sistema inmunolégico (Mizuno y Zhuang, 1995; Royse y Guardino,
1997). El polisacéarido primario responsable de su actividad medicinal ($-1,6 glucano con una cadena
lateral B-1,3) se conoce con distintos nombres: Grifolan, fraccion MD y grifon-D (Kodama et al.,
2003). Si bien ha habido adelantos significativos en el conocimiento de los componentes activos en G.
frondosa, aln se requiere investigar mas sobre las propiedades medicinales de este hongo, los
beneficios potenciales, el mecanismo por el que los componentes mencionados ejercen su actividad
farmacoldgica, las enfermedades y sintomas contra los que ellos son eficaces y las dosis necesarias
para el beneficio de los pacientes. Ademas de los polisacéridos, G. frondosa es fuente de otras
moléculas bioactivas como es el caso de los polifenoles con actividad antioxidante (Mau et al., 2002;
Dubost et al., 2007).

La dosificacién de G. frondosa se ha determinado mediante ensayos realizados en animales.
Hobbs (1995) establecié que la dosis oral de polisacaridos (fraccion D) de G. frondosa que resulta
efectiva como inmunopotenciador y antitumoral en ratones es de aproximadamente 0,75 mg/kg de
peso. Considera que aunque es dificil comparar la actividad en ratones y humanos, asumiendo la
misma actividad, significaria que una dosis comparable de la fraccién D es de 47 mg para una persona
de 70 Kg, y esa cantidad estd presente en 12 g de fruto seco de G. frondosa (la cantidad de
polisacérido es de alrededor de 4 mg/g de fruto seco). Las dosis comerciales contenidas en capsulas
son de 300 mg, y deben suministrarse durante 3 meses para observar los efectos en los parametros de
laboratorio (Bianchi, 2008).
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No existen informes o trabajos en publicaciones cientificas sobre efectos colaterales negativos del
G. frondosa en las dosis recomendadas asi como tampoco con el consumo del hongo fresco en
cantidades razonables. En el sitio MedlinePlus (http://www.enotalone.com/article/9345.html) se puede
hallar méas informacion obtenida por agencias gubernamentales de salud (NLM, NIH entre otras) de
productos derivados de G. frondosa.

Algunos productos a base de G. frondosa se han estandarizado, es decir se realiza la obtencion y
luego la preparacion con protocolos que garanticen la reproducibilidad en su composicidn, es decir
con poca variacion en la composicion de los bio-productos (y por ende en la actividad). Debido a la
escasa investigacion en humanos, no se conoce qué dosis son seguras o efectivas, por ello no se
recomienda la toma de cualquier forma del hongo, entero, en capsulas, tabletas o extracto liquido por
menores de 18 afios. Debido a que reduce la tension arterial, las personas que toman antihipertensivos
deben ser cautelosas; asimismo como G. frondosa reduce el nivel de azlcar en sangre, también deben
ser precavidos quienes tienen diabetes o hipoglucemia y aquéllos que ingieren drogas, hierbas o
suplementos que afectan la glucosa sanguinea, deben monitorear su nivel de glucemia y ajustar la
medicacion segln resulte necesario, segin criterio médico. Finalmente, no se conoce sobre la
seguridad de G. frondosa durante el embarazo y la lactancia, por lo tanto en esos estados no se

recomienda su ingesta.

2. Grifola gargal y G. sordulenta

En los bosques andino-patagénicos de Argentina y Chile, se han hallado y descripto dos especies
endémicas del género Grifola: G. gargal y G. sordulenta (Singer, 1969). Son apreciadas como
alimento por las poblaciones nativas y sus propiedades nutracéuticas aun no han sido estudiadas
(Rajchenberg, 2002). Dado que estos hongos se recolectan en época de invierno, donde la
accesibilidad al bosque es muy limitada, es importante hallar las condiciones éptimas para el cultivo
de micelio y de las fructificaciones para la produccién de los compuestos con valor nutricional,
nutricéutico, cosmecéutico y farmacoldgico hipotéticamente presentes en estos hongos. El cultivo
también evitard el eventual impacto negativo en el equilibrio ecolégico del bosque autdctono que
provocaria la recoleccion intensiva de los basidiomas. El estudio de macromicetos silvestres busca
establecer sus propiedades bioldgicas, su comestibilidad, y la ausencia de toxicidad. Asi se facilita la

introduccidn de nuevas variedades al mercado de hongos comestibles y medicinales.

2.1. Grifola gargal

Grifola gargal Singer, se encuentra en arboles de roble pellin, Nothofagus obliqua (Mirb.) Oerst.
En la Figura 1 se indican los sitios donde se ha informado su recoleccién. Cabe mencionar que
Harada (2007) obtiene para su tesis ejemplares de G. gargal en lugares como “Los Angeles”,
“Valdivia”, “Osorno” y “Chiloe” (Chile), pero no da referencias precisas del lugar de recoleccion.

El roble pellin es un arbol monoico, caducifolio de hasta 40-50 m de altura 'y 2 m de diametro, se

lo encuentra en bosques templados de la Argentina (desde los 36,5 a 43° Sur) y Chile, (desde los 32,50
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a 41,3 ° Sur). Crece en suelos profundos y fértiles y hasta los 2.000 m de altitud; en ocasiones forma
bosques puros en zonas de 700-3.000 mm de lluvias anuales. Esta especie se considera dentro de los
Nothofagus que forman bosques tibios-templados (Heuser, 1984). Las diversas condiciones de su
crecimiento han influenciado la amplia variacion genética de sus bosques (Donoso et al., 2004). Su
madera varia de tonos blanco-amarillento en ejemplares jovenes, tornandose rojiza en los arboles
adultos.

Grifola gargal causa podredumbre blanca tanto en arboles en pie como en &rboles caidos, sin
constituirse esto en un problema grave de sanidad. Una caracteristica de la podredumbre es que posee
un agradable olor almendrado tanto en las fructificaciones como en el tronco. En la Figura 2 se
muestran imagenes de fructificaciones y primordios de G. gargal tomadas en el Parque Nacional
Lanin durante distintas campafias de recoleccion en el desarrollo de esta tesis.

En los arboles en pie se encuentran fructificaciones desde 1 m hasta los 5 m en el fuste 0 en
alguna de las ramas. Los lugarefios denominan simplemente “palo gargalero” al arbol en donde
encuentran este hongo. En los éarboles caidos genera fructificaciones anualmente, y se conoce el caso
de un arbol caido de c.a. 0,9 m de didmetro y 8 m de largo con basidiomas anuales durante méas de 20
afios (Figuras 2B-G). Cabe destacar que recientemente se encontré una fructificacion de G. gargal
creciendo en un alamo Populus nigra (Pozzi et al., 2009), lo cual constituye el primer antecedente de
la colonizacidn de G. gargal en una especie diferente a N. obliqua.

El ciclo bioldgico de G. gargal comienza cuando las basidiésporas se liberan desde las
fructiicaciones al aire. Estas células haploides son originadas en un himen6foro de poros angulares,
alargados a foliosos, lamelados. En poliporos la dispersion de las esporas ocurre principalmente por
accion del viento y la colonizacién puede ocurrir en las heridas de un arbol en pie, sobre el fuste
principal entre 1 m y 5 m de altura, sobre las ramificaciones (Figura 2A) o sobre un érbol caido
(Figuras 2C-G). La Figura 2B muestra la parte del &rbol que se mantuvo en pie, que a diferencia de
la parte caida en el suelo, no presenta fructificaciones. Las basidiésporas germinan y durante un
periodo crecen como micelio haploide hasta que las hifas de distintas polaridades sufren plasmogamia
de la que surge un micelio dicariético. EI micelio dicariético continda creciendo en el duramen (tejido
xilemético) del roble pellin causando una pudricion blanca (obsérvese un detalle de la podredumbre en
la Figura 2C y D). El micelio dicari6tico se reconoce al microscopio por la presencia de fibulas,
clamidosporas e hifas gloeopleuras (en el capitulo 11.B se muestran detalles de estas estructuras).

En condiciones naturales los primordios comienzan a formarse entre los meses de abril y junio y
si las condiciones para la fructificacion se mantienen favorables, se generan basidiomas de distintos
tamafios. Estos son semejantes a plantas de lechuga-repollo y pueden ser pequefios (como una esfera
de 10 cm de diametro) medianos (con 30 cm de diametro) y grandes (de forma irregular de 60 cm de
alto 40 de ancho y sobresaliendo 30 cm de la superficie del troco); el peso himedo alcanza los 12 kg.
Las fructificaciones son fuente de alimento de larvas de insectos de la familia Mycetophilidae

(Diptera) (ver mas abajo la Figura 6).
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Figura 1. Sitios donde fueron halladas y descriptas fructificaciones de Grifola gargal y G. sordulenta.

[A] Cordillera Pelada, 15 km NE de “El Mirador”, yen la | Singer, 1969;
Grifola zona del “Monumento Nacional Alerce Costero”, Schmeda-Hirschmann
gargal Chile. etal., 1999
[B] Parque Nacional Lanin, “Lago Quillén”, Argentina. Rajchenberg, 2002
H 7 14 N9y “wpT,
[C] Parqug [\,Iacmnal Lanin, “Lago QueT , Zona del “Rio Rajchenberg, 2002:
Chachin” y puesto de guardaparque “Pucara”, esta tesis
(Argentina).
[D] Osorno, bosque templado, Chile. Brujin et al., 2008
[E] Bariloche, “Peninsula San Pedro”, Argentina Pozzi et al., 2009
Grifola [F] Parque Nacional Nahuel Huapi, “Peninsula Rajchenberg 2002
sordulenta Quetrihué”, Argentina
[G] Parque Nacional Nahuel Huapi, “Puerto Blest”, y Rajchenberg 2002
ciudad de Bariloche, Argentina.
[H] Parque Nacional Los Alerces, “Lago Menéndez”, Rajchenberg 2002
Argentina.
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Figura 2. Grifola gargal fructificaciones y primordios. A: fructificaciones observadas en la
ramificacion principal (izquierda), en el fuste principal a 1 m del piso (centro) o en el fuste principal a
5 m de altura (derecha). Las imagenes B-F fueron tomadas de un tronco de roble pellin caido al suelo
(C-F) vy restos del arbol en pie (B). Las fructificaciones se hallaron s6lo en la parte caida. Las
imagenes C-F, muestran los primeros estadios de las fructificaciones (primordios) y las imagenes 1y J

corresponden a basidiomas medianos recolectados en este arbol.
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2.2. Grifola sordulenta

Grifola sordulenta (Mont.) Singer es una especie menos conocida que coloniza las raices de
Nothofagus dombeyi (Mirb.) Oerst (coihue) (Figuras 3A y B). Asi como en el caso de G. gargal, su
fitopatogenicidad no ha sido aun evaluada criticamente (Rajchenberg, 2006). En las campafias de
recoleccion realizadas en el Parque Nacional Lanin no se hallaron fructificaciones de esta especie, por
lo que los datos de su crecimiento en condiciones naturales fueron interpretados desde las fuentes
bibliograficas disponibles.

Los especimenes descriptos en ellas se recolectaron entre el 15 de marzo y el 8 de mayo. El
coihue se encuentra hasta los 1.200 m sobre el nivel del mar en Argentina (38-43° Sur) y Chile (35-47°
Sur). Es un arbol monoico, de hojas perennes, que crece hasta los 45 m de altura y puede alcanzar los
3 m de didmetro, es tolerante a bajas temperaturas y puede formar bosques puros (Heuser, 1984).
Grifola sordulenta causa podredumbre blanca a las raices del coihue y fructifica sobre el suelo o la
base de los troncos. A pesar de la amplia distribucion del coihue, las fructificaciones de G. sordulenta
fueron solamente descriptas en Argentina en los bosques de los lagos Menéndez y Nahuel Huapi.

Durante el otofio, las fructificaciones de G. sordulenta (Figura 3C) liberan basidiésporas que son
dispersadas por el viento. Las basididsporas se originan desde un himendforo color blanco-crema
dentro de los tibulos de 1-2 mm de didmetro, angulares a lamelares. Cuando estas células haploides
impactan sobre el sustrato adecuado germinan originando una colonia de micelio haploide primario en
la que mas tarde ocurre plasmogamia con otra colonia de polaridad diferente produciéndose el micelio
secundario. Este se reconoce por la presencia de fibulas. Para perseverar en condiciones adversas la
colonia de micelio puede generar estructuras de resistencia diploides: las clamidosporas. En la época
de fructificacion el micelio posee acumulados los nutrientes que absorbié del sustrato y con el
estimulo apropiado de las condiciones ambientales se inicia la formacion de primordios que luego
devienen en fructificaciones. Los basidiomas hallados y descriptos hasta el momento son de 35 x 15 x
30 cm.
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Figura 3. Grifola sordulenta, arboles de coihue (A y B) y fructificacion (C).

3. Campanias de recoleccion

Para proceder a la recoleccion del material fingico en areas del Parque Nacional Lanin, se tramitd
el permiso correspondiente ante autoridades del Parque Nacional Lanin (proyecto n® 851, seccional
San Martin de los Andes). Las fructificaciones recolectadas de G. gargal se envolvieron
cuidadosamente y se mantuvieron a baja temperatura. Posteriormente se congelaron y se transportaron
hasta Bahia Blanca, donde fueron liofilizadas. Para la identificacion de los especimenes se verifico:
arbol hospedante, olor almendrado, descripcion de la morfologia del basidioma, observacion de las
basidiosporas y el contexto con floxina en microscopio 6ptico, determinandose la presencia de hifas
gloeopleuras.

No se encontraron basidiomas de G. sordulenta. Los residentes de la zona consultados creian

conocer este hongo, pero mencionaban que era muy dificil de encontrar.

3.1. Primera campafia de recoleccion

Siguiendo la experiencia y las indicaciones de los residentes, el 18 de Mayo de 2006 se realizo
una campafia en las zonas del lago Lacar, peninsula Yuco, sector del Rio Chachin y paraje Pucara. En
la peninsula Yuco, se examin6 c.a. de 4 ha y se hallé una fructificacién en mal estado, (15 x15 %10
cm, aproximadamente). En Pucara se encontr6 una fructificacién nueva en un arbol caido (Figuras 4A
y B) Conocedores del lugar mencionan que el mismo arbol presenta fructificaciones anualmente, y lo

ha hecho asi durante mas de 20 afios (Figura 4C).
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Figura 4. Fructificaciones de Grifola gargal sobre Nothofagus obliqua halladas en un arbol caido. Ay
B: pequefia fructificacion. C: cinco fructificaciones recolectadas por un residente en la semana previa

a la primera campafia.

Finalmente, en la zona de bosque de N. obliqua aledafia a la cascada del rio Chachin, 48°8°43”S -
71°39°3170, se encontraron cuatro fructificaciones sobre arboles de esta especie distribuidas en un
pequefio sector dentro de un area de 0,5 ha (Figuras 5A-C). Dos ejemplares estaban sobre el fuste
principal y otros dos en la ramificacion principal. Los arboles estaban cubiertos de musgos en la zona
de la fructificacion. A una distancia de c.a. 200 m del mismo sector se encontré una fructificacion
gigante ubicada en el fuste principal de un arbol a 1,5 m del suelo (Figura 5D). De esta fructificacion
se extrajo el in6culo de la cepa B (ver Tabla 2).

En cuanto al clima del lugar en esa época, era muy frio (-1°C a 8°C), con escarcha en las zonas
abiertas y picos montafiosos cubiertos parcialmente de nieve. El bosque era muy hdmedo. Las
primeras heladas ocurrieron en la Gltima semana de abril. Las fructificaciones no mostraron una
orientacion hacia el polo norte o el polo sur, es decir la zona del tronco més seca 0 mas himeda de
acuerdo con la incidencia normal de irradiacion solar.

Durante la camparia también se observd la presencia de larvas en el contexto de G. gargal, que
fueron recolectadas para su determinacion taxondmica. Esta tarea se realiz en el Laboratorio de

Zoologia de Invertebrados 1l (UNS) y también con la colaboracion de un especialista en la materia,
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Kail Heller (Alemania). Los resultados de la identificacién mostraron que las larvas pertenecian a la
familia Mycetophilidae (Diptera). Los dipteros son uno de los grupos mas diversos desde el punto de
vista ecoldgico (Grimaldi y Engel, 2005) y uno de los taxa mas abundantes en los bosques de N.
obliqua (Berrios, 2002). La Figura 6 muestra tres larvas halladas en G. gargal, varios miembros de
esta familia de comedores de micelio han sido descriptos en los bosques de N. obliqua, incluso en la
zona de Pucaré (Duret, 1989).

3.2. Segunda campania de recoleccion

El 3 de Mayo de 2007 se realiz6 una segunda campafia, dado que se iniciaba la época de
fructificacién. Se recorrieron zonas en los alrededores de la cascada Chachin y no se encontraron
fructificaciones. Tampoco hasta el momento se habian desarrollado las fructificaciones del arbol caido
de N. obligua que todos los afios fructificaba. Finalmente, se encontré una fructificacion en el camino
Chachin-Pucard en un roble a 5 m de altura sobre una rama, en mal estado. Esta fructificaciéon era
pequefia, de 15x 10x 12 cm. Probablemente la ausencia de estos hongos se debié a la falta de
acumulacién de frio para la induccion de la fructificacion, y que en caso del arbol caido mencionado

resulté ser inducida aproximadamente un mes después.

3.3. Tercera camparia de recoleccion

Comenzo el 10 de Mayo de 2008. Los especimenes del arbol caido fueron retirados y congelados
por un residente en los dias previos a la campafia. Esta debi6 suspenderse dadas las malas condiciones
del camino (intensas lluvias y nevadas) que tornaban peligrosa la exploracion del lugar y so6lo fue

posible obtener los basidiomas recolectados por el mencionado residente.
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Figura 5. Fructificaciones de Grifola gargal recolectadas en especimenes de Nothofagus obliqua en
pie durante la 1° campafia. A: basidioma en la ramificacién principal; B: en el fuste principal (3 m de
altura); C: sobre el fuste principal (4 m de altura); D: en el fuste principal a 1,5 m de altura.
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Figura 6. Larvas de insectos de la familia Mycetophilidae (Diptera) halladas en el contexto de Grifola
gargal. Larvas cilindricas, con dos hileras paralelas de setas cortas en 9 bandas ventrales; cabeza
pigmentada; un par grande de espiraculos dorsales en el protérax y 8 pares de espiraculos
abdominales. En la figura del centro, de arriba hacia abajo miden: 16, 25, 21 mm respectivamente.

3.4. Cuarta campafia de recoleccion

Fue realizada en la primera semana de Mayo de 2009. Hasta el momento no se habian producido
nevadas pero si heladas. Se recorrieron los bosques de N. obliqua y bosques mixtos de Nothofagus
spp. (roble, rauli y coihue) y no se encontraron fructificaciones asi como tampoco en la zona de la
cascada Chachin. Nuevamente, en el arbol caido se encontraron primordios y fructificaciones
pequefas de G. gargal (Figuras 2E-H). De esta fructificacion se hicieron varios aislamientos de los
cuales cinco se lograron establecer satisfactoriamente. La cepa G9 es uno de ellos (Tabla 2).

3.5. Bosques de Nothofagus obliqua

En este punto vale enfocar la atencién sobre la ubicacion fitogeagréfica de los bosques de N.
obliqua, realizando una breve descripcion de sus caracteristicas. El roble, coyan, hualle o pellin, est&
distribuido entre los 33° y los 41° S, en la cordillera de la costa, depresion central y cordillera de los
Andes, desde c.a.100-2000 m de altitud en el Norte y c.a. 0-500 m en el Sur en la republica de Chile
(Figura 7) (Donoso et al., 2004). En Argentina se desarrolla entre los 36°50°en las lagunas de
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Epulafquen y los 40°15°S en la cuenca del lago Léacar, a altitudes de 630-1.200 m (ibid.). Los bosques
de robles son diversos debido a su distribucion amplia y en una geografia compleja que resultan en
diferentes condiciones microclimaticas (Donoso et al., 2004). En adicion, las glaciaciones del
cuaternario fragmentaron las poblaciones de N. obliqua y con esto se generaron procesos marcados de
diversificacion genética (Azpilicueta et al., 2009); otro factor que interviene en la diferenciacion
genética es que puede formar hibridos naturales con el rauli (N. nervosa) (Gallo et al., 1997).

Figura 7. Distribucion fitogeogréfica de los bosques de Nothofagus obliqua en Chile y Argentina.
Fuentes: Donoso et al., 2004 (izquierda) y Azpillicueta y Gallo, 2009 (derecha).
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Como se menciond anteriormente, las zonas donde se han encontrado especimenes de G. gargal,
asi como también su venta en mercados, corresponden a zonas costeras de Valdivia y la zona de
Osorno en Chile. Si bien no estd aclarada la procedencia de aquellos que se venden, se cree que
pueden provenir tanto de la cordillera costera como de los valles centrales longitudinales o la
cordillera de los Andes. Estas zonas se corresponden con los bosques chilenos de Cruces, Llancacura 'y
Rupalco estudiados por Azpillicueta et al. (2009). En Argentina los bosques de robles son
marcadamente mas fragmentados (Donoso et al., 2004) pudiéndose constatar la presencia de G. gargal
en el lago Quillén, lago Quedi, rio Chachin, Pucara, y Yuco, que se corresponden con los bosques Q1,
L6 y L4, descriptos por Azpilicueta y Gallo (2009). Entre estos bosques existe cierta cercania genética
en comparacion con otros bosques donde ain no se ha determinado la presencia de G. gargal como
Pilolil, Quila Quina, Epulauquen, Norquinco Pulmari, y Norquinco.

La diferenciacion entre poblaciones de N. obliqua es revelada por una gran variacion de la calidad

de los compuestos fendlicos (Donoso et al., 2004), los cuales pueden influir en la degradacion de la
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madera que realizan estas especies ligninoliticas ya que los mismos poseen, en general, actividad
funguicida. Posiblemente los procesos climéaticos que incidieron en la variacion intraespecifica y en la
evolucion de las poblaciones de N. obliqua, también pudieron causar una diferenciacion paralela entre
posibles poblaciones de G. gargal. En secciones posteriores se muestran las diferencias en las
respuestas enzimaticas y el crecimiento en presencia de &cido gélico y tanico halladas en diferentes
cepas de G. gargal que sustentan esta hipotesis.

3.6. ¢Baja capacidad de colonizacion, de competencia o de fructificacion?

Durante las camparias realizadas, fue interesante observar que en el arbol donde se desarrollaron
fructificaciones, éstas ocurrian en la parte caida y no en el tronco que quedd en pié, asi como tampoco
fue posible encontrar basidiomas en los robles mas cercanos, y tampoco fueron hallados en afios
anteriores segin informacién de residentes de la zona. Por otra parte, en la zona de Chachin se
encontraron cuatro basidiomas en diferentes ejemplares de roble en un radio de 30 m, lo cual supone
una posible relacion entre determinados arboles y el hongo G. gargal, méas alla de las condiciones
ambientales. Es un hecho concreto que, si bien se conoce su presencia en los bosques y las épocas de
fructificacidn, es una especie poco frecuente, al punto que los residentes del lugar han denominando a
los arboles colonizados como “palos gargaleros”, haciendo referencia a que el arbol que ha sido
colonizado produce fructificaciones afio tras afio, mientras que en el resto del bosque es muy dificil
encontrar “nuevos palos gargaleros”, es decir que estacionalmente generen fructificaciones.

Contrariamente a este fendmeno selectivo, recientemente se inform6 que G. gargal colonizd y
fructificé en un alamo (Pozzi et al., 2009) lo cual permite suponer que la especie (o al menos la cepa
en cuestion) tiene cierta capacidad de establecerse en hospedantes diferentes.

En el desarrollo de esta tesis, trabajando en condiciones de asepsia, el micelio de G. gargal y G.
sordulenta, crecid sobre sustratos a base de trigo, girasol, maiz y cascara de girasol, demostrando asi
su potencial para crecer en sustratos nuevos en ausencia de competidores. Cabe sefialar que en todos
los casos el crecimiento se manifesté mas lento que el de otras especies ligninoliticas ensayadas en
condiciones similares. También se observé que al exponerse al ambiente del cuarto de cultivo, se
contaminaban de manera mas répida que las otras especies. Esto indicaria una menor capacidad
competitiva ante otros microorganismos, lo cual explicaria en parte su baja incidencia, observada

también en la naturaleza.

4. Madera y podredumbre

4.1. Madera de roble

En la Figura 8 se muestran las caracteristicas de la madera de N. obliqua (roble pellin). En la
Figura 8A se muestra la seccion sagital de la madera de N. obliqua donde pueden apreciarse los
densos y finos anillos del crecimiento estacional, aparente por las diferentes gamas de coloracion

marron rojiza. En las Figuras 8B y C, se muestran imagenes de un corte trasversal y otro longitudinal
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del lefio donde es claramente visible la gruesa albura, que resulté ser dura al corte, también se muestra
una fina corteza que fue facilmente separable. Asimismo pudo observarse que a medida que el tronco
perdia humedad se formaron grietas radiales en el xilema y también que en la porcion mas intima
himeda aparecia un color méas rojizo que en las porciones exteriores (Figura 8D). Al obtener viruta
con este material (Figura 8E), pudo percibirse un olor que recuerda a el acido acético que difundia
con el tiempo y se perdia a medida que las virutas se secaban.

El contenido de humedad de la viruta de este material fue del 40%. EI pH de la viruta himeda fue
de 4; mientras que el la viruta después de secarse tenia pH 5. La pérdida de olor avinagrado
simultaneamente con la elevacion del pH estaria indicando la volatilizacién de compuestos organicos
como el acido acético y benzoico. Al conservar una muestra de madera en solucién FAA (formol
acido acético-acetona) se solubilizan los taninos y otros compuestos, los que tifien la solucién del
conservante de un color marrén oscuro intenso, lo cual es una indicacion de la gran cantidad de
compuestos fendlicos y polifenoles que impregnan el xilema y que no pertenecen al sélido esqueleto

molecular de la lignina.

Figura 8. Madera de roble pellin (Nothofagus obliqua). A: seccién transversal de la porcién
xilematica de un arbol de mas de 80 afios; B: corte transversal del tronco mostrando la porcion
xilematica y la albura; C: idem anterior mostrando la corteza; D: porcion xilematica seca por el borde

exterior y himeda en su centro; E: viruta.
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4.2. Madera de coihue

En la Figura 9 se muestra la seccion transversal (Figura 9A), y otra sagital (Figura 9B) de un
tronco de coihue (N. dombeyi). En el corte transversal se observan los densos y finos radios de
crecimiento de color crema-amarillo. Existen rajaduras paralelas al eje axial y radial. La albura de este
tronco es angosta con una muy fina corteza (Figura 9C). Las virutas del xilema (Figura 9D) poseen
un aroma intenso, picante semejante a cola de carpintero, barniz o vino pero sin olor avinagrado.

El contenido de humedad de la viruta fue de 30% y su pH 3,7; luego de secar la viruta se
volvieron a medir los mismos valores, siendo entonces en ambos casos menores que en el roble. Este
valor de pH seria indicador de la presencia de sustancias acidas méas fuertes que no desaparecen con el
secado.

Figura 9. Madera de coihue (Nothofagus dombeyi). A: corte transversal del tronco mostrando la
albura y xilema; B: corte sagital del tronco mostrando grietas en la porcion xilematica; C: detalle de la
corteza D: viruta.

4.3. Podredumbre del roble causada por Grifola gargal

La podredumbre blanca hallada en un arbol caido de N. obliqua producida por G. gargal se
muestra en las Figuras 10 y 11. Este arbol corresponde al mencionado en la descripcion de las
campafias de recoleccion (ver en este capitulo el item 3.1.) que se caracteriza porque produce

estacionalmente basidiomas. El aspecto superficial de la madera (Figura 10A) era agrumado, barroso,
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himedo, marrén oscuro, con presencia de fructificaciones de Ascomycetes y musgos. La podredumbre
blanca de G. gargal se encontrd en el seno de la madera (Figuras 10B-C) en haces longitudinales
paralelos a las fibras visibles al microscopio de luz y formando pequefios agregados. Los sectores
correspondientes a los radios de la madera estaban degradados, resultando asi un tronco con un
aspecto aserrado, lo cual puede apreciarse en la vista transversal (Figura 10D). Estos sectores se
pudieron observar por debajo de 1 cm desde la superficie, después de retirar una porcién de madera.

A partir del espacio perteneciente al radio del lefio degradado se pudieron observar primordios
(Figura 10E) con forma de mufion, del tamafio de una almendra o bien extendidos a lo largo del
hueco radial en una longitud de 10 a 20 cm.

El interior de la podredumbre (Figura 10F) aparecia seco a la vista, y a pesar del tamafio de los
basidiomas originados, no pudo apreciarse una gran degradacién del lefio, de hecho la madera
conservaba su dureza. Al separar una porcion del tronco con podredumbre emanaba el olor almendrado
tipico. Este perdia su intensidad en el transcurso de 10 minutos. EI micelio aislado de los primordios de
este arbol se denomind cepa G9.

En un corte transversal del lefio con pudricion blanca de G. gargal (Figura 11A) pudo observarse
que los haces miceliales crecen en el seno de la astilla de madera, mas que en la superficie, y no se
encontraban donde la madera esta expuesta (seccidn color marrén oscuro). Bajo la lupa (Figuras 11B-
D) se aprecian las zonas degradadas, que son de aspecto grumoso y semejantes a borra de café de
color marrén rojizo, con zonas mas claras 0 mas oscuras, diferente al color de la madera muy
probablemente resultado de la degradacion de la lignina y celulosa por las enzimas extracelulares
secretadas por el micelio de G. gargal, aunque no se observaron en ellas tramas de hifas evidentes.
Adyacente a estas zonas grumosas humedas se encontraron fibras del micelio y lefio colonizado de
color blanco refringente. Probablemente el haz de fibras colonizadas actuaria como via de transporte
de nutrientes que vincula las zonas grumosas con el primordio en desarrollo, en una suerte de relacion
fuente destino. Estas caracteristicas de cambios de coloracién en las zonas grumosas respecto al resto
de la madera también fueron halladas en el cultivo in vitro de estos hongos en los medios de &acido

galico y acido tanico (ver en capitulo 11.D el item 3.1.1.).
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Figura 10. Podredumbre blanca en roble pellin (Nothofagus obliqua) causada por Grifola gargal. A:
superficie de la madera, musgos, liquenes, fructificaciones de Ascomycetes y podredumbre con
aspecto de borra de café (flecha). B: astilla quebrada mostrando en su seno la colonia de G. gargal
(flecha), radios lefiosos degradados (r) y primordio (p). C: astilla de 20 cm con micelio creciendo en
haces longitudinales (flecha), pequefios agregados, y musgo. D: primordio (p) surgiendo entre dos
astillas a una altura de 40 cm del suelo. E: detalle del primordio con forma de mufidn semejante a una

almendra. F: interior de una podredumbre con la madera conservando su dureza.
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Figura 11. Detalles de la podredumbre blanca producida por Grifola gargal en un arbol de
Nothofagus obliqua. A: corte transversal del lefio con haces miceliales creciendo en el seno de la
astilla de madera. B y C: pudricion color marrén rojizo con aspecto a borra de café, fibras de lefio
colonizado de color blanco refringente. D: fibras de madera y haces miceliares desagregados con una
aguja.

5. Cultivo de hongos en Argentina

El cultivo en estado sélido de hongos, o fermentacion en estado sélido, se define como el cultivo
de hongos en materiales solidos humedecidos en ausencia de fase liquida acuosa. Sus inicios se
remontan al siglo XVII, con el sustrato compostado para el cultivo de Agaricus bitorquis
(descomponedor secundario) y recién a partir del siglo pasado se usaron y difundieron técnicas de
origen asiatico para descomponedores primarios de la madera, como por ejemplo para Pleurotus
ostreatus y Lentinus edodes (Chang, 1999a). Desde entonces, hubo un desarrollo en el conocimiento
del cultivo tecnoldgico, que permitid llevar las condiciones naturales de crecimiento de los hongos en
lefios al cultivo en lefios sintéticos y en la actualidad ya existen 200 especies de hongos comestibles
cultivadas a nivel experimental y 60 a nivel comercial (Chang, 1999b; Chang y Miles, 2004).

Es asi que ahora, los hongos se cultivan sobre sustratos formulados con material lignocelulésico
de diversa indole y en condiciones ambientales controladas. La aplicacion de estas técnicas se fue
extendiendo a nuevas especies, generando un enorme potencial para la obtencién no solo de alimentos,
sino también de medicinas, de alli que Chang (1999a) acufara la expresion de “revolucion no-verde”
al referirse fundamentalmente a la capacidad de biotransformacion de los residuos agroindustriales en

alimento.
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En el caso de la Argentina, la produccion comenzo en 1940 con el cultivo de los champifiones de
Paris; hongos que actualmente conservan el liderazgo (94,5 %) seguido por los hongos ostra y otros
(5,5%) (Curvetto et al., 2004). En la dltima década del siglo pasado hubo un resurgimiento en la
produccion de hongos, apareciendo ademas de otras especies del complejo Pleurotus, los portobellos y
el shiitake, probablemente como respuesta a la necesidad de nuevas posibilidades laborales y de
diversificacion productiva en el sector horticola. Muy pocas universidades del pais, UNS, UNSAM y
de Neuquén, e instituciones superiores de investigacién, CERZOS (CCT-CONICET, B. Blanca) e 1IB-
INTECH (CCT-CONICET, Chascomus), abordan el tema de la produccion de hongos desde un
enfoque cientifico-tecnolégico, con nuevas propuestas para cubrir las necesidades de productores con
escasos conocimientos. Mas recientemente, se han formado asociaciones, como la Camara de
Productores de Hongos del Sur (Buenos Aires) y Hongos de la Patagonia-Argentina (Neuquén), que
tienen como objetivo integrar a los productores, generar capacitacion y promocion del consumo de
hongos comestibles, fomentar el desarrollo tecnolégico de la actividad con un mejoramiento
permanente de la calidad y también facilitar la comercializacién por parte de los productores asociados
(Alberto et al., 2010).

La blsqueda de nuevos sabores y propiedades medicinales es un incentivo para la investigacion
tendiente a la domesticacion del cultivo de nuevas especies silvestres. Ello necesariamente implica el
conocimiento de las condiciones ambientales y de las propiedades fisicoquimicas del sustrato en la
naturaleza, para poder extrapolarlas al cultivo artificial de estos hongos. Este también es el caso de G.
gargal y G. sordulenta, hongos que crecen en especies arboreas del bosque andino-patagénico de
nuestro pais y que poseen un aroma y sabor singulares, ademas de propiedades medicinales (ver mas
adelante en esta tesis el estudio sobre sus propiedades antioxidantes y antigenotdxicas en los capitulos
VI 'y VII) que justifican y alientan la investigacion de tecnologias para su cultivo industrial. Hay que
sefialar que estas especies son muy dificiles de recolectar en sus habitats naturales durante la época de
fructificacion, de alli la importancia de poder establecer su cultivo en condiciones controladas y

eventualmente, poder disponer de ellos durante todo el afio.

6. Cultivo de Grifola gargal y G. sordulenta

Cada hongo requiere diferentes condiciones ambientales para su éptimo crecimiento, que deben
conocerse con el propoésito de producirlos eficientemente. Entonces se deben ajustar las variables
nutricionales y ambientales que puedan limitar el crecimiento y fructificacion del hongo, de manera
que el sistema de cultivo artificial reproduzca el nicho ecolégico en el cual se ha adaptado
evolutivamente (Stevens, 2011).

La tecnologia en el cultivo de hongos incluye diferentes fases y modalidades para las cuales los
requerimientos para el crecimiento Optimo de estos organismos se estudian por separado. El cultivo en
medios nutritivos semisolidos contenidos en envases como cajas de Petri permite el crecimiento rapido
del micelio y se utiliza para propagar el mismo y también conocer la biologia del hongo en

condiciones de cultivo estéril (Alberto, 2008).
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El cultivo en medios liquidos es otra forma de cultivo aséptico en medios similares a los
utilizados en el cultivo semisolido pero sin el agente gelificante. Una vez optimizados, habitualmente
producen mayor cantidad de micelio en menor tiempo y su recuperacion del seno del medio nutritivo
es mas sencilla. De estos medios se pueden extraer de manera simple sustancias como enzimas,
metabolitos secundarios y exopolisacaridos que el hongo secreta al medio de cultivo (Smith et al.,
2002; Tang et al., 2007). También se lo puede utilizar como in6culo para la preparacion de spawn en
granos y de sustratos (Stamets, 1993).

El spawn esta formado por granos de cereal esterilizados y colonizados por el micelio del hongo,
que se halla en estado de crecimiento vegetativo 6ptimo. En el proceso de cultivo controlado, estas
“semillas del hongo” se “siembran” en cantidades voluminosas de sustratos apropiados. Muchas veces
el spawn se prepara agregando cantidades variables del material del sustrato donde se cultivara el
hongo hasta la fructicacion; el hacerlo de esta manera permite predisponer favorablemente la
“maquinaria enzimatica degradativa del hongo” (Stamets, 1993; Akavia et al., 2009).

La fermentacién en estado s6lido (en inglés: SSF, solid state fermentation) es el crecimiento
vegetativo y reproductivo de los hongos sobre sustratos humedecidos y acondicionados para la
produccién de fructificaciones. En estos sistemas pueden co-existir con el hongo microorganismos
competidores, pero la cantidad de éstos se reduce y atenta aplicando un tratamiento previo de
decontaminacion fisica y/o quimica, que le otorga ventaja al hongo cultivado para que colonice el
sustrato disponible (Chang y Miles, 1989; Curvetto et al., 2004). Los sustratos se formulan de manera
de poseer una gran cantidad de materia organica, y proveer una cantidad suficiente de elementos
nutritivos mayores y menores, esenciales para completar el ciclo biol6gico de los hongos, llegando a la
produccion de las fructificaciones. EI material empleado como sustrato debe estar disponible
regionalmente en cantidades abundantes para que el cultivo de hongos con fines comerciales sea
rentable (Chang, 1996).

6.1. Cepas utilizadas

Los estudios realizados incluyeron diferentes especies y cepas (Tabla 2). G. sordulenta (Mont.)
Singer y G. gargal Singer se obtuvieron del CIEFAP (Centro de Investigacion y Extension Forestal
Andino Patagdnico, Chubut, Argentina). La cepa G. sordulenta CIEFAP 154, es originaria del Parque
Nacional Los Alerces, Chubut, Argentina, y G. gargal CIEFAP 191 Lago Quefii, Parque Nacional
Lanin, Neuquén, Argentina. Asimismo, se recolectaron y aislaron dos nuevas cepas desde
fructificaciones de G. gargal obtenidas en la 1° y 4° campafia realizadas en el Parque Nacional Lanin
(PNL) durante el desarrollo de esta tesis. Se dispuso solamente de una cepa de G. sordulenta debido a
que no se encontrd ningln espécimen durante las campafias. La cepa de G. frondosa es de Taiwan, del
tipo asiatico i.e.. que poseen ciertas diferencias con las norteamericanas (Shen, 2001), y fue
gentilmente provista por Mushworld (Seul, Korea) en 2005. Las cepas de Ganoderma lucidum
provienen de la Universidad de Guelph, Canada y de Fungi Perfecti, USA. Todas las especies y cepas

se mantienen en el banco de germoplasma del CERZOS.
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Tabla 2. Cepas utilizadas en esta tesis.

Especies Cepas Origen Referencias
cepa A CIEFAP n°191 Rajchenberg 2002.
cepa B PNL, arbol en pie. Cepa recolectada

Grifola gargal

Aislada en la 1° campafia

PNL, arbol caido (>20 afios).

para esta tesis

G9 Aislada en la 4° campafia.
. Rajchenberg y
(0]
Grifola sordulenta Gs CIEFAP n°154 Greslebin, 1995,
Grifola frondosa Gf Mushworld Organization, Corea. = Origen asiatico
University of Guelph, -
E47 Ontario Canada. Nd.
Ganoderma lucidum
S Strain 34-D: Fungi Perfecti Stamets, 1993,

Olympia, Wa, USA.

* Informacién no disponible. La cepa se mantiene en cultivo en el CERZOS desde el 2001.

6.2. Conservacion del micelio

Las colonias de stock se mantienen en el Laboratorio de Biotecnologia de Hongos Comestibles y
Medicinales (LBHCyM) del CERZOS en medio MYPA maodificado (ver capitulo I1.A). El protocolo

de mantenimiento consiste en el cultivo del micelio durante 20 dias a 18°C y en oscuridad (ver

capitulo 11.A); si no se utilizan inmediatamente, las colonias se guardan en camara fria a 5°C hasta tres

meses y luego se descartan. Para la conservacion del micelio por largos periodos se utiliza el método

de supresién de la evaporacion por inmersion en vaselina liquida estéril (Rico et al., 2004).

6.3. Pool de fructificaciones de Grifola gargal

Las fructificaciones mejor conservadas de G. gargal se liofilizaron, luego se seleccionaron

algunos trozos y éstos se pulverizaron (20 mesh). El polvo asi obtenido (Figura 12) se utilizd

posteriormente para estudiar las propiedades antioxidantes y antigenotéxicas (tratamiento “GgFB”)

Cap. VI y VII, respectivamente). El contenido nutricional proximal y de minerales de este pool de G.

gargal se detalla en el Apéndice 3.
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Figura 12. Pool de fructificaciones de Grifola gargal. A: trozos provenientes de distintas
fructificaciones en buen estado y liofilizadas. B: molinillo de café conteniendo polvo de G. gargal de

una fructificacion. C: pool de muestras de fructificaciones pulverizadas.

7. Objetivos de la tesis

Con el trabajo de esta tesis se buscd profundizar en el conocimiento y en la comprension de
diferentes aspectos de la biologia de dos especies silvestres de hongos comestibles: G. gargal y G.
sordulenta, asi como en sus propiedades nutracéuticas. Los objetivos generales de los capitulos |1 al
VI estuvieron orientados hacia el cultivo bajo condiciones controladas, brindando ademas informacion
nutricional. Mientras que en los capitulos VII y VIII, se investigaron la actividad antioxidante y
antigenotdxica, respectivamente, en la espera de que tales atributos funcionales reforzarian la
propuesta de domesticacion de ambas especies mediante el desarrollo de apropiadas técnicas de

cultivo.

Capitulo 11

Obijetivos generales
Analizar el crecimiento micelial de Grifola spp. en medio de agar nutritivo. Hacer una descripcion
morfoldgica de los cultivos y realizar la comparacion con referencias taxondmicas de otros autores.
Estudiar el efecto de condiciones luminicas en el crecimiento y en la diferenciacion morfogénica de
basidiomas y estudiar la actividad ligninolitica en diferentes medios de cultivo.

Objetivos particulares
1. Evaluar la tasa de crecimiento y la acumulacién de biomasa en medio de agar en diferentes
condiciones de temperaturas y pH.
2. Determinar si la velocidad de colonizacion en medio de agar puede incrementarse mediante el
agregado de aditivos.
3. Comparar la velocidad de colonizacion de las cepas luego de tres afios de subcultivos en el mismo
medio nutritivo.
4. Describir macroscdpicamente y microscépicamente las colonias cultivadas en medio de agar.
5. Cotejar las caracteristicas taxondmicas con otras descriptas en la bibliografia y estimar la

variabilidad morfolGgica entre cepas.
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6. Diferenciar micelio vegetativo del reproductivo usando diferentes colorantes.

7. Determinar la velocidad de crecimiento y cambios morfogénicos durante la colonizacion en
diferentes condiciones de irradiacion luminica.

8. Observar el efecto que tiene la luz sobre el metabolismo secundario en cultivos in vitro maduros y
sometidos a un choque térmico.

9. Evaluar el tipo de actividad enzimética y la velocidad de colonizacion en colonias cultivadas en
medios nutritivos y en presencia de colorantes fendlicos o a base de diferentes fuentes de
carbohidratos.

Capitulo I

Obijetivos generales
Estudiar la produccion de biomasa de Grifola spp. en el cultivo liquido bajo diferentes condiciones
de cultivo y con distintas metodologias que incluyen el cultivo en Erlenmeyers de 250 y 500 ml,
frascos de 3000 ml y fuentes de 4000 ml.

Obijetivos particulares
1. Optimizar la acumulacion de biomasa bajo dos condiciones de temperatura y diferentes
concentraciones de caldo de semillas de girasol empleando Erlenmeyers de 250 ml.
2. Obtener biomasa empleando frascos de 3000 ml y evaluar el efecto de distintos medios nutritivos
que se diferencian en su composicion en cuanto a reguladores de crecimiento vegetal y
vitaminas/aminodacidos.
3. Estudiar el efecto de la bencilaminopurina en el crecimiento de micelio cultivado en Erlenmeyers
de 500 ml.
4. Obtener informacién desde el cultivo en fuentes de 4000 ml, sin agitacién para producir biomasa

micelial.

Capitulo IV

Obijetivos generales
Seleccionar en base a la velocidad de crecimiento y la densidad aparente del micelio, granos de
cereales y/u oleaginosas apropiados para la produccion de blanco de hongo.

Objetivos particulares
1. Con el cultivo de micelio en granos contenido en botellas de 1 litro, discriminar entre dos
temperaturas 20°C y 24°C la que favorece una mayor velocidad de crecimiento.
2. Seleccionarlos granos mas adecuados para utilizar como blanco de hongo, empleando el test TCL
de Duncan para determinar la velocidad de crecimiento micelial y la densidad micelial aparente
evaluando dos condiciones de pH.
3. Comparar los tiempos para alcanzar la colonizacion completa de los distintos granos en el sistema

de botellas.
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Capitulo V

Objetivos generales
Estudiar la degradacién de lignocelulosa en sustratos a base de céscara de girasol. Evaluar aditivos y
suplementos para mejorar ambos la velocidad y la densidad micelial de colonizacion. Realizar un
estudio preliminar con la metodologia de cultivo en troncos sintéticos.

Obijetivos particulares
1. Con el bioensayo del test de crecimiento lineal (TCL) estudiar la velocidad de crecimiento y la
densidad micelial aparente del cultivo de G. gargal y G. sordulenta sobre céascara de girasol en
ausencia o presencia de suplementos, aditivos minerales y ademas estudiar el efecto de una hidrélisis
acida.
2. Seguido a la etapa de crecimiento vegetativo, evaluar en el sustrato colonizado algunos parametros
de indicativos del crecimiento fungico y degradacion de la matriz de lignocelulosa como ser
mediante el incremento de proteinas del sustrato, la presencia de actividad de lacasas y la
degradacion de fibras.
3. Analizar la factibilidad de la implementacion de la técnica de cultivo axénico en troncos sintéticos
como una alternativa para el cultivo con fines productivos. Estudiar las caracteristicas morfologicas
en las etapas de generacion de exudados, primordios y fructificaciones, en condiciones que se
asemejarian a las del cultivo de G. frondosa y empleando una aproximacion a las condiciones

ambientales normales en el habitat de fructificacion.

Capitulo VI

Obijetivos generales
Conocer la capacidad antioxidante de Grifola spp. y su posible correlacion con fenoles u otro tipo de
moléculas.

Obijetivos particulares
1. Realizar extracciones metandlicas de micelios de cuerpos fructiferos, micelio de cultivo liquido y
de harinas de granos de trigo biotransformadas.
2. Estudiar in vitro la capacidad secuestrante de radicales DPPH y el poder reductor de iones
férricos.
3. Estimar el contenido relativo de antioxidantes para cada una de las actividades y evaluar la
correlacion de las mismas con el contenido de fenoles en los extractos.
4. Determinar con la técnica de TLC cuales podrian ser las moléculas involucradas en la actividad

antioxidante.
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Capitulo VII

Objetivos generales
Establecer en larvas de Drosophila melanogaster si diferentes muestras de Grifola spp. son inocuas
en cuanto a toxicidad y genotoxicidad, y luego estimar si poseen antigenotoxicidad ante un agente
quimico de origen antropogénico.

Obijetivos particulares
1. Incluir muestras de micelio en el alimento de larvas, proveniente de cuerpos fructiferos, del
cultivo liquido y de harinas biotransformadas para evaluar la toxicidad.
2. Evaluar la toxicidad y genotoxicidad un rango de dosis de DMBA y seleccionar una dosis
conveniente para emplear en el bioensayo SMART eyes.
3. Verificar que los tratamientos en combinacién con la dosis elegida de DMBA no sobrepase la
DL50.
4. Estudiar las mutaciones causadas por el DMBA con el SMART eyes y establecer en qué momento
del desarrollo larval se produce el mayor dafio. Resolver si las especies poseen 0 no actividad

antigenotoxica.
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Capitulo 1

Cultivo en medio semisélido

Cultivo de micelio en medio nutritivo semisolido

El cultivo en medio nutritivo semisolido, también conocido como cultivo en agar, se basa en la
utilizacién de una solucién nutritiva en una red polimérica de galactésidos que le confiere propiedades
de gel en cuanto a la retencion de agua y la difusidn de nutrientes y de gases. ES asi que existen varias
modalidades para el cultivo de micelio de hongos en medio nutritivo con agar como soporte; la forma
técnica de realizarlo depende de los objetivos de la investigacion y es asi que se puede realizar en
tubos de ensayos, frascos y en cajas de Petri.

La humedad relativa en estos recipientes esta a nivel de saturacion y para evitar la desecacién los
mismos se sellan con una envoltura de film de PVC extensible que constituye una barrera que no
compromete el intercambio gaseoso pero coloca una limitacion a la entrada de contaminantes. El
empleo de camaras de cultivo con temperatura, luz y humedad controladas permite realizar ensayos de
larga duracion que de otra manera podrian secarse. La preparacion sencilla de estos medios permite
manipular varias unidades experimentales (u.e.) simultineamente. En el caso de las cajas de Petri se
puede medir el crecimiento en funcion del tiempo asi como también detectar cambios morfolégicos,
anomalias y/o contaminacion.

La inoculacién de los hongos en el medio de cultivo se realiza con esporas (cultivo
monocariético) o micelio vegetativo (cultivo dicaridtico). La primera modalidad se utiliza para
mejoramiento de las cepas y la segunda para mantener las caracteristicas de una colonia mediante la
clonacion (Stamets, 1993). En este ultimo caso, el in6culo puede ser tomado de otra colonia cultivada
en agar o directamente del contexto de una fructificacion. Con cierta periodicidad debe realizarse el
cultivo de tejido desde un carpéforo, ya que luego de largos periodos de subcultivo las cepas suelen
perder vigor provocando un crecimiento mas lento y dificultades para la fructificacion (Chang y Miles,
2004).

Experimentacion

A partir de diversos estudios taxonémicos se han desarrollado claves de identificacion de especies
lignicolas utilizando caracteristicas morfologicas y pardmetros de crecimiento observados en el cultivo
en cajas de Petri (Nobles 1965; Stalpers 1978; Nakasone, 1990; Rajchenberg 2006). La informacién
provista por estos estudios es valiosa como punto de partida para poder interpretar el crecimiento y los
cambios que ocurren a medida que crece y eventualmente se diferencia el cultivo.

En la definicién habitual de medios para el cultivo de microorganismos, el medio que se utiliza
para la multiplicacién es el medio indefinido (contienen ingredientes de composicién indefinida, como
papa, extracto de malta, extractos de levaduras, extractos de carne) y enriquecido (posee aditivos
vitales o suplementos para favorecer la produccién de biomasa y/o acelerar la colonizacion). Por otra

parte, para conocer la biologia del organismo se utilizan el medio sintético (donde se conoce la
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composicién y concentracion de fuentes de carbono, nitrégeno y sales), el selectivo (contienen
metabolitos s6lo tolerables por el micelio del hongo buscado) y los diferenciales (sirven para conocer
el metabolismo del micelio y sus caracteristicas fisioldgicas, contienen nutrientes especificos o
productos que se colorean por accion del micelio) (Moore-Landecker, 1996).

Utilizando las formulaciones de sustrato adecuadas es posible conocer la absorcion de nutrientes
por el micelio, la fisiologia enzimética ligninolitica, asi como determinar el efecto de variables
ambientales sobre el metabolismo reproductivo. Adicionalmente, una vez conocido el sistema
enzimético, se pueden probar sustancias estimulantes de la actividad de enzimas para mejorar la
colonizacién.

El conjunto de variables ambientales puede resultar ya sea en la estimulacion o inhibicién de la
fructificacién. Asi es que resulta importante conocer si alguna de ellas como ser: shock térmico, luz,
enzimas, el agotamiento de los nutrientes, por citar las mas importantes, es limitante para la
fructificacién o porque estd siendo suministrada en un rango que es perjudicial, inhibiendo la

formacion de primordios y luego de fructificaciones.

Ensayos

A continuacion se exponen los resultados del cultivo en agar nutritivo de micelio de Grifola spp.
en diferentes condiciones (seccion A), las observaciones morfoldgicas realizadas sobre diferentes
colonias (seccion B), efectos fotomorfogénicos (seccion C) y respuesta al crecimiento en medios

conteniendo compuestos fenolicos o diferentes fuentes de carbohidratos (seccion D).
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A. Analisis del crecimiento micelial de Grifola spp. en agar nutritivo

1. Introduccién

Habitualmente, para el aislamiento y mantenimiento de las cepas de hongos ligninoliticos, se
utilizan medios de cultivos indefinidos o complejos, entre ellos los mas utilizados son: el medio
MYPA que contiene extracto de malta, extracto de levadura, caldo de papa y agar, y el medio PDA a
base de caldo de papa, dextrosa y agar. En el cultivo a gran escala de una especie es fundamental el
conocimiento de sus requerimientos ambientales y nutricionales de manera de lograr que las cepas
colonicen a mayor velocidad y sin disminuir la densidad, produciendo una buena cantidad de biomasa
y permitiendo a su vez el acortamiento de los ciclos de produccion (Sanchez y Royse, 2002).

El pH es uno de los factores mas importantes para optimizar este tipo de medios, ya que influye
en la solubilidad de las sales y vitaminas y en la actividad de las enzimas. Sales de Mg, Fe, Ca, Zny
los fosfatos, son insolubles a pH alcalino. El &cido p-amino benzoico y otras vitaminas existen
predominantemente como &cidos libres a pH~3 y cuando el pH se acerca a 6 el micelio debe invertir
energia en el bombeo a través de canales hidrofilicos y asi poder mantener las funciones celulares
vitales (Moore-Landequer, 1996). A pH desfavorables las actividad enziméatica afecta la digestion
extracelular y la sintesis de metabolitos esenciales. Sin embargo, en general los hongos pueden crecer
en amplios rangos de pH, incluso a veces se tiene mas de un nivel de pH 6ptimo (Moore-Landequer,
1996).

La temperatura es otro factor muy importante en el crecimiento del micelio. EI aumento de la
temperatura eleva la velocidad de catalisis enzimatica y de las reacciones quimicas. La velocidad de
las reacciones catalizadas por enzimas se duplica por cada 10°C, y ante un exceso por sobre un
determinado umbral de temperatura, se inactivan (Moore-Landequer, 1996). A medida que las
temperaturas se aproximan al umbral minimo o méaximo se comienzan a percibir anormalidades en las
rutas metabolicas y anabdlicas generando un micelio con crecimiento defectuoso, deforme o estéril
(Chang y Miles, 2004). En las especies cultivadas de hongos, las temperaturas en las cuales el micelio
se mantiene viable varia mucho entre especies y cepas siendo el rango de 3°C a 40°C; algunas especies
son viables entre limites muy estrechos de tolerancia térmica (c.a. 10°C) y otras pueden crecer en
rangos amplios (mayores de 30°C) (Chang y Miles 1989).

Como tercer factor de interés para incluir en los ensayos de optimizacion del cultivo, se evalué la
influencia del polvo de céscara de girasol y el mijo en la velocidad de crecimiento del micelio. Esta
podria ser aumentada ante la disponibilidad de algin nutriente o factor de estimulacion pudiendo
favorecer asimismo la induccion de enzimas ligninoliticas que acelerarian mas adelante la adaptacion

del micelio para la colonizacidn del sustrato (Stamets, 1993).
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1.1. HipOtesis

Para ambas especies de Grifola spp. se postula que existe una dependencia de la tasa de
crecimiento y la acumulacion de biomasa con el pH y la temperatura del cultivo. El agregado de un
aditivo lignoceluldsico incrementaria la velocidad de crecimiento y acumulacion de biomasa. El
mantenimiento en el vigor de las cepas se puede evaluar mediante la comparacion de la velocidad de

crecimiento luego de un periodo prolongado de subcultivos.

1.2. Objetivos

Evaluar la tasa de crecimiento micelial como diametro de la colonia por dia y la acumulacion de
biomasa como mg/dia, bajo i) dos condiciones de temperatura de cultivo y ii) cuatro valores de pH
inicial. También determinar si se produce un efecto en la velocidad de colonizacién o en la
acumulacién de biomasa luego de agregar polvo de céascara de girasol o granos de mijo al medio de
cultivo. Comparar la velocidad de crecimiento de las cepas luego de un periodo de tres afios de

subcultivos periédicos.

2. Materiales y métodos

2.1. Cepas utilizadas
En este estudio se usaron las cepa disponible de G. sordulenta y la cepa A de G. gargal. El origen

de las cepas se describe en el capitulo | (ver Tabla 2).

2.2. Medio, pH y temperatura

El micelio de ambas especies de Grifola fue inoculado en cajas de Petri conteniendo medio
MYPA (20 g/l extracto de malta, 5 g/l extracto de levadura, 2,5 g/l peptona de carne, 10 g/l glucosa,
20 g/l agar), a pH 4, 5, 6, 0 7. Se incubaron a 18 £1°C, en oscuridad por 20 dias. La tasa de
crecimiento micelial se determind por medicion del diametro de la colonizacion del medio en funcion
del tiempo (n=10). La biomasa del micelio seco (n=5) se obtuvo gravimétricamente luego de separarlo
del agar por calentamiento en microondas (BGH, mod. 16600, 1250 watts) durante 1 min, seguido por
evaporacion del agua en estufa (80°C) hasta peso constante. El efecto de la temperatura sobre el
crecimiento micelial y la biomasa de micelio se determindé en medio MYPA, a pH 4, a dos
temperaturas: 18 +1°C y 24 +1°C.

2.3. Agregado de suplementos al medio con agar

Se incorpor6 al medio MYPA modificado 0,4% (p/v) de mijo o de céscara de girasol en polvo
(PCG), y luego se incub6 a 18 +1°C, en oscuridad. El crecimiento de G. sordulenta y G. gargal se
determind midiendo el didmetro de la colonia de micelio (n=10), y la biomasa del mismo (n=5), el

cual se determind como se mencion6 anteriormente.
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2.4. Establecimiento del vigor de Grifola sordulenta y de diferentes cepas de G. gargal en cultivo

Con la finalidad de establecer si la velocidad de crecimiento tuvo variaciones luego de tres afios
de subcultivos en el medio MYPA modificado, se determind la velocidad de crecimiento de G.
sordulenta y G. gargal (todas las cepas disponibles, véase Tabla 2) en medio MYPA modificado y
suplementado con 0,4% (p/v) de polvo de céscara de girasol (PCG). En el caso de la cepa A de G.
gargal también se evalu6 una cantidad mayor del suplemento de PCG: 1% (p/v).

2.5. Analisis de los datos
Los resultados fueron analizados mediante ANOVA simple y las medias fueron comparadas con
el test de Tukey utilizando el software Infostat (Di Rienzo et al., 2010). Cabe aclarar que ante

muestras desiguales este software introduce la modificacion de Tukey-Kramer.

3. Resultados y discusion

3.1. Temperaturay pH

Para ambas especies, la tasa de crecimiento micelial, i.e. el incremento del didmetro de la colonia
en funcion del tiempo, y la produccién de biomasa en el medio de agar, fueron mayores a pH 4 (Tabla
3). En el caso de G. sordulenta, no se encontraron diferencias significativas en la tasa de crecimiento
micelial en el rango de pH de 5 a 7. Para la evaluacion posterior del efecto de la temperatura o del
agregado de suplementos en la tasa de crecimiento micelial se selecciond el pH 4 para ambas cepas.

Un incremento de la temperatura de 18 a 24°C en las condiciones del cultivo de G. sordulenta,
disminuy6 muy significativamente (p<0,01) tanto la tasa de crecimiento de la colonia (de 3,4 mm/dia a
0,8 mm /dia) como la produccién de biomasa (3,8 mg/dia a 1,4 mg/dia). A 18°C, G. gargal creci6 a
una tasa de 4,3 mm/dia en diametro de la colonia y de 5,2 mg/dia en produccion de biomasa, mientras
gue a 24°C no hubo crecimiento.

Miyauchi et al. (1998) informaron valores de pH similares para G. frondosa (pH 4 y 5). También
hallaron que el crecimiento fue pobre a partir de pH 6. En el caso de G. sordulenta no se identificaron
diferencias en los valores de pH 5 a 7 (por encima de este rango de pH existe una disminucion del
crecimiento). No se halld en la bibliografia consultada trabajo alguno mencionando una optimizacion
del cultivo de G. frondosa con la temperatura, si bien se menciona en varios reportes que la
temperatura adecuada para el crecimiento en sustratos sélidos se ubica entre 20 y 25°C (Shen, 2001;
Stott y Mohammed, 2004; Montoya- Barreto et al., 2008).

3.2. Agregado de suplementos

Con la adicién de PCG, ambos, la tasa de crecimiento micelial y la produccion de biomasa de G.
sordulenta, aumentaron muy significativamente (p<0,01) (3,3 mm/diay 5,5 mg/dia, respectivamente)
cuando fueron comparadas con el control (2,9 mm/diay 3,3 mg/dia). La adicion de mijo no aumento

ninguno de esos parametros y sus valores fueron 2,7 mm/dia y 3,6 mg/dia.
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En el caso de G. gargal, la adicion de PCG aumentd significativamente (p<0,05) la tasa de
crecimiento micelial (4,9 mm/dia) y la tasa de produccién de biomasa (7,3 mg/dia) con respecto al
control (4,3 mm/dia y 5,2 mg/dia, respectivamente). La adicion de mijo no tuvo efecto positivo, al
contrario disminuyé significativamente los valores de estos parametros a 3,9 mm/dia y 2,3 mg/dia
(p<0,05). Los valores hallados para el medio MYPA modificado fueron superiores a los reportados
previamente para las mismas cepas CIEFAP 154 de G. sordulenta y CIEFAP 191 de G. gargal 5,5-8,5
cm y 3 cm de diametro en 6 semanas, respectivamente, en medio MEA (extracto de malta 2%)
(Rajchenberg y Greslebin, 1995; Rajchenberg, 2002).

Entonces, para ambas cepas, las mejores condiciones de cultivo fueron pH 4, 18°C y medio de
cultivo MYPA suplementado con 0,4% de cascara de girasol en polvo. Asi, fue posible disminuir el
tiempo para la obtencién de un indculo de excelente calidad de G. sordulenta y G. gargal en agar
nutritivo en cajas de Petri, el primer paso para el ciclo productivo de los hongos. El cultivo de las
cepas en este medio fue posteriormente utilizado en forma rutinaria para su mantenimiento y para su

uso como inéculo de los medios liquidos y para la generacion de spawn a base de granos de cereales.

Tabla 3. Influencia del pH del medio MYPA modificado sobre la tasa de crecimiento del diametro de

la colonia (mm/dia) y la produccién de biomasa (mg/dia, peso seco) de Grifola gargal y G.

sordulenta.
oH Grifola gargal Grifola sordulenta
Velocidad de . Velocidad de .
. Biomasa o Biomasa
crecimiento (mg/dia) crecimiento (mg/dia)
micelial (mm/dia) g micelial (mmy/dia) g
4 4,3 (0,36) a* 5,2 (0,26) a 3,4 (0,20) a 3,8 (0,07) a*
5 2,7(0,28) b 4,4 (0,21) ab 2,9 (0,20) b 2,6 (0,07) ab
6 2,3 (0,30) bc 4,2 (0,20) ab 2,7(0,17)b 1,1(0,11) b
7 1,8 (0,32) ¢ 3,7(0,36) b 2,6 (0,34) b 1,1(0,16) b

* Las diferentes letras representan diferencias altamente significativas (p<0,01) dentro de cada especie. Los
valores medios fueron comparados con el test de Tukey. Los valores entre paréntesis corresponden al error
estandar.

3.3. Estudio de vigor y evaluacion de nuevas cepas

Los pardmetros de crecimiento para G. sordulenta y la cepa A de G. gargal fueron nuevamente
estudiados luego de tres afios de subcultivos. En esta oportunidad, se incluyeron en el estudio las
nuevas cepas de G. gargal obtenidas durante las campafias de recoleccion y también se evalu6 en la
cepa A de G. gargal el agregado al medio de una dosis mayor de PCG (1% p/v). Los resultados de la
velocidad de crecimiento calculada al dia 18 se muestran en la Figura 13.

Se hall6 que luego del amplio periodo de subcultivos Grifola sordulenta mantuvo la velocidad de

colonizacidn, e incluso la increment6 significativamente (a=0,05). Este aumento se puede explicar por
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haber desarrollado la cepa en cuestion una adaptacién a los ingredientes del medio. En el caso de la
cepa A de G. gargal no hubo variaciones significativas (0=0,05). Se concluye que las condiciones de
rutina empleadas son adecuadas para conservar el vigor de crecimiento de estas cepas, por al menos 12
subcultivos. Cuando se aumento la cantidad de PCG no se observaron modificaciones en la velocidad
de colonizacion de la cepa A de G. gargal (0=0,05), por lo que no se justificaria el aumento de la
cantidad de este suplemento en esta cepa.

La cepa B de G. gargal mostré menores valores de colonizacion que la cepa A, sin embargo estos
no fueron significativos (¢=0,05). En el caso de la cepa G9 (aislamiento 10) se encontr6 una velocidad
de crecimiento comparable a la de la cepa A; los demas aislamientos mostraron valores
significativamente menores en c.a. 18-30% con respecto a la cepa A. Harada (2007) analiz6 la
velocidad de crecimiento de 12 cepas chilenas y encontré que la mayoria de las cepas respondian con
buen crecimiento (comparable al de la cepa A de este estudio), y s6lo 3 lo hicieron con un 20-40%

menos de velocidad que la cepa mas veloz.

Figura 13. Velocidad de colonizacién de diferentes cepas de Grifola spp. en medio MYPA
modificado. Grifola gargal (cepa A) y Grifola sordulenta fueron mantenidas durante 3 afios en medio
MYPA modificado. Las cepa A de G. gargal fue cultivada a dos concentraciones de PCG. También se
presenta la velocidad de crecimiento de las nuevas cepas de G. gargal recolectadas en el Parque

Nacional Lanin: B y G9 (aislamientos: 10, 1, 2, 3y 6).
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* Las diferentes letras indican diferencias altamente significativas de los valores medios determinadas con el test
de Tukey-Kramer (0=0,05). Las barras corresponden al error estandar (para disefios desbalanceados).
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4. Conclusiones

En ambas especies fue posible disminuir el tiempo para la obtencion de in6culo mediante el
ajuste de las condiciones de pH y la temperatura del cultivo. El agregado de polvo de céscara de
girasol increment6 asimismo la tasa de crecimiento y la acumulacion de biomasa.

Los resultados presentados fueron analizados por una posible pérdida de vigor y se hall6 que
ambas cepas no perdieron vigor después de varios subcultivos y ademéas hubo una mayor velocidad de
colonizacién por Grifola sordulenta; ello se puede explicarse por una adaptacion a los ingredientes del
medio. Concluyéndose que las condiciones de rutina empleadas fueron adecuadas para conservar su
vigor por més de 12 subcultivos.

El aumento de la cantidad de PCG (polvo de céascara de girasol) no modifico la velocidad de
colonizacién de la cepa A de G. gargal por lo que no se justifica aumentar la cantidad de este

suplemento, y no se encontraron diferencias en la velocidad de colonizacién entre la cepa A, By G9.
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B. Morfologia de los cultivos

1. Introduccion

El estudio de la morfologia es el primer acercamiento para clasificar taxondmicamente cualquier
organismo vivo, por ello la descripcion minuciosa es siempre necesaria y el hallazgo de nuevos
elementos descriptivos, morfol6gicos y quimicos son siempre bienvenidos (Rajchenberg, 2006). En el
desarrollo de esta tesis fue necesario conocer con profundidad las caracteristicas morfoldgicas
microscépicas y macroscopicas para determinar taxonémicamente los ejemplares colectados y estudiar
los procesos de morfogénesis, i.e.: induccién de primordios y desarrollo de fructificaciones. En esta
seccion se expone un trabajo descriptivo de las cepas bajo estudio comparando las observaciones con
las descripciones halladas en la literatura: Nobles (1948); Stalpers (1978); Rajchenberg y Greslebin
(1995); Rajchenberg (2002); Chang y Chou (2003) y Rajchenberg (2006).

Adicionalmente, siguiendo la metodologia de Sanchez y Moore (1999) se realizaron tinciones a
las colonias de G. gargal y G. sordulenta cultivadas en caja de Petri para determinar la presencia de
primordios. Estos autores, trabajando con colonias de Pleurotus ostreatus, establecieron que ciertas
caracteristicas celulares permiten conocer y entonces detectar cudndo una masa de micelio pasa del
estado vegetativo al reproductivo constituyéndose en un primordio. Debido a que durante estos
procesos existe gran actividad mitdtica, ademas del mayor nimero de células se observa que los
nicleos son mas grandes y las paredes celulares mas gruesas que las células vegetativas comunes.
Entonces es posible identificar las células que se encuentran encaminadas a formar un primordio
mediante tinciones que tengan afinidad por el ADN como lo es el reactivo de Feulguen o que tifian los
glucanos de la pared celular fangica, como es el azul de toluidina. Las células encaminadas a la

produccién de primordios tienen mayor relacion nicleo:citoplasma asi como pared:citoplasma.

1.1. Hipotesis

El estudio de la biologia y morfologia macro y microscopica de los cultivos in vitro de las cepas
disponibles corroboraria o incluso podria incrementar el conocimiento sobre caracteres de valor
taxonémico. El resultado de la comparacién entre los caracteres encontrados con estas cepas y los
observados en cepas de otros autores brindara una estimacion de la variabilidad morfoldgica de las
especies. Es posible distinguir el micelio vegetativo del micelio reproductivo en colonias de G. gargal
y G. sordulenta mediante la observacion microscopica del micelio y la tincion de la colonia con

reactivos para el ADN vy las paredes celulares.

1.2. Objetivos
Describir morfoldgicamente el aspecto de las colonias de Grifola spp. en cultivo semisélido.
Realizar reacciones con colorantes especificos para determinar propiedades quimicas. Comparar las

observaciones con las descripciones taxondmicas reportadas en la bibliografia.
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2. Materiales y métodos

2.1. Cepasy cultivo

Los cultivos se realizaron en medio MYPA modificado. En el caso de G. gargal se empleé las
cepa A para las observaciones generales y la cepa B para la observacion de las clamidosporas. En el
caso de G. sordulenta y G. frondosa se emplearon las Unicas cepas disponibles en nuestro laboratorio
(ver Tabla 2).

2.2. Estudio de las muestras

Para la observacion del micelio al microscopio de luz las muestras fueron montadas con
hidroxido de potasio 3%, y tefiidas (0 no) con floxina 1%. Para la determinaciéon de sustancias
amiloides o dextrinoides en clamidosporas y en las hifas gloeopleuras se utiliz6 el reactivo de Melzer
caracterizandose las mismas como IKI+ o IKI- a la reaccidn con este colorante (Rajchenberg, 2002).
Para la descripcién morfoldgica se sigui6é la terminologia de Rajchenberg (2002), Rajchenberg y
Greslebin (1995).

Las muestras se observaron con una lupa binocular (Leica EZ 4) y microscopio Optico (Leica
DM2000). Se midio el largo y ancho de las clamidosporas de G. gargal (cepas Ay B), G. sordulenta y
G. frondosa y con los valores obtenidos se calculd un indice (ancho: largo) para identificar y comparar
las formas predominantes. Para la deteccion de primordios se empled la metodologia de Sanchez y
Moore (1999): se tifie la colonia completa en la caja de Petri con el reactivo de Feulguen o azul de

toluidina (1% en 1% de &cido bdrico).

3. Resultados y discusion

3.1. Grifola frondosa

Esta cepa crecio satisfactoriamente en medio MYPA modificado, y la colonia present6 un aspecto
superficial algodonoso a lanoso; a una velocidad de crecimiento radial promedio de 2,5 mm/dia, llega
a cubrir una caja de Petri en 10-14 dias, cuando es cultivada en el rango de 24°C a 18°C. Esta
velocidad de crecimiento micelial es similar a la de otras cepas de la especie cultivadas en medio
MEA y/o ChA como la cepa norteamericana de Nobles (1948) i.e.: 1,8-2,4 mm/dia, y otra cepa
Taiwanesa descripta por Chang y Chou (2003): 1,8-3,2 mm/dia y la citada por Stalpers (1978) con
valores de c.a. 3 mm/dia. En el Apéndice 1 se muestra una Tabla donde se comparan las
observaciones realizadas a estas cepas por los tres autores mencionados y también con las
observaciones realizadas en esta tesis; ademas se incluyen imagenes representativas de los cultivos en
medios diferenciales.

La colonia es de color blanco, con zonas de avance bien definidas; en el reverso de la caja de
Petri se observa la decoloracion del medio MYPA difiriendo con las otras cepas de G. gargal y G.

sordulenta, que colorean de marrén a verde oliva al medio MEA. El olor del micelio es fuerte, similar
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al de otros hongos (en general) y carente del olor a carburo que menciona Nobles (1948). El micelio se
despega facilmente del medio de cultivo, como fue descripto por Nobles (1948). Esta cepa no esporula
en 6 semanas de cultivo, ni tampoco lo hace luego de las 13 semanas, en coincidencia con la cepa de
Chang y Chou (2003).

El micelio presenta hifas generativas hialinas, ramificadas, IKI-, nodosas de 2,5-5,5 pum, de
paredes finas a moderadamente gruesas, de c.a. 1,0-1,5 pum de espesor, raramente fibuladas y
mayormente septadas (Figuras 14A-C y 15A-E). Las hifas gloeopleuras son anchas, con contenido
celular, IKI-, de 13,0-15,5 um de didmetro y con paredes celulares de 1,0-1,5 um, la luz del lumen
celular se encuentra entre 4,0-12,5 um (Figuras 14B y C). También posee hifas esqueletales, 1KI-,
largas y de 6,0-8,5 um didmetro con paredes gruesas: 1,5-2,5 um y lumen irregular de 2,0-4,0 um
(Figura 14B). En estos tipos celulares no se hallaron ramificaciones ni fibulas; en hifas gloeopleuras
se hallaron septos.

En el micelio sumergido se observan abundantes clamidosporas, las paredes celulares son
engrosadas de 1,5 pm de espesor, con fragmentos hifales vacios adheridos, IKI- (Figura 14A) y que se
encuentran en distintos estadios de formacién (Figuras 15C-E), siendo la forma globosa-elipsoide la
mas comun (Figura 16). Miden 10,0-12,5 um de ancho y 10,0-15,0 um de largo; el tamafio y la forma
son similares a los descriptos por los otros autores y tienen mayor volumen que las clamidosporas de
G. gargal y G. sordulenta (Figura 17). En el micelio de la zona vieja de la colonia existen fragmentos
hifales vacios de formas nodosas e irregulares. No se encontraron cristales en el micelio aéreo ni en el
agar. Cabe sefialar que el medio MYPA modificado posee mas variedad de fuentes nitrogenadas i.e.:
extracto de levadura, peptona de carne; el pH mas bajo (pH c.a. 4,5 frente a pH c.a.6,5 del MEA) y
polvo de cascara de girasol como suplemento. Estas diferencias nutritivas con los medios empleados

por los otros autores podrian ser parte de la causa de algunas de las diferencias observadas.
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Figura 14. Micelio de Grifola frondosa en medio MYPA modificado (I). Montaje con hidroxido de
potasio. A: clamidosporas con formas esféricas-globosas (a), elipsoidales-con pie (b), adheridas a
fragmentos hifales (c). B: hifas gloeopleuras (d) y esqueletales con paredes anchas-refringentes (e). C:

hifa gloeopleura con contenido citoplasmatico (f). Las barras representan 10 pum.
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Figura 15. Micelio de Grifola frondosa en medio MYPA maodificado (I1). Montaje con hidréxido de
potasio y tincion con floxina. A: hifas generativas del micelio aéreo con fibula en medallén (a). B:
tabiques (b). C: micelio aéreo, hifa gloeopleura (c), generativas (d) y clamidospora formandose (e). D
y E: micelio ramificado en la zona de contacto con el agar, clamidosporas formandose (f). Las barras

representan 10 pm.
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Figura 16. Clamidosporas de Grifola spp. en medio MYPA modificado. A: grafico de Box-Whisker de

los valores para el indice ancho: largo de clamidosporas de G. gargal, G. sordulenta y G. frondosa. B:

a medida que los valores se alejan del 1 las formas de las clamidosporas va cambiando de esféricas,

globosas a elipsoidales.

A

Indice

1.1

Clamidoporas (ancho:largo)

1.0

0.9~

0.8~

0.7

0.6

0.5-

1

- -
I I
G. gargal G. gargal G. sordulenta
Cepa A Cepa B
_."' B '/" - B ~
10 [ o8 " 06

G. frondosa

66



Figura 17. Valores de longitud y ancho de las clamidosporas observadas en micelio de Grifola spp.

creciendo en medio MYPA modificado.
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3.2. Grifola gargal

Los caracteres de los cultivos miceliares observados en este estudio son comparados con los
descriptos por Rajchenberg (2002) para G. gargal (cepa A) en el Apéndice 1. Las cepas estudiadas en
esta tesis difieren con las estudiadas por Rajchenberg (2002) principalmente en que: decoloran el
medio galico y tanico, las hifas en vista macroscépica toman otros colores ademés del blanco,
manifiestan hifas gloeopleuras y el cultivo esporula antes de las 6 semanas.

El color de la mata miceliar de las cepas A y B es blanco y de aspecto algodonoso-lanoso. El
micelio se despega facilmente del agar, siendo méas evidente esta caracteristica a un pH més bajo del
medio (se produce un agar mas blando). Las zonas de avance correspondientes al crecimiento de las
hifas jovenes son bien definidas a irregulares. Un aroma almendrado se desprende con mayor
intensidad cuando el micelio cubre la superficie del medio en la caja de Petri. El cultivo forma
esporulaciones antes de las 6 semanas (Figuras 18, 19 y 20), en este periodo las colonias manifiestan
un sobrecrecimiento, con aspecto afelpado, farinaceo, verrucoso y/o lacunoso; el color vira a tonos
grises, marrones, y/o rojizos, que segun sea su forma y tamafio se los considera rugosidades (<2 mm),

agregados (>2 mm a <5 mm) o primordios (> 5 mm). Los exudados aparecen con frecuencia desde
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estas formaciones desde el micelio o de sendos poros que se forman en la superficie (Figuras 18 y
20B). Los primordios son més frecuentemente observables en el perimetro que en el centro de la
colonia. El tamafio de los mismos puede alcanzar los 20 mm de didmetro (Figuras 18, 19F y G); en
un corte sagital se observa una corteza pigmentada, y un centro con sustancias blancas en su interior
(Figuras 18D-F). Si estan cercanos al borde de la caja de Petri orientan su crecimiento hacia afuera
(Figuras 15E-G). También pueden observarse primordios con formas lamelares primordios con
formas lamelares (Figura 20), estos son mas raros y pueden ser simples o ramificadas (Figuras 20C-
E).

Figura 18. Grifola gargal, detalle de la formacién de agregados, poros y micelio. A: colonia de G.
gargal de 6 semanas presentando rugosidades, agregados, exudados y primordios. B: las rugosidades
pueden crecer hasta formar agregados (C), poros (D) y también puede haber secrecion de exudados

(C). Ey F: primordios con himenio fértil y un interior sélido y blanguecino en corte transversal.

A
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En las Figuras 19A-E se observa como el espacio aéreo de huecos de 7 mm de diametro
realizados con sacabocados es ocupado paulatinamente por el micelio y finalmente desde alli surge, en
la cuarta semana de cultivo, un primordio marrén oscuro; este proceso estaria relacionado con la
cantidad de micelio acumulado como un factor que interviene en la produccion de primordios.

El reverso de la caja de Petri muestra que la colonia se blanquea en medios gélicos y tanicos,
indicando la presencia de enzimas que degradan los compuestos ligninosos. Ademas del cambio en la
coloracion, también se observé la decoloracion de los mismos y esta accion de las enzimas oxidasas
sefialan a estos microorganismos como hongos de la podredumbre blanca del sustrato (iméagenes
ilustrativas se muestran en el Apéndice 1).

Figura 19. Primordios de Grifola gargal formados en cajas de Petri. Huecos que se rellenan de
micelio en 3 semanas (A) formando un anillo de hifas denso (B) que se ocluye (C). De esta zona, a las
4 semanas surgen primordios (D). Primordios cercanos al borde de la caja de Petri creciendo hacia

afuera (E). Los primordios mas grandes alcanzan 2-4 cm (F, G).
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La observacion microscopica revela gque la trama del micelio tiene hifas generativas fibuladas,
con septos, IKI-. El diametro de las hifas es fino (de 4,0-5,0 um) y grueso (de 8,0-9,5 um) como puede
observarse en las Figuras 21, 22, 23 y 24. El espesor de las paredes celulares se ubica entre 1,0-1,5
um y las fibulas predominantes son del tipo medallon (Figura 21D) aunque también se ven fibulas
normales y septos simples. El tamafio de las fibulas es igual o menor al de la hifa generativa. Hay otras
hifas largas y anchas, 150 um y 10,0-15,0 um didmetro (Figura 21B), de paredes celulares hialinas
engrosadas homogéneamente (1,0-2,0 um), IKI-; y otras infladas, de 20 um de largo con formas de
piezas de rompecabezas, IKI-, hialinas con paredes engrosadas homogeneamente (1,5-2,5 pm)
(Figuras 22A y B); casi siempre estan vacias de contenido citoplasmatico (Figuras 21E, F y 22A). Se
observaron ramificaciones en angulo recto que ocurren al nivel de la union intercelular (Figuras 21E
yF).

Las hifas gloeopleuras son mas anchas alcanzando diametros de 15,0-18,0 um (Figuras 21A y
B), y las paredes también son anchas de 1,5-2,0 um y son IKI-. No se constato la presencia de hifas
esqueletales (o fibras). Las clamidosporas son abundantes en los cultivos méas envejecidos
particularmente en la zona de contacto con el agar (Figuras 21F y 23). El tamafio de estas esporas
oscilé entre: 7,5-11,0 x 7,5-12,5 um (G. gargal cepa A) y 7,5-10,0 x 8,0-14,0 um (G. gargal cepa B)
(Figura 17). La forma de las clamidosporas en la cepa A fue predominantemente globosa, mientras
que en la cepa B fueron elipsoidales (Figura 16). Las paredes de las clamidosporas son hialinas,
engrosadas homogéneamente, con gutulas en su interior, IKI- y a veces presentan un pie lateral o bien
pueden ser terminales prendidas a un segmento hifal (Figura 23).

La presencia de segmentos hifales rotos tienen formas cristaloides (Figura 23C).
Llamativamente, se encontrd en una ocasion una estructura multicelular con un aspecto semejante a un
conidiéforo (Figura 21C). Nobles (1948) hall6 este tipo de estructuras en otros hongos poliporos-
xil6fagos como: Fomes annosus, Pholiota adiposa, polyporus Berkeleyi, P. sulphureus, P. rutilans, P.
guttulatus, y Poria carbonica.

Las cepas de G. gargal se diferenciaron de las descriptas por Paredes-Leal (2006) provenientes de
Valdivia (Chile) y cultivadas en medio MYPA, en que éstas Ultimas presentan hifas esqueléticas, hifas
envolventes, y sélo algunas cepas producen clamidosporas. Debido a la distancia entre ambas
poblaciones de N. obliqua y considerando lo expuesto anteriormente sobre la variabilidad genética, es
probable que existan diferencias debidas a los procesos de fragmentacion de estos bosques, también
presentes en estas cepas.

Las formaciones de tipo agregados, primordios y lamelas (Figuras 18, 19 y 20) se caracterizaron
como positivas con la tincion de los reactivos de Feulguen y azul de toluidina siendo méas intensa esa
tincion en los primordios y lamelas (Figura 25) (S&nchez y Moore, 1999). La relacion de estas
estructuras con cambios morfogénicos hacia la produccion de basididésporas se confirmé por
inspeccion microscépica, encontrandose himenio con basidios y basididsporas (Figuras 20, 21C y
24).
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Figura 20. Grifola gargal, detalle de la formacién de exudados, primordios, agregados y lamelas. A:
exudados transparentes. B: primordios pigmentados y asociados a exudados amarillos. C: lamelas
sobre el borde de la caja de Petri. D: lamelas vistas al microscopio (montaje con hidroxido de potasio).

Dy F: parte apical. E: parte basal.
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Figura 21. Micelio de Grifola gargal sin diferenciacion superficial. Montaje con hidréxido de potasio
y tincién con floxina. A: trama del micelio con hifas generativas fibuladas del tipo medallén. B: hifas
gloeopleuras (a) y ramificacion incipiente en angulo recto (b). C: estructura similar a un conidiéforo.
D: fibula en medallon. E: hifas generativas ramificadas en una unidn intercelular. F: clamidospora,

hifas globosas de paredes engrosadas con y sin contenido celular.
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Figura 22. Micelio de Grifola gargal asociado a poros y exudados en cultivo sélido en agar. Montaje
con hidroxido de potasio y tincién con floxina. A'y B: micelio en contacto con el agar: hifa inflada (a),
hifa normal (b), clamidospora (c). C: micelio de la superficie con probasidios (d), basidios (e) y

basididsporas (f).
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Figura 23. Micelio envejecido de Grifola gargal. Montaje con hidroxido de potasio y tincién con
floxina. A: clamidosporas, hifas rotas con formas cristaloides. B: hifas nodosas y clamidosporas con
contenido citoplasmatico. C: restos de agar (a), clamidosporas en cadena (b).
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Figura 24. Himenio de Grifola gargal con probasidios, basidios y basidiésporas. Montaje con
hidréxido de potasio y tincion con floxina. A, B, C, D: lamelas y E: primordios. Las basididsporas
estan indicadas con flechas.
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Figura 25. Tincion de Grifola gargal con reactivo de Feulguen y azul de toluidina. Los reactivos tifien
las células pequefias, y con alta actividad mitética. En las colonias jovenes los reactivos tifien el agar y
de manera leve los diferentes anillos de crecimiento. A las 6 semanas, ambos reactivos tifien

selectivamente (con mayor intensidad) las zonas donde se desarrollan los primordios.

Cepa A, 3 semanas.

Cepa A, 6 semanas.

3.3. Grifola sordulenta

Los caracteres de cultivos de G. sordulenta observados en este estudio se comparan con los
descriptos por Rajchenberg y Greslebin (1995) en el Apéndice 1. Cabe notar que se trata de la misma
cepa con diferencia de 10 afios entre ambos estudios. Las principales diferencias en esta tesis son la
decoloracion en el medio galico y ténico, que las hifas en vista macroscopica toman otros colores
ademas del blanco, producen clamidosporas y que los cultivos esporulan antes de las 6 semanas.

El aspecto de la superficie de la colonia es algodonoso-lanoso y/o afelpado. En cuanto al aroma,
también es almendrado como el de G. gargal sélo que en G. sordulenta es menos intenso e incluso a
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veces no esta presente en algunas colonias, mientras que en otros clones de la misma colonia madre si
lo estd. Las zonas de avance del micelio joven son irregulares, el color del micelio es blanco y en
colonias sobremaduras (méas de tres meses) suceden cambios de coloracion denotando la presencia de
metabolitos secundarios. Estas pigmentaciones anteceden la formacion de agregados, primordios y/o
lamelas. Estas estructuras morfogénicas son frecuentemente pigmentadas y con exudados (Figuras 29
y 30). La mata micelial de G. sordulenta forma una capa superficial “plastica” y muy resistente que
dificulta su corte con sacabocados o bisturi pero que al igual que G. gargal se despega facilmente del
agar.

Su clasificacion como hongo de la pudricion blanca de la madera fue corroborada por la
decoloracion del sustrato visible desde el reverso de las cajas de Petri, la generacion de un halo de
coloracion en medio tanico (pero no en galico) y la decoloracion de ambos medios (imagenes
ilustrativas se muestran en las Figuras 2D y 3 del Apéndice 1).

Las hifas generativas son delgadas y largas: 2,0-4,0 um diametro y con una longitud de c.a. 50
pum en la zona del micelio de avance y méas de 140 um en la zona central donde se hallan los agregados
algodonosos. Las paredes de las hifas generativas son finas (c.a. 1 um), IKI-, se encuentran
ramificadas, poseen proyecciones y sus fibulas tienen forma de medallén (Figuras 26A y B, 27A,
28A-C). Las hifas gloeopleuras son mas grandes, con un didmetro de 12-20 pum, y mas de 50 um de
largo. Tienen aspecto inflado y en el interior presentan gatulas (Figuras 26C y D, y 28B); las paredes
son de espesor semejante a las hifas generativas comunes (c.a. 1 um) y estan separadas por septos.

Durante el estudio de los cultivos de G. sordulenta no se detectaron hifas esqueletales pero si se
hallaron clamidosporas. Estas formas de resistencia eran mayormente de forma globosa a subglobosa y
de 7,5-11,0 ym ancho y 8,5-13,0 um de largo (Figuras 17 y 28D). También se hallaron formas
intermedias entre hifas y clamidosporas (Figuras 27B-E). En general con paredes hialinas, delgadas, y
con reaccion IKI-. Siendo méas abundantes en la zona envejecida del agar donde también se observaron
segmentos hifales rotos de formas cristaloides.

Las estructuras esporuladoras poseen formas de agregados esféricos, lamelares o bastoncitos
(Figuras 29 y 30), a veces llegan a formarse sendas fructificaciones que sobresalen en direccion
exterior (Figura 30). Estas estructuras reaccionan positivamente con el reactivo de Feulguen y con
azul de toluidina (Figura 31) (Sanchez y Moore, 1999).
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Figura 26. Grifola sordulenta, micelio de avance. Montaje con hidroxido de potasio (A, B y C),
montaje con hidroxido de potasio y tincion con floxina (D). A y B: hifas generativas vacias y llenas,
ramificadas, con fibulas en forma de medall6n (a), clamidospora (b). C: hifa gloeopleura de 160 pum
de largo y 10 um de ancho (c). D: hifa gloeopleura de 20 um de ancho con contenido citoplasmatico,

con segmentos (d). Las barras representan 10 pm.
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Figura 27. Grifola sordulenta, micelio de zonas envejecidas. Montaje con hidréxido de potasio y
tincion con floxina. A: hifas generativas ramificadas en é&ngulo recto. B y C: clamidosporas
elipsoidales con pie. D y E: clamidosporas en proceso de formacién o de germinacion. Las barras

representan 10 pm.
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Figura 28. Grifola sordulenta, micelio de un agregado algodonoso. Montaje con hidréxido de potasio
(A) y tincion con floxina (B, C y D). A: hifas generativas largas (més del40 pm). B: hifas
gloeopleuras cortas, segmentadas e infladas. C: unidn intercelular desde el lado opuesto a la fibula. D:

clamidosporas esféricas. Las barras representan 10 pm.
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Figura 29. Grifola sordulenta, lamelas con forma de bastoncitos. Montaje con hidréxido de potasio y
tincion con floxina (C, D, E y G), montaje con hidroxido de potasio (F). Ay B: caja de Petri y
muestra recolectada montada con hidroxido de potasio y tefiida con floxina. C y D: hifas generativas
cortas y largas, divididas por tabiques y fibulas. E, F y G: basididésporas con paredes hialinas y
pigmentaciones en su interior. Las barras de las micrografias C, D, E, F y G representan 10 pum.
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Figura 30. Lamela de Grifola sordulenta que creci6 hacia afuera de la caja de Petri. A: lamela
pigmentada intensamente. Los preparados observados al microscopio fueron montados con hidroxido
de potasio y tefiidos con floxina. B: borde de la lamela intensamente tefiida indicando un alto nimero
de células C: base de la lamela. D y E basididsporas refringentes. F, G y H: células del borde de la
lamela. 1 y J: células del interior del tejido y en el centro de la lamela. K y L: basidios con

basidiosporas.
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Figura 31. Tincion de Grifola sordulenta con reactivo de Feulguen y azul de toluidina. En la semana
6 hay presencia de formaciones lamelares en el borde de la colonia, que se tifien intensamente con
ambos colorantes.

3 semanas 6 semanas

4. Conclusiones

Las observaciones realizadas, asi como las comparaciones con las descripciones de otros autores,
contribuyeron al conocimiento de la taxonomia de estas especies y son Utiles para el conocimiento
general de la biologia del cultivo in vitro de G. frondosa, G. gargal y G. sordulenta. La comparacion
entre las observaciones dentro de estas cepas con las observadas en cepas de otros autores mostré que
hay variabilidad morfoldgica entre las cepas de cada especie. Las reacciones con colorantes de ADN y
paredes celulares fueron coherentes con los cambios morfol6gicos y el estado de maduracion del
micelio, permitiendo distinguir el micelio vegetativo del micelio reproductivo.

El entrenamiento metodoldgico logrado fue importante para el reconocimiento morfoldgico de

cambios en las colonias en los ensayos posteriores.
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C. Fotomorfogénesis

1. Introduccién

La reproduccion sexual en los basidiomicetes involucra la formacion de esporas haploides en
basidios. Estas células especializadas nacen desde un arreglo especial de micelio fértil, el himenio, que
esta contenido en complejas estructuras: las fructificaciones, basidiomas, esporocarpos, 0 cominmente
denominados “hongos” para las personas no familiarizadas con la biologia del reino Fungi (Moore-
Landecker, 1996).

La induccion y desarrollo del crecimiento reproductivo que conduce a la formacion de las
fructificaciones estd controlado por factores ambientales, genéticos, hormonales y nutricionales
(Moore-Landecker, 1996). En general, ya sea en la etapa vegetativa o reproductiva, no hay una
condicion dptima Unica para este conjunto de factores, sin embargo muchas especies crecen y se
reproducen satisfactoriamente sélo en determinadas condiciones acotadas de acuerdo a su adaptacion a
un determinado habitat. Incluso, las pautas nutricionales y ambientales que inducen a la reproduccién
asexual pueden ser distintas de las condiciones para la reproduccion sexual. Los factores suelen
interactuar entre si y el efecto particular de un factor puede ser modificado por el de otros factores; por
ejemplo, el requerimiento de luz puede ser modificado por la temperatura o ciertos requerimientos
vitaminicos por la disponibilidad de carbohidratos (Moore, 1998). Generalmente, la mayoria de los
factores fisicos y nutricionales tienen un efecto cuantitativo, aumentando o disminuyendo el nimero
de esporas y estructuras reproductivas, dependiendo de la intensidad y/o concentracién de los factores
involucrados (Moore-Landecker, 1996).

La reproduccion esta asociada con la declinacion del crecimiento somatico. Los esporocarpos se
forman cuando hay una maduracion del micelio y los factores nutricionales disponibles en el sustrato
se hacen insuficientes -limitantes- para sostener un crecimiento vegetativo. A medida que el basidioma
comienza a formarse, se transportan los materiales necesarios para su crecimiento desde el micelio
vegetativo en una suerte de relacion fuente destino. Frecuentemente, los cultivos en cajas de Petri
generan fructificaciones luego de un cierto periodo. Algunos de éstas son idénticas a las generadas

naturalmente, otras veces presentan diferentes anomalias (Moore-Landecker, 1996).

1.1. Morfogénesis

La flexibilidad en la expresion de los programas del desarrollo permite que en condiciones de
crecimiento adversas el micelio vegetativo cambie al estado reproductivo, generando la fructificacion
que finaliza con la produccion de esporas, cerrando asi su ciclo biolégico. Segiin Moore (1998), esta
tolerancia a la imprecision de los parametros ambientales, es un atributo importante de la
morfogeénesis en el reino Fungi. En otras palabras, las hifas son capaces de desarrollarse permitiendo
gue asuman un estado de diferenciacion sin que hayan sido dadas todas las condiciones (Moore,
1998). La comprensidn de la morfogénesis consiste en establecer hasta qué punto el medio exterior de

una hifa en un estado vegetativo puede influenciarla en una manera dependiente del tiempo y del lugar
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para desencadenar estos procesos (Moore, 1998). El estudio de la morfogénesis en los Fungi revela
que una compartimentalizacion funcional en procesos o programas denominados ““subrutinas” pueden
encontrarse en todos los tejidos, células y componentes celulares. Estas subrutinas son distintas tanto
genéticamente, como fisiolégicamente y pueden ser ejecutadas en paralelo o en secuencia (Chiu et al.,
1989). Cuando lo hacen en el orden correcto el resultado es la “morfologia normal” de las
fructificaciones, y si algunas subrutinas no estan activadas (bajo un estrés genético o fisioldgico), el

resto puede continuar, y esta ejecucion parcial de subrutinas conlleva a “tejidos anormales” (ibid.).

1.2. La luz como variable en la morfogénesis

La luz es utilizada por organismos no fotosintetizadores como una sefial importante del ambiente
(Figura 32). La sensibilidad a la luz ha sido conservada a través de la evolucion de los reinos desde
Archaea y Fungi hasta Animalia (Purschwitz et al., 2006). En los hongos, la sensibilidad a la luz esta
mediada por fotorreceptores proteicos simples en su estructura, pero complejos en cuanto a la cantidad
y variabilidad de respuestas en el desarrollo y metabolismo (Idnurm y Heitman, 2005).

Los fotorreceptores comienzan la cascada de sefiales que al internalizar esa pauta ambiental
desencadenan fendmenos a nivel metabdlico, fisiol6gico y/o reproductivo (Purschwitz et al., 2006). La
ausencia o presencia y los niveles de energia luminica, intensidad y fotoperiodo, resultan tanto en la
estimulacién como en la inhibicion de la formacion de las estructuras reproductivas y de las esporas.
Asi, segun su respuesta, los hongos se dividen en: i) aparentemente indiferentes a la luz, ii) aquéllos en
que la esporulacion disminuye por exposicion a la luz, iii) los que requieren ciclos de luz alternados,
iv) aquéllos que pueden producir esporas en completa oscuridad pero en presencia de luz lo hacen en
mayor cantidad y, v) los que requieren luz para producir esporas (Moore-Landecker 1996; Ellis et al.,
1999).

En cuanto a la longitud de onda, los hongos responden principalmente a la luz ultravioleta, azul,
verde y roja. Se ha observado que los hongos pueden responder morfogénicamente de manera
diferente segln la longitud de onda y es asi que se dan casos donde a una longitud de onda se inhibe
una respuesta mientras que a otra longitud de onda esta inhibicién puede ser revertida (Tan, 1975),
similarmente a la fotorreversibilidad tipica del fitocromo en el reino vegetal, que es un pigmento que
presenta 6ptimos de absorcion luminica en longitudes del rojo (660 nm) y del rojo lejano (730 nm)
(Taiz 'y Zeiger, 1998).
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Figura 32. Fotorreceptores en Bacteria y Eucarya. A: los fotones son absorbidos por proteinas
respondiendo a diferentes longitudes de onda del espectro visible. B: el rojo y rojo-lejano es detectado
por el fitocromo, el verde por opsinas y el azul-UV por flavoproteinas (fototropinas y criptocromos).
C: los genes que codifican para fotorreceptores presentan homologias conservadas entre bacteria,
Fungi y Plantae. Fuente: Purschwitz et al., 2006.
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1.3. Luz azul

Los receptores de la luz azul pueden dividirse en dos clases generales de flavoproteinas: los
criptocromos y las fototropinas. Los criptocromos son moléculas evolucionadas de las enzimas
fotoliasas capaces de desencadenar la fructificacion in vitro de Pleurotus ostreatus. Su efecto es tan
notable que produce este fendmeno aun en presencia de nutrientes y a bajas intensidades luminicas,
condiciones que normalmente no conducen al desarrollo de la fructificacion (Arjona et al., 2009).

Usando la secuencia de criptocromo PHL1 de Cercospora zeae-maydis se han encontrado otras
especies que contienen este tipo de genes: Phanerochaete chrysosporium, Postia placenta, Puccinia
graminis y Ustilago maydis (Bluhm y Dunkle 2008). Lentinula edodes posee un receptor de
fototropina que es critico en el proceso de fructificacion, ya que se observo que sélo en la presencia de
luz azul se pueden diferenciar las células que originan las fructificaciones (Sano et al., 2009; Katayose
et al., 1990).

El género Coprinus es un modelo clasico en estudio de morfogénesis. Mediante complejos
experimentos de calidad, cantidad y diferentes regimenes de luz, se hallaron evidencias de la

existencia de al menos un receptor del tipo fototropina en estos basidiomicetes (Terashima et al.,
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2005). En la morfogénesis de este género la condicion luminica es considerada como la variable
ambiental mas importante (Kues, 2000).

En algunas especies como Neurospora crassa, considerada como modelo de estudio de la
recepcion de luz, se han hallado respuestas a la luz azul mediadas por criptocromos (Borkovich et al.,
2004) asi como fototropinas (Liu et al., 2003; Schwerdtfeger y Linden, 2003).

Schizophyllum commune por su parte posee flavoproteinas que regulan los procesos de
agregacion de las hifas para la formacion de primordios y la diferenciacion de fructificaciones. La
respuesta se encuentra entre 320 a 535 nm de longitud de onda, siendo 6ptima a 448 nm y es lineal con
la intensidad luminica (Raudaskoski y Mattila, 1985; Perkins y Gordon, 1969). En un cultivo micelial
centrifugo i.e.: inoculacion en el centro de la caja de Petri, las fructificaciones se producen en
diferentes anillos de micelio sugiriendo que las células a diferentes edades tienen distinta habilidad
para ser fotoinducidas (Perkins, 1969). Otros resultados sefialan que a longitudes de onda de mayor
energia, i.e. 280 y 340-360 nm se requiere siete veces menos energia cuantica efectiva que la
necesaria a 437 y 467 nm para la diferenciacion de fructificaciones (Yli-Mattila, 1985). Ademas de
estos efectos, en Schizophyllum commune la luz induce también la formacion de un pigmento marrén
antes de la aparicion de las fructificaciones. Se constaté también que existen diferencias de respuestas
entre distintas cepas (ibid.).

Sphaerobolus stellatus es un gasteromicete que muestra diferentes respuestas a tres anchos de
banda de luz las cuales estan mediadas por flavoproteinas y pigmentos carotenoides (Ingold y Peach,
1970). La luz azul (400-520 nm) induce el proceso de fructificacion, el rojo-rojo lejano (600-720 nm)
produce cambios morfogénicos menores y en el amarillo (570 nm) ocurre una aceleracion en la

produccion de esporas (Alasoadura y Visser, 1972).

1.4. Luz roja

La luz roja estimula otros fotorreceptores: los fitocromos (Purschwitz et al., 2006). Cuyos
croméforos son tetrapirroles de cadena abierta conocidos como bilinas (Rockwell et al., 2006). Los
fitocromos llevan a cabo una fotoconversion reversible entre dos estados conformacionales. En
bacterias y hongos son similares entre si y comparten una estructura general con las plantas.

Varias especies de hongos responden a la luz roja. Por ejemplo, Aspergillus nidulans se reproduce
asexualmente a 680 nm, mientras que a 740 nm u oscuridad se inhibe la reproduccion asexual y la
delecion de genes codificadores para los fitocromos genera mayor nimero de esporas por lo que se
presume que estos receptores estan involucrados en la represion sexual (Mooney y Yager, 1990).

Los fitocromos se han identificado en varias especies como Neurospora crassa (Froehlich et al.,
2005), Botryotinia fuckeliana, Cochliobolus heterostrophus, Gibberella moniliformis, Gibberella zeae,

y Ustilago maydis (Vierstra y Karniol, 2005).
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1.5. Luz verde

Los receptores proteicos capaces de absorber luz verde son las opsinas y estdn presentes en
Fungi, Archaea y Animalia (Purschwitz et al., 2006). Es muy poco conocida la presencia y funcion de
estos receptores en hongos, por ejemplo en Neurospora crassa una opsina tiene su pico maximo de
absorcién a 534 nm y cuya reaccion a la luz es muy lenta, por lo que se descarta una funcion
energética como bombeadora de protones, y la delecion del gen que codifica para esta opsina no
produce ningun fenotipo distinguible, lo cual dificulta la interpretacion de sus funciones bioldgicas
(Bieszke et al., 1999; Furutani et al., 2004). En el hongo uniflagelado Allomyces reticulatus existe una
opsina que funciona en la fototaxis, y en el ascomicete Leptosphaeria maculans una opsina funciona
como bombeadora de protones (Idnurm y Heitman, 2005). No se hall6 en la literatura la presencia de

estos receptores en hongos basidiomicetes.

1.6. Poliporos

Ganoderma lucidum requiere luz azul para comenzar la formacion de basidiomas. En oscuridad
se inhiben o desarrollan fructificaciones atipicas o carentes de basididsporas con respuestas variables
entre cepas (Seo et al., 1995).

Favolus arcularius es un poliporo lignicola que requiere la induccion luminosa para el desarrollo
de las fructificaciones, el espectro en el que se produce esta iniciacion se encuentra entre 350 y 560
nm. No se conoce qué receptor luminico participa en esta respuesta y no estarian involucrados los
carotenoides y flavinas (Kitamoto et al., 1968).

El nimero de primordios y la produccion de esporas aumentan con la intensidad de luz en Grifola
frondosa llegando a producirse esporas ain desde los primordios cuando reciben una intensidad muy
fuerte (Stamets, 1993). Para lograr una morfologia deseable de las fructificaciones, la induccion de
primordios con luz debe iniciarse a bajas intensidades de luz (100-500 lux) y luego ir aumentando a

medida que se desarrollan las fructificaciones (ibid.).

1.7. Hipotesis

La irradiacion de luz afectara la velocidad de crecimiento y el cambio del metabolismo primario al
metabolismo secundario durante el crecimiento vegetativo del cultivo in vitro de G. gargal. En cultivos
in vitro maduros y sometidos a un choque térmico: la luz provee una sefial que incrementa las
respuestas del metabolismo secundario. Por la complejidad del proceso de iniciacion de morfogénesis,
es posible que existan variaciones de respuesta entre cepas y entre especies. La participacion de una o

mas moléculas en la captacion de la luz podria evidenciarse con el uso de filtros apropiados.
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1.8. Obijetivos

Estudiar la influencia de la luz en los procesos de crecimiento vegetativo de G. gargal in vitro
exponiendo micelio en crecimiento bajo distintos anchos de longitudes de onda. Evaluar la respuesta
morfogénica en colonias maduras de G. gargal y G. sordulenta en respuesta a la luz de distintos
anchos de longitudes de onda.

2. Materiales y métodos

Los ensayos de influencia de la luz sobre micelio vegetativo fueron realizados con G. gargal
(cepa A); los ensayos de fotomorfogénesis se llevaron a cabo en G. gargal (cepa A y cepa B) y G.
sordulenta.

Como dato de la luz ambiental del sitio de recoleccidn de las especies en estudio, se tomaron los
registros anuales del amanecer y el ocaso correspondientes al Parque Nacional Lanin

(www.infoclima.com.ar) y se calcul6 la duracién del fotoperiodo a lo largo del afio (Figura 33).

2.1. Efecto de la luz sobre el crecimiento vegetativo de Grifola gargal

Se inoculé medio MYPA en cajas de Petri con la cepa A de Grifola gargal y se incub6 en
oscuridad por 72 h a 21 +1°C. Luego de este periodo, las cajas de Petri como unidades experimentales
(u.e.) se distribuyeron aleatoriamente en los tratamientos: Luz Azul, Luz Verde (n=8); y Luz Roja, Luz
Blanca y Oscuridad (n=9). El tratamiento de luz consisti6 en irradiar a las unidades experimentales con
una radiacion de flujo fotonico de 4 umol m?s™ emitida por un tubo fluorescente de luz blanca (20
watts, Philips TLT 20W/54 RS daylight) ubicada a 60 cm.

Las colonias se cultivaron durante 33 dias con un fotoperiodo de 12 h bajo las condiciones
mencionadas de irradiacién de energia luminica, las cuales se obtuvieron utilizando hojas de celofan de
color azul, verde o rojo (tratamientos denominados Luz Azul, Luz verde y Luz roja, respectivamente)
acorde con Galston y Satter (1974), sin filtro de celofan (Luz Blanca) y un control en ausencia de
irradiacion que se realiz6 envolviendo las colonias en papel de aluminio (Oscuridad). En las Figuras
34 y 35 se muestran imagenes representativas de las condiciones del ensayo.

El analisis de crecimiento se realizd6 midiendo el didmetro promedio de dos mediciones
perpendiculares cada 3 dias. También se compararon las velocidad de crecimiento al dia 33 (mm dia™)
Estos dos analisis se analizaron con Anova simple (a.=0,05) (Di Rienzo et al., 2010).

Por otra parte, con el fin de detectar manifestaciones atribuibles al cambios morfogénicos:
exudados y agregados miceliales, se observo su presencia o ausencia cada 3 dias, y luego se analizaron
comparaciones da a pares con el test de Fisher segun Lowry (o =0,05) (2011).

La temperatura del cuarto se controlé con un equipo de aire acondicionado ajustado para un rango
térmico de 21 +3°C y se registraron periddicamente las temperaturas maximas y minimas. Los valores

de temperatura se muestran en la Figura 36.
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Figura 33. Horarios del amanecer, ocaso y duracién del fotoperiodo en el Parque Nacional Lanin.

Fuente: www.infoclima.com.ar.
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Figura 34. Cuarto de cultivo e irradiacion de luz. En la figura de la izquierda se muestra la disposicion

de los tratamientos, y en la de la derecha la ubicacién del tubo fluorescente.
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Figura 35. Placas que muestran los efectos de los tratamientos a 30 dias del comienzo del ensayo. Luz
blanca (A), oscuridad (B), Luz azul (C), Luz verde (D), Luz roja (E). Obsérvese el crecimiento y

apariencia contrastante de micelio en los tratamientos con luz y en oscuridad.

Figura 36. Evolucion de las temperaturas maxima (e), minima (o), y rango térmico (x) registrados
durante el periodo del ensayo. La temperatura maxima promedio durante el ensayo fue de 22,1°C, y la

minima de 19,1°C y los mayores valores del rango térmico diario se registraron entre los dias 7 y 12.

Dias
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2.1.1. Tipo de irradiacién luminica

Los espectros de absorcion de cada tratamiento luminico se registraron con un espectrofotometro
Spectroquant UV/VIS Spectrophotometer Pharo 300© (Figuras 37a-c nbtese que es el
complementario al espectro de emisién). La energia de radiacion del tubo fluorescente, segln datos del
fabricante en pW por 5 nm por lumen, se muestra en la Figura 37d.

Asimismo se determinaron las correspondientes densidades de flujo foténico a nivel de las cajas
de Petri mediante un equipo de medicién de PAR (photosinthetically active radiation) LICOR™®. Las
mismas fueron de 4 pmol m?s™ (blanca), 2 umol m?s™* (azul), 3 umol ms™ (verde) y 2 umol m?s™

(roja).

Figura 37. Espectros de absorcion de los filtros preparados con hojas de celofan. Se emplearon hojas
de color azul (a), verde (b) y rojo (c), también se muestran como referencia los colores de las
diferentes longitudes de onda. Espectro de emisién del tubo fluorescente en el rango de 380- 800,

fuente: http://www.ecat.lighting.philips.com (d).
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2.2. Fotomorfogénesis en Grifola gargal y G. sordulenta

Se prepararon cultivos de G. gargal (cepa Ay B) y G. sordulenta en medio MYPA modificado
contenido en cajas de Petri. Los detalles de las condiciones del ensayo se presentan en la Tabla 4. El
cultivo se realizd en una camara de cultivo CCC-20 (Lab. Electrénica, CCT-CONICET Bahia Blanca)
con control de temperatura, fotoperiodo y humedad. La humedad permanecio constante a 90% durante
todo el ciclo de cultivo. Este comenzo en las condiciones mencionadas como 6ptimas en la literatura

para el crecimiento vegetativo: oscuridad y temperatura normal (17 y 19°C); luego de la colonizacién
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completa, el cultivo continu6 en oscuridad y se disminuy0 la temperatura para producir un choque
térmico. Este pre tratamiento se realiz6 con el propdsito de llevar el micelio a un estado fisiologico y
nivel térmico de manera que permitiera que la induccion luminica tuviera lugar.

Culminado el pre tratamiento, las colonias (u.e.) se distribuyeron en 6 u.e. para cada tratamiento
(Luz blanca, Oscuridad, Luz azul, Luz verde y Luz roja) de G. gargal (cepas Ay B). En el caso de G.
sordulenta, los tratamientos Luz blanca y Luz roja consistieron en 6 u.e. cada uno (una u.e. del
tratamiento de luz roja se contaminé y fue descartada), mientras que los demés tratamientos contaron
con 7 u.e. cada uno.

Los tratamientos luminicos se lograron empleando laminas de acrilico de Plexiglas™® de 4 mm de
espesor para los colores azul, verde y rojo, (ver caracteristicas en 2.2.1 y en la Figura 38). Para el
tratamiento luz blanca las cajas se expusieron directamente a la fuente luminosa y para el de oscuridad
se evitd la incidencia luminica protegiéndolas mediante una barrera de acero inoxidable. Ademas, con
el propdsito de imitar las condiciones existentes en los hébitats naturales en la época de fructificacion
de estos hongos (ver Mayo-Junio en la Figura 33), se aplic6 un fotoperiodo de 10 h y una oscilacion
térmica de 12°C para el fotoperiodo y de 2°C para el nictoperiodo.

Las cajas se rotaron de posicion semanalmente. El crecimiento del micelio se registrd
fotograficamente. A partir del dia 92 las colonias se destaparon momentaneamente (ventilacién) y
también se fotografiaron, procedimiento que fue repetido en adelante dos veces mas, una vez por
semana. Se utilizo el test Chiy el test de Fisher (0=0,05) acorde a Lowry (2011), para la comparacion
del nimero de u.e. presentando cambios primarios: exudados, aroma almendrado, pigmentos, poros; y
secundarios: agregados (cumulos de micelio <5 mm), lamelas, primordios (agregados esféricos >5

mm) entre tratamientos.

Tabla 4. Fases y condiciones del experimento para el estudio de la fotomorfogénesis en Grifola gargal

y G. sordulenta.

- Crecimiento Induccion del N Irradiacion +
Inicio : . rio Irradiacion o
vegetativo metabolismo 2 ventilacion
Procedimiento Ino_c’ula- Cultlv_o en Chogue frio Inspeccion Inspeccion
cién oscuridad semanal (a) semanal (b)
Periodo desde la 0 1-22 22-58 58-02 92-119
inoculacion (dias)
Periodo de
duracion de cada - 22 36 34 27
fase (dias)
Fotoperiodo - No No 7h 7h
Control de 18°C 7hal9°C e 7hal0°C 7hal0°C
temperatura 17hal17°C 17 ha?2°C 17 ha?2°C
Ventilacion - No No No 1 cambio
semanal

(a) Las observaciones fueron realizadas con la caja de Petri cerrada; y luego (b) con la caja de Petri abierta.
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2.2.1. Tipos de irradiacion luminica

La fuente luminosa incorporada en la cAmara de cultivos fue un tubo Philips TLD 36W/54. Los
espectros de absorcién de cada tratamiento luminico fueron registrados con un espectrofotometro
Spectroquant UV/VIS Spectrophotometer Pharo 300© (Figuras 38A-C) noétese que es el
complementario al espectro de emisién). La energia de radiacién del tubo fluorescente (segun datos
del fabricante Philips“?, en uW por 5 nm por lumen) se muestra en la Figura 38D.

Asimismo se determiné las correspondientes densidades de flujo foténico a nivel de los cultivos
medidas mediante un equipo de medicion de PAR (photosinthetically active radiation) LICOR™?. Las
2 -1

mismas fueron de 4 pmol m™?s™en blanca, 2 pmol m?s™ en azul, 3 umol m?s™ en verde y 2 pmol m

en roja.

Figura 38. Espectros de absorcién de los filtros de acrilico medidos con espectrofotometro. Espectros
de: luz azul (a) con un ancho de banda de emision maxima entre 440-500 nm; de luz verde (b) con un
ancho de banda de emisién maxima entre 505-560 nm y de luz roja (c) con un ancho de banda de

emisién maxima > 620 nm. Espectro de emision del tubo fluorescente en el rango de 380- 800, fuente:

http://www.ecat.lighting.philips.com (d).
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3. Resultados y discusion

3.1. Efecto de la luz sobre el crecimiento vegetativo y la morfogénesis de Grifola gargal

3.1.1. Efecto de la luz sobre el crecimiento vegetativo

La variacion térmica que se registrd durante el ensayo pudo regular en cierta extension la
velocidad y magnitud del crecimiento y de los cambios morfogénicos, como se ha observado en otros
casos (Tsusué, 1969); ello en la condicion de oscuridad podria explicar las diferencias observadas con
este tratamiento, tanto en crecimiento como en cambios morfogénicos. Por otro lado, y como era
esperable, estas respuestas resultaron ser dependientes de la luz (ausencia, presencia, ancho de banda
de irradiacion) en el rango térmico del ensayo.

Las curvas de crecimiento de las colonias que superaron los 30 mm al dia 33 se muestran en la
Figura 39A. Si bien sélo se hallaron diferencias significativas entre tratamientos para el dia 33 (a
=0,05), se observd que la curva de crecimiento del tratamiento de luz blanca -que reflejaba una tasa de
crecimiento constante- siempre se ubicé por encima de las deméas mostrando una tendencia a estimular
el crecimiento, contrastando claramente con el crecimiento en oscuridad, que estuvo marcadamente
demorado. En el dia 33 se detectaron diferencias entre luz blanca y el de oscuridad (0<0,05, Figuras
39A y B).A la temperatura de trabajo (18-25°C), los tratamientos en luz produjeron una respuesta de
crecimiento marcadamente superior al obtenido en oscuridad.

En la produccién de hongos a gran escala, en la etapa de corrida del micelio (colonizacién del
sustrato) no es habitual la incorporacion de luz en las condiciones ambientales. Siguiendo los
resultados anteriores, podria ser apropiado ensayar la iluminacion durante esta fase en el cultivo de G.
gargal a fin de prevenir una demora significativa de dicha fase, si la temperatura no estuviese

debidamente controlada y eventualmente superara los 21°C.
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Figura 39. Valores promedio de crecimiento de Grifola gargal en medio MYPA modificado bajo
diferentes condiciones de irradiacion. A: crecimiento miceliar de las colonias que superaron los 30 mm
al dia 33. B: crecimiento de las colonias con valores mayores a 30 mm al dia 33 (barras grises) y de
todas las colonias (barras cuadriculadas). Las barras de dispersion expresan los valores de + error
estandar: EEanova = (CMerror /n;) *.
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3.1.2. Efecto de la luz en la morfogénesis

Es conocido que, dependiendo de la especie de hongo, determinadas magnitudes de onda y/o
bandas luminicas pueden estimular o inhibir el crecimiento y/o la maduracién del micelio (Seo et al.,
1995; Durand y Furuya 1985).

La calidad de luz administrada en los tratamientos luminicos fue mas efectiva que el cultivo en
condiciones de oscuridad para la induccion de eventos vinculados a la morfogeénesis, i.e. formacion de
exudados y de agregados. Vale mencionar aqui que el sistema de luz fluorescente blanca se utiliza en
naves de cultivo para la estimulacion del proceso de fructificacion de hongos ostra (Arjona, 2009).
Esta fuente de luz emite poco en las longitudes de onda UV y rojo lejano, de manera que seria

esperable una menor respuesta morfogénica si la internalizacion de la pauta luminica necesitase de la
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participacion de fotorreceptores que absorben en estos rangos de energia, por ejemplo criptocromos o
fitocromos.

En la Tabla 5 se presenta el porcentaje de u.e. con respuestas morfogénicas registradas durante el
ensayo. Para una mejor apreciacion de la secuencia de los fendmenos morfogénicos, las observaciones
se dividieron segun tres periodos: desde la inoculacién al dia 12, del dia 13 al 25 y del dia 26 al 33.

En la literatura se informa que los primeros signos de cambios morfogénicos son: exudados,
aroma, pigmentaciones y cambio de la apariencia superficial p.e. poros (nombrados aqui como:
cambios primarios). Luego a medida que avanza la diferenciacion del micelio aparecen agregados,
primordios y lamelas (nombrados aqui como: cambios secundarios) (Moore, 1998; 2005; Moore et al.,
2008). En este ensayo s6lo se detectaron exudados (EX.) y agregados (Ag.).

En el primer periodo no se detectd ningin cambio en oscuridad. En los tratamientos con luz
blanca y roja se produjeron exudados de color &mbar y los agregados se formaron en todas las
condiciones de luz, aunque en luz roja se detectd solo un caso (13 %) obteniendo diferencias
significativas en la comparacién de a pares con los demas tratamientos con el test de Fisher (0=0,05).

En el segundo periodo todos los tratamientos mostraron u.e. conteniendo sectores con exudados.
Los agregados se presentaron en algunas u.e. correspondientes a los tratamientos de luz azul y de luz
verde, mientras que los agregados observados en la u.e. correspondiente al tratamiento de luz roja
guedaron enmascarados por el crecimiento del micelio de la colonia. No hubo diferencias en la
comparacion de a pares entre tratamientos para exudados ni agregados (o= 0,05). En el tercer periodo
continu6 la formacion de exudados en todos los tratamientos sin presentar diferencias significativas
(0= 0,05). Los agregados fueron cubiertos por la masa de micelio que continuaba creciendo y so6lo
siendo conspicuos en un caso bajo luz verde y otro bajo luz roja (13 %).

Los cultivos mantenidos en oscuridad no presentaron agregados en el periodo del ensayo. Puede
concluirse que los tratamientos luminicos previnieron la inhibicién del crecimiento observado en
oscuridad y que condujeron a una estimulacion del metabolismo secundario y de la morfogénesis in

vitro.

Tabla 5. Respuestas fotomorfogénicas de Grifola gargal frente a la luz blanca, azul, roja o verde u
oscuridad. Las observaciones fueron realizadas a los dias 12, 25 y 33. Las respuestas morfogénicas

observadas fueron exudados (Ex.) y agregados (Ag.).

% de u.e. con respuestas

Dia 12 Dia 25 Dia 33
Ex. Ag. Ex. Ag. Ex. Ag.

Tratamientos (n)

Blanca 9 11 44 56 11 56
Azul 8 0 63 50 13 50
Verde 8 0 63 25 25 50 13
Roja 8 25 13 38 0 38 13
Oscuridad 9 0 0 22 0 44 O
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3.2. Fotomorfogénesis en Grifola gargal y G. sordulenta

3.2.1. Cultivo en oscuridad y choque térmico

En la Tabla 6 se presentan las respuestas -exudados y agregados, i.e. cambios primarios y
secundarios- al choque térmico (disminucion de 18°C a 5°C) experimentados por las colonias de G.
gargal y G. sordulenta que crecieron en oscuridad por un lapso de 22 dias, momento en que se
completd la colonizacion del &rea superficial disponible del medio nutritivo al cual siguio el
tratamiento de choque térmico al dia siguiente.

Hacia el final del primer periodo de crecimiento vegetativo del material fingico creciendo a 18°C,
c.a. del 50% de las u.e. bajo estudio presentaron respuestas morfogénicas. En cuanto a los exudados, el
n° de u.e. que los presentaron fue mayor en G. gargal que en G. sordulenta (p<0,05) y no se hallaron
diferencias en la produccion de exudados entre las cepas A y B de G. gargal. Con relacion a los

agregados, no se produjeron en G. gargal, mientras que en G. sordulenta fueron humerosos.

Tabla 6. Respuestas morfogénicas de Grifola gargal (cepa A y cepa B, 30 u.e.) y G. sordulenta (33
u.e.) inducidas por diferentes condiciones de cultivo. El crecimiento vegetativo se realizé durante los
22 dias a 18 +1°C, en oscuridad, mientras que el choque térmico consistié en el cultivo durante 36 dias
a 5 £1°C. Las respuestas morfogénicas observadas registradas al final de cada periodo fueron exudados

(Ex.) y agregados miceliales (Ag.).

% de u.e. con respuestas
(n) Crecimiento vegetativo  Choque térmico

Especies y cepas

Ex. Ag. Ex. Ag.
Grifola gargal cepa A | 30 43 - 63 10
Grifola gargal cepaB | 30 43 - 63 -
Grifola sordulenta 33 18 55 58 24

En ambas cepas de G. gargal, al final del periodo de exposicion al choque térmico, no se
incrementd significativamente el nimero de u.e. con exudados (63 %); y con relacién al nimero de
agregados, sélo se produjeron tres eventos en la cepa A (10 %); mientras que en el caso de G.
sordulenta, se observé un incremento en los exudados de 18 a 55% de las u.e. (a= 0,05), y los
agregados que se habian registrado en el periodo de crecimiento a 18°C, quedaron enmascarados tras
el periodo de frio, lo cual fue debido a un sobrecrecimiento del micelio.

Previo a la aplicacion de los tratamientos luminicos (luego de 59 dias de cultivo) en 37 % de las
u.e. de G. gargal y en el 42 % de G. sordulenta no habia cambios morfoldgicos. Moore (1998) sefiala
que en basidiomicetes, el shock de frio (entre otros factores como disminucion de nutrientes, edad del
cultivo, etc.) produce disturbios fisioldgicos que modulan la transicién del micelio desde el estado

vegetativo a reproductivo, y si bien no se detectaron cambios visibles en todas las u.e., es probable que
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todas las células fdngicas inducidas por shock térmico hubieran iniciado la diferenciacion

morfogénica.

3.2.2. Efecto de la luz en colonias maduras y tratadas con choque térmico de Grifola gargal y G.
sordulenta

En las Tablas 7A y B se indican los cambios morfogénicos resultantes de los tratamientos
luminicos suministrados durante la etapa del cultivo y en el Apéndice 2 se muestran imagenes
representativas de las unidades experimentales al final del ensayo.

En Grifola gargal se observé que todos los tratamientos de luz generaron cambios primarios, i.e.
exudados, aroma, cambios de color en el micelio debido a pigmentos y poros, y secundarios, i.e.
agregados, lamelas y primordios. Considerados globalmente, mostraron una frecuencia de
presentacién de mayor a menor en el siguiente orden de acuerdo al tipo de irradiacidn en el espectro de
luz visible: luz fluorescente blanca > azul = rojo > verde > oscuridad (Tabla 7A).

En ambas cepas y en relacion a los cambios secundarios elicitados por luz, fue la luz blanca la
gue produjo mayor proporcién de eventos de este tipo, pero solo se diferencid estadisticamente de luz
verde, que produjo una menor respuesta. En el caso de la cepa A de G. gargal, mostrd un 40% mas de
eventos fotomorfogénicos que la B (p<0,05), tal diferencia en la magnitud de la respuesta
fotomorfogénica al ancho de banda, i.e. energia de irradiacion, tiene también ocurrencia en diferentes
cepas de otras especies fungicas (Ellis et al., 1999).

En cuanto a Grifola sordulenta, comparando las respuestas morfogénicas a los tratamientos ya
sea de oscuridad o luminicos, no se encontraron diferencias en el nimero de u.e. que presentaban
cambios primarios; pero si en las que presentaban cambios secundarios (0=0,05) (Tabla 7B). Los
primordios so6lo fueron observados en los tratamientos correspondientes a luz blanca y azul.

La formacion de lamelas a partir de un micelio sobre maduro ocurrié en ambas especies sobre el
perimetro de la colonia adyacente al borde de la caja de Petri, lo cual en este estadio se interpreta
como respuesta a un microclima gaseoso favorable para su induccién, i.e. menor nivel de CO, y mayor
de O,. Este tipo de respuesta se observa también en colonias sobremaduras (usualmente con mas de
tres meses) conservadas en camara fria, en oscuridad (p.e. ver Figuras 29A y B) y a la vez también
sucede durante la produccion de fructificaciones en invernadero cuando se exponen los primordios de
Grifola spp. (ver capitulo V). En algunos casos se observé la presencia simultanea de lamelas con
ubicacion en la periferia y en el centro de la colonia. Los méas notables fueron con luz roja en G.
gargal; y luz blanca en G. sordulenta.

Se observd que en ambas especies pudieron desarrollarse cambios morfogénicos bajo las
condiciones del cultivo en oscuridad, indicando que la luz no es un factor indispensable para la
diferenciacion. Cabe sefialar asimismo que en las condiciones de ensayo no se presentaron fenémenos
de fototoxicidad. Por el contrario, bajo la exposicion prolongada a la luz blanca se incrementd la
proporcion en la respuesta fotomorfogénica. Aln asi, hubo respuestas llamativas e inesperadas, por

ejemplo en cuanto a la uniformidad de las respuestas a un mismo tratamiento; asi se observaron u.e.
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con colonias que mostraban una marcada respuesta al tratamiento luminico mientras que otras no
produjeron ese tipo de respuesta. Vale mencionar en este punto que en todos los casos el indculo
procedia de la misma caja de Petri.

Tabla 7. Fotomorfogénesis en Grifola gargal, cepas Ay B (A) y en G. sordulenta (B) en respuesta a
tratamientos luminicos. Los cambios primarios son: exudados (Ex.), aroma almendrado (Ar.), manchas
de micelio con pigmentos (Pig.) y poros (Po.); los cambios secundarios son: agregados (Agre.), lamelas
periféricas (P.) o centrales (C.), y primordios (Prim.).

A. Respuestas fotomorfogénicas de Grifola gargal
Trata-

mientos Cepas (n) % Sin % Cambios primarios % Cambios secundarios
r -
puzssta Ex. Ar. Pig. Po. Agre. Lg.melélls Prim.
Blanca A 6 0 100 17 100 - 100 100 - 100
B 6 0 33 - 83 33 17 83 - 33
Azl A 6 0 83 - 100 33 50 100 - -
B 6 0 83 - 83 67 67 83 - 33
Verde A 6 0 83 33 33 100 33 100 - -
B 6 0 100 50 - 83 50 67 - -
Roja A 6 0 - 33 33 50 83 67 67 -
B 6 0 50 50 - 83 33 33 33 17
Oscuri- A 6 33 - 50 - 50 33 50 17 17
dad B 6 100 - 83 - - - - - -

B. Respuestas fotomorfogénicas de Grifola sorduenta
Trata-

. (n) %Sin % Cambios primarios % Cambios secundarios
mientos hess . Lamelas .
puesta Ex. Ar. Pig. Po. Agre. P C. Prim.
Blanca 6 - 100 - 17 - 67 100 50 83
Azul 7 - 71 14 - 14 100 86 = 43
Verde 7 - 71 29 - 86 100 100 29 -
Roja 5 - 100 20 - 100 100 100 - -
Oscuridad 7 29 14 43 43 43 29 - - -

Es claro que los cambios primarios y secundarios ayudan en la identificacion de distintos estadios
de desarrollo fingico, i.e. sefialan tanto el cambio del metabolismo primario al secundario como los
diferentes estadios de la formacién de estructuras reproductivas, como ser primordios, y que estan
relacionadas con este Ultimo tipo de metabolismo. Similarmente, tal cadena de fendmenos
morfogénicos, con inclusion de los fotomorfogénicos, se presenta en el cultivo en condiciones
controladas de Grifola frondosa, i.e. exudados y pigmentaciones seguido de formacion de agregados
que hacen cambiar el aspecto macroscopico del micelio hasta alcanzar progresivamente la madurez de
estructuras reproductivas, llegando finalmente a la fructificacion (Montoya-Barreto et al., 2008; Shen,
2001).
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Desde hace tiempo se conoce que los hongos reaccionan a la luz aunque so6lo recientemente se
han estudiado los mecanismos bioquimicos subyacentes a estas respuestas. El estudio gendmico de los
hongos en combinacion con nuevas herramientas de la biologia molecular permitird profundizar en
estos fenémenos fotobioldgicos en el reino Fungi, cuyo conocimiento puede tener importantes
derivaciones practicas tanto en su cultivo como en la obtencion de metabolitos utiles, p.e.

determinados nutricéuticos, cosmecéuticos y aromatizantes.

4. Conclusiones

Ambas especies de Grifola fueron sensibles a la irradiacion luminica, con respuestas
morfogénicas de distinto tipo e intensidad, si bien fue la luz blanca la mas efectiva. En oscuridad,
ambas especies fueron capaces de evolucionar metabélicamente para mostrar eventos morfogénicos.
En el caso de G. gargal, la cepa A fue més sensible que la B en la presentacion de respuestas
fotomorfogénicas. Estos resultados registrados para los distintos anchos de banda de irradiacion

luminica son sugerentes de la participacion de mas de un fotorreceptor.
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D. Crecimiento en medios diferenciales

1. Introduccion

Los hongos estan en contacto directo con los nutrientes del nicho ecolégico que habitan. Las
moléculas de bajo peso molecular disponibles en la solucion que rodea las hifas pueden ser absorbidas
directamente mientras que las macromoléculas deben ser previamente degradadas para facilitar su
biodisponibilidad. En otras palabras, se trata de una digestion extracelular mediada por enzimas que
son capaces de hidrolizar sustratos poliméricos a moléculas mas simples y es un proceso de varios
pasos que involucra diferentes enzimas con diferentes grados de especificidad hasta lograr moléculas
absorbibles y asimilables por la hifa (Moore-Landeker, 1996). De alli que la habilidad de un hongo
para digerir un sustrato depende en definitiva de su complejo enzimético, de la regulacion de la
transcripcion-traduccion de las enzimas involucradas y de la actividad y/o concentracion de las
mismas. La organizacion celular en forma de micelio resulta especial para cumplir con esta funcién de
nutricion ya que penetra en la matriz del sustrato y luego facilita el transporte de nutrientes a
diferentes sectores de la colonia en una relacion fuente-destino.

Los hongos poliporos se encuentran entre los descomponedores saprofitos mas importantes de la
madera de arboles en pie, ramas caidas y tocones (Schmidt, 2006), y a pesar de los inconvenientes que
pueden ocasionar, por ejemplo para la industria maderera, su rol en el reciclado de la materia organica
es esencial, colaborando en la recirculacion de nutrientes y contribuyendo al equilibrio ecolégico de
espacios forestales (Field et al., 1992). Debido a su potencial genético, los hongos pueden adaptarse
para crecer en diferentes sustratos y esto es posible a tal punto que, por ejemplo, hongos micorricicos
y descomponedores secundarios pueden sintetizar enzimas oxidasas que son tipicas de hongos de la
pudricidn blanca y asi asumen las caracteristicas de un descomponedor primario (Gramss et al., 1998;

Mamiro y Royse, 2008).

1.1. Degradacion de lignocelulosa

La lignocelulosa es uno de los principales componentes de los diversos materiales vegetales
usados como sustrato para el cultivo de hongos. Esencialmente se trata de una red de microfibrillas de
celulosa, en una matriz amorfa de hemicelulosa, lignina y pectina en el caso de tejidos vegetales
inmaduros (Bidlack et al., 1992). También se encuentran asociados otros componentes como
proteinas, lipidos y minerales. La lignina es un compuesto poli aromético de las plantas superiores,
con un rol estructural y defensivo, i.e. proporciona sostén a los tejidos lefiosos y protege del ataque
microbiano a la fraccion total hidrocarbonada de la madera (Chang y Miles 2004).

Los basidiomicetes descomponedores primarios de la madera se dividen en dos grupos segun sus
atributos enzimaticos, i.e. en descomponedores de la pudricion blanca (white rot fungi) y de la
pudricién castafia (brown rot fungi). Los primeros poseen capacidad de degradar la lignina mientras
que los segundos degradan los componentes celuldsicos sin una degradacidon significativa de lignina.
Existe un tercer tipo, intermedio en su capacidad degradativa de la lignocelulosa constituido por el

grupo de los hongos que produce la denominada pudricién blanda (soft rot fungi) (Worral et al.,
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1997).

La polimerizacion irregular de la lignina en los vegetales origind evolutivamente en los hongos el
desarrollo adaptativo de enzimas ligninoliticas para poder degradarla, y son los hongos de la pudricion
blanca los Gnicos organismos que pueden mineralizarla hasta CO, y H,O. Estas enzimas son de baja
especificidad y activan la lignina para superar una barrera termodindmica que desencadena una
ruptura oxidativa de las cadenas laterales liberando asi sus monémeros, por demetilacion y escision
oxidativa de los anillos aromaticos (Martinez et al., 2009). Luego, los componentes solubilizados de la
lignina ingresan a la célula y son degradados por diferentes vias metabodlicas hasta CO,. Este proceso
fue denominado combustion enzimética por Kirk y Farell (1987).

A pesar que la lignina es rica como fuente carbonada, los hongos de la pudricién blanca no la
utilizan como fuente de carbono, sino que la degradan para permitirse el acceso a las macromoléculas
de celulosa, hemicelulosa, y otros carbohidratos que hidrolizan para disponer de azlcares simples para
su absorcién y subsiguiente asimilacion. Este proceso degradativo de la lignina se denomina
cometabolismo, y ocurre en la mayoria de los casos durante el metabolismo secundario (Leatham y
Kirk, 1983).

Cabe aclarar que en el caso de los hongos se habla de metabolismo primario al hacer referencia a
la etapa en la cual los nutrientes solubles son absorbidos directamente por la célula fldngica
permitiendo un crecimiento vegetativo rapido y expansivo de la colonia. Durante el metabolismo
primario se degradan polimeros de carbohidratos que estan expuestos como celulosa, hemicelulosas y
otras sustancias de reserva como el almidon de las plantas o su equivalente, el glucdgeno de los
mismos hongos. Luego de un periodo de crecimiento vegetativo (tropofase, fase de alimentacién y
crecimiento) y cuando el micelio detecta la insuficiencia de nutrientes, comienza el metabolismo
secundario que acompafa el desarrollo reproductivo (idiofase, fase de diferenciacion).

En esta fase cesa la expansion del micelio, se generan nuevas enzimas, como las ligninoliticas, y
ocurre la diferenciacion morfogénica que termina en las estructuras reproductivas (Dritsa y Rigas,
2006). Segun la especie de hongo y las condiciones ambientales, también se sintetizan sustancias de
reserva asi como metabolitos secundarios con diferentes funciones biolégicas (Rohlfs y Churchill,
2011). Macroscépicamente se perciben cambios de color del micelio, exudados, formacion de
agregados y diferenciacion de estructuras reproductivas sexuales (basidiésporas en basidiomicetes) o
asexuales (por ejemplo clamidosporas).

Las enzimas extracelulares que degradan la lignina son fenoloxidasas y peroxidasas. Las fenol
oxidasas pueden actuar sobre uno o dos compuestos fendélicos (Mayer, 2006). Dentro de las difenol
oxidasas se encuentran las lacasas, un grupo de oxidasas multicobre que catalizan la reaccion de O, a
agua y la oxidaciéon de compuestos fenolicos a radicales libres y también la oxidacion de monofenoles
y difenoles y compuestos diaminoaromaticos (Dritsa y Rigas, 2006). Las peroxidasas son enzimas que
se activan al oxidar el peroxido de hidrdgeno a agua y O,. La Mn peroxidasa (MnP) oxidada (Mn(l11))
degrada un amplio grupo de moléculas organicas como ser monofenoles, difenoles, dimeros de

lignina, acidos carboxilicos, tioles y acidos grasos insaturados, a sus respectivos radicales (ibid.). La
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lignina peroxidasa (LiP) oxidada reduce sustratos (por ejemplo alcohol veratrilico) que luego difunden
para reaccionar con los monémeros de fenilpropano en la molécula de lignina (ibid.). Aun mas, hay
hongos que expresan la actividad de las tres enzimas: lacasas, MnP y LiP y otros que presentan la
actividad de una o dos de ellas (ibid.). A veces ocurre que alguna de estas enzimas se encuentra
inhibida por metabolitos generados por el mismo hongo y otras veces la enzima esté codificada en el
genoma pero no se detecta su actividad (Silva, et al., 2008; 2010). Existen otras enzimas que al
producir H,0, estan asociadas con la actividad generada por las peroxidasas. Estas son la glioxal
oxidasa y la superdxido dismutasa (Dritsa y Rigas, 2006). En la Figura 40 se presenta el modelo de
Ander y Marzullo (1997) que muestra la participacion de radicales libres y distintos complejos
enzimaticos en la degradacién de la lignocelulosa.

Cabe mencionar que la tirosinasa es una enzima del tipo monofenol mono-oxigenasa presente en
hongos de la pudricion blanca y de la pudricién castafia. Los hongos de la pudricién castafia la utilizan
con una funcién intracelular para el metabolismo primario de aminoacidos, mientras que, los de la
pudricién blanca pueden excretarla y usarla como una enzima mas del complejo degradador de la
madera. La actividad de esta enzima no se considera importante en comparacion a las enzimas
mencionadas, y por eso no se la emplea como un indicador de la lignindlisis.

La presencia de enzimas de la pudricién blanca puede detectarse haciendo crecer micelio en
medios de agar nutritivo conteniendo acido galico, acido tanico, o bien ciertos colorantes como el poly
R478 y el azure B (Nakasone 1990; Levin et al., 2004). Al oxidar y degradar los compuestos
coloreados, estas enzimas causan cambios de color y durante este proceso se pueden determinar
variables como la velocidad de crecimiento del micelio y el origen de las enzimas dentro de la colonia

a partir de la observacion de la formacion del halo de color tipico.
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Figura 40. Interaccion de las enzimas flangicas y la veratril alcohol oxidasa con mediadores y
radicales que intervienen durante la transformacion de lignocelulosa. De izquierda a derecha: aril
alcohol deshidrogenasa (Aad) con NADPH como grupo prostético, aril alcohol (), aril aldehido (m),
lignina peroxidasa (LiP), manganeso peroxidasa (MnP), radicales de lignina o quinonas (R*, Q) y sus
formas reducidas (R, Q), veratril alcohol oxidasa (Vao) con FAD como grupo prostético. Adaptado de
Ander y Marzullo, (1997).
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1.2. Degradacion de carbohidratos

La degradacion o biotransformacion de la lignina permite que el micelio alcance la fuente de
carbohidratos y pueda secretar alli enzimas para degradarlos y luego asimilarlos. La degradacion de
las microfibrillas de celulosa ocurre por medio de exoenzimas como la celobiosa hidrolasa que corta la
celulosa en extremos no reductores (liberando celobiosa) y endoenzimas como las endoglucanasas que
actuan al azar dentro del polimero produciendo oligosacaridos. Luego, la B-glucosidasa libera glucosa
a partir de celobiosa o de extremos no reductores de la celulosa (Aro et al., 2005).

Los hongos de la pudricién marrén se valen del peroxido de hidrégeno y Fe(ll) para oxidar las
cadenas de celulosa mediante la reaccion de Fenton (generacion de radicales hidroxilo a partir de la
reaccion de peroxido de hidrégeno con hierro).

La celobiosa deshidrogenasa (CDH) es una enzima auxiliar que oxida celobiosas y celodextrinas
(formando lactonas) utiliza O, y forma H,O,. Su funcion es evitar la represion catabolica a la vez que
oxida la celulosa por medio de la reaccion de Fenton. Su presencia se puede detectar mediante el uso
de diclofenolindofenol (DCPIP, 0,5 mM) como sustrato en presencia de celobiosa cuando es
incorporado al medio nutritivo en agar (Cameron y Aust, 2001). Otras enzimas auxiliares que evitan la

represion catabolica son la glucosa oxidasa y la lactonasa (Coughlan y Lungdahl, 1988).
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En la fraccion hemiceluldsica de la lignocelulosa, hay una ramificacion de la celulosa con
cadenas de hexosas y pentosas unidos por puentes de hidrogeno a la primera y enlaces covalentes a la
lignina. Esta fraccion es méas facilmente hidrolizable que la fraccién celul6sica, dado que sus cadenas
no tienen mas de 200 monomeros (la celulosa estd formada por 200-3000 mondémeros). La
composicion de hemicelulosa varia entre angiospermas, y en el caso de los &rboles posee abundante
cantidad y variedad de xilanos (Kirk y Cullen, 1998). Para poder degradar la hemicelulosa los hongos
utilizan enzimas como las endoxilanasas, B-xilosidasas, a-arabinofuranosidasas, a-glucuronidasas,
entre otras.

Los compuestos pécticos son polisacaridos higroscopicos de la laminilla media vegetal con una
cadena principal formada por &cidos galacturénicos. En la madera, estas sustancias se impregnan
progresivamente de lignina durante el crecimiento secundario de la pared celular (Martinez et al.,
2009). Las enzimas pectinoliticas de los hongos colaboran en la separacion de las paredes celulares y
permiten asi el ingreso de enzimas ligninoliticas y celuloliticas. Las mas importantes son las
pectinesterasas, pectinoliasas, entre otras.

De manera similar a lo visto para las enzimas ligninoliticas, se puede estudiar la capacidad
hidrolitica de las enzimas degradadoras de carbohidratos mediante la incorporacion en los medios de
una fuente Unica de carbono. Asi resulta que el conocimiento de variables como velocidad de
crecimiento, densidad de la colonizacidn, intensidad de la degradacion en estos medios, es Util para la
posterior formulacion de substratos, determinando entonces cuales son los carbohidratos mas
favorables para el crecimiento Optimo. Resultard asi una mayor biomasa micelial en el sustrato de

cultivo y eventualmente se podra limitar el crecimiento de microorganismos competidores.

1.3. Hipotesis

La actividad lignocelulolitica de las fases vegetativas de G. gargal y G. sordulenta puede
estimarse mediante su cultivo en medios semisélidos en presencia de sustancias fenolicas. Asimismo,
el cultivo en presencia de fuentes de carbohidratos aislados permitira conocer la preferencia de alguno
de ellos sobre otros. La comparacion de las respuestas de las especies en estudios en paralelo con otras
especies conocidas como degradadoras de lignocelulosa es una aproximacion util para conocer la
capacidad de adaptacion al crecimiento en medios nutritivos artificiales. La observacion periddica del
aspecto de las colonias durante cultivo vegetativo proveera informacion acerca de la variabilidad entre

especies y cepas.

1.4. Objetivos

Estudiar el crecimiento vegetativo de G. gargal y G. sordulenta en medios diferenciales (con
colorantes- reactivos y diferentes fuentes de carbohidratos) con el objetivo de conocer qué tipo de
actividad enzimética poseen, asi como obtener una apreciacién comparativa de la naturaleza de la
misma, utilizando como modelos de referencia a dos conocidos poliporos ya domesticados: G.

frondosa y Ganoderma lucidum.
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2. Materiales y métodos

2.1. Anélisis de crecimiento de Grifola spp. en presencia de compuestos fendlicos

Se cultivaron simultdneamente y en las mismas condiciones Grifola gargal (cepas A, B,y G9) y
G. sordulenta. Como término de comparacion se cultivaron la cepa disponible de G. frondosa y las de
Ganoderma lucidum (cepas: Gl47 y GIS) en los mismos medios. El medio basal MYPA modificado
(ver preparacion en capitulo 11.A) se empled como medio nutritivo de base y para la determinacién de
fenoloxidasas se agregd ya sea acido gélico (5 g/l) o &cido tanico (5 g/l), mientras que para detectar la
presencia de enzimas ligninoliticas se usaron diferentes reactivos de color que se agregaron a los
medios previo a la esterilizacion. La presencia de la actividad ligninolitica (Lacasa, MnP y LiP) se
determind mediante la decoloracion de sulfonato de polivinilamina antrapiridona (poly R478) (0,2 g/l,
Novotny et al., 2004). La determinacién de actividad de la enzima LiP se evalu6 con la decoloracién
de trimetiltionina (azure B, 15,3 g/l, Arantes et al., 2007).

Los medios de cultivo (c.a. 20 ml por caja de Petri), se inocularon en el centro con un disco de
agar nutritivo (7 mm) conteniendo una porcion de micelio fangico joven en crecimiento activo; luego
se mantuvieron durante 58 dias en oscuridad, a 18 +1°C. Durante este periodo se midié semanalmente
el diametro de la colonia y se determiné el didmetro de la colonia en funcién del tiempo (mm/dia), se
tomaron fotografias representativas y ademas se registro la intensidad de las reacciones de cambios de

color y la presencia de cambios morfoldgicos como exudados y/o agregados.

2.2. Analisis de crecimiento de Grifola spp. en presencia de diferentes fuentes de carbono

Se cultivaron simultdneamente y en las mismas condiciones: Grifola gargal (cepa A y cepa B), G.
sordulenta, G. frondosa y Ganoderma lucidum: (cepas Gl47 y GIS). El medio de cultivo basal se
prepar6 con agar 1,7 %, 0,5 g/l MgS0,.7 H,0, 0,2 g/l MnSO,.5H,0, 4 g/l asparagina y el complemento
de micronutrientes minerales de Murashigue y Skoog (1962) empleado en cultivo de tejidos vegetales.
A este medio basal se incorporaron por separado los distintos carbohidratos como fuente de carbono
(1 gfl), a saber: celulosa (carboximetilcelulosa), almidén (almidon soluble), xilulosa y pectina. La
identificacion de la enzima celobiosa deshidrogenasa (CDH) se infirid por la decoloracion del
colorante diclorofenolindofenol DCPIP (0,015 g/l) agregado al medio, que en este caso llevé como
fuente de carbono a la sacarosa (10 g/l). Los medios fueron incubados a 18 £1°C durante 40 dias, en
oscuridad. Durante este periodo se midié semanalmente el diametro de la colonia para determinar la
velocidad de crecimiento micelial (diametro/dia), se tomaron fotografias representativas y se registro
la presencia de cambios morfoldgicos del tipo exudados o agregados. Al final del ensayo se reveld la
degradacion de la celulosa aplicando un spray de una solucién de Rojo Congo 0,3 %, seguido de un
lavado con CINa 1 N, luego se observo y se midié el halo de decoloracién. Los medios con xilulosa,
pectina y almidon se revelaron con el mismo método pero utilizando una solucion 1% de reactivo de
Lugol (I3Na).
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2.3. Anélisis de los datos

Los datos registrados de crecimiento fueron estadisticamente evaluados empleando un ANOVA
simple; las medias fueron comparadas con la DMS de Fisher (0=0,05) La velocidad de crecimiento
maxima fue la correspondiente al punto de inflexion de la curva de crecimiento. Para el andlisis se

utilizo el software Infostat (Di Rienzo et al., 2010).

3. Resultados y discusion

3.1. Cultivo en medios diferenciales conteniendo acido galico, tanico, azure B y poly R478

En la Figura 41 se muestran la curvas de crecimiento en medios con colorantes para Grifola spp.
y Ganoderma lucidum, en contraste con el medio basal MYPA modificado usado como control, al
cabo de 58 dias de cultivo. En la Tabla 8 se muestran los resultados del analisis de la varianza para el
n° de dias en que la colonia alcanza los 5 cm de diametro. La Tabla 9A muestra la velocidad méaxima
de crecimiento i.e. punto de inflexion de la curva de crecimiento (mm didmetro/dia) y el dia en que fue
observada; la Tabla 9B muestra la velocidad de cambio de coloracion producida por la
biotransformacion del acido galico o tanico, mientras que la Tabla 9C indica para los procesos de
decoloracion de cada medio el sentido en que ocurrié: ya sea centrifugo, centripeto o bien sin un
patrén claramente identificable. Finalmente, la Tabla 10 muestra el tiempo de aparicién de los
primeros cambios morfogénicos en cada medio de cultivo diferencial ensayado. Iméagenes
representativas mostrando la apariencia de estos cultivos fungicos se presentan en el Apéndice 1.

Todas las especies crecieron en todos los medios probados, exhibiendo la mayor velocidad
promedio de crecimiento micelial en el medio control y la menor en el medio conteniendo &cido
tanico, a excepcion del caso de G. frondosa. En el caso de poly R478, el crecimiento micelial con
ambas cepas de G. lucidum no se diferencio del crecimiento micelial exhibido en el medio basal, y en
comparacion con los demas hongos ensayados presentaron la mayor velocidad de crecimiento,
alcanzando el plateau aproximadamente a los 12 dias (Tabla 8).

El tiempo necesario para alcanzar 5 cm de didmetro en medio MYPA modificado no fue diferente
entre las especies y cepas de Grifola spp. (p>0,05) que se ubicaron entre los 12 y 15 dias (Tabla 8) y
la velocidad méxima se registré al dia 18 ubicandose entre los valores de 3,6 y 4,7 mm/dia. La
velocidad de crecimiento fue menor en presencia de &cido galico para todas las especies a excepcion
del caso de la cepa A de G. gargal y la cepa 47 de Ganoderma lucidum. Como se menciono
precedentemente, la presencia del &cido tanico produjo un marcado retardo en el crecimiento,
mostrando su efecto inhibitorio sobre el crecimiento fngico con més notoriedad en unas cepas que en

otras, especialmente en G. gargal y en G. sordulenta (Tabla 8).
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Tabla 8. Tiempo (dias) transcurridos hasta el crecimiento de una colonia flngica de 5 cm de didmetro
en Grifola spp. y Ganoderma lucidum en medios de cultivo diferenciales conteniendo MYPA
modificado (M), &cido galico (G), &cido tanico (T), azure B (A) y poly R478 (P).

. Numero de dias en formar una colonia de 5 cm de diametro
Especie y cepa EEFiks

M G T A P
G.gargal CepaA|B 13 a| B 20 ab|C 38 c| C 21 b |B 17 ab| 23
CepaB|B 15 a| C 28 ¢ |E 62 d| D 25 bc|B 19 a 1,8
CepaG9|B 14 a|BC 24 b - BC 18 ab | B 17 a 1,7
G. sordulenta B 14 a|BC 26 ¢ |D 49 d| C 21 b |B 16 a 1,2
G. frondosa B 14 a| C 30 ¢c |B 24 b| B 17 a |B 19 ab| 14
G.lucidum Cepad47|A 5 al A 9 b |A 12 ¢c| A 6 a |[A 6 a 0,6
CepaS|A 6 a| A 9 ab|A 12 b| A 7 a |A 7 a 0,9

EE(:olumnas 1,7 2,1 1,7 1,1 1,0

* Las letras mayusculas en las columnas representan las DMS de Fisher entre especies para el mismo medio de

cultivo. Las letras minusculas en las filas representan DMS de Fisher entre medios para la misma cepa. El error
7 7 7 - 1,

estandar se calculé con la formula EE anova= (CMeror /n) %

En efecto, la cepa G9 de G. gargal no fue capaz de crecer en &cido tanico, mientras que la cepa B
lo hizo luego de 40 dias. Similarmente, hubo una fuerte inhibicion de crecimiento en G. sordulenta, el
cual empezé a detectarse a partir del dia 35. El tiempo de demora observado en el crecimiento de la
cepa B de G. gargal y G. sordulenta (Figura 41) sugiere un periodo umbral para la aparicion de la
respuesta adaptativa al medio, cuando se generarian nuevas enzimas capaces de degradar el medio
recalcitrante y asi permitir el acceso del micelio a la fuente de nutrientes metabolizables para apoyar el
crecimiento del micelio. Esto muestra que es esperable un periodo de aclimatacion para la adaptacion
con la produccion de novo de enzimas para degradar un determinado sustrato en un cultivo de
fermentacién en estado sélido, lo cual incluiria el caso de un sustrato formulado sobre la base de
cascara de girasol.

La presencia de poly R478 y azure B aumentaron el nimero de dias para que las colonias de G.
gargal y G. sordulenta alcanzaran 5 cm de didametro, en comparacion con los valores hallados para el
medio MYPA modificado (Figura 41). Las diferencias fueron significativas en medio azure B para
las cepas Ay B de G. gargal y para G. sordulenta (Tabla 8). Este resultado pone de manifiesto que
las concentraciones de estos colorantes en el medio de cultivo, sin llegar a ser toxicas, afectan el
metabolismo fungico.

El momento en el que se desarrolla la velocidad maxima de crecimiento revela el tiempo de
adaptacion del micelio a los nuevos sustratos. En la Tabla 9A se observa que en general el medio
tanico fue el que mas tiempo requirié para que se desarrolle la velocidad maxima de crecimiento
miceliar, siendo necesario un periodo de 30-58 dias de manera global para las especies fingicas
estudiadas. Las velocidades maximas fueron similares entre las especies de Grifola, siendo la cepa A

la que mostro los mejores valores.
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Figura 41. Analisis de crecimiento de micelio de Grifola gargal (cepas A, By G9), G. sordulenta, G.
frondosa y Ganoderma lucidum (cepas 47 y S) cultivados en medios diferenciales contenidos en cajas
de Petri (n=3). Acido galico: G(#), acido tanico: T(m), azure B: A(a), poly R478: P(x) y MYPA
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3.1.1. Caracteristicas del cultivo en medio galico y tanico

La manifestacion de fenoloxidasas se determind por los cambios de color observados en los
medios con &cido gélico y tanico. El halo de coloracion que se produce se debe a la polimerizacion no
enzimatica de las o-quinonas que forman polifenoles de color negro, marrén o rojo, y se producen por
accion de las fenoloxidasas sobre el acido galico y tanico (Edalli y Kamanavalli, 2010).

En el medio con &cido gélico se observd que las cepas de Grifola gargal y Ganoderma lucidum
producian oscurecimiento desde el color ocre-Ambar hasta el marrén oscuro. Este cambio de color
avanzo precediendo al crecimiento del micelio a una velocidad de 4,8- 8,9 mm/dia, respectivamente y
ocurri6 en los primeros 7- 15 dias (Tabla 9B). Grifola sordulenta y G. frondosa causaron un halo de
coloracion bien definido. Cuando el micelio alcanzé el limite de la caja de Petri (dia 30-58) se
desencadenaron procesos caracteristicos del metabolismo secundario, i.e. decoloracién del medio,
aparicion de exudados y de agregados miceliales diferenciados (Tabla 10). La decoloracién del halo
marrén oscuro se atribuye a una nueva actividad enzimatica que degrada los polifenoles formados
durante la oxidacion de acido galico y tanico. Este proceso decolorativo ocurrié de diferentes maneras:
desde el centro hacia afuera (Grifola gargal, G. sordulenta y G. frondosa), desde afuera hacia el
centro (Ganoderma lucidum, cepa S) y en toda la superficie del la caja de Petri (G. lucidum cepa 47)
(Tabla 9C).

En medios con &cido tanico se observaron cambios de color de gris a marrén oscuro, revelando
asi la existencia de actividad de fenoloxidasas en todas las especies y cepas (Tabla 9B). La velocidad
maxima en el conjunto de especies estudiadas se hall6 entre 4,0- 6,7 mm/dia y se dio en las primeras
dos semanas. La cepa G9 de G. gargal no creci6 en este medio, pero se produjo un halo de coloracion
que difundié hasta al margen de la caja de Petri en 25-30 dias, posiblemente debido a las enzimas
liberadas desde el indculo inicial. Grifola frondosa y Ganoderma lucidum (cepa S) produjeron la
mayor velocidad de formacion de halo en medio tanico. Para esta actividad sobre el 4cido tanico, G.
frondosa resulto ser superior a G. gargal y ésta a su vez superior a G. sordulenta (p<0,05, Tabla 8). El
proceso de decoloracion comenzé entre los dias 30 y 37 en G. frondosa y Ganoderma lucidum, y
sobre el final del ensayo (dia 58) en la cepa A de G. gargal. La decoloracion ocurrié simultaneamente
en toda la superficie de la colonia madura para las tres especies (Tabla 9C). No ocurrié decoloracion
en la cepa G9 que ademés no crecio, lo cual podria indicar que la actividad decolorativa
corresponderia a una enzima generada de novo y que est& ausente en el inoculo.

Estos cambios de color debidos a la degradacion del sustrato por el micelio fue fotografiada en
una muestra de N. obliqua colonizada por G. gargal (capitulo I, Figura 11), donde en ese caso se
percibieron zonas donde el color era mas oscuro y otras méas claro. En este punto es interesante
mencionar el trabajo de Paredes- Leal (2006) quien determin6 en G. gargal las actividades de las
enzimas citocromo oxidasa, esterasa, fosfatasa, peroxidasa y lacasa usando en este caso naftol como
sustrato, aunque no detecto actividad de lacasa con guaiacol, ni de tirosinasa y como en nuestro caso,
esta autora solo observé un crecimiento débil en medio tanico. Por otra parte la cepa cultivada de G.

frondosa crece mejor en medio tanico que en galico y ello no concuerda con lo observado por Nobles
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(1948) en otra cepa con mejor crecimiento en medio galico, que en tanico.

3.1.2. Decoloracién de azure B y poly R478

La decoloracion del medio poly-R478 revela la actividad de las enzimas ligninoliticas en general,
es decir lacasas, MnP, LiP (Rodriguez- Couto et al., 2000; Bending et al., 2002); y el medio azure B
se utiliza para determinar la actividad de la enzima LiP (Levin et al., 2010). El cultivo con estos
colorantes mostr6 su decoloracion de los reactivos a diferencia del cultivo en &cidos gélico y tanico
que mostr6 ambos, coloracion y decoloracién. La decoloracion ocurri6 en todos los casos luego del
dia 30 (Tabla 9C) y una semana después se pudo observar también cambios morfogénicos (exudados
y agregados) (Tabla 10).

Azure B. Todas las cepas y especies pudieron crecer en presencia de este colorante. Ganoderma
lucidum lo hizo a mayor velocidad y en 15 dias colonizé completamente el medio de cultivo contenido
en la caja de Petri. La velocidad de colonizacion entre las especies y cepas de Grifola fue similar 2,4-
3,2 mm/dia. La cepa B de G. gargal creci6 con una menor velocidad de colonizacién (p<0,05 Tabla
8). Con la cepa B se hallé una velocidad de crecimiento menor que en las otras cepas, y esto puede
deberse a una baja actividad de la enzima LiP, razén por la cual no pudo evitar los efectos téxicos del
azure B, que seria el caso segln Sasiain (2003). Como se menciond, la decoloracién del compuesto se
atribuye principalmente a la actividad de la enzima LiP, aungque también puede suceder por otros
mecanismos como ser la reaccién de Fenton (Aguiar y Feraz, 2006) y la actividad de otras peroxidasas
(Ferreira-Leitdo et al., 2003).

Como la enzima LiP actla mas especificamente sobre azure B, su efecto de decoloracion se
diferenciaria por ser rapido y marcado. Siguiendo este criterio se concluye que todas las especies
ensayadas presentaron actividad asociada a LiP; si bien lo hicieron con diferentes respuestas de
decoloracion. En G. gargal G. sordulenta y G. frondosa la decoloracién ocurrié desde el centro hacia
afuera, i.e. de manera centrifuga mientras que en el caso de las dos cepas de Ganoderma lucidum
ocurrié de afuera hacia el centro, o sea de manera centripeta. Las cepas de G. gargal mostraron mayor
cantidad de agregados, y las de Ganoderma mayor cantidad de exudados (Tabla 10).

Poly R 478. La decoloracion de poly R478 se usa para evaluar la capacidad de biorremediacion
por hongos, dado que su estructura estd relacionada con la de los hidrocarburos policiclicos
aromaticos (Alcalde et al., 2002). En el medio con poly R478 todas las especies y cepas crecieron
rdpidamente, y se obtuvieron diferencias significativas en comparacion con los demas medios con
colorantes (Tabla 8). Una posible explicacion es que la concentracion de este reactivo era 25 a 75
veces menor respecto a los otros tres.

Las curvas de crecimiento en funcion del tiempo obtenidas con este colorante resultaron ser
paralelas a las obtenidas con azure B (Figura 42). Es esperable que por la misma accion de LiP
detectada en medios con azure B, se decolorasen también los medios conteniendo poly R478. Ademas
de la intervencion de la LiP en la degradacion de este compuesto, intervendrian también las enzimas

lacasas.
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Tabla 9. Maxima velocidad de crecimiento y de biotransformacion de los colorantes en el medio de
cultivo colonizado por Grifola gargal (cepas A, B y G9), G. sordulenta, G. frondosa y Ganoderma
lucidum (cepas 47 y S) cultivadas en cajas de Petri conteniendo medio basal MYPA modificado y
medios Galico (G) Ténico (T) azure B (A) y poly R478 (P). A: méxima velocidad de crecimiento
(mm/dia) y edad del cultivo en el cual se produce (dias). B: maxima velocidad de biotransformacion
(formacion de un halo de coloracién, mm/dia) de los medios galicos y tanico, y edad del cultivo en el
que se produce (dias). C: edad del cultivo al inicio de la decoloracion del medio, la direccion de este
proceso fue: centrifuga (CF), centripeta (CP) o sin patrén apreciable (SP).

A Méxima velocidad de crecimiento micelial
Especie y cepa (mm/dia) y edad del cultivo (dias)
M G T A P
G. gargal Cepa A 47 18 2,8 15 1,4 58 32 25 3,6 25
Cepa B 4,3 18 1,9 30 0,7 58 2,4 37 3,0 30
CepaG9 | 46 18 2,2 25 - - 34 25 35|11
G. sordulenta 4,1 18 25 11 1,5 58 3,0 25 32 25
G. frondosa 3,6 18 18 7 2,1 30 29 11 2,8 15
G. lucidum Cepa 47 89 7 56 15 4,7 48 79 25 7,8 25
Cepa S 8,6 7 48 15 4,4 58 8,0 25 7,6 25
B Méxima velocidad de biotransformacion de Go T
Especie y cepa (halo de color, mm/dia) y edad del cultivo (dias)
G T
G. gargal Cepa A 53 11 55 7
Cepa B 48 11 45 7
Cepa G9 5,6 15 4,0 7
G. sordulenta s = - -
G. frondosa Nd 6,7 7
G. lucidum Cepa 47 89 7 59 7
Cepa S 74 7 6,6 7
C Edad del cultivo al iniciar la decoloracién (dias)
Especie y cepa y direccion del halo de decoloracion
G T A P
G. gargal Cepa A 46 CF 58 SP 30 CF 37 CF
Cepa B 30 CF - - 37 CF 37 SP
Cepa G9 - - - - 37 CF 37 CF
G. sordulenta 37 CF - - 37 CF 30 SP
G. frondosa 46 CF 37 SP 37 CF 37 SP
G. lucidum Cepa 47 STISP STISP 37 CP 37 CP
Cepa S 30 CP 30 SP 37 CP 30 SP

El proceso de coloracion comenzd entre los dias 30 y 37 dias, y ocurrié de manera variable,
encontrandose representados los tres modelos en cuanto al sentido de la decoloracion, incluso dentro
de las cepas de la misma especie (Tabla 9C). De la comparacion de los resultados de la decoloracion
de poly 478 y azure B que se muestran en la Tabla 10 surge que el momento de la decoloracion
coincide en cuatro cepas y en las otras tres ocurre una semana antes o después; mientras que el sentido

de la decoloracion coincidié en tres casos y en los demés fue diferente. La coincidencia de ambos
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parametros ocurrié en dos casos. Estos resultados no permiten descartar que la accidén enzimatica
detectada en el medio con poly R478 sea también debida a otras enzimas ademas de la enzima LiP. En
G. gargal y G. sordulenta se determiné la actividad enzimética de lacasas en el transcurso de otro
ensayo; esta enzima, conjuntamente con LiP, podria ser también causante de la decoloracion
observada en medio poly R478. Chang y Chou (2003) informaron que G. frondosa posee actividades
de lacasas y peroxidasas, las que serian responsables de los cambios de color en medio con poly R478.

Tabla 10. Tiempo (dias) transcurridos hasta el inicio en la presentacién de exudados y/o agregados en
Grifola spp. y Ganoderma lucidum en medios de cultivo diferenciales conteniendo MYPA modificado
(M), &cido gélico (G), acido tanico (T), azure B (A), poly R478 (P). Las observaciones se realizaron
hasta el dia 60.

Aparicion de exudados Aparicion de
Especie y cepa | (dias) y agregados (dfas) |
M G T A P M G T A P
| G. gargal Cepa A - - | -|-1]60||60|- | - 60| -
| CepaB| | - |60 | - |46 | 46||58 |37 - |51 37
| G9 - |60 - | - | - - | -] -160] -
| G. sordulenta - 58| - | - | - S R e
'G. frondosa 60 25|88 | - | - || -|-|-]-]-
IGanodermaIucidum Cepa 47 - - | - |58 - - 137 - | - -
| CepaS| |58 | - 58 46| - |[60 - | - |58 -

3.2. Cultivo en medios con diferentes fuentes de carbohidratos

La actividad ligninolitica ocurre a la par del proceso de hidrélisis de carbohidratos, donde el
micelio degrada compuestos tales como celulosa, hemicelulosa, xilulosa y acidos pécticos, para
obtener moléculas simples asimilables a través de la membrana plasmatica. Los hongos de la
pudricion blanca pueden ser selectivos (primero degradan lignina y hemicelulosa, luego la celulosa) o
simultéaneos (todos los componentes se degradan al mismo tiempo) (Zabel y Morrel, 1992).

Los resultados del crecimiento en medios de agar inoculados con los hongos bajo estudio, G.
gargal, G. sordulenta, G. frondosa y G. lucidum, conteniendo distintas fuentes de carbohidratos, se
presentan en la Figura 42 y en la Tabla 11. Todas las especies pudieron crecer en todas las fuentes de
carbono aunque el desarrollo de las colonias fue débil en comparacion con el obtenido en el medio
MYPA maodificado. El revelado de los carbohidratos con Rojo Congo (celulosa, xilano), o Lugol
(almiddn, pectina) mostr6 en todos los casos un halo de decoloracion muy tenue e irregular (Tabla
11). En estos casos el crecimiento débil puede atribuirse tanto a una insuficiencia de nutrientes como a
una carencia de compuestos como los existentes en el extracto de malta usado habitualmente, que

pueden colaborar en la induccion de enzimas hidroliticas de carbohidratos (Muller et al., 1988).
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Tabla 11. Tiempo (dias) transcurridos para el crecimiento de una colonia fangica de 5 cm de
didmetro. Los valores son el promedio de tres repeticiones. El error estdndar se calcul6 con la formula
EEanova= (CMeror /ni) % Las letras maydsculas en las columnas representan las DMS de Fisher entre
cepas y especies para el mismo medio de cultivo. Las letras minGsculas en las filas representan DMS
de Fisher entre medios para la misma cepa.

. Numero de dias en formar una colonia de 5 cm de diametro
Especie y cepa EErikas

Celulosa Xilulosa Pectina Almidén DCPIP
G.gargal CepaA| C 35 b|E 37 ab| F 5 d|D 31 a|D 39 c| 06
CepaB| D 43 c | D 27 a C 29 a|E 36 b|E 53 d| 15
G. sordulenta B 20 a|C 20 a |D 31 c¢c|C 25 b|C 33 c| 08
G. frondosa B 22 a|C 22 a E 37 b|B 22 a|D 38 b| 05
G.lucidum Cepad47| A 11 b| B 8 a |A 22 d|A 11 b|B 18 c| 04
CepaS| A 11 a|A 12 a |B 14 a|A 13 a|A 12 a| 07
EEcolumnas 1,4 0,6 0,8 0,8 0,9

Curvas de crecimiento similares se obtuvieron con la cepa A de G. gargal en los medios con
xilulosa, almiddn y celulosa (Figura 42). Los carbohidratos que promovieron una colonizacion mas
veloz fueron almidon y xilulosa, mientras que el medio con pectina fue el que causé el mayor retraso
de crecimiento (p<0,05, Tabla 11). A pesar de que el medio conteniendo pectina fue el que mostro
menor velocidad de crecimiento, la percepcion visual de crecimiento estuvo en un nivel medio en
ambas cepas de G. gargal, y en este sentido fue mejor que los demas medios (Tabla 12). La cepa B
mostrd curvas de crecimiento similares entre todos carbohidratos (Figura 42), registrandose la mayor
velocidad en los medios con xilulosa y pectina (p<0,05) (Tabla 11). El cultivo en medio con DCIPP
dio negativo para la presencia de celulosa deshidrogenasa (CDH) en ambas cepas, y en la cepa B fue
el medio que se colonizé mas lentamente. De esta manera el crecimiento de ambas cepas de G. gargal
en los medios ensayados indica una actividad que denota la presencia de celulasa, amilasa, y actividad
xilanolitica y pectinolitica. Anteriormente, Paredes- Leal (2006) detectd en esta especie la actividad de
las enzimas amilasa, celulasa, ureasa, y ausencia de actividad de lipasa y proteasa.

El medio con xilulosa fue el que proporciond el desarrollo de mayor velocidad de crecimiento en
todas las especies (p<0,05, Tabla 12). Este medio fue el Unico con el cual el micelio pudo obtener
nutrientes para generar cambios morfogénicos (exudados y agregados) y completar su ciclo biolégico
con el inicio de la formacién de estructuras reproductivas. La xilulosa (y también la pectina) es parte
importante de la fraccion hemicelul6sica de la madera, por lo que el cultivo de G. gargal seria
favorecido en aquellos sustratos que contienen mayor proporcion de esta fraccion nutritiva. La
velocidad de crecimiento medida en el sustrato que contenia celulosa estuvo en segundo lugar respecto
a la obtenida en el sustrato conteniendo xilulosa y fue luego seguida por las correspondientes a los

sustratos con almidon y con pectina, en ese orden. (Tabla 11).
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Figura 42. Analisis de crecimiento de micelio de Grifola gargal (cepas A y B), Grifola sordulenta,
Grifola frondosa y Ganoderma lucidum (cepas 47 y S) cultivados en medios diferenciales
conteniendo: pectina (PEC), almiddn soluble (AMI), carboximetilcelulosa (CEL), xilulosa (XIL).
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Grifola sordulenta mostré el mayor tamafio, la mayor velocidad y vigor en los medios con
celulosa y xilulosa (Tablas 11 y 12). El crecimiento del micelio en presencia de ambos carbohidratos
fue mas rapido que en el caso de G. frondosa y G. gargal, aunque solo se diferencid
significativamente de G. gargal (Tabla 11). Y en los medios con DCPIP y con pectina, el crecimiento
de G. sordulenta, resulto ser de los mas lentos. En el medio con DCPIP en el dia 30 se observo la
formacion de un halo naranja, producto de la degradacién de ese sustrato por parte de la enzima CDH.

En este medio también se observd la presencia de exudados asociados al cambio de color en medio
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CDH, lo cual sugiere que ambos fenébmenos estan relacionados con la induccién de enzimas del
metabolismo secundario, que ocurre luego de la disminucidn de nutrientes facilmente disponibles.

En G. frondosa los medios con celulosa, xilulosa y almidon produjeron el crecimiento méas veloz
del micelio (Tabla 11), al igual que con G. sordulenta la velocidad de crecimiento en medio con
pectina siguié al resto de las fuentes de carbohidratos (p<0,05). En cuanto al aspecto visual, los
cultivos en los medios con pectina y almidon fueron los de mayor vigor (Tabla 12). La degradacion
del DCPIP genero, alrededor del dia 30, un halo de color ocre y, junto con G. sordulenta, fueron las
dos Unicas especies en las cuales se confirmd la presencia de CDH. Esto sucederia también por
disminucién y/o insuficiencia de nutrientes asimilables de facil disposicién que traeria aparejado la
estimulacién de la produccion de enzimas del metabolismo secundario.

En el caso de las cepas de Ganoderma lucidum, pudo observarse que crecieron a una mayor
velocidad que todas las de Grifola spp. (p<0,05). De manera similar a G. sordulenta esta especie tuvo
un crecimiento mas vigoroso en medios con celulosa o xilulosa. No se constaté la presencia de la
enzima celobiosa deshidrogenasa, ya que no se detectd actividad asociada al cambio de color del
marcador DCPIP.

Tabla 12. Resultados de las reacciones de revelado con colorantes realizada a los 44 dias de
crecimiento, tiempo en el que la colonia alcanza 5 cm de didmetro. Para observar la degradacién de
los carbohidratos se reveld su presencia con Rojo Congo 3% para detectar celulosa y xilulosa, y Lugol
1% para detectar almidén y pectina. La presencia de la actividad biotransformadora se infiri6 a través
de la presencia de decoloracién. La densidad aparente del crecimiento se clasifico de menor (+) a

mayor (+++) intensidad.

Presencia (P) o ausencia (A) de la degradacion de los carbohidratos

Especie y cepa y densidad aparente de crecimiento (+/++/+++)
Celulosa Xilulosa Pectina Almidén DCPIP
G. gargal CepaA| P + P + P ++ P + A ++
CepaB| p + P + P o+ P + A ++
G. sordulenta P +++ P +++ P ++ P ++ P ++
G. frondosa P + P + P +++ P +++ P +++
G.lucidum Cepa4d7| P +++ | P  +++ | P * P * A+t
CepaS| P +++ P +++ P + P ++ A +++

4. Conclusiones

El analisis del crecimiento de cultivos de G. gargal y G. sordulenta utilizando medios
conteniendo colorantes y diferentes fuentes de carbono fue til para inferir su perfil enzimatico
relacionado con sus capacidades para degradar materiales lignocelul6sicos.

Los modelos de G. frondosa y Ganoderma lucidum tomados como términos de comparacion de
dos poliporos domesticados factibles de cultivar en forma rapida en un sistema de fermentacion en

estado solido, por ejemplo sobre un sustrato a base de cascara de semilla de girasol, permite extrapolar
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esta aptitud biotransformadora para el crecimiento vegetativo y reproductivo de ambos G. gargal y G.
sordulenta, ya que estos Ultimos poseen un complemento enzimatico similar y tendrian la capacidad
de degradar sustratos similares.

En efecto, las cepas y especies evaluadas poseen actividad asociada a la enzima LiP y esta enzima
en conjunto con otras como las lacasas explicarian los cambios de color en los medios gélico, tanico y
poly R478. Se hallaron similitudes entre G. sordulenta y G. frondosa: ambas no causan halo de
coloracion en medio galico (aunque si decoloran el medio), y se encontrd una diferencia que consiste
en que G. sordulenta no produce decoloracion en medio tanico. Grifola gargal coincide con G.
frondosa en que ambas decoloran el medio tanico. Por otra parte, si bien Ganoderma lucidum
rapidamente coloniz6 los medios con colorantes marcadores, la decoloracion de los mismos se inici6
al mismo tiempo que las especies de Grifola spp.

El crecimiento del micelio de Grifola spp. en presencia de diferentes carbohidratos fuente, mostré
una moderada a baja densidad micelial de crecimiento. Asi, aunque G. gargal crece mejor en xilulosa,
también crecié en medio conteniendo pectina, lo cual indica una preferencia por sustratos con un
mayor contenido de hemicelulosa en sus fibras. Grifola sordulenta crece bien en celulosa y xilulosa y
pudo demostrarse la presencia de la enzima celulosa deshidrogenasa. Grifola frondosa crece
satisfactoriamente en pectina, celulosa, y fue la Gnica especie que exhibié un muy buen crecimiento en
almidén, siendo entre las especies evaluadas la que posee mejor capacidad de utilizacion de
carbohidratos. Ganoderma lucidum fue similar a G. sordulenta en su habilidad para utilizar los
marcadores de los carbohidratos y mostré preferencia por celulosa y xilulosa, aunque pudo crecer

rapidamente en los medios correspondientes a todos los tratamientos probados.
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Capitulo 111

Cultivo en medios liquidos

Cultivo de micelio en medios liquidos

En algunas especies, el cultivo de micelio en medios liquidos ofrece ciertas ventajas, como ser
reduccidn de las pérdidas por contaminacion, utilizacion de espacios mas reducidos y facil recoleccion
de la biomasa y de metabolitos disueltos en el medio (Mizuno et al., 1999). Sin embargo, a pesar de
estas ventajas, la mayoria de las investigaciones se han focalizado en la fermentacion en estado sélido
y en la obtencion de sustancias bioactivas a partir de las fructificaciones. Para la obtencion de biomasa
micelial, o metabolitos por cultivo liquido, es necesario comprender las fases del crecimiento, el
metabolismo primario y el secundario de los hongos. Durante el metabolismo primario, cuando cursa la
tropofase, la curva de crecimiento (biomasa vs. tiempo) adopta forma sigmoidea: con una fase
exponencial y luego lineal i.e.: el micelio se multiplica nutriéndose de sustancias solubles del medio.

Luego, los cambios en las condiciones ambientales como ser la disminucion de nutrientes, las
oscilaciones térmicas, de pH, las propiedades reoldgicas (que regulan el movimiento de los fluidos) o
la presion parcial de gases (fundamentalmente de oxigeno y de diéxido de carbono), inducen el paso
del metabolismo primario al secundario o idiofase. Aqui la curva de crecimiento termina su forma de S
y al final se manifiesta como una meseta (Tang et al., 2007). En esta fase de crecimiento aparecen las
moléculas bioactivas mas buscadas, los metabolitos secundarios. En unién al genotipo de la cepa en
cultivo, la composicion del medio y las condiciones ambientales determinaran cualitativa y
cuantitativamente la produccién de metabolitos secundarios. Por eso la estandarizacion de las
condiciones de cultivo es importante para asegurar la reproducibilidad del cultivo y asi de los

compuestos Utiles que se deseen obtener.

Condiciones de cultivo y morfologia del micelio

En el cultivo en agitacion orbital horizontal se utilizan normalmente Erlenmeyers dispuestos en
una bandeja con agitacion orbital (shaker) a una velocidad de agitacién que puede variarse (hasta 200
rpm). La agitacion es necesaria para la aireacion, para la disminucién de la capa no agitada en la
interfase micelio/medio nutritivo de manera de mejorar la difusion de metabolitos (nutritivos y toxicos)
y para la transferencia de masa y calor. Sin embargo, y dependiendo del sistema de agitacién, puede
también generar una fuerza de rozamiento que puede producir un estrés mecanico que influye en la
constitucion estructura y composicion- de la pared celular y en el metabolismo secundario (Tang et al.,
2007).

Durante esta tesis, se consideré que una agitacion suave era alrededor de 30 rpm, mientras que se
considerd de mediana a fuerte la agitacion realizada a 90 rpm. La proporcion de volumen de medio:
aire dentro del envase es un factor que influye para obtener una aireacion apropiada. Como criterio se

siguié la recomendacion de Yang y Jong (1987) de emplear una relacién de volumen del medio:
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volumen total de al menos 1:5; ademas se emplearon tapones permeables a gases confeccionados con
algodon.

El cultivo estacionario impone condiciones reoldgicas considerablemente diferentes a las
existentes en el cultivo en agitacion, de alli las diferencias cualitativas y/o cuantitativas en la
produccion de biomoléculas. Este tipo de cultivos puede realizarse en envases comunes sin agitacion o
en biorreactores (Tang et al., 2007). La difusion de los gases puede ser pasiva (sin agitacion ni
aireacion, pero asegurando una gran superficie de intercambio de gases) o activa mediante agitacion
mecénica o burbujeo de gases, este Ultimo como se realiza en biorreactores de 5- 15 litros para el
cultivo de micelio y otros microorganismos que usan para agitar el sistema air lift, preferentemente a
una agitacion mecanica, ya que permite disminuir el estrés mecanico producido por la agitacion con
paletas (Tang et al., 2007).

Una caracteristica general de los cultivos liquidos bajo agitacion moderada, es la produccion de un
micelio de tipo laxo-plumoso, y a medida que aumenta la agitacién del medio el micelio se torna mas
denso y esferoidal (Hsieh et al., 2006). A modo de ejemplo, en la Figura 43 se muestran pellets
compactos de G. gargal (A) y pellets de G. sordulenta plumosos- pubescentes (B). Lee et al. (2004)
encontraron en G. frondosa que con una baja aireacion se obtienen pellets compactos y que al aumentar
la aireacion se obtenian plumosos- pubescentes. Los autores hallaron que esta condicién tipo plumosa o
pubescente es la Optima para producir biomasa y metabolitos como ser polisacaridos y acido
araquidénico. Se encontraron resultados similares en otras especies, apareciendo las formas plumosas
pubescentes para sustancias volatiles (Gallois et al., 1990). Este no fue el caso para la obtencion de
otros compuestos, p.e. en Paecilomyces japonica y Cordyceps militaris los pellets compactos son los
mas deseables (Sinha et al., 2001; Park et al., 2002).

Figura 43. Morfologia de micelio en medios liquidos. A: pellets de G. gargal con forma de esferas. B:
pellets de G. sordulenta plumosos-pubescentes. Las barras representan 1 cm.

Es importante considerar que un adecuado balance nutritivo del medio evita la aparicién
prematura de factores limitantes para el crecimiento, puesto que una carencia especifica de algun
nutriente se convierte en una sefial bioldgica que inducira el proceso de idiofase (Papagianni, 2004).

Varios autores optimizaron el crecimiento de G. frondosa en medios liquidos utilizando como
fuentes de carbono glucosa, maltosa y sacarosa y como fuentes nitrogenadas complejas extracto de
malta, de levadura, de maiz y peptona de carne (Cui et al., 1998; Lee et al., 2004; Shih et al., 2008). La
calidad de las fuentes nitrogenadas es de especial importancia ya que fuentes como las mencionadas
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anteriormente pueden influenciar la cantidad y calidad de los metabolitos secundarios (Jong y
Birmingham, 1993; Mao y Zhong, 2006; Lin y Chen, 2007). Es interesante mencionar aqui un ejemplo
de interaccidn entre dos factores como un gas (oxigeno) y un suplemento nutritivo (aceite de oliva) en
los cultivos liquidos de G. frondosa, con la observacion de que un 1% de aceite de oliva puede mitigar
los efectos adversos causados por el oxigeno en exceso, (Hsieh et al., 2006).

Otra variable que incide en la morfologia del micelio es el pH, que es producto del metabolismo
del micelio en crecimiento debido a la absorcién, asimilacion de nutrientes y la consecuente excrecion
de metabolitos. Estos procesos pueden causar cambios en el pH que afectan el crecimiento y la
morfologia (Chang y Miles, 2004). Lee et al. (1999) observaron en Ganoderma lucidum, que si durante
el crecimiento se mantiene el pH estabilizado (pH 6,0) el micelio forma pellets y tiene gran contenido
de polisacaridos; de otra manera, permitiendo que el metabolismo produzca una deriva del pH, el
micelio se torna filamentoso y produce menor cantidad de polisacéridos (Lee et al., 2004).

Finalmente, la temperatura es otro factor importante a tener en cuenta durante la optimizacion del
cultivo de hongos en medios liquidos. Es ampliamente conocido que el metabolismo aumenta con la
temperatura, y cuando ésta se ubica por fuera del rango de actividad normal del organismo, adaptado a
un determinado nicho ecoldgico, puede producir una sefial de estrés por ejemplo un chogue térmico a

alta temperatura o directamente dafiar el micelio y producir efectos letales.

Ensayos

A continuacion se exponen los resultados del cultivo de micelio de Grifola spp. i) En diferentes
condiciones de pH y temperatura empleando Erlenmeyers de 250 ml en cultivo agitado (seccion A). ii)
En frascos de 3000 ml en condiciones de agitacion suave, esto en presencia de medio basal o
suplementados (seccion B). iii) En Enlermeyers de 500 ml en cultivo agitado en presencia de
diferentes concentraciones de una citoquinina: bencil amino purina (BAP) (seccion C). iv) En fuentes

de vidrio con la modalidad de cultivo estacionario (seccion D).
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A. Cultivo de Grifola sordulenta y G. gargal en medio liquido en Erlenmeyers de 250 ml

1. Introduccién

La optimizacion del cultivo de G. sordulenta y G. gargal en medio liquido se basa en la seleccion
de un conjunto de variables de cultivo, tanto del sustrato como del ambiente, en union a un sistema de
produccion que permita maximizar los rendimientos de la biomasa en crecimiento activo. Esta biomasa
puede destinarse a la produccion de indculo o a otros usos, incluyendo aquellos con fines comerciales.

En la busqueda de las condiciones de crecimiento 6ptimo de estas especies de Grifola, se estudid
el efecto del agregado de caldo de semillas de girasol (CSG) al medio liquido nutritivo basal, a dos
temperaturas. Este suplemento contiene una cantidad importante de acidos grasos poli-insaturados,
(presentes en las semillas de girasol, por su composicion ver Cancalon, 1971) y se esperaba observar
un efecto beneficioso como el hallado en G. frondosa en presencia de suplementos similares (Hsieh et
al., 2006), asi como también se observo trabajando con un sustrato conteniendo caldo de semillas de
girasol y otras especies (Rabinovich et al., 2007; Gonzalez-Matute et al., 2011). Por otra parte, este
caldo también provee un material lignoceluldsico particular que podria actuar como inductor en la
produccion de enzimas ligninoliticas; la presentacion temprana de un sustrato al micelio permitiria un
tiempo de adaptacion al mismo lo cual llevaria a una colonizaciobn mas rapida de sustratos
relacionados: i.e.: granos de girasol como ingrediente para la obtencion de spawn de semillas en

diferentes mezclas, o bien en fermentacion sélida de sustratos conteniendo cascara de girasol.

1.1. Hipotesis
Para ambas especies se postula que existe una dependencia de la acumulacién de biomasa con la
temperatura del cultivo. Por otro lado, el agregado de un aditivo lignocelulésico estimularia el

crecimiento y por esto una rapida produccion de biomasa.

1.2. Obijetivos
Evaluar la velocidad de acumulacion de biomasa (miligramos por dia), bajo i) dos condiciones de

temperatura de cultivo vy ii) diferentes concentraciones de caldo de semillas de girasol.
2. Materiales y métodos
2.1. Cepas e inéculo
Para inocular las unidades experimentales se emplearon discos de micelio de (6 mm de didmetro)
crecido en medio agar nutritivo de G. gargal (cepa A) o G. sordulenta.
2.2. Medio de cultivo
Se utilizé un medio basal MYP conteniendo por cada litro: 20 g de extracto de malta, 2 g de

extracto de levadura, 1 g de peptona de carne, 0,5 g de SO,Mg.7H.,0, 0,2 g de SO,Mn.5H,0, 30 g de

122



glucosa, al cual se agregé 65 g de semillas enteras de girasol, a pH 4,0 (pH Optimo en medio
semisdlido, Cap 11.B).

Se prepararon caldos de semilla de girasol utilizando proporciones crecientes de semilla por cada
100 ml de agua destilada de manera de obtener diferentes mezclas (1,63%; 3,25%; 6,5%; 13%; 26% y
39%, p/v). Estas mezclas se autoclavaron a 120°C durante 40 minutos y luego se filtraron. Con estos
filtrados se prepar6 luego el medio basal. Asimismo se evaluaron dos temperaturas de incubacion: 20
+1°C 0 24 £1°C.

2.3. Cultivo liquido

Cada unidad experimental (n=6) consistié en 50 ml de medio de cultivo agregados en Erlenmeyers
de 250 ml. Estos materiales son de facil manejo aungue poseen la desventaja de poder disponer de
poco volumen de cultivo. Cada Erlenmeyer fue inoculado con 6 discos. Los cultivos se incubaron en
oscuridad a 20 +1°C o 24 +1°C con agitacién orbital horizontal a 90 rpm, durante 20 dias. En estas
condiciones se obtienen pellets compactos. Para determinar la biomasa, se recuperd el micelio desde el
medio liquido por centrifugacién a 3000 rpm durante 30 minutos y el micelio obtenido se secé a 80°C

hasta peso constante.

2.4. Anélisis de los datos
Los resultados fueron analizados con el test de Anova simple, y los valores medios se compararon

con el test de Tukey (0=0,05), utilizando el software Infostat (Di Rienzo et al., 2010).

3. Resultados y discusion

Cuando se cultivé G. sordulenta durante 20 dias a 20°C en medio MYP modificado con la adicion
de CSG, el contenido micelial alcanz6 una meseta (17 mg/ml) con 26% de CSG; logrando con 39% de
CSG triplicar el crecimiento obtenido en medio control (6 mg/l) (Figura 44). La incubacion a 24°C
mantuvo constantes los valores de produccién de biomasa (7 mg/l), sin cambios significativos con el
agregado de CSG, mostrando claramente una menor biomasa de micelio de la que se obtuvo a 20°C.

Bajo idénticas condiciones, para G. gargal se observo un incremento en el contenido de biomasa
micelial de 3,5 mg/ml en el control a 7 mg/ml para 26% y 39% de CSG a 20°C (p<0,05). En cambio a
24°C la biomasa de micelio aumentd solo el 50% en relacién con el control a esas mismas
concentraciones de CSG, sin registrarse diferencias significativas en la produccion de biomasa micelial
entre las diferentes concentraciones de CSG. Tampoco se encontraron diferencias significativas de la

biomasa entre temperaturas (20°C y 24°C) en ninguna concentracion de CSG.
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Figura 44. Produccion de biomasa de micelio Grifola sordulenta y G. gargal cultivado en medio
liquido MYP modificado. Los medios de cultivo contenian diferentes concentraciones (1,63%, 3,25%,
6,50%,13%, 26% y 39%) de caldo de semillas de girasol (CSG). La incubacién se realiz6 a 20°C y a
24°C durante 20 dias. Los valores de contenidos de micelio con las mismas letras indican que no son
significativamente diferentes p>0,05.
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Las mejores condiciones para la obtencion de biomasa en estas especies fueron usando el medio
MYP modificado con la adicion de 6,5% (p/v) semillas de girasol enteras y 26 % de CSG, apH 4y
20°C. La biomasa/dia generada por G. gargal y G. sordulenta al comienzo de la fase estacionaria (20
dias de cultivo) fue 0,35 y 0,8 g/l, respectivamente; asi el rendimiento obtenido en G. sordulenta
resulté ser mas del doble que el hallado en G. gargal.

El rendimiento de estas especies en la produccion de micelio fue c.a. 70-35 % mas bajos que el de
otras especies también evaluadas en nuestro laboratorio en otras investigaciones y bajo condiciones
similares. Por ejemplo, G. frondosa produce 1,25 g/l por dia calculado a los 16 dias de cultivo (Figlas
et al., 2010); Agaricus blazei: 1,4 g/l por dia calculado a los 5 dias de cultivo, y/o Ganoderma lucidum:
1,5 ¢/l por dia calculado a los 6 dias de cultivo (Rabinovich et al., 2007; Gonzalez-Matute et al., 2011);
cabe mencionar que en estas especies también se logr6 incrementar los valores de biomasa mediante el
agregado de caldo de semillas de girasol.

Si bien el crecimiento micelial en medios de cultivo liquidos de G. gargal y G. sordulenta result6
ser considerablemente mas lento que el de otras especies domesticadas cultivadas bajo las mismas
condiciones, resultdé ain satisfactorio y puede ser utilizado para su propagacion. Los resultados
anteriores obtenidos en el cultivo semisolido en agar al igual que con el cultivo en medio liquido

caracterizan a estas especies como de lento de crecimiento en medios artificiales.

4. Conclusiones
En ambas especies se comprob6 que existe una dependencia de la tasa de crecimiento micelial y
la acumulacién de biomasa con la temperatura del cultivo. El agregado de caldo de semillas de girasol

incrementd la acumulacion de biomasa de micelio en ambas especies estudiadas.

124



B. Cultivo de Grifola sordulenta y G. gargal en medios liquidos complejos en frascos de 3

litros

1. Introduccion

Los metabolitos secundarios mas buscados de los hongos son los polifenoles, polisacaridos,
enzimas ligninoliticas, terpenoides, flavonoides, alcoholes, acetileno, acidos organicos y compuestos
volatiles (Zjawiony 2004). En la elaboracién de alimentos se emplea el micelio proveniente del cultivo
liquido de hongos comestibles y medicinales (o tonicos) en sopas, tisanas, y como suplementos en
harina de cereales (Chang y Miles, 2004). Los medios de cultivo elaborados con ingredientes
especificos como aminoacidos, vitaminas y/o reguladores vegetales, pueden incrementar el crecimiento
de la biomasa flngica (Lin y Chen, 2007; Jonathan y Fasidi, 2001a; 2001b; 2003); y en relacion al
metabolismo secundario se conoce que estos mismos ingredientes estimulan la sintesis de enzimas
ligninoliticas (Levin et al, 2010; Drista y Rigas, 2006) y la produccion de metabolitos de interés
medicinal (Mizuno, 1999).

En el caso de G. gargal, Harada (2007) encontr6 que el componente responsable del aroma
particular del hongo es el benzaldehido, y aunque no se han realizado investigaciones similares con G.
sordulenta es posible que también sean las mismas moléculas las responsable del aroma en esta
especie. Se puede estimular la produccion de este compuesto en medios liquidos utilizando
ingredientes como glucosa, peptona y extracto de levadura, fenilalanina, asparagina, y acido benzoico
(ibid.).

1.1. Hipotesis
El cultivo de micelio en frascos permitird obtener micelio de G. gargal y G. sordulenta con
rendimientos aceptables de biomasa. El agregado de suplementos nutritivos organicos estimularia por

una parte el crecimiento vegetativo y por otra parte el metabolismo secundario.

1.2. Objetivos

Evaluar el cultivo de ambas especies en frascos con grandes volimenes de medio nutritivo
conteniendo reguladores de crecimiento vegetal, vitaminas y aminoacidos, a 20°C, oscuridad y
agitacion baja. EI micelio obtenido se analizaran sus propiedades antioxidantes (“GgLC-frascos | Il I11
y IV” y “GsLC-frascos I II III IV” capitulo VI) y antigenotdxicas en el caso de los medios basales
(“GgLC- frascos I’ y “GsLC-frasos I”, capitulo VII). El contenido nutricional proximal y de minerales

del micelio cultivado en el medio basal se presenta en el Apéndice 3.
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2. Materiales y métodos

2.1. Cepas e indculo

Para inocular los medios liquidos se emplearon sectores de micelio crecido en medio agar
nutritivo en forma de cufia (¥ de la caja de Petri) de G. gargal (cepa A) o G. sordulenta. Se utilizaron
frascos de vidrio de 3.000 ml conteniendo 500 ml de medio de cultivo, con una relacién inicial
volumen de medio: volumen total = 1:6, con 10 repeticiones por tratamiento. La incubacion fue
realizada en oscuridad, a 20 +1°C y baja velocidad de agitacion (30 rpm) en un agitador orbital
horizontal. Luego de 30 dias el micelio se separé por filtracion con un filtro de nylon ($30 pm), se
liofilizé y se moli6 con la ayuda de un mortero. EI material resultante se mantuvo en un desecador

hasta su uso para la determinacion de la actividad antioxidante.

2.2. Medios de cultivo

En la Tabla 13 se muestra la composicion de los medios nutritivos empleados en los tratamientos.
Un medio basal (C), fue suplementado con vitaminas- aminoacidos (VA), con reguladores (R) o con
ambos vitaminas-aminoacidos y reguladores (VA+R). Los medios de crecimiento se ajustaron a pH 4,3

y posteriormente se esterilizaron en los frascos.

Tabla 13. Composicién de los medios de cultivo usados para Grifola gargal y G. sordulenta. Medio
basal (C), medio basal suplementado con vitaminas y aminoacidos (VA), medio basal suplementado
con reguladores de crecimiento vegetal (R) y medio basal suplementado con vitaminas, aminoacidos y

reguladores de crecimiento vegetal (VA+R).

Tratamientos Tipo de nutriente Detalle y cantidad

C (control) Carbohidrato principal 18 g/l sacarosa
Fuentes nitrogenadas 6 g/l extracto de levadura; 3 g/l peptona
Sales macronutrientes 1,65 g/l NOsNHy; 1,9 g/l NOsK; 0,44 g/l Cl,Ca.2H,0;
0,37 g/l SO4Mg.7H,0; 3 g/l PO4H,K
Sales micronutrientes 6,2 mg/l BO3H3; 16,9 mg/l SO4Mn.H,0; 8,6 mg/I
50,Zn.7H,0; 0,83 mg/I Kl; 0,25 MoO,Na,.2H,0
VA Vitaminas 100 mg/l inositol; 0,5 mg/l &cido nicotinico; 0,1 mg/I
tiamina; 0,5 mg/l piridoxina; 0,5 mg/l acido ascorbico;
0,5 mg/l &cido félico; 0,5 mg/l riboflavina

Aminoacidos 150 mg/I triptofano; 150 mg/l alanina; 150 mg/l fenil
alanina
R Reguladores 0,1 mg/l &cido indol acético; 0,1 mg/l
bencilaminopurina; 0,1 mg/l &cido giberélico
VA+R Vitaminas aminoacidos = medio VA
Reguladores medio R
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2.3. Determinaciones
Luego de 30 dias de cultivo, al momento de recoleccion de la biomasa de micelio, se
determinaron los valores de pH, conductividad y contenido de glucosa en los medios de crecimiento.

Para este ultimo caso se utilizd un kit de laboratorios Wienner® que usa un método enzimatico.

2.4. Anélisis de los datos

Los valores de biomasa se analizaron con Anova simple y las medias fueron diferenciadas con el
test de Tukey (0=0,05). El error estdndar de cada media para la biomasa se calculé con la formula
EEmepia= (STi2/nTi) ¥%. También se realizaron analisis de correlacion entre pH o conductividad con el
peso seco del micelio (0=0,05). Los calculos se realizaron empleando el software Infostat (Di Rienzo
et al., 2010).

3. Resultados y discusion

Mediante este método de cultivo fue posible obtener biomasa de micelio de manera sencilla y con
una rapida recuperacion. En la Figura 45 se muestran imagenes fotograficas del micelio obtenido;
pueden observarse las formas nubosas debida a la baja agitacion de los cultivos. Cabe destacarse que el
medio siempre se observé trasllcido y que en el caso de G. sordulenta presentd una tonalidad de color
mas oscura que con G. gargal. Ambas especies produjeron un aroma almendrado que se mantuvo en el
medio luego de la extraccion del micelio, sugiriendo alli la presencia remanente de estos metabolitos
volatiles.

Los suplementos (vitaminas y aminoacidos y/o reguladores de crecimiento vegetal) no produjeron
incrementos significativos en el peso fresco ni en el peso seco para ninguna especie (p>0,05). Tampoco
se encontraron diferencias significativas en el rendimiento de biomasa (peso fresco 0 peso seco) entre
Grifola gargal y G. sordulenta (p<0,05). Los mayores valores de produccién de biomasa (peso seco)
en funcion del volumen del medio estuvieron entre 4 y 6 g/l, respectivamente (Figura 46). A pesar de
que no se encontraron diferencias significativas pudo observarse que i) G. sordulenta superé a G.
gargal en los valores promedio de contenido de biomasa en todos los tratamientos, y que ii) el valor
promedio de biomasa correspondiente al tratamiento R superd a los correspondientes valores de
biomasa de los demés tratamientos.

Si bien este ensayo se mantuvo por 10 dias méas que el presentado en la seccion anterior, no fue
posible alcanzar el mismo rendimiento de biomasa. Posiblemente podria haberse obtenido una mayor
biomasa en presencia de CSG, pero en este caso no se agrego a fin de evitar una combinacion compleja
de metabolitos secundarios, ya que la CSG contiene vitamina E y otras moléculas antioxidantes que
luego causarian interferencias al ensayar las propiedades antioxidantes de este material (ver mas abajo
que practicamente se usO toda la fuente carbonada). Si se asume que la presencia del aroma
almendrado es indicativa de la produccién de metabolitos secundarios; el inicio para la extraccion de
estos metabolitos secundarios podria ser a partir del dia 15, cuando comienza a percibirse el aroma

almendrado en las condiciones del ensayo.

127



Figura 45. Micelio de Grifola gargal y G. sordulenta cultivado en medios nutritivos liquidos durante
30 dias, a 20 £1°C, oscuridad y 30 rpm. A: frasco con 500 ml de medio de cultivo; B: micelio
recolectado; C, D, E, F: masas miceliares con formas esferoidales-nubosas. Las Figuras A, B, C, F

pertenecen a G. gargal; y D, E pertenecen a G. sordulenta.
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Se ha visto que la disminucion en el contenido del carbono es una sefial desencadenante del
metabolismo secundario (Lin y Chen, 2007). Al tiempo de la cosecha se determind que el contenido de
glucosa presente en el medio (resultante de la hidrolisis de la sacarosa del medio) disminuy6 de 15 g/l a
un promedio de 0,5-2,0 g/l, implicando que se utiliz6 el 86-95 % de la misma. No hubo diferencias
significativas en el contenido remanente de este metabolito entre tratamientos ni entre las especies bajo
estudio (p>0,05). Es asi que durante el tiempo de cultivo, una gran proporcion del contenido de
carbono se usé en la respiracion celular. En la Figura 47 se muestra una representacion de Box-
Whisker para el contenido de glucosa en cada unidad experimental de cada especie (todos los

tratamientos).

Figura 46. Valores promedio de la biomasa de micelio (g) por unidad experimental de Grifola gargal
y G. sordulenta. Los tratamientos fueron: medio de cultivo basal (C), C + vitaminas y aminoacidos
(VA), C + fitoreguladores (R), C + vitaminas, aminoacido y reguladores (VA+R). Los desvios

corresponden al error estandar de cada media.
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Figura 47. Representacion Box-Whisker que muestra el contenido de glucosa (g/I) remanente en el
medio luego de 30 dias de cultivo. Se muestran los valores maximos, minimos, mediana y las cajas

grises que representan el 50% de los datos. El valor inicial de sacarosa en el medio fue de 18 g/I.
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El remanente de glucosa al dia 30 es muy poco y no deja margen para extender el periodo del
cultivo, en estas condiciones la lisis celular puede producir metabolitos secundarios indeseables
(Papagianni, 2004). En ambas especies el peso fresco y el peso seco fueron correlativos (Figura 48, los
datos corresponden a todos los tratamientos de las dos especies) y el contenido de agua del micelio
fresco resulto ser del 96 %. No se hall6 correlacion (p>0,05) entre el pH y el peso seco, aunque si hubo
un incremento en la acidez de G. sordulenta pH 4,6, mientras que G. gargal se mantuvo a un pH mas
alto (Figura 49, p<0,05). En cuanto a la absorcion de sales del medio por el micelio de G. gargal o G.
sordulenta en crecimiento, en el nivel salino de los tratamientos ensayados, resulté ser no significativa.
La Figura 50. Muestra la ausencia de correlacion entre conductividad (uS/cm) y biomasa (peso seco)

de todas las unidades experimentales.

Figura 48. Correlacién del peso fresco vs. peso seco (gramos) del micelio de Grifola gargal y de G.
sordulenta cultivados en frascos. El contenido de agua en el micelio fresco es constante (c.a. 96 %)

hasta los 2 g de micelio seco por unidad experimental.
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Figura 49. Correlacion entre pH (medido al final del cultivo) y biomasa del micelio fngico (peso seco

en gramos) a los 30 dias de cultivo liquido de Grifola gargal y G. sordulenta en medios estacionarios.
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Figura 50. Correlacion entre conductividad (uS/cm) y biomasa del micelio fungico (peso seco en
gramos) de todas las unidades experimentales a los 30 dias de cultivo de Grifola gargal y G.

sordulenta en medio liquido bajo agitacion suave.
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4. Conclusiones

El cultivo de micelio en frascos permitio obtener con estas unidades experimentales micelio de G.
gargal y G. sordulenta de manera mas facil, pero con rendimientos de biomasa menores a los hallados
con Erlenmeyers de 250 ml. El agregado de suplementos nutritivos organicos no mostrd mejoras
importantes en cuanto a la cantidad de biomasa. Esta metodologia produjo una mayor biomasa micelial
en G. sordulenta en comparacion a la obtenida con G. gargal y permite la posibilidad de separar muy

facilmente el micelio desde el caldo de cultivo.
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C. Cultivo de Grifola gargal y G. sordulenta en medio liquido en Erlenmeyers de 500 ml.

Efecto de la bencilaminopurina

1. Introduccion

Los estudios fisioldgicos revelan que los reguladores de crecimiento vegetal también poseen
actividad en el reino Fungi. En efecto, se hall6 que intervienen en la elongacion celular y la
diferenciacion (YYanagishima, 1963; Tomita et al., 1984), en el aumento de biomasa y del contenido
proteico en Pleurotus sajor-caju, en Agaricus campestris y en Volvariella esculenta (Mukhopadhyay et
al., 2005; Guha y Banerjee, 1974; Jonathan et al., 2004, respectivamente). En Lentinus subdunus
cultivado en troncos se observd que aumentan la productividad (Kadiri y Arzai, 2004) y ademas se
encontré que estimulan la germinacion de esporas en G. frondosa (Isikhuemhen y Vaughans-Ward,
2005).

Entre todos los reguladores vegetales conocidos, las citocininas han recibido una atencién especial
por su intervencion en la relacién simbidtica planta-micelio de los hongos micorricicos. De hecho, este
grupo de hongos sintetizan citocininas como parte de estas interacciones (Kraigher et al., 1991; Dutra
et al., 1996), incluso se conoce que ciertos aminoacidos incrementan su produccion durante el cultivo
liquido (Kampert y Strzelczyk, 1990).

Como en los vegetales, las citocininas regulan el intercambio de iones a través de las membranas
celulares del micelio, la division y elongacion celular, movilizacion de nutrientes y participan en el
retraso de la senescencia (Dua y Jandaik, 1979). Asimismo, regulan el metabolismo secundario como
se ha demostrado en Agaricus bisporus en relacién con la produccion de aroma y maduracion del

basidiocarpo (Pohleven 1990; Champavier et al., 2000; Braaksma et al., 2001).

1.1. HipOtesis
El crecimiento de G. gargal y de G. sordulenta puede ser estimulado por una citocinina, la

bencilaminopurina.

1.2. Objetivos

El propdsito del estudio fue evaluar la influencia de la bencilaminopurina (BAP: 0,1-10 mg/l) en
el crecimiento del micelio cultivado en medio nutritivo liquido en agitacion. Como un objetivo
adicional se estudiaron dos metodologias de homogenado de micelio para elaborar el inéculo. En el
capitulo 1V se presenta la evaluacion del micelio resultante en su actividad antioxidante (“GgLC-BAP
00,115y10”y“GsLC-BAP00,115y10”).
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2. Materiales y métodos

En este ensayo se realizaron modificaciones para obtener una menor variabilidad: como
recipientes de cultivo se emplearon Erlenmeyers de 500 ml (conteniendo 125 ml de medio de cultivo
dando una relacion inicial volumen de medio: volumen total de 1:4) y como in6culo se utilizé un
homogeneizado en medio liquido del micelio cultivado en cajas de Petri en medio MYPA modificado.

Para la obtencion del inéculo liquido se empled una licuadora doméstica de mano, en condiciones
de asepsia, siguiendo en general el protocolo de Stamets (1993) que en este caso resultd ser util,
aungue como este autor menciona, no todas las especies son tolerantes a este tipo de manejo. Es asi que
en el ensayo preliminar, que se describe en la siguiente seccién, se pudo observar con esta metodologia
gue G. gargal mostraba valores mas homogéneos de biomasa entre las réplicas, aunque en promedio
resultaron ser menores que en el caso de los obtenidos usando ya sea la inoculacion con discos de agar
0 bien cufias de micelio, sugiriendo que este procedimiento disminuy6 los puntos de crecimiento por

ruptura celular. Se asumid que también seria este el caso para G. sordulenta.

2.1. Preparacion del inéculo liquido

En un ensayo preliminar se cultivé a G. gargal (cepa A) en Erlenmeyers de 500 ml conteniendo
125 ml de medio de cultivo sembrado con in6culo liquido de micelio. Para la elaboracion de este
inoculo y para el cultivo posterior se utiliz6 la féormula del medio nutritivo liquido: 30 g sacarosa, 6 g
extracto de levadura, 2 g peptona, 500 mg SO,Mg.7H,0, 500 mg PO4H K,, 140 mg SO4Mn.H,0, por
litro de medio, a pH 4. Los medios de cultivo fueron esterilizados durante 30 minutos a 121°C.

Se probaron dos tratamientos de esterilizacion del conjunto de vaso y licuadora utilizando CIONa.
Esto fue necesario dado que este conjunto no resiste una esterilizacion por calor. El tratamiento A fue
mas intensivo que el B, como se describe a continuacion:

Tratamiento A: CIONa 80 g/l al 10% durante 30 minutos (3 minutos con la licuadora en
funcionamiento y 4 minutos sin funcionar), seguido de etanol 70% 5 minutos y 4 enjuagues con agua
esteril.

Tratamiento B: CIONa 80 g/l al 10% durante 15 minutos (3 minutos con la licuadora en
funcionamiento y 4 minutos sin funcionar) seguido de 4 enjuagues con agua estéril.

Para la preparacion del indculo se licuaron 8 cufias de micelio (una caja de Petri) en 125 ml de
medio por 10 s, 2 veces. Para el cultivo se inocularon 10 ml de indculo en 125 ml de medio contenido
en Erlenmeyers de 500 ml (n=10). La incubacion se realizé a 21 +1°C, 90 rpm, en oscuridad y durante
20 dias. Al final del ensayo el micelio recuperado se centrifugd a 200 g, se liofilizd, y se registré su
peso seco. El efecto de la esterilizacion sobre la produccion de biomasa fue analizado con el test t de
Student (a=0,05).

2.2. Cultivo sumergido de Grifola gargal y G. sordulenta. Efecto de BAP.
Se empleo el tratamiento A para la esterilizacion del sistema usado en el ensayo preliminar para la

obtencion de los correspondientes indculos liquidos. Se cultivaron G. gargal (cepa A) y G. sordulenta
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(n=10) en el medio de cultivo mencionado en la seccion anterior, conteniendo diferentes dosis de BAP
(0- 0,1- 1- 5y 10 mg/l). La BAP se solubilizd en el medio de cultivo previo a la esterilizacion. Luego
de 20 dias de cultivo se recolect6 el micelio por centrifugacion a 200 g, se liofilizé y se moli6 con la
ayuda de un mortero para luego conservarlo en desecador hasta su uso para la determinacion de las

propiedades antioxidantes (ver capitulo VI).

2.3. Analisis de los datos

Los valores de biomasa obtenidos en el ensayo del item 2.1. se analizaron con el test t de Student
(0=0,05) y los valores de biomasa del item 2.2. se analizaron con Anova simple. En este ultimo caso
las medias fueron diferenciadas con el test de Tukey (0=0,05) y se calculo el error estdndar de cada
media con la férmula EEygpia= (STi2/nTi) %. Los célculos se realizaron empleando el software
Infostat (Di Rienzo et al., 2010).

3. Resultados y discusion

3.1. Preparacién de in6culo liquido

A los 20 dias de cultivo se obtuvieron los valores promedios de biomasa de micelio (g/l) de G.
gargal. ElI micelio recolectado y liofilizado pes6 4,4 g/l para el tratamiento A y 3,5 ¢/l para el
tratamiento B sin obtenerse entre ellos diferencias significativas (t de Student: p>0,05). Se observé que
las esferas de micelio (= pellets) eran pequefias respecto a las formadas cuando la inoculacion se
realiz6 con discos de micelio cultivado en agar. Este método permitié reducir la variabilidad en
comparacion con la inoculacién mediante discos o cufias de micelio, empleadas previamente. En este
caso (tratamiento A) el coeficiente de variacion (Cy= desvio estandar/ media x 100%) fue de c.a. 15%,
mientras que en el cultivo en Erlenmeyers de 250 ml (para G. gargal) fue de 20 % vy en el cultivo en
frascos superaba el 50%.

Debido al empleo de esta técnica, donde existe mayor manipulacion y se emplea una esterilizacién
quimica, es posible que se incrementen los eventos de contaminacion. Sin embargo, en esta experiencia
solo se contamind una u.e. con el método de esterilizacion B. Ambas metodologias fueron
satisfactorias y para utilizar en adelante se opt6 por el tratamiento A, donde la esterilizacién quimica

resulto ser adecuada al propdsito perseguido.

3.2. Efecto de BAP sobre el crecimiento de Grifola gargal y G. sordulenta en cultivo sumergido

En ambas especies no se detectaron incrementos significativos de la biomasa micelial por sobre el
control (p<0,05). Hubo una tendencia de incremento en la biomasa en el caso de G. gargal con dosis de
BAP de 1 y 5 mg/l que represento c.a. 18% superior al control (Figura 51). En G. sordulenta también

se detectaron tendencias similares (c.a. 18%) con 0,1y 10 mg/l de BAP (Figura 51).
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Figura 51. Produccion de biomasa micelial de Grifola gargal o G. sordulenta en medio liquido
sumergido después de 20 dias de cultivo en diferentes concentraciones de BAP (0-10 mg/l). Las barras
representan los valores promedio de la biomasa de micelio (peso seco, g /l). El desvio corresponde al
error estandar de la media.

Biomasa micelial de G. gargal (g/l) vs. BAP (mg/l) Biomasa micelial de G. sordulenta (g/l) vs. BAP (mg/l)

5—
49 T L T T 4-
-
34 - i ——
== b
24 2
1 14
0 r - r T T 0 T T T T T
0,0 0,1 1,0 5,0 10,0 0,0 0,1 1,0 5,0 10,0
BAP (mg/l) BAP (mg/l)

En ausencia de BAP, el crecimiento del micelio de G. gargal fue mayor al correspondiente a G.
sordulenta: 3,3 y 2,58 g/l, respectivamente (p<0,05). Durante el estudio previo de la optimizacion del
cultivo en medios liquidos y en las condiciones empleadas, G. sordulenta habia producido una mayor
biomasa; la diferencia entre el primer estudio y el actual son: el medio de cultivo con caldo de semillas
de girasol vs. sin caldo, el empleo de Erlenmeyers de 250 ml vs. 500 ml, una mayor relacién de
volumen de medio: volumen total (1:5 y 1:4, respectivamente) y la inoculacion con micelio en discos
de agar vs. micelio homogeneizado. Dado que el manejo previo del in6culo es un factor importante en
lo que se refiere a la viabilidad del micelio, se infiere que G. gargal es mas tolerante que G. sordulenta
al tratamiento usado para multiplicar los “puntos de propagacion”. En la Figura 52 se muestran
imagenes con las secuencias de la experimentacion. Es interesante mencionar que en todos los
tratamientos con BAP, asi como en el control, fue tipica la aparicién de un olor almendrado en ambas
especies. Ademas, durante el cultivo liquido de G. sordulenta se observd que el color del medio se

tornaba més oscuro con la edad del cultivo, como ya se habia observado durante el cultivo en frascos.

4. Conclusiones

En las condiciones ensayadas, el crecimiento de G. gargal y de G. sordulenta no fue estimulado
de por la presencia de bencilaminopurina (BAP). EI homogenado del micelio redujo la variabilidad
entre los valores de biomasa de las u.e., pero también este tratamiento invasivo pudo ser una causa de

la menor tasa de crecimiento.
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Figura 52. Secuencia de la preparacion del inéculo liquido para el cultivo liquido de dos especies de
Grifola spp. en cultivo sumergido, en Erlenmeyers de 500 ml, y el resultado del cultivo
correspondiente. A: materiales, B: introduccién del medio estéril (125 ml) y el micelio proveniente de
una caja de Petri en el vaso de la licuadora, C: licuadora en funcionamiento para obtener el indculo
liquido, D: inoculacion del medio de cultivo liquido contenido en las unidades experimentales, E:
micelio de G. gargal al dia 20 del cultivo (5 mg/l BAP); F: micelio de G. sordulenta a los 20 dias de
cultivo (0,1 mg/l BAP).
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D. Cultivo de Grifola sordulenta y G. frondosa en condiciones de cultivo liquido

estacionario

1. Introduccion

El cultivo estacionario conduce a la formacion de un micelio laxo-pubescente, que como se
menciono anteriormente, puede tener diferentes propiedades respecto al micelio con forma esférica que
se produce en los cultivos con agitacion. Una manera de realizar los cultivos estacionarios es
empleando como contenedor una fuente de vidrio u otro material autoclavable y asegurando una buena
relacién superficie/volumen para permitir un adecuado intercambio de gases (Chang y Miles, 2004).
Ademas de obtener micelio (y/o metabolitos desde el medio) se ha encontrado que este tipo de sistemas
también es apto para la produccion hidropdnica de fructificaciones de shiitake (ibid.).

Dado que el intercambio gaseoso bajo esta metodologia se produce por difusion simple, en otras
palabras no se requiere disponer de un shaker, se pueden emplear mayor nimero de u.e. En
contrapartida y por causa de una velocidad de difusion mas lenta de los nutrientes, este sistema

requiere mas tiempo para colonizar el medio liquido.

1.1. Hipotesis
Es posible cultivar micelio de G. sordulenta y G. frondosa mediante la metodologia sin agitacion

y obtener micelio de calidad aceptable

1.2. Obijetivos

Obtener parametros del cultivo de micelio en estado estacionario, luego recolectarlo y emplearlo
como material biologico para evaluar la actividad antioxidante del mismo (“GsLC- fuentes” y “GfLC-
fuentes”, capitulo VI). El contenido nutricional proximal y mineral del micelio de cultivo liquido de G.

frondosa cultivado con esta metodologia se trata en el Apéndice 3.

2. Materiales y métodos

2.1. Especies e inoculo
Se evaluo la factibilidad de esta metodologia para la produccion de micelio de G. sordulenta, y G.
frondosa. Se realiz6 su cultivo en Erlenmeyers de 250 ml seglin la metodologia desarrollada en la

seccion A. de este capitulo para su uso como indculo.

2.2. Fermentacion sumergida en condiciones de cultivo estacionario

El medio empleado fue el propuesto por Lee et al. (2003) para G. frondosa: 30 g glucosa, 6 g
extracto de levadura, 2 g peptona de carne, 0,5 g SO4Mg.7H,0, 0,14 g SO,Mn.5H,0y 0,5 g PO4HK,,
por litro, a pH 4. Después de agregar el medio (500 ml) a las fuentes de vidrio de 4 litros de capacidad

(10 u.e. por especie), se envolvié el conjunto en bolsas de polipropileno resistentes a alta temperatura y
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se procedio a su autoclavado a 121°C durante 30 minutos. El indculo, correspondiente a cada una de las
dos especies de Grifola bajo estudio, se agregd en una proporcion del 10% v/v del medio de cultivo
contenido en las fuentes. El cultivo se realizé durante 48 dias, en oscuridad y a 20°C.

2.3. Anélisis de los datos

A los 48 dias de cultivo, el micelio de las dos especies habia cubierto la superficie del medio de
cultivo. Se dio por finalizado el ensayo y el material se filtr6 con una malla de nylon (¢30 um) y se
liofilizd. Posteriormente se conservd en desecador hasta la determinacién de sus propiedades
antioxidantes (ver capitulo VI1). El rendimiento de biomasa se analiz6 con el test t de Student (a=0,05).

3. Resultados y discusion

En la Figura 53 se muestran las secuencias de la técnica utilizada. De las 10 fuentes usadas por
tratamiento quedaron 4 en G. sordulenta y 7 en G. frondosa. El resto del material se perdié por
contaminacion, lo cual es relativamente esperable cuando se debe manipular asépticamente estos
sistemas y donde la experiencia del operador es muy importante.

Al dia 11 de cultivo se tomd una alicuota (1 ml) de los diferentes medios de las fuentes y se
realiz6 un subcultivo en medio MYPA modificado, con el propédsito de cuantificar el crecimiento
micelial de estas especies en las condiciones especificadas. Luego de 15 dias de este cultivo se
encontré que G. frondosa produjo c.a. de 17 colonias mientras que G. sordulenta produjo 8 colonias.

Al dia 48 del cultivo liquido estacionario, algunas unidades experimentales (fuentes) tenian una
gran proporcion de masa micelial creciendo por encima del nivel del cultivo liquido (Figura 54). Las
otras unidades experimentales eran como las de la Figura 53C, mostraban un buen crecimiento pero
no sobresalian del medio liquido. Se consider6 que este tiempo de cultivo habia sido suficiente y para
evitar la entrada del micelio a la fase de lisis celular por sobrecrecimiento, se recolecté y liofilizo el
material.

Los rendimientos expresados como biomasa de micelio seco obtenido por u.e. de 500 ml, en los
cultivos estacionarios de G. sordulenta y G. frondosa, se muestran en la Figura 55. Grifola sordulenta
obtuvo en promedio 2,8 g/l, y G. frondosa 2,4 g/, sin diferencias significativas entre ambos (test t de
Student p>0,05). Si bien G. frondosa habia iniciado el crecimiento con mayor rapidez, como se
determind para el dia 11, ambas especies se encontraron en la meseta de crecimiento para el dia 48,
resultando rendimientos de biomasa similares sobre la base de peso seco.

Fue llamativo encontrar que en este sistema G. sordulenta desarrollé también la pigmentacion
verde oscura analoga a la comentada en el cultivo en frascos y en Erlenmeyers (en cultivo con BAP).
Ademés G. sordulenta mostr6 manifestaciones del metabolismo secundario en la superficie i.e.
exudados, pigmentacion y formacién de agregados, mientras que G. frondosa no las desarroll6. Este
inicio de cambios morfogénicos sefiala la posibilidad de realizar cultivos hidropénicos de manera

similar a lo informado por Chang y Miles (2004) para el caso del shiitake. Asi se muestra que este tipo
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de cultivo no solo es util para el estudio de variables que intervienen en la fructificacién sino que
eventualmente puede representar una alternativa productiva.

Finalmente, en la Tabla 14 se comparan los rendimientos de micelio obtenidos en los diferentes
sistemas i.e.: Erlenmeyers de 250 y de 500 ml, frascos y fuentes. Ademas de las diferencias que se
observan en los rendimientos, es importante recalcar que las formas de cultivo pueden condicionar las
propiedades quimicas del micelio y los productos vertidos por éste al medio.

La metodologia de Erlenmeyers de 250 ml resulté como la mejor en cuanto al rendimiento para las
tres especies. Mientras que en G. gargal y G. sordulenta con el cultivo en frascos, se obtuvieron
mejores rendimientos que con Erlenmeyers de 500 ml. Por otra parte cuando G. sordulenta se cultivo
en fuentes, se obtuvo la mitad del contenido de micelio que en frascos de 3 litros y ademas en el doble
de tiempo. El rendimiento de biomasa micelial de G. frondosa producida en fuentes fue menor al

logrado en otra cepa con el uso de un biofermentador (Lee et al., 2004).

Figura 53. Cultivo de micelio en medios liquidos estacionarios. A: fuentes de vidrio con medio de
cultivo envueltas con polipropileno resistente al autoclavado y esterilizadas en autoclave durante 30
minutos a 121°C. B: luego de su cultivo en oscuridad se retiran de la bolsa protectora. C: Antes de
efectuar la recoleccion del micelio se observa para determinar la ausencia de contaminacién y se
anotan los caracteres que presenta el cultivo. D: el cultivo se filtra con una malla de nylon ($30 pm) y

finalmente se liofiliza.
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Figura 54. Cultivos estacionarios de Grifola sordulenta y de G. frondosa a los 48 dias de cultivo. Las
fuentes contenian 500 ml de medio. El micelio de G. sordulenta presentd agregados pigmentados y
exudados en las zonas de micelio que sobresalian de la superficie. En el caso de G. frondosa se observd

sobrecrecimiento abundante de micelio blanco sin formar agregados ni exudados.

G. sordulenta

Figura 55. Representacion Box-Whisker que muestra los rendimientos de biomasa (peso seco del
micelio por u.e.) de Grifola sordulenta y G. frondosa obtenido en cultivo en medio liquido
estacionario. Las fuentes contenian 500 ml de medio de cultivo. EI micelio se durante 48 dias a 20°C y

en oscuridad.
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Tabla 14. Comparacion del rendimiento de biomasa micelial (peso seco) entre las especies de Grifola
estudiadas en relacion al tipo de recipiente y volumen de medio. Las especies fueron cultivadas en
medio liquido con agitacion (Erlenmeyers a 90 rpm y frascos a 30 rpm) y medio estacionario (fuentes).
Se incluyen datos de la misma cepa de G. frondosa cultivada en Erlenmeyer de 250 ml y de otra cepa
de G. frondosa cultivada en un biofermentador de 5 litros.

el Rendimiento DS
Especie Sistema de cultivo de medio /) de Referencia
(mi) ’ cultivo

G. gargal Erlenmeyers 250 ml 50 8,0 20 Postemsky et al., 2006
Erlenmeyers 500 ml 125 3,3 20 Esta tesis
Frascos 3 | 500 4,0 30 Esta tesis

G. sordulenta = Erlenmeyers 250 ml 50 18,0 20 Postemsky et al., 2006
Erlenmeyers 500 ml 125 2,6 20 Esta tesis
Frascos 3 | 500 6,0 30 Esta tesis
Fuentes 4 | 500 2,4 48 Esta tesis

G. frondosa Erlenmeyers 250 ml 50 27,3 23 Figlas et al., 2010
Fuentes 4 | 500 2,8 48 Esta tesis
Biorreactor 5 | 5000 16,8 ~14 Lee etal., 2004

4. Conclusiones

La temperatura de cultivo afect6 el crecimiento de G. gargal y G. sordulenta, siendo mas
favorable el cultivo c.a. 18°C. La acumulacion de biomasa aument6 con el agregado de caldo de
semillas de girasol como aditivo.

El cultivo de micelio en frascos con agitacion leve mostré ventajas para la obtencion de micelio de
manera mas sencilla, sin embargo los rendimientos de biomasa fueron menores en comparacién con el
cultivo en Erlenmeyers de 250 ml. La biomasa de micelio cultivada en frascos no aument6 cuando se
introdujeron en el medio vitaminas y aminoacidos y/o reguladores del crecimiento vegetal como
suplementos nutritivos organicos.

La evaluacion del cultivo agitado de micelio en Erlenmeyers mas grandes, de 500 ml, mostré un
menor rendimiento de biomasa al de Erlenmeyers de 250 ml, que se adjudic6 al proceso de
homogenado del indculo, i.e.: micelio en cajas de Petri. No obstante este procedimiento fue Gtil para
disminuir la variabilidad estadistica en la cantidad de biomasa por unidad experimental dentro de cada
tratamiento. En el mismo ensayo, empleando Erlenmeyers de 500 ml, también se verificé que la dosis
de bencilaminopurina empleada no causé un estimulo en la acumulacion de biomasa micelial.

Finalmente, el cultivo estacionario fue el que produjo menor biomasa no obstante hay que

considerar que es una alternativa factible cuando no se cuenta con un equipo de agitacion orbital.
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Capitulo IV
Cultivo en sustratos conteniendo granos de cereales y oleaginosas para la produccién de
blanco de hongo

1. Introduccion

En general, los granos de cereales u oleaginosas pueden usarse para sostener el crecimiento
vegetativo de los hongos basidiomicetos de la pudricién blanca (Jiskani et al., 2007). EI blanco de
hongo, conocido también como semilla de hongo o por la palabra inglesa spawn, es el micelio del
hongo que crece de manera vegetativa y vigorosa en un carrier que le suministra los nutrientes
necesarios para ello y ademas permite, a posteriori, su dispersion uniforme en el sustrato en el cultivo
industrial. En efecto, se trata de granos de cereales, granos de oleaginosas, mezclas de aserrines de
madera con virutas, cultivos en medios liquidos, o incluso se pueden usar como spawn porciones del
sustrato colonizado; los anteriores se utilizan para “sembrar” (inocular) el sustrato donde se realizara la
produccion de hongos, sustrato que usualmente se prepara con el agregado de aditivos como yeso y
caliza, y en algunos casos con otros suplementos que pueden mejorar el crecimiento y desarrollo de los
hongos (Chang y Miles, 2004). En general el blanco de hongo se produce sobre esos elementos
carriers mediante el cultivo de la especie de hongo de interés en condiciones asépticas a partir de
cultivos puros. Una vez que se inocula el material carrier, el micelio debe colonizarlo de manera rapida
para reducir el riesgo de contaminacion (ibid.).

El spawn en granos de cereales es el mas utilizado en el cultivo de hongos en sustratos estériles o
pasteurizados. Puede prepararse en bolsas o botellas, siendo estas Gltimas mas seguras para su manejo
y esterilizacion (Stamets, 1993).

El crecimiento del micelio en los granos puede estar limitado por una reduccién en la
concentracion de nutrientes y de oxigeno, por el acimulo de productos finales toxicos, por la
produccién de metabolitos secundarios y por los cambios en algunos factores como el pH (Regina,
2001). Estas limitaciones se controlan parcialmente mezclando los granos dentro de las botellas en
forma enérgica y en una frecuencia que no perturbe el crecimiento (Chang y Miles, 2004).

Cada particula individual, ya sea el grano de cereal u otro material, colonizado por micelio es un
pequefio inicio de la colonizacion del préximo sustrato. A menor tamafio habra mas puntos de
colonizacién por peso de spawn; sin embargo es mas probable que se formen agregados dificiles de
separar y que son una caracteristica de algunas especies. Las particulas mayores tienen menor relacion
superficie: volumen, y en consecuencia deben ser incorporadas en mayor proporcion en el sustrato
(Akavia et al., 2009).

Las diferencias en la calidad nutritiva de los materiales usados como carrier influyen en la
velocidad de crecimiento del micelio, por lo que es necesario determinar cuales son mas aptos para una
determinada especie y sustrato. Asi por ejemplo, la utilizacion de granos de girasol solos o en mezcla
con granos de cereal en esta etapa de cultivo seria un factor que predispondria la colonia de micelio a

degradar més especificamente un sustrato a base de céscara de girasol.
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En la composicion del sustrato para spawn a base de granos se agregan sales de calcio en un 1-2%
p/p sobre la base de peso himedo. Este aditivo actia como buffer para mantener el pH cercano a la
neutralidad, evitar la formacion de agregados y ademas como suplemento de macronutrientes. La
piedra caliza (CO5Ca) es la mas empleada, combinandose con yeso (SO4Ca), cal apagada (OCa +H,0),
y en algunos casos también con nitrato de potasio (Chang y Miles, 2004).

La inoculacion de los granos estériles se realiza en condiciones de asepsia con micelio fangico
crecido en agar o medios liquidos. Como una manera practica de propagar facil y rapidamente el spawn
se puede realizar el subcultivo grano-grano partiendo de la primera generacion, i.e. spawn maestro
mediante la inoculacién de una botella a 10 botellas,- y asi durante tres subcultivos. De esta manera
una botella originaria 1000 botellas de spawn, pero no se recomiendan mas de tres subcultivos debido a
gue durante los mismos pueden ocurrir variaciones con respecto al tipo original, con la consecuente
pérdida de las caracteristicas productivas deseables de la cepa (Stamets y Chilton, 1983). El spawn se
suele almacenar por corto tiempo a baja temperatura, 4°C, a fin de disminuir la velocidad del
crecimiento vegetativo hasta su empleo (Stamets, 1993). Si llegado el caso se observa que la colonia
comienza a manifestar caracteres de crecimiento secundario, el spawn no deberia utilizarse, ya que su
velocidad de colonizacion del sustrato es considerablemente menor que la de un spawn en buenas
condiciones. Este retraso se debe a que el micelio debe retomar el metabolismo primario para comenzar
la colonizacidn del sustrato (Stamets, 1993).

En esta seccion se muestran los resultados de la evaluacion de diferentes formulaciones a base de
granos de cereales y oleaginosas para la elaboracion de spawn para el cultivo de hongos en general y de
especies de Grifola en particular. El bioensayo Test de Crecimiento Lineal (TCL) (Duncan, 1997), es
en general un buen indicador de la velocidad de colonizacion de un sustrato por una determinada cepa
fungica. Resulta de utilidad para la comparacion ya sea de diferentes formulaciones de sustrato o bien

de la habilidad de diferentes cepas para colonizar un sustrato dado (Duncan, 1997).

1.1. Hipotesis
La velocidad de crecimiento y la densidad aparente del micelio cultivado en granos es dependiente

de la temperatura y del tipo de grano empleado.

1.2. Objetivos

Comparar la velocidad de crecimiento del micelio de Grifola spp. en botellas de granos de trigo
expuestos a diferentes temperaturas. Estudiar con el test TCL de Duncan la velocidad de crecimiento y
observar la densidad aparente del micelio cultivado en distintos granos. Comparar la velocidad de
colonizacidn de los diferentes granos en botellas.

A posteriori se analizaran las propiedades antioxidantes y antigenotoxicas de los granos de trigo
biotransformados de G. gargal, G. sordulenta, G. frondosa y el control de granos de trigo preparados
de igual modo pero sin inocular (GgWG, GsWG, GfWG y WF, capitulo VI y VII). El contenido

nutricional proximal y mineral de estas muestras se trata en el Apéndice 3.
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2. Materiales y métodos

2.1. Procedimiento general para la produccién de spawn

El cultivo de spawn comprende operaciones simples como imbibicion de granos en una solucion de
sales de calcio, esterilizacion, inoculacion con el micelio de la cepa fungica de eleccion y cultivo en
condiciones controladas. El cultivo en botellas es una técnica que ha dado buenos resultados y posee
ventajas especialmente en el momento de la esterilizacion. La metodologia para el cultivo de spawn en
botellas, empleada en el Laboratorio de Biotecnologia de Hongos Comestibles y Medicinales (LBHCyM)
del CERZOS (Curvetto et al., 2004), consiste en colocar 250 g de granos de trigo (Triticum aestivumo T.
durum) entero en botellas de vidrio de 1 litro, a las cuales luego se adiciona una solucién conteniendo
3,53 g de CO5Ca (0,8 % p/p) y 6,56 g de SO,4Ca (1,5 % p/p), en 190 ml de agua; se mezclan y se dejan en
reposo por 16 h a temperatura ambiente. Posteriormente las botellas se tapan con tapon de algodén y se
autoclavan durante 90 minutos a 121°C. El contenido de granos en peso fresco por botella resulta ser 470
g con una humedad final entre 42-44% y un pH ~6. Para la primer generacién o spawn maestro, los
granos en cada botella se inoculan con 4 cufias de micelio (Y2 de caja de Petri) cultivado en medio MYPA
modificado, usando una técnica aséptica en un gabinete de flujo laminar horizontal de aire estéril. Luego,
para obtener dos generaciones mas de spawn, se emplea una proporcion de inoculacién del 10% usando

el spawn maestro en activo crecimiento (Stamets y Chilton, 1983).

2.2. Efecto de la temperatura en la colonizacién de spawn

El efecto de la temperatura (20°C y 24°C) en el crecimiento del spawn de G. gargal y G. sordulenta,
se evalu6 utilizando 10 botellas (u.e.) por especie y condicion térmica. Las botellas en cultivo fueron
inspeccionadas a los dias 20, 25 y 30 del cultivo, y se registraron las unidades experimentales que

presentaban una completa colonizacion.

2.3. Test de crecimiento lineal (TCL) para la evaluacion del crecimiento de micelio en diferentes
granos

Este bioensayo utiliza 10 g de sustratos previamente esterilizados y colocados en un tubo de vidrio
de (16 mm didmetro y 20 cm de largo) a los cuales se les inocula, por uno de sus extremos, un disco de
micelio joven crecido en agar nutritivo. Las formulaciones (Tabla 15) se prepararon con trigo, trigo
suplementado con mijo, girasol, maiz y la combinacion maiz: girasol, en una mezcla acuosa de CO;Ca
y SO,4Ca, resultando un pH promedio de 6,5 o0 bien con otra mezcla acuosa conteniendo yeso pero sin
carbonato de calcio y llevado a pH 5 con &cido sulfarico, previo al autoclavado.

En esta experiencia, el cultivo se realizé durante 30 dias, en oscuridad continua, a 18 +1°C y con
humedad ambiental cercana a 90%. Los tubos se colocaron en una cdmara de crecimiento (CCC-20) y
periddicamente se rotaron de posicion.

Al final del cultivo se registrd la longitud de la colonia de micelio y se calculd la velocidad de

colonizacién en mg de peso seco del sustrato por dia (mg PSS/dia). Se usé esta forma de expresion ya
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que permite la comparacion de sustratos con diferente grado de empaquetamiento y/o densidad. Segun
la intensidad del crecimiento del micelio i.e. su densidad aparente, cada u.e. fue evaluada en categorias

(o/+++).

2.4. Velocidad de colonizacion en botellas

Una vez realizado el TCL se hizo un cultivo en botellas con las mismas formulaciones de
sustratos. Los sustratos se prepararon como se explica en el punto 2.1 para los granos de trigo y el
cultivo se hizo en oscuridad, a 24°C. Los ingredientes de los sustratos y cantidades de los materiales
(por botella) se indican en la Tabla 16, en este caso también se realizaron cultivos en ambos grupos de
pHs: ~6,5 y ~5,3. El ensayo fue realizado con 8 botellas para cada formula y cada especie en estudio. A
los dias 20, 25 y 30 del cultivo se inspeccion6 el contenido de las botellas y se registraron las que
manifestaban una completa colonizacion. Finalmente, se extrajo el spawn, se desagregd y se conto el
nimero de agregados de granos colonizados por gramo de materia fresca. Este procedimiento se aplica
de acuerdo a la velocidad de colonizacion de la cepa, por ejemplo en cultivos veloces como Pleurotus
ostreatus, Ganoderma lucidum y Grifola frondosa los granos de trigo deben ser sacudidos cada 3-4

dias.

2.5. Andlisis de los datos

La comparacion del nimero de botellas completamente colonizadas de los ensayos 2.2 y 2.4 se
realizd6 empleando el test exacto de Fisher segiin Lowry (2011); se consideraron significativos los valores
menores a: a=0,1. El analisis de la masa de sustrato colonizada por dia (2.3) se hizo con el ANOVA
simple y las medias fueron comparadas con el test de Tukey (a=0,05) utilizando el software Infostat

(Di Rienzo et al., 2010).
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Tabla 15. Composicion de las férmulas de sustrato para obtencion de spawn y valores de los

pardmetros usados para evaluar el crecimiento de micelio de Grifola gargal y G.sordulenta mediante el

TCL. Se muestran los valores de pH para cada formula.

pH ~6,5

Componentes Proporcion en el @ @ Densidad

de la férmula sustrato (%) el g/ml
Agua 42,2
SO,Ca 1,5
COsCa 0,8
T1 trigo 55,5 6,8 43,2 0,60
T2 trigo:mijo (8:2) « 6,6 44,7 0,65
T3 maiz « 6,2 434 0,40
T4 girasol « 6,3 388 0,55
T5 maiz:girasol (1:1) « 6,2 40,3 0,45

pH ~5,3

Componentes Proporcion en el @ @ Densidad

de la formula sustrato (%) Jols e als g/ml
Agua 42,8
SO,Ca 15
SO4H; 98% 0,02
T6 trigo 56,3 55 422 0,60
T7 trigo:mijo (8:2) «“ 56 43,0 0,65
T8 maiz «“ 52 41,0 0,40
T9 girasol « 51 37,1 0,55
T10 maiz:girasol (1:1) « 52 40,7 0,45

(1) El pH y la HR fueron medidos luego del autoclavado.

Tabla 16. Composicion de las formulas de sustrato para la obtencion de spawn preparado en botellas

Maiz:girasol (1:1)

Maiz:girasol (1:1)

de 1 litro.
pH ~6,5 pH ~5,3
Peso por  Proporcion Peso por  Proporcion
g:?;pf%?mfle: botella  en sustrato gg?;pf%r:?r?&f: botella  en sustrato
() (%) (9 (%)
Agua 190 42,2 Agua 190 42,8
SO,Ca 6,56 1,5 SO,Ca 6,56 1,5
COsCa 3,53 0,8 SO4H, 98% 0,09 0,02
Trigo 250 55,5 Trigo 250 56,3
Trigo:mijo (8:2) «“ «“ Trigo:mijo (8:2) «“ «“
MaiZ 13 13 MaiZ 13 13
Girasol «“ «“ Girasol «“ «“
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3. Resultados y discusion

3.1. Efecto de la temperatura en el crecimiento

Los resultados del cultivo a 20 y 24°C de G. gargal y G. sordulenta en granos de trigo se
muestran en la Figura 56. En el dia 30 de cultivo, ambas especies cultivadas a 20°C mostraron una
completa colonizacion de los granos en la mayoria de las u.e., mientras que a 24°C se observo una
reduccion de cinco dias en el nimero de u.e. que completaban la colonizacién de los granos (p<0,07).
En ensayos preliminares con este sustrato se hallé que las temperaturas superiores a 28°C inhiben el
crecimiento en ambas especies (resultados no mostrados).

En este punto es interesante mencionar gque es conocido que la temperatura, ademas de la
velocidad de las reacciones quimicas, regula la produccion de enzimas ligninoliticas en los hongos
(Dritsa y Rigas, 2006). Dicho de otra manera, la interaccién con los nutrientes presentes en el medio a
diferentes temperaturas, es determinante para la produccion de ciertas enzimas cuyo resultado sera una
particular velocidad de crecimiento del micelio.

En esta tesis se observd que en los medios nutritivos en agar, G. gargal y G. sordulenta crecian
adecuadamente a 18°C, mientras que a 24°C, G. gargal no crece y G. sordulenta disminuye
significativamente su crecimiento (ver en capitulo I1.A el item 3.1.). En cultivo en agar, otras cepas de
G. gargal (provenientes de Chile) no manifiestan diferencias de velocidad de crecimiento entre 20 y
25°C (Harada, 2007). Por otra parte, cuando se cultivan en medios liquidos, ambas especies obtienen
los mejores valores de crecimiento a 20°C (ver en capitulo I11.B el item 3.).

En resumen, la temperatura dptima de crecimiento para ambas especies estuvo en el rango de 18-
20°C cuando la provision de nutrientes fue en sus formas simples y solubilizadas (medio de agar y
liquido). En cambio, cuando el micelio debi6 degradar moléculas complejas como almidon y otros
carbohidratos, como es el caso del cultivo en granos de cereales, la velocidad de crecimiento fue mejor
a 24°C. Valores similares de temperatura de crecimiento fueron determinados para G. frondosa (25°C)

en condiciones similares de cultivo (Montoya- Barreto et al., 2008).
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Figura 56. Porcentaje unidades expermientales (granos de trigo en botellas) que resultaron
completamente colonizadas a distintos tiempos (20, 25 y 30 dias) a partir de la inoculacion con spawn
de Grifola gargal y G. sordulenta. Los cultivos se hicieron a 20°C y 24°C.

Grifola gargal Grifola sordulenta
100 100
73 75
%o U.e.
coloni- m20°C
zadas 50 50 w4
25 25
0 o M

dias dias

3.2. Ensayo de velocidad de crecimiento lineal del micelio

Los resultados del TCL se presentan en la Tabla 17 y en la Figura 57 se muestran fotografias de
u.e. representativas de los diferentes tratamientos. Los tratamientos cuyos pHs se ubicaban en el rango
de pH 6,2-6,8 fueron agrupados como “pH ~6,5”, y aquellos en el rango de pH 5,1-5,6 como “pH
~5,3”.

En el caso de G. gargal se hallaron diferencias significativas entre los diferentes sustratos en la
velocidad de colonizaciéon (mg PSS/dia) (p<0,05). Las formulaciones de sustrato donde el crecimiento
fue mas veloz (135-160 mg PSS/dia) y con mayor densidad aparente (+++) fueron: trigo (en ambos
pHSs), trigo: mijo (pH ~6,5), maiz: girasol (ambos pHs), maiz (pH ~5,3).

Grifola sordulenta por su parte, también tuvo diferencias significativas entre las diferentes
formulaciones de sustrato (p<0,05) y, en general, mostr6 menores velocidades de colonizacion en
comparacion con G. gargal. En esta especie el sustrato conteniendo trigo (a pH ~5,3) produjo el mayor
valor promedio en la velocidad de colonizacion (104 mg PSS/dia) y ademas el micelio de las u.e.
correspondientes present6 también una elevada densidad aparente.

De manera global, la formula de sustrato a base de trigo (a pH ~5,3) produjo la mayor velocidad
de colonizacion de micelio en ambas especies, con una alta densidad aparente y eventualmente seria
una férmula de eleccion para su cultivo en masa. Los granos de trigo se emplean habitualmente como
base en la preparacion de blanco de hongo (Akavia et al., 2009). En el LBHCyM-CERZOS han sido
cultivadas con esta misma metodologia otras especies como Ganoderma lucidum, Pleurotus spp.,
Agaricus blazei, Hericium erinaceus (Gonzalez- Matute et al., 2002; Curvetto et al., 2004; Gonzélez-
Matute et al., 2010; Figlas et al., 2007), en las cuales se coloniza completamente una botella a los 10,
15, 20 y 20 dias, respectivamente. En el caso de Grifola frondosa, la colonizacion completa de una

botella de spawn a base de granos de trigo tarda 25-30 dias y a base de maiz y girasol tarda 25 dias
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(resultados no publicados).

El mijo también se emplea como base en la preparacion de spawn para hongos (Akavia et al.,
2009) y/o como suplemento debido a su alto contenido de proteinas (17% sobre base seca) y una
ventaja adicional es la alta relacion superficie volumen que mejora la dispersion del micelio en el
sustrato a colonizar (Stamets, 1993). Shen (2001) sefiala que en el cultivo de G. frondosa, la
combinacion de mijo con centeno y salvado de trigo en el sustrato mejora la colonizacion del mismo.

En este ensayo la inclusion de mijo en el sustrato a base de trigo (20 y 80% respectivamente), no
mejoro la velocidad de colonizacion en relacion al sustrato conteniendo Unicamente trigo en ninguna
de las especies y bajo ninguna de las condiciones de pH. Aln mas, con G. gargal cultivado en la
misma férmula de sustrato, a pH ~5,3, se observé una disminucion en la densidad aparente de
crecimiento micelial (++ vs. +++ en trigo a pH ~5,3).

En ambas especies los valores promedios de velocidad de colonizacion en sustrato para spawn a
base de maiz fueron comparables a los correspondientes para el caso del trigo. Este grano fue
colonizado con alta densidad aparente sélo por G. gargal y a pH ~5,3. Montoya-Barreto et al. (2008)
encontraron gue el empleo de granos de maiz fue el mas exitoso entre los diferentes granos que
probaron para la obtencion de spawn para el cultivo de G. frondosa. Probablemente este resultado se
debid a la forma de preparar el spawn, en este caso, sin agitacion periddica después de la inoculacién

inicial (comunicacién personal).

Tabla 17. TCL con Grifola gargal y Grifola sordulenta. Velocidad de colonizacién en sustratos a
base de granos de trigo, trigo suplementado con 20% de mijo, girasol, maiz, y maiz: girasol 1:1, a
diferentes pH. Los valores de velocidad de colonizacion (mg de sustrato seco/dia) calculados al dia 30
se analizaron con Anova simple y las medias se diferenciaron con el test de Tukey (0=0,05). También

se califico de manera subjetiva el crecimiento micelial aparente de 0 a +++.

pH ~6,5 pH ~5,3
Sustratos por especie Velocidad de  Crecimiento Velocidad de  Crecimiento
fangica colonizacion micelial colonizacién micelial
(mg PSS/dia) aparente (mg PSS/dia) aparente

Grifola gargal
Trigo 1596 a +++ 1610 a +++
Trigo:mijo (8:2) 140,8 ab +++ 117,3  bcd ++
Girasol 99,3 d +++ 1111 cd +++
Maiz 124,9  bcd ++ 139,3 ab +++
Maiz:girasol (1:1) 140,6 ab +++ 135,3 abc +++
Grifola sordulenta
Trigo 1053 A ++ 1040 A +++
Trigo:mijo (8:2) 106,7 A ++ 948 AB +++
Girasol 806 B +++ 78,5 B ++
Maiz 88,9 AB ++ 105,7 A ++
Maiz:girasol (1:1) 777 B ++ 75,3 B +++
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En el TCL, la semilla de girasol no produjo una alta velocidad de colonizacion por el micelio de
ninguna de las dos especies. Sin embargo el girasol pudo ser colonizado con una alta densidad
aparente a ambos pHs por micelio de G. gargal y a pH ~6,5 por G. sordulenta. Asimismo, se pudo
observar una alta densidad de crecimiento micelial en el TCL para G. gargal a ambos pHs y para G.
sordulenta a pH ~5,3 con una proporcion 1:1 de estos granos en el sustrato. (Tabla 17 y Figura 57).

Stamets (1993) destaca que en la determinacion de la velocidad final del ciclo de cultivo, ademés
de la cepa, condiciones de cultivo y proporcion de inoculacién, también es importante la combinacion
de spawn/calidad del sustrato. Es asi que el uso de un spawn a base de girasol, o bien girasol/ maiz,
como fue mostrado aqui con aceptable velocidad de colonizacion de sustrato, podria favorecer el
cultivo en un sustrato a base de cascara de girasol.

Estos sustratos conteniendo granos de girasol y/o maiz, se caracterizaron por su bajo valor de
densidad especifica (el volumen de estos granos por unidad de masa en relacién al del trigo es un 75%

mayor).

Figura 57. Imagenes del TCL de Grifola gargal y de G. sordulenta, a los 30 dias de cultivo. Las
placas fotograficas muestran unidades experimentales representativas de la colonizacion de los
diferentes sustratos contenidos en los tubos de prueba. Las letras en los rotulos de los tubos de vidrio:
“T”, “TM”, “G”, “M” y “GM?”, representan los granos de trigo, trigo: mijo, girasol, maiz y maiz:
girasol, respectivamente. Las letras “N” y “B” representan los tratamientos con pH ~6,5 y ~5,3
respectivamente (ver materiales y métodos).

3.3. Obtencidn del spawn en botellas

Se cultivaron G. gargal y G. sordulenta empleando la técnica habitual de preparaciéon de spawn
empleando botellas de vidrio de 1 litro. Se evalu6 el tiempo de colonizacion (dias) de los diferentes
sustratos formulados anteriormente para el TCL. En todos los sustratos (n=8 por tratamiento)
ensayados para ambas especies la colonizacion se complet6 al dia 30, a excepcion de G. gargal en los
sustratos conteniendo trigo, trigo: mijo a (bajo ambos pH), que estuvieron completamente colonizados
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al dia 25, sin que esto represente diferencias significativas con los demas tratamientos en las
comparaciones de a pares realizadas con el test de Fisher (a=0,10). En todos los casos se observo una
densidad de crecimiento micelial aparente similar; compérese Figuras 58A-C para G. gargal y
Figuras 58E y F para G. sordulenta.

El pH no influy6 en el tiempo de colonizacion del sustrato. Para encontrar efectos de este tipo
habria que evaluar un rango méas amplio de pH.

En todos los sustratos se detectd la presencia del aroma almendrado, entre los dias 25 y 30,
periodo cuando se detecta el mismo adn sin quitar el tapon de algodon; ello a su vez puede reflejar la
calidad del spawn, ya que no es perceptible este aroma en un sustrato contaminado o0 sin una
colonizacidn exitosa.

En la Tabla 18 se muestran los valores promedio del nimero de granos colonizados por gramo
fresco de spawn. La presencia de mijo con granos de trigo (en una relacion 2:8) elevé en un 33% los
granos colonizados respecto a las halladas en spawn de granos de trigo. Y por otra parte en el caso de
los granos de maiz y de girasol hubo tres veces menos granos colonizados respecto al spawn de trigo.
So6lo el spawn de trigo seria mas ventajoso en términos de una produccién en cultivo industrial, ya que
permitiria acortar el ciclo de produccién al incrementar la velocidad de colonizacién del sustrato

sembrado.

Tabla 18. Valores promedio de los granos colonizados por gramo fresco de spawn de Grifola gargal o
de G. sordulenta. Los diferentes granos para spawn se cultivaron en botellas a 24°C, en oscuridad y
durante 30 dias. Luego de la incubacidn, el spawn se removié de las botellas y se desagrego

manualmente.

Componente inicial del spawn g ggir;)%sv/\m
Trigo 18
Trigo:mijo (8:2) 27
Maiz 5
Girasol 8
Maiz:girasol (1:1) 7

4. Conclusiones

Las mejores condiciones del cultivo de micelio de Grifola gargal y G. sordulenta en granos para
la obtencion de spawn es a 24°C, y en oscuridad con agitacion de los granos cada 6-9 dias
Considerando la velocidad de colonizacién, densidad aparente y nimero de unidades de colonizacion

por gramo se recomienda emplear granos de trigo solos.

151



Figura 58. Las placas fotograficas muestran los sustratos colonizados que se obtuvieron en la
preparacion del spawn de Grifola spp. G. gargal: (A), spawn a base de granos de maiz (a pH ~5,3 y
~6,5); (B) spawn a base de semillas de girasol (a pH ~5,3 y ~6,5), (C) spawn a base de granos de
maiz:girasol (1:1) (a pH ~5,3 y ~6,5); (D) dos semanas post-inoculacion de sustrato con spawn de trigo
de G. gargal; G. sordulenta: (E) spawn a base de semillas de girasol (a pH ~5,3y ~6,5); y (F) spawn a
base de granos de maiz-trigo (a pH ~5,3 y ~6,5). En (G, de izquierda a derecha) se muestra como
comparacion el spawn de G. frondosa cultivado en maiz (pH ~6,5), maiz-girasol (1:1) (pH ~6,5) y
girasol (a pH ~5,3 y ~6,5) después de tres semanas desde la inoculacion.
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Capitulo V

Cultivo en medio sélido sobre sustrato a base de cascara de girasol

Fermentacion de micelio en estado solido

El estudio de las condiciones del habitat donde estos hongos fructifican constituyé una
aproximacién util para el ajuste de las condiciones artificiales para el estudio de su cultivo controlado
en el laboratorio (ver capitulo I). En especial se tuvo en consideracién lo observado en la colonia de G.
gargal establecida en un roble pellin (N. obliqua) caido (ver en el capitulo I el item 3.) donde
estacionalmente y por mas de 20 afos se venian generando fructificaciones. Esta colonia resulta muy
llamativa dado que a pesar de tantos afios, no se han encontrado fructificaciones en los arboles
inmediatos a esta colonia, segin informaron los conocedores del lugar y de este hongo. Por lo tanto es
razonable argumentar sobre el hecho de que ciertos factores enddgenos y aun exogenos del sitio
podrian dificultar la dispersion de estas especies en su habitat natural, lo cual también podria colocar
una limitacion en la domesticacion de estas especies fungicas en sustratos sintéticos.

Para eliminar experimentalmente parte de estas causas desconocidas por la cual no es frecuente el
hallazgo de estas especies en la naturaleza, se eligié al cultivo axénico y en condiciones de asepsia
controlada como modelo de cultivo, ya que de esta manera se evitaria la competencia por el sustrato
con otros microorganismos, como sucede en los cultivos pasteurizados.

Se denomina cultivo axénico, también conocido como “cultivo puro”, al que contiene s6lo un tipo
de microorganismos. Estos se inician a partir de colonias aisladas, de manera que todos los individuos
del mismo poseen la misma composicion genética. Los cultivos puros son esenciales para poder

estudiar las caracteristicas de los microorganismos y para poder identificarlos con seguridad.

Céscara de girasol como sustrato

Dentro de la variedad de desechos agroindustriales que se pueden emplear como sustrato para el
cultivo de hongos se trabajé con cascara de girasol. En la industria oleaginosa de Argentina, la
extraccion de aceite de girasol (Helianthus annus) se realiza sobre las semillas sin cascara, lo que
produce gran cantidad de cascara de girasol, que es un desecho lignocelul6sico que se quema o
entierra (Curvetto et al., 2004). La céscara de semillas de girasol constituyen cerca del 18-20 % del
total de la semilla procesada (Helgeson et al., 1978). Sobre la base de peso seco, la céscara de girasol
contiene alrededor de 5% de lipidos, de los cuales un 3 % es cera compuesta por acidos grasos de
cadena larga y alcoholes; ademas contiene un 4 % de proteinas; 50% de carbohidratos totales, y un
alto contenido de cenizas que puede llegar hasta el 49% (Cancalon, 1971; Torrea, 1998). Asimismo,
contiene azUcares reducidos que son el segundo mayor constituyente de la céascara y equivalen
aproximadamente al 26% del peso total (Cancalon, 1971). En el material almacenado a granel
analizado en el LBHCyM-CERZOS, la cascara de girasol contiene alrededor de 11% de humedad,
45% de de carbono y entre 0,70 y 0,95% de nitrogeno.
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Las cascaras, tal como emergen de la industria aceitera poseen una forma de cufia y un tamafo de
particula promedio de 12 mm, que permite evitar un indeseable empaquetamiento cuando se la usa
como sustrato para el cultivo de hongos. En efecto, debido a las caracteristicas anteriores, este material
abundante y de bajo costo ha sido utilizado en la elaboracion de férmulas de sustrato satisfactorias
para el cultivo de los hongos de la pudricion blanca, como hongos del complejo Pleurotus,
Ganoderma lucidum, Hericium erinaceus (Curvetto et al 2002a; Gonzalez- Matute et al., 2002; Figlas
et al., 2007); asi como también para hongos de la pudricion marrén como Lentinus edodes (Curvetto et
al., 2005). Incluso también se logro el cultivo de descomponedores secundarios como Agaricus blazei
y A. bisporus usando la céscara de girasol como parte del sustrato, ya sea compostado o bien sin

compostar (Gonzalez- Matute et al., 2010).

Suplementos y aditivos

Es ampliamente conocido que en los sustratos basados en una fuente de lignocelulosa (cascara de
girasol, virutas de madera, etc.) es frecuentemente necesario incorporar suplementos y/o aditivos.

Los suplementos suministrarian nutrientes que estan presentes en cantidades insuficientes y por lo
tanto limitantes del crecimiento flngico; ellos también pueden aumentar la velocidad de colonizacion
actuando como cofactores enzimaticos que estimulan la produccion de enzimas o su actividad (ver
también en este capitulo la seccién C).

El salvado de trigo es uno de los suplementos mas comunmente empleado en el cultivo de varias
especies de hongos y en especial en el cultivo de G. frondosa, en union a otros suplementos como el
mijo y el centeno (Shen, 2001). De Souza-Silva et al. (2008) hallaron que el agregado de salvado a
medio de cultivo liquido aumentaba la produccion de enzimas lacasas, MnP y LiP cuando era
incorporado al sustrato de Ganoderma lucidum. Incluso en este estudio se demuestra que induce un
adelanto en la produccion de enzimas que se expresaron en la tropofase cuando en general las enzimas
ligninoliticas se expresan en la idiofase.

Entre los componentes mas importantes del salvado de trigo se encuentran: hemicelulosas (30%),
celulosa (10-15%), almidén (10-20%), proteinas (15-22%), lignina (4-8%) y otros componentes
menores como cutina y lipidos (Locci et al., 2008). Otros analisis revelan que contienen 17% de
proteina, 5% de materia grasa, 10% de fibra y 6% de minerales entre otros componentes (Stamets,
1993). Es destacable su alto contenido de nitrégeno (especialmente de proteinas y aminoacidos) y el
de hemicelulosas, ya que esta Ultima fraccion nutritiva es de importancia en el cultivo de algunas
especies como Pleurotus ostreatus y P. tuber-regium (Kuforiji y Fasidi, 2009; Tsang et al., 1987,
Streeter et al. 1982).

Se conoce que el sustrato remanente del cultivo de hongos puede a su vez ser empleado como
sustrato o suplemento de sustrato en el cultivo de otras especies fungicas. Aunque se lo llama “sustrato
gastado” porque contiene menor cantidad de carbohidratos, por otra parte posee nutrientes
provenientes de restos del micelio, en especial polisacaridos, proteinas, otros metabolitos vegetales y

fangicos y factores de crecimiento (Li et al., 2001). Por ello, los sustratos gastados también encuentran
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aplicacién en una amplia variedad de usos (Ribas et al., 2009; Medina et al., 2009); por ejemplo como
enmienda organica en suelos horticulturales (Jordan et al. 2008) y también mezclado con tierra en la
elaboracion de sustrato para macetas de viveros (Rinker, 2002), entre otras aplicaciones.

Ensayos

A continuacion se exponen los resultados del cultivo de G. gargal y G. sordulenta en test de
crecimiento lineal para probar: sustratos a base de cascara de girasol suplementados o no con salvado
(seccion A); sustratos formulados en base a este ensayo y suplementados con estimuladores
enzimaticos; suplementos nutritivos o con un tratamiento de hidroélisis &cida del medio (seccion B);
finalmente se estudia el cultivo axénico en troncos sintéticos elaborados a base de cascara de girasol

(seccion C).
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A. Estudio de variables culturales para el crecimiento de Grifola gargal y G. sordulenta,

parte |

1. Introduccion

En el entorno del habitat de crecimiento de un organismo existe una multiplicidad de factores
ambientales que hacen a que en condiciones naturales sélo se exprese una fracciéon de su potencial
gendmico. La domesticacion de especies de hongos silvestres necesita reducir tales limitaciones a fin
de realizar su cultivo de manera costo-eficiente.

Como se mencionara anteriormente en el capitulo 1V, mediante la prueba de test de crecimiento
lineal (TCL) de Duncan (1997) es posible estudiar de manera sistematica diferentes variables del
cultivo como ser cepas, sustratos, y condiciones ambientales, para seleccionar las condiciones que
permitan el mejor crecimiento en el estudio subsiguiente del cultivo en troncos sintéticos.

Con este bioensayo se calcula la velocidad de colonizacion y ademas también se posibilita la
observacion de otras caracteristicas como ser la densidad de colonizacion del sustrato y la formacion
de agregados de micelio dentro del mismo. Por otra parte, cuando finaliza el periodo de crecimiento, el
sustrato colonizado se puede analizar para la determinacion de su contenido de fibras, proteinas y/o
actividad de enzimas. Eventualmente el contraste entre el contenido en el sustrato original y el
determinado luego de la colonizacion proveen informacion sobre el mecanismo de la
biotransformacién. El incremento en el contenido de proteinas es un indicador del contenido de
micelio y el incremento en la actividad de enzimas, como las lacasas, es indicador de la actividad
degradativa (Baldrian, 2005).

El objetivo de la experiencia que aqui se muestra fue probar mediante el TCL el efecto de
diferentes férmulas de sustratos sobre la velocidad de colonizacién micelial de G. gargal y G.
sordulenta. Los sustratos fueron elaborados a base de céascara de girasol (CG), sustrato
biotransformado de cascara de girasol remanente del cultivo de P. ostreatus durante 40-50 dias de
cultivo y luego de dos oleadas de fructificacion (SG), solos o en combinacién; la mitad de estos
sustratos contenia salvado de trigo (ST).

Asimismo, se busco estudiar estos sustratos sobre la base del tamafio de particula, su densidad,
humedad relativa, pH, contenido de proteinas y actividad de lacasas, a fin realizar correlaciones y
obtener informacion que pudiera ser relevante a la caracterizacion fisicoquimica de los sustratos.

Finalmente se estudid la biodegradacion del material lignoceluldsico presente en los mismos.

1.1. Hipotesis
La degradacion de la lignocelulosa de cascara de girasol por Grifola gargal y G. sordulenta
podria evaluarse mediante la velocidad de colonizacién, la densidad aparente, el contenido de

proteinas, la actividad de lacasas y el analisis de fibras del sustrato.
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1.2. Obijetivos

Estudiar la velocidad de crecimiento y la densidad micelial aparente del cultivo de G. gargal y G.
sordulenta en diferentes formulaciones evaluadas con el TCL. Determinar luego de la fase de
crecimiento vegetativo el incremento de proteinas del sustrato, la presencia de actividad de lacasas y la
degradacion de los diferentes componentes del sustrato.

2. Materiales y métodos

2.1. Test de crecimiento lineal

Este bioensayo utiliza una pequefia biomasa de sustrato estéril (10 g, ver formulaciones en item
2.2. de esta seccion) dispuesta en un tubo de vidrio (16 mm didmetro y 20 cm de largo) la cual,
después de ser compactada dentro del tubo a una densidad adecuada, es inoculada por uno de sus
extremos con un disco de micelio crecido sobre agar nutritivo. EI micelio en crecimiento es visible a
través de las paredes de vidrio y puede medirse la distancia del frente de crecimiento micelial, asi
como apreciar la densidad aparente de la colonizacién.

Los tubos tapados por sus extremos con algodén se esterilizaron a 121°C por 2 horas. Una vez
enfriados se inocul6 el sustrato en cada unidad experimental, accediendo por uno de los extremos, con
un disco (16 mm) de agar con micelio en crecimiento activo. Se utilizé micelio de G. gargal (cepa A)
y G. sordulenta, cultivado en medio nutritivo MYPA modificado, en cajas de Petri, a pH 4 (por la
elaboracion de los medios ver capitulo 11.A). La incubacion se hizo a 18 +1°C y oscuridad, en una
camara de cultivo CCC-20 (Lab. Electronica, CCT-BB, CONICET) y con una humedad de 90%. Los
tubos se dispusieron horizontalmente y se rotaron periédicamente.

A los 45 dias de cultivo se midié la distancia recorrida por el micelio desde el extremo del
indculo hasta el extremo del micelio en crecimiento (promediando 4 mediciones diferentes alrededor
del tubo). Con este dato y con la densidad del sustrato se calcul6 la biomasa de sustrato colonizado por
dia (mg PSS/dia).

2.2. Formulaciones de sustrato

Se prepararon 20 formulaciones de sustratos a base de céscara de girasol (CG), sustrato gastado
de P. ostreatus (SG) y algunas de sus combinaciones, con o sin salvado de trigo (20%) (ST) como
suplemento (Tabla 19). Los materiales de los sustratos a base de CG y SG se incorporaron enteros (12
mm x 5 mm en promedio) 0 molidos (2 mm x 1 mm en promedio), para esto Ultimo se usé un
molinillo Butt modelo am-48 - 60177, lonomex, Argentina. Después de determinar el contenido de
humedad de los componentes del sustrato (10-12%), se procedio a preparar las distintas formulaciones
de sustrato con agua (60%), SO,Ca (2%) y COsCa (0,5%). Se llenaron 10 tubos de vidrio por
formulacion (unidades experimentales) conteniendo cada uno 10 gramos de sustrato. La compactacion
del sustrato en los tubos se realizd ejerciendo una presion similar en ambos extremos. Esta operacién

termind cuando el sustrato se empaquetaba adecuadamente y sin desagregarse. Luego, se obtuvo la
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densidad del sustrato. Después de la esterilizacidn se determiné la humedad relativa y se midié el pH

del sustrato contenido en dos tubos correspondientes a cada tratamiento y se promediaron sus valores.

2.3. Contenido proteico y actividad de lacasas de los sustratos colonizados

La extraccion de proteinas para la determinacion del contenido proteico y de la actividad de
lacasas se realiz6 siguiendo el protocolo descripto por Brum (2005), con algunas modificaciones.
Cinco u.e. fueron elegidas al azar y de cada unidad experimental se tomaron 3 g de sustrato de la zona
colonizada. Las muestras fueron extraidas con la ayuda de un mortero, empleando 10 ml de buffer
fosfato di&cido de potasio 0,05 M (pH 6,8) con 0,1% de Triton-X, durante 2 minutos. Seguidamente,

los extractos se filtraron (Watman n°1) y se guardaron a 4°C hasta su uso, al dia siguiente.

2.3.1. Determinacién del contenido de proteinas

Las proteinas se determinaron utilizando el método colorimétrico de Bradford (1976). A 50 mg
de Coomasie Brillant Blue G® (Sigma #B0770) se le agregé 25 ml etanol 96°, 50 ml acido fosférico
80%, y agua en c.s.p. 500 ml. Sobre alicuotas (200 pl) del extracto proteico se agregd 2 ml de reactivo
de Bradford y rapidamente se mezcl6 en vortex; luego de 5 minutos se registro la absorbancia a 595
nm usando un espectrofotémetro 1600 Plus Metrolab®. Se construy6 una curva de calibrado utilizando
como estandar a la albimina sérica de bovino (2,5 -10 pg/ml).

Se determind el contenido de proteina al sustrato correspondiente a 5 u.e. por tratamiento (la
mediciéon de cada unidad se repiti6 3 veces y los valores fueron promediados). Los valores se
expresaron en microgramos de proteina por gramo de sustrato seco (ug /g PSS). El contenido inicial

(basal) se midi6 en sustratos sin colonizar después de su esterilizacion en autoclave.

2.3.2. Determinacion de la actividad de lacasa

Alicuotas de 500 pl del extracto proteico se mezclaron con 500 ul de una solucién tampén de
acetato de sodio 0,1M (pH 5) y 25 pl de una solucion metandlica saturada de siringaldazina 8,8 mM
(Sigma #S7896) (Brum, 2005). Seguidamente se agit6d vigorosamente y a los 60 segundos se registrd
la absorbancia a 525 nm (coeficiente de extincion molar de la siringaldazina a 525 nm: 65000 M ™ cm
1. La unidad enzimética fue definida como la cantidad de enzima que oxida 1 mmol de sustrato en un
minuto. Los valores finales se expresaron como unidades enziméticas sobre la base de peso seco de
sustrato (U/g PSS). Se analizo el sustrato correspondiente a 5 u.e. por tratamiento, y cada valor fue el
resultado de promediar 3 determinaciones distintas realizadas sobre el sustrato de la misma u.e. La

actividad inicial (basal) fue medida en sustratos sin colonizar posterior al autoclavado.

2.4. Estudio de la degradacion de los componentes del sustrato
Los componentes del sustrato digeridos fueron evaluados con la técnica de andlisis de contenido
de fibras segin Van Soest et al. (1991) usando un equipo ANKOM 220 Fiber Analyzer. Con los datos

obtenidos se calcularon los valores correspondientes -previos y posteriores a la corrida de micelio- al
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contenido celular y a los contenidos de hemicelulosa, celulosa, lignina, materia organica y cenizas. En
la Figura 59 se muestra un esquema ilustrativo que representa los componentes que fueron
determinados con este analisis, su orden de determinacion y los pasos operativos llevados a cabo.

Se realizd una determinacion de cada pardmetro en una muestra obtenida con alicuotas de sustrato
correspondiente al sector colonizado, de 3 u.e. tomadas al azar. A los fines comparativos, se considerd
suficiente la determinacion de una muestra Unica por tratamiento.

El material de las muestras fue secado en estufa a 50°C, 48 h, homogenizado y molido (1 mm) en
molinillo Butt. Luego, cada muestra (0,5 g) se colocd en sobres de nylon estandarizados (tipo F57)
para el analizador de fibras.

Figura 59. Diagrama del andlisis de fibra. FDN: fibra detergente neutro, CC: contenido celular, FDA:

fibra detergente acido, HC: hemicelulosa, C: cenizas, LDA: lignina detergente acido, CEL.: celulosa.

SUSTRATO SECO

FDN 1° lavado

>

> Digestiénacida

2° lavado

7> Calcinacién

2.4.1. Método para determinacion de materia seca

Se determind la pérdida de humedad después de secar la muestra en estufa hasta peso constante.
Brevemente, los crisoles se secaron en estufa a 100°C por 15 min, se enfriaron en desecador, se
pesaron y se registraron los pesos. Luego se agregd 1 g de cada muestra y se registraron los pesos
nuevamente. Se secaron en estufa a 105°C durante 48 h, se enfriaron en desecador, se pesaron y se
registraron los pesos. La ecuacion para la determinacion de la materia seca fue:

MS (%) = [(peso crisol + muestra seca — peso crisol)/ (peso muestra himeda)] x 100.

2.4.2. Determinacion de fibra detergente neutro

Este anélisis permite determinar el contenido de pared celular de los vegetales. Para ello, las
bolsas filtro se pesaron y se registrd el peso (W1). Luego, se peso la muestra seca, molida dentro de la
bolsa filtro (W2). A su vez, se pes6 una bolsa blanco que se incluy6 en la digestion para determinar la
correccion debido a la bolsa (Cl). Se sellaron las bolsas a 0,5 cm del borde abierto (ATW
Manufacturing CO. INC. Model ATWH 200-220V) y el contenido de las muestras dentro de las bolsas
se mezclo por agitacion. Posteriormente, se colocd hasta un maximo de 24 bolsas en el tanque del
aparato de digestion. Se agregaron 2 litros de solucion detergente neutro (30,0 g de lauril sulfato de
sodio; 18,6 g de fosfato dibasico de sodio anhidro; y 10,0 ml de trietilenglicol, en 1 litro de agua
destilada, pH entre 6,9 y 7,1) dentro del contenedor del ANKOM Fiber Analizer y se agregaron 4 ml

de a-amilasa (o-amilasa bacteriana termoestable: actividad = 17.400 Liquefon Units/ml).
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Después de verificar que el sostenedor de bolsas operara con agitacion de manera adecuada, se
encendi6 el equipo con el temporizador en 75 minutos y se cerro la tapa. Una vez apagado, se abri6 la
véalvula de drenaje y antes de abrir la tapa del tanque se permitié que saliera la solucién caliente.
Luego, se abrid la tapa, se agregaron 2 litros de agua caliente (90-100°C), se volvio a cerrar la tapa y a
encender la agitacion para permitir el enjuague por 10 minutos. Se retir6 el agua y se repitid la
operacion dos veces. Finalizado el enjuague, se removi6 el sostenedor de bolsas, se retiraron las
mismas, y Se enjuagaron en acetona. Se permitid que se secaran a temperatura ambiente y
posteriormente se llevaron a estufa a 95°C durante 24 h, se enfriaron a temperatura ambiente y se
pesaron (W3).

La ecuacién usada para la obtencion del porcentaje de fibra detergente neutra (FDN), sobre la
base de peso seco, fue:

FDN (%) = {[W3 — (W1 x C1)]/ (W2 x MS)} x 100.

Donde: W1 = peso bolsa; W2 = peso muestra; W3 = peso después del proceso de extraccién; C1
= correccion con la bolsa blanco (peso final de secado en horno/peso original de bolsa blanco); MS =

materia seca.

2.4.3. Determinacion del contenido celular

Los nutrientes mas rapidamente utilizables estan encerrados por la pared celular (FDN) y se
pueden agrupar colectivamente con la denominacion de contenido celular (CC), el cual incluye
proteinas, carbohidratos solubles, minerales solubles y lipidos. Un alto CC es un indice de alto valor
nutritivo. ElI CC se determina como: CC (%) = 100 - % FDN.

2.4.4. Método para determinar fibra detergente &cido

Este es un método rapido para determinar la lignocelulosa. La diferencia entre FDN vy fibra
detergente acido (FDA) es una estimacion de la hemicelulosa, si bien esta diferencia incluye algo de
proteina unida a la pared celular. Para determinar el contenido de FDA se emple6 el mismo equipo y
preparacion de muestras que para FDN reemplazando la formula del detergente neutro por 2 litros de
la formula del detergente &cido (20 g bromuro de cetil trimetil amonio en 1litro de SO4H, 1 N
previamente titulado) y siguiendo los mismos procedimientos sin el agregado de alfa amilasa. El peso
(W3) fue introducido en la ecuacion usada para la obtencion del porcentaje de FDA (sobre la base de
peso seco):

FDA (%) = {[W3 — (W1 x C1)]/ (W2 x MS)} x 100.

Donde: W1 = peso bolsa; W2 = peso muestra; W3 = peso después del proceso de extraccion; C1
= correccion con la bolsa blanco (peso final de secado en horno/peso original de bolsa blanco); MS =

materia seca.

2.4.5. Determinacion de lignina detergente acido y del contenido de cenizas

Después de realizar las determinaciones de FDA, se colocaron las bolsas-muestras secas y a
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temperatura ambiente en un recipiente de 3 litros y se agregaron 250 ml de SO4H, 72 % hasta cubrir
las bolsas. Estas se agitaron al comienzo y cada 30 minutos subiendo y bajando el recipiente de 2 litros
unas 30 veces. Después de 3 horas, se retiraron las muestras del SO,H, y se enjuagaron en agua
caliente (90-100°C) para remover el acido. El enjuague se repitié hasta que el pH resulté neutro. Las
bolsas se secaron en estufa a 105°C por 4 h, se removieron y se dejaron enfriar hasta temperatura
ambiente en un desecador, para luego registrar el peso (W3). Posteriormente, se procedi6 a determinar
el contenido de cenizas. Las bolsas enteras se incineraron en crisoles, previamente pesados, a 525°C
por 3 h; luego se permitid que se enfriaran y se calculé la pérdida de peso (W4). Se calculd la
correccion para cenizas con la bolsa blanco (C1) usando la pérdida de peso después de la ignicion de
una bolsa blanco secuencialmente corrida a través de los pasos para FDA y lignina.

La ecuacion usada para la obtencion del porcentaje de lignina detergente acido (LDA), sobre la
base de peso seco y corregido por el contenido de cenizas, fue:

LDA (%) = {[W3 — (W1 x C1) — (W4-C2)]/ (W2 x MS)} x 100.

Siendo W1 = peso bolsa; W2 = peso muestra; W3 = peso después del proceso de extraccion; W4
= peso de materia organica (pérdida de peso en la ignicidn de la bolsa y el residuo de fibra); C1 =
correccion de la bolsa blanco (peso final de secado en horno/peso original de bolsa blanco); C2 =

cenizas corregidas bolsa blanco (pérdida de peso en la ignicion de la bolsa blanco); MS = materia seca.

2.4.6. Método para determinacion de materia orgéanica
Para su calculo en base a materia seca, se emplearon los valores de materia seca y cenizas segun
la formula: MO (%) = % MS - % cenizas.

2.5. Andlisis de los datos

El andlisis estadistico de los datos se realiz6 empleando el software Infostat (Di Rienzo et al.,
2010). La comprobacion de supuestos de normalidad y la homocedasticidad de los datos se evalud con
el test Shapiro Wilks modificado y el test de Levene, respectivamente.

La velocidad de colonizacion se analizé con un Anova simple y las medias fueron comparadas
con el test de Tukey (¢=0,05), en estos casos fue necesario realizar la transformacion con la aplicacion
del logaritmo natural de los valores de peso seco (mg) de sustrato colonizados por dia.

El contenido proteico y la actividad de lacasas en los sustratos sin colonizar y la variacién
respectiva luego de la colonizacién por micelio de G. gargal y G. sordulenta, se analizaron con el test
no paramétrico de Kruskal Wallis (0=0,05).

Se realizaron analisis de regresion lineal simple y de correlacion (0=0,05) con las variables
humedad relativa, pH, contenido de proteinas, actividad de lacasas, velocidad de colonizacion y

densidad del sustrato segun se presenta en la seccion siguiente.

3. Resultados y discusion
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3.1. Propiedades del sustrato previo a la colonizacién

Los valores promedio iniciales de la densidad del sustrato, el pH, la humedad relativa del sustrato
fresco, la concentracién de proteinas y la actividad de lacasas se muestran en la Tabla 19. La
proporcion relativa de los componentes del sustrato, i.e.: FDN, FDA, MO, cenizas, contenido celular,
hemicelulosas y lignina, se muestran en la Tabla 20.

3.1.1. Densidad del sustrato

La densidad del sustrato sugiere el grado de empaquetamiento de los materiales que lo
constituyen, y es un factor muy importante para el crecimiento de micelio en troncos sintéticos. En la
cascara de girasol a granel la densidad esté en el rango de 0,20 a 0,23 g/ml (c.a. 11 % humedad); como
componente del sustrato para el cultivo de otros hongos empled en una densidad de ca. 0,50 g/ml
(Curvetto et al., 2005). En los sustratos aqui formulados con materiales sin moler (enteros) se
obtuvieron valores de densidad de 0,45 g/ml mientras que en aquellos conformados con material
molido (se considera al salvado también) se obtuvieron valores 22-37% maés altos: entre 0,55 y 0,62

g/ml.

3.1.2. Humedad relativa 'y pH

Durante la imbibicién del sustrato se ajustd la humedad a un nivel de 65%, y luego del
autoclavado la misma vari6 en un rango del 10% (63 a 70 % HR). En cuanto al pH, mediante el
agregado de sales de calcio se obtuvo un pH levemente acido, con valores medidos entre 5,7 y 6,2.

Si bien estos rangos de humedad y pH fueron pequefios, atn podrian afectar la colonizacién del
sustrato por ejemplo mediante la regulacion de la actividad de enzimas ligninoliticas y la
solubilizacién de nutrientes (Sharma y Arora, 2010; Wood, 1980; Kok et al., 1992).

Para estudiar si existian relaciones entre la solubilizacion de proteinas y la actividad de lacasas en
funcion de estos estrechos rangos de humedad y pH se realizaron analisis de regresién, que solo
resulté ser significativo entre pH y solubilizacion de proteinas, aunque con un coeficiente de regresion
muy bajo (p>0,05, R?=0,20). Por lo tanto se asumié que la humedad relativa y el pH en los rangos
obtenidos luego de la imbibicién y el autoclavado no serian factores que per se introdujeran

variaciones en la solubilidad de proteinas y/o en la actividad de lacasas.

3.1.3. Contenido de proteinas y actividad de lacasas en los sustratos iniciales

Los sustratos con mayor contenido de proteinas solubles se ubicaron en el rango de 7,6-5,2 pg/g
PSS; aquellos con contenidos medios obtuvieron valores de 3,6-2,2 pg/g PSS y los de menor
contenido 1,8-0,8 pg/g PSS (Tabla 19). Los valores més altos en el contenido de proteinas solubles se
hallaron en aquellos sustratos de SG suplementados con ST (T10 T11 T18), seguido por los sustratos
formulados solamente con SG (T2, T4 y T14) que obtuvieron valores correspondientes a los dos
primeros grupos, mientras que aquellos compuestos por CG suplementado con ST se colocaron sélo

entre los de contenido medio (T9 T12 y T17) y los de CG sola en los de menor contenido (T1, T3y
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T13).

Cabe mencionar que como no es una extraccion exhaustiva, los contenidos proteicos totales son
mayores al contenido determinado. En otras palabras, las proteinas determinadas en el presente estudio
representan a la fraccion solubilizada en el buffer de extraccion.

Por su parte, las lacasas son enzimas polifenoloxidasas usualmente asociadas a la degradacion de
la lignina por los hongos, sin embargo estan presentes en otros reinos como en las plantas (Leatham y
Stahmann, 1981). En las semillas de girasol, un tipo de estas enzimas polifenoloxidasas esta
relacionada con algunos procesos como la pigmentacién de las cubiertas seminales (De Leonardis et
al., 2005).

El estudio de la actividad de lacasas en los sustratos iniciales autoclavados mostré valores que se
ubicaron en el rango de 0,07- 0,35 U/g PSS de actividad enzimatica. Cabe mencionar que luego de 45
dias de colonizacién por G. gargal y G. sordulenta (ver mas adelante Tablas 21 y 26) la actividad
enzimatica maxima alcanzd valores de 1,18-1,46 U/g PSS, respectivamente.

Los sustratos con mayor actividad de lacasas se ubicaron entre los valores de 0,35-0,22 U/g PSS,
y el resto se considerd de baja actividad (<0,20-0,07 U /g PSS). Gran parte de los tratamientos con
mayor actividad correspondieron a sustratos conteniendo >65% SG (en orden decreciente: T2 T20 T14
T16 T18 T10) aungue también se encontraron valores altos en formulaciones con 100% CG (en orden
decreciente: T13 T3), concluyendo al respecto que no se pueden establecer relaciones entre esta
actividad con la mayor proporciéon de un componente del sustrato en particular. Estos valores de
condicion basal de oxidacion de la siringaldazina fueron tenidos en cuenta para luego restarselos a los
de oxidacion de siringaldazina en los sustratos posteriores a la colonizacion por G. gargal y G.
sordulenta. Una de las causas de la presencia de esta condicion basal de oxidacion en el sustrato puede
responder a factores biologicos como la presencia de lacasas termoestables; por ejemplo, se ha
informado que algunas lacasas pueden mantener su maxima actividad durante 2 horas a 75°C (Guo et
al., 2011). Sin embargo, no se han descripto enzimas de este tipo que sean tolerantes a una
temperatura de autoclavado. Otra posible causa de la condicion basal de oxidacion de siringaldazina
puede ser la presencia de factores quimicos con un alto potencial rédox del sustrato (Nogala et al.,
2007; Hapiot et al. 1993).
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Tabla 19. Composicion de los diferentes sustratos empleados en el TCL antes de la colonizacion por
Grifola gargal y Grifola sordulenta. También se presentan los valores de densidad, pH, humedad
relativa (HR) y el contenido de proteinas y actividad de lacasas sobre la base de peso seco del sustrato.
La céscara de girasol (CG) y el sustrato previamente colonizado por Pleurotus ostreatus (SG) se
agregaron enteros (e.) o molidos (m.), el salvado de trigo (ST) se agreg6 en un 20% de la formulacion.

Formulas CG SG ST Densidad a a Proteinas Lacasas
de @miy PHHR%S g pss? Ulg PSS ®

sustrato _e. m. e. m.
T1 100 0,45 5,8 63 0,8 £0,4 fg 0,17 +0,08 cdef
T2 100 0,45 57 66 6,7 +0,5 ab 0,35 +0,12 a
T3 100 0,50 5,8 66 1,6 +0,4 defg 0,23 +0,09 abcde
T4 100 0,50 6,0 64  2,2+0,4cdef 0,20 0,08 bcdef
T5 50 50 0,45 57 66 3,3 +0,5abcd 0,28 +0,09 abc
T6 50 50 0,45 59 65 3,6 #0,4abcd 0,23 +0,08 abcde
T7 50 50 0,50 5,8 64 2,7 +0,5bcde 0,22 +0,11 abcde
T8 50 50 0,55 6,0 65 1,8 +0,4defg 0,11 +0,07 ef
T9 80 20 0,50 5,9 66 2,6 +0,4 bcde 0,07 +0,06 f
T10 80 20 0,50 5,7 64 7,6 +0,7 a 0,23 +0,08 abcde
T11 80 |20 0,62 6,0 66 5,2+09abc 0,14 +0,06 ef
T12 80 20 0,62 6,0 70 3,1+0,4abcd 0,16 +0,06 def
T13 25 |75 0,55 59 67 1,4 +0,4 efg 0,28 +0,07 abc
T14 25 |75 0,50 6,0 64 2,8 +0,8 abcde 0,33 +0,09 ab
T15 75 25 0,62 6,2 70 0,8+05¢g 0,22 +0,06 abcde
T16 25 75 0,55 59 64 3,3 +0,5abcd 0,28 +0,08 abc
T17 15 65 20 0,53 6,0 65 3,1 +0,9abcd 0,12 +0,06 ef
T18 15 65 20 0,53 5,8 66 5,7+1,0abc 0,27 +0,06 abcd
T19 65 15 |20 0,59 5,9 66 0,804 fg 0,24 +0,08 abcde
T20 15 65 |20 0,55 59 65 1,5+0,5defg 0,34 +0,10 ab

# Promedio de dos muestras.

® Valor medio + error estandar, correspondientes a 5 u.e. por tratamiento, el error estandar se calculé con la
formula EEvepia= (Sti/nTi) *. Las distintas letras indican las diferencias significativas determinadas para cada
columna con el test de Kruskal Wallis (0=0,05).

3.1.4. Analisis de fibra previo a la colonizacion

Los contenidos de fibras detergente neutro y acido (FDN, FDA), lignina (LDA) y cenizas se
obtuvieron mediante los andlisis correspondientes (ver 2.4), luego considerando estos valores se
calcul6 el contenido de materia organica (MO), hemicelulosa y celulosa. Los resultados del contenido
de estas variables en los sustratos previo a la colonizacién se muestran en la Tabla 20.

El contenido de materia organica de todos los sustratos se ubic6 entre 87 y 94%. Los sustratos de
a las formulaciones a base de SG poseian un contenido algo menor de MO (87-89%), y si bien ya
habian producido dos oleadas de cultivo (40-50 dias de cultivo), aln serian aptos para el crecimiento
de una nueva colonia. El uso de sustratos gastados para el cultivo de hongos esté bien documentado e
incluye una gran variedad de especies y sustratos; por ejemplo a partir de sustrato gastado de P.

ostreatus se cultivaron otras especies del mismo género y también Stropharia spp. (Rinker, 2002).
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En todos los sustratos estudiados, la materia organica antes de la colonizacion consistia en su
mayor parte en contenido celular (32-42%) y la fraccion de celulosa (25-36%), seguido por la fraccion
de lignina 12-18%, y finalmente la de hemicelulosa 4-12%.

Como se menciono en la introduccion de esta seccion, algunos hongos lignoceluloliticos como P.
ostreatus degradan la fraccion hemicelulésica con preferencia a las demés (Kuforiji y Fasidi, 2009;
Tsang et al., 1987; Streeter et al. 1982). Este fue el caso de la cepa de Pleurotus ostreatus con la que
se obtuvieron los sustratos SG, el cual mostr6 un contenido 30% menor de hemicelulosas que el
obtenido en el andlisis de la CG (compérese T1 vs. T2 y T3 vs. T4). Esta carencia de nutrientes
asociados a la fraccion de hemicelulosa (como xilulosa, entre otras) podria resultar en una limitacion
para el cultivo de una nueva colonia si la especie flngica emplea esta fraccion como principal fuente
de carbohidratos.

El salvado de trigo por su parte contiene un 30% de hemicelulosa. Ademas y como era esperable,
el andlisis de fibra de los sustratos suplementados con salvado de trigo revel6 que las formulas que
contenian 20% ST y 80% de CG (entera 0 molida, T9 T12 y T17) poseian contenidos de hemicelulosa
mayores que las formulaciones sin el suplemento. Los valores mas altos se obtuvieronen el T9y T12
con 12% de hemicelulosas. Sin embargo, también se obtuvieron contenidos de hemicelulosa cercanos
(del 8%) en formulaciones sin salvado de trigo: T1 T13.

Se decidi6 considerar que las fracciones del material lignoceluldsico de los sustratos obtenidos
antes y después de la biotransformacion cambiaban de manera importante desde el punto de vista
biol6gico cuando se obtenia una variacion del 10% en las fracciones analizadas.

El contenido de la fraccion de celulosas no varié entre los sustratos de las diferentes
formulaciones, por ejemplo, la formula T3 que contenia CG molida tenia un contenido similar al del
sustrato conteniendo SG molido (30 vs. 32%, respectivamente). Sin embargo, es probable que debido a
la ligninolisis y al consumo de hemicelulosas por la colonizacion previa de P. ostreatus, en el sustrato
SG existiera una mayor exposicion de la celulosa que en la CG, lo cual favoreceria el cultivo de
micelio de otras especies poseedoras de una mayor capacidad de utilizacion de la celulosa como
nutriente principal como, por ejemplo, seria el caso de Volvariella volvacea (Chang y Miles, 2004).

Los componentes del contenido celular (CC) son los metabolitos intracelulares y polisacéridos de
la pared celular, en ambos casos se trata de compuestos solubles en agua y por esto facilmente
disponibles. Esta fraccion se ubico entre el 32 y 41% de la materia seca de las diferentes formulas de
sustrato. Si bien era esperable que en el sustrato SG la colonizacion previa por P. ostreatus aumentara
el CC, no se hallaron correlaciones, que pudieran mostrar una mayor liberacion de productos del CC
que la existente en los sustratos a base de CG (comparese T3 vs. T4). De todas maneras debido a la
biotransformacion de la cascara de girasol por P. ostreatus tanto la estructura de los materiales como

la composicion cualitativa en su contenido celular no seria la misma.
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Tabla 20. Contenido de fibras (FDN, FDA), materia organica (MO), contenido celular (CC) y
contenidos de hemicelulosa, celulosa, lignina (LDA) y cenizas presentes en diferentes férmulas (T1-
T20), anteriores a la colonizacion por micelio de Grifola gargal y Grifola sordulenta, expresado en %
sobre la base de peso seco. La suma de los valores de CC, hemicelulosa, celulosa, LDA y cenizas es el
100% de la composicion de cada formula de sustrato.

Formulasde cpy epa Mo cc HEM-  celylosa LDA Cenizas
sustrato celulosa

T1 67 59 92 33 8 36 15 8
T2 59 54 88 41 5 28 14 12
T3 59 52 91 41 7 31 12 9
T4 63 58 88 37 5 32 14 12
T5 59 53 91 41 6 31 13 9
T6 67 61 90 33 6 34 17 10
T7 66 61 90 34 5 34 17 10
T8 68 62 90 32 6 34 18 10
T9 67 55 93 33 12 32 16 7
T10 60 53 89 40 7 25 17 11
T11 58 54 89 42 4 26 17 11
T12 68 56 93 32 12 34 15 7
T13 68 60 94 32 8 36 18

T14 66 60 87 34 6 31 16 13
T15 68 62 90 32 6 34 18 10
T16 68 61 90 32 7 34 17 10
T17 66 57 90 34 9 31 16 10
T18 64 58 88 36 6 29 17 12
T19 68 58 89 32 10 32 15 11
T20 63 55 88 37 8 29 16 12

3.2. Crecimiento de Grifola gargal

3.2.1. Férmulas de sustratos

El TCL es de alguna manera representativo de la etapa de “corrida del micelio” en los troncos
sintéticos (Duncan, 1997). En este bioensayo se utilizan 10 g de sustrato mientras que en el cultivo en
los “troncos sintéticos” a escalas productivas se emplean usualmente bolsas de 2 a 5 kg de sustrato, es
decir 200-500 veces mayor, y an en otros casos bolsas superiores a los 2 metros de longitud (Stamets
1993). El objetivo de una rapida colonizacion en esta etapa de corrida del micelio es doble, por un lado
evitar el crecimiento de microorganismos competidores y, por otro lado lograr un ciclo productivo mas
corto, con las deseables consecuencias favorables en la relacion costo beneficio. Asimismo, el logro de
una mayor biomasa fungica al final de la colonizacion de un determinado sustrato cuando el micelio
estd maduro para iniciar el proceso de fructificacion, repercutira en una mayor magnitud en la
produccién de carpéforos (Oei, 1996).

En el caso de la presente tesis el micelio de G. gargal crecid en todos los sustratos de todas las

formulas evaluadas en el TCL. En la Tabla 21 se muestran los resultados de la velocidad de

166



colonizacién micelial en los diferentes sustratos (formulas T1-T20). Algunas imagenes ilustrativas de

los tratamientos se muestran en la Figura 60.

Tabla 21. Velocidad de colonizacion del micelio de Grifola gargal en diferentes sustratos
determinada mediante el ensayo de test lineal. Las formulas (T1-T20) se prepararon con cascara de
girasol, sustrato gastado remanente del cultivo de Pleurotus ostreatus, molidos o enteros, y sus
combinaciones, en ausencia o presencia de salvado de trigo (20%). Asimismo, se presenta la densidad
aparente del crecimiento micelial (laxo, denso, muy denso indicado por +, ++ y +++,
respectivamente), el incremento en el contenido proteico (g PSS/dia) y el incremento de la actividad
de lacasas (U/gramo PSS) luego de 45 dias.

Velocidad de Crecimiento

Foérmulas R o Proteinas Lacasas

desutraty SOl meelel ggpest e
T1 111+£1,0 a +++ 56 £2,1a 0,51 +0,14 abcd
T2 83+10 d +++ 14 +1,4 cdefg 0,26 £0,13 efg
T3 106 +1,0 ab +++ 29 +1,9 abcde 0,71 +0,18 ab
T4 53+1,0 h + 10 +1,6 efg 0,46 +0,12 bedefg
T5 93+1,0 ¢ +++ 38 £2,1 abc 0,57 +0,15 abc
T6 90+£10 c +++ 32 +1,5 abed 0,21 +0,11 g
T7 102 +1,0 b +++ 15 +1,2 cdefg 0,49 +0,14 bcde
T8 86+1,0 cd ++ 13 +1,4 defg 0,36 +0,12 defg
T9 103 +1,0 ab +++ 16 +2,0 bcdefg 0,46 +0,15 bedefg
T10 86+10 cd st 8 +1,2 fg 0,40 0,16 cdefg
T11 51+1,0 h ++ 21 +1,6 abcdef 0,63 +0,18 abc
T12 90+1,0 c +++ 36 +1,7 abc 1,02 +0,18 a
T13 91+10 c +++ 47 +2,1 ab 0,61 +0,18 abc
T14 63+1,0 fg + 12 +1,6 defg 0,23 £0,12 g
T15 70+10 e AFap 6+189g 1,08 +0,18 a
T16 68 +1,0 ef ++ 18 +1,6 bedefg 0,50 0,13 abcd
T17 81+10 d +++ 33 1,7 abc 1,18 0,18 a
T18 54+10 h ++ 23 +1,7 abcdef 0,52 +0,10 abcd
T19 68 +1,0 ef +++ 9 +1,1 efg 0,47 +0,17 bcde
T20 60+10 g ++ 24 +2 1 bcdefg 0,23 +0,13 fg

# Valores medios de velocidad de colonizacion * error estandar, correspondientes a 10 u.e. por tratamiento, el
error estandar se calculd con: EEanova = (CMeyor /M) % Los datos fueron transformados con la variable
logaritmo natural y las distintas letras indican las diferencias significativas determinadas con el test de Tukey
(0=0,05).

® Valor medio + error estandar, correspondientes a 5 u.e. por tratamiento, el error estandar se calculé con la
formula EEvepia= (Sti?/nmi) ”. Las distintas letras indican las diferencias significativas determinadas para cada
columna con el test de Kruskal Wallis (0=0,05).
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Figura 60. Placas fotograficas representativas de la colonizacion con micelio de Grifola gargal de
sustratos en el TCL. Las placas A y B corresponden a las formulas T1ly T9 a cuyos micelios se le
asignd una densidad aparente de +++. Obsérvese que en estos 2 tratamientos se puede apreciar la
presencia de micelio condensado (MC) de forma esferoidal a irregular, a veces formando una masa
continua. La placa C corresponde a la formula T8 del sustrato colonizado con menor densidad (++) y
la placa D corresponde a la formula T14 del sustrato colonizado con mucho menor densidad (+).
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Para poder realizar el analisis de Anova simple, los valores de velocidad de crecimiento fueron
transformados con la variable logaritmo natural. En funcion de los resultados hallados con este analisis
y los determinados para la densidad micelial aparente e incremento de proteinas al final del ensayo
(Tabla 21), se clasificaron los tratamientos (formula del sustrato + condiciones experimentales) en
muy alto, alto, medio y bajo crecimiento. Esto se realizd con el fin de facilitar la presentacion e
interpretacion de los resultados. El grafico de barras de la Figura 61 muestra las agrupaciones de
tratamientos y la velocidad de colonizacion en cada uno de los sustratos de las diferentes formulas a
los 45 dias.

Los tratamientos de muy alto crecimiento produjeron una velocidad de colonizacion de 102-111

mg PSS/dia, un valor de densidad de micelio aparente de +++, y un incremento de proteinas de 15-56
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ug/g PSS. Las formulaciones de estos tratamientos consistieron en CG (T1), CG molida (T3), CG
suplementada con salvado de trigo (T9), CG molida: SG (1:1) (T7). En el caso de T1 y T9 se hallaron
condensaciones miceliales densas que aparecian como una masa solida de formas esferoidales a
irregulares en la parte central del tubo (Figuras 60A y B).

La composicion de las formulas de sustratos para los tratamientos con alto crecimiento (Figura
61) fue variada y consistio en: CG molida y entera (T13); CG y SG entera 0 molidos (T5 T6 T8); CG
y SG con 20% ST (T10 y T12), un ejemplo ilustrativo se muestra en la Figura 60C. La velocidad de
colonizacidn en éstos se ubico entre 86-93 mg PSS/dia y tuvieron valores de densidad aparente de +++
y ++, y un incremento de proteinas de 8-47 pg/g PSS.

El resto de los tratamientos (medio y bajo crecimiento) mostraron velocidades de colonizacion de
50-70 mg PSS/dia, la mayoria presenté un valor de densidad aparente de ++ o0 + y el incremento de
proteinas fue de 6-33 pg/g PSS. En este Gltimo caso, las formulaciones tenian un alto contenido de
material molido, incluso con salvado cuyo tamafio de particula es similar al del material molido, un
ejemplo ilustrativo se muestra en la Figura 60D.

Otros basidiomicetos como Ganoderma lucidum y H. erinaceus fueron cultivados y evaluados
con el TCL en formulaciones de sustrato con CG (Gonzalez- Matute et al. 2002; Figlas et al., 2007,
respectivamente). Las densidades aparentes del micelio fueron similares entre Ganoderma lucidum, H.
erinaceus y las formulaciones calificadas como de muy alto crecimiento en G. gargal. Las velocidades
de colonizacion de aquel sustrato con Ganoderma lucidum y H. erinaceus fueron de 25y 12 veces mas
veloces que G. gargal, respectivamente. Esto parece indicar que en estas condiciones de cultivo
(sustrato + ambiente) colocadas para el crecimiento de G. gargal habria una menor habilidad del
hongo para aprovechar las fuentes de nutricion disponibles, probablemente debido a una menor
actividad lignocelulolitica. En el estudio previo del crecimiento de G. gargal en medios diferenciales,
se pudo observar también que G. gargal posee menor habilidad de crecimiento que Ganoderma
lucidum en medios de agar conteniendo compuestos fendlicos (ver resultados en capitulo 11.D).

Entre las formulaciones que contenian SG se observ6 que aquellas que tenian >65% de SG (T2
T4 T14 y T18) manifestaron valores menores en la velocidad de colonizacion, en relacion a las que
contienen <50% de SG (T5 T6 T7 T8) (ver Tabla 21 y Figura 61). Estas Gltimas se colocaron entre
las formulaciones con alto y muy alto crecimiento, de manera que el SG podria ser empleado como un
componente de las formulas en proporciones menores al 50%.

Si bien el SG posee nutrientes valiosos, es esperable que también posea deficiencias nutritivas
producidas por el crecimiento de P. ostreatus, un ejemplo de éstas seria el menor contenido de
hemicelulosa (datos iniciales de los tratamientos T2 y T4). EI menor contenido en hemicelulosa podria
inhibir el crecimiento de G. gargal ya que se observo que esta fraccion nutritiva fue la mas empleada

en tratamientos pertenecientes a muy alto y alto crecimiento (ver mas adelante item 3.2.6.).
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Figura 61. Velocidad de colonizacién de sustratos de diferentes formulas, medida en miligramos de
sustrato seco colonizado por Grifola gargal por dia. La diferenciacion en aptitudes de las formulas
para apoyar el crecimiento micelial fue hecha en base a la apreciacion de la densidad micelial aparente
en unién a la velocidad de colonizacion. Barras negras: muy alto crecimiento; barras gris oscuro: alto
crecimiento; barras gris claro: medio crecimiento y barras blancas: bajo crecimiento. Las barras
representan el valor medio de la velocidad de colonizacién y su valor de error estandar (calculado con
la formula EEyepia= (Sti/nti) %).
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Una fuente importante de hemicelulosas se incorpor6 en aquellas formulaciones suplementadas
con 20% ST ya que este suplemento es rico en esa fraccion de carbohidratos y estaria incrementando
c.a. de un 6% el contenido final del mismo. Para el caso de sustratos a base de SG, el salvado de trigo
seria importante para suplir la mencionada deficiencia. Sin embargo, al comparar los tratamientos
formulados con SG solamente (T2 y T4) vs. las mismas formulaciones conteniendo 20% de ST (T10y
T11), no se observé un incremento en los valores de velocidad de colonizacion ni de la densidad
micelial aparente. Esto sugiere que en el sustrato SG podrian estar presentes otros factores limitantes
bidticos (metabolitos producidos por P. ostreatus) o abidticos, como podria ser una salinidad
relativamente elevada ya que el SG usado en estos ensayos no fue lavado.

Por otra parte la incorporacion de 20% de salvado de trigo en formulas con un contenido >50% de
CG no produjo mejoras en comparacion a aquellas féormulas que contenian >50% de CG y sin
suplementacion con salvado. De hecho en este Gltimo grupo se encontraron tratamientos con muy alto
crecimiento (T1, T3 y T7). No obstante, también en el primer grupo hubo una formulaciéon con muy
alto crecimiento (T9) en la cual el ST muy probablemente podria aportar otros efectos beneficiosos en
la composicion de los metabolitos nutracéuticos de las fructificaciones maduras de G. gargal. Al
respecto, la influencia del efecto funcional del sustrato en las propiedades funcionales de los hongos
no ha sido aln extensivamente investigada, si bien algunos resultados han sido descriptos para
Ganoderma lucidum (Peksen et al., 2011). Un ejemplo cercano a este concepto es el enriquecimiento
de micelios y frutos de hongos con oligoelementos minerales esenciales (Gonzélez- Matute et al.,
2011).
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3.2.2. Influencia de la densidad del sustrato en el crecimiento

La densidad de los sustratos (promedio + desvio estdndar) de muy alto y alto crecimiento fue
menor: 0,49 +0,03 y 0,52 £0,07, a la de los de medio y bajo crecimiento, que fue de 0,55 +0,07 y 0,53
+0,06. El andlisis de regresion de la densidad de los sustratos versus la velocidad de colonizacion por
tratamiento resulté significativo, si bien la relacién entre ambas variables fue baja (p<0,05; R°=0,21)
(Figura 62).

Vale recordar aqui que el sustrato correspondiente a T1 contenia solamente CG entera con una
densidad de 0,50 g/ml. Algunos tratamientos con “densidad adecuada” produjeron bajas velocidades
de colonizacion y bajas densidades miceliales aparentes (T4 T14 y T18: de 0,45 a 0,50 g/ml, ver
detalle en Figura 62), lo cual se debe a su alta proporcion de SG (contenian entre 80-100% de SG
molido o entero). Una excepcion de un tratamiento con alto crecimiento a pesar de su elevada
densidad (0,62 g/ml) fue la del T12, atribuyéndose este resultado a su buena calidad nutritiva (CG
molida 80% y salvado de trigo 20%, ver detalle en Figura 62).

Surge asi gue una compactacion adecuada para el cultivo de G. gargal es de 0,45-0,50 g/ml; para
ello una proporcion de CG (entera) mayor del 50% facilita el logro de esta densidad a la vez que
asegura una buena disponibilidad de nutrientes. Por otra parte, los sustratos molidos y el salvado
poseen mayor superficie de exposicion y en consecuencia mayor fuente de nutrientes por unidad de
volumen, sin embargo su incorporacién no debe ser excesiva. Entonces, para no perder el efecto de sus
beneficios nutricionales, se sugiere incorporarlos en proporciones que no incrementen la densidad total

muy por encima de los 0,50 g/ml.

Figura 62. Andlisis de regresion de la velocidad de colonizacién de Grifola gargal vs. densidad de los
sustratos de diferentes formulaciones (representadas por circulos). Los circulos rellenos de color gris
() se emplearon para indicar las formulaciones de sustrato con baja densidad (T4 T14 T18, >80% SG)
en las que se produjeron baja velocidad de colonizacién del micelio. El cirulo relleno de color negro
(®) indica a la formula T12 (80% CG molida 'y 20% ST) en la que el micelio mostré una alta velocidad

de colonizacion a pesar de poseer alta densidad.
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3.2.3. Humedad relativa'y pH

En la fermentacion en estado solido los sustratos se humedecen hasta hidratar completamente las
paredes celulares, habitualmente hasta un contenido hidrico entre el 60 y 70%, evitando un exceso por
encima de ese limite, ya que el agua inundaria los espacios intersticiales (Oei, 1996).

No se hallaron relaciones significativas entre la velocidad de crecimiento y el rango de humedad
relativa inicial (p>0,05) sugiriendo que en el rango estudiado de HR las condiciones fueron
homogéneas. Cabe mencionar que los valores de HR estuvieron cercanos a los hallados en la madera
de N. obliqua colonizada por G. gargal (60%).

Por otra parte la regresion de los valores de colonizacion de sustrato vs. el pH luego del
autoclavado detect6 diferencias significativas con una relacion muy baja entre ambas variables para el
rango estudiado (p<0,05 R*=0,22). Ya se conocia que en otras condiciones de pH el crecimiento de G.
gargal es mas veloz a pH menores a 5 (ver capitulo 11.A) y también que el pH medido en las virutas
himedas de roble pellin incluso es menor a 4. Sin embargo este rango no se pudo obtener en la
practica con los sustratos que resultaron de las formulas presentadas, los cuales estuvieron entre
valores de pH 5,8- 6,2; dentro de este rango estrecho no se producirian diferencias significativas en

parametros bioldgicos de interés como ser la actividad enzimatica total o la solubilidad de nutrientes.

3.2.4. Incremento en el contenido de proteinas y en la actividad de lacasas

El andlisis del incremento de proteinas solubles en unién a la velocidad de colonizacion y la
densidad aparente del micelio en crecimiento micelial proporciona una indicacion de la
biotransformacién de los compuestos nitrogenados que acompafia el crecimiento de la biomasa
fangica.

En los casos en que un sustrato no tuviera un nivel nutritivo suficiente se da la posibilidad que el
micelio se expanda “creciendo” rapidamente pero soélo intentando satisfacer la demanda nutricional.
En tal caso la valoracion de la colonizacion por su densidad micelial resultaria ser baja (=laxa) y con el
andlisis del incremento en el contenido de proteina soluble, como marcadora de biomasa, se
confirmaria ese bajo crecimiento. Y, mas aln, podria encontrarse el caso de que el micelio utilice las
proteinas para obtener energia en mayor proporcion que las proteinas que incorpora a su biomasa,
entonces se observaria una disminucion en el contenido proteico (Fonseca et al., 2008; Zhang et al.,
2002).

En la Tabla 21 se muestra el contenido de proteinas de los sustratos de cada tratamiento después
de 45 dias de colonizacion. Alli se observa que todos los tratamientos incrementaron el contenido de
proteinas solubles en el sustrato colonizado detectandose diferencias significativas entre ellos y siendo
el T1 el tratamiento en que se detectd el mayor incremento del contenido de proteinas. En la Tabla 22
se muestran los incrementos de proteina en el sustrato para los tratamientos agrupados segun el tipo de
crecimiento observado. El incremento fue mayor en los sustratos correspondientes a los tratamientos
con “muy alto y alto crecimiento” (29 pg /g PSS para ambos casos), mientras que los sustratos de

“medio y bajo crecimiento” presentaron menores incrementos (16 y 18 pg /g PSS, respectivamente).
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Se destaca que entre los tratamientos de muy alto crecimiento el T1 (CG entera) fue el que mostro
mayor incremento en el contenido de proteinas (56 g /g PSS).

En la Tabla 22 se muestra la actividad de lacasas medidas en el sustrato de cada tratamiento
después de 45 dias de colonizacion. El promedio de los incrementos de la actividad de lacasas en los
sustratos colonizados correspondientes a los tratamientos agrupados de acuerdo a su respuesta de
crecimiento se muestra en la Tabla 23.

Los valores incrementales de la actividad de lacasas mas altos al dia 45 de la colonizacion fueron
los de “medio crecimiento” (0,70 U/g PSS), lo cual indicaria que estos tratamientos contaban con el
micelio en una fase activa de la degradacion (Tabla 23). Y, en el caso de los tratamientos de muy alto
y alto crecimiento ya habrian terminado con esta fase dado que mostraron valores menores (0,54 y
0,53 U/g PSS).

Se realizaron tres andlisis de correlacion: i) actividad de lacasas vs. velocidad de colonizacion, ii)
actividad de lacasas vs. incremento del contenido de proteina, iii) actividad de lacasas vs. degradacion
de la lignina (ver degradacion de lignina en la Tabla 25), que en todos los casos resultaron no
significativos (p>0,05). Vale mencionar aqui que el micelio de G. gargal y de G. sordulenta realiza la
biodegradacién ligninolitica con otras enzimas que acompafian a la actividad de las lacasas: LiP y/o
MnP (ver en capituloll.E) y que no fueron cuantificadas en este estudio.

El incremento en la actividad de lacasas producido por G. gargal en los tratamientos con mayor
actividad de esta enzima fue similar al medido en A. blazei en sustratos basados en cascara de girasol y
con el empleo del mismo método de cultivo y determinacién enzimatica de lacasas: 0,9 U/g PSS, a los
53 dias de colonizacion (Gonzélez- Matute, 2009). Cabe destacar que A. blazei no es un hongo de la
pudricion blanca como lo son estas especies de Grifola spp., sino un descomponedor secundario que
facultativamente emplea las lacasas para degradar sustratos lignocelulésicos segln los nutrientes que

encuentre en el sustrato (Gonzélez- Matute et al., 2010).
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Tabla 22. Variacion del contenido de proteinas en el sustrato después de la colonizacion por micelio
de Grifola gargal (valores promedios en Tabla 21). Los tratamientos estan agrupados segun el tipo de
crecimiento en muy alto, alto, medio y bajo crecimiento. El error estandar se calculé con la formula
EEmepia= (STiZ/nTi)Vz-

Tipo de A Proteinas
crecimiento  pg/g PSS * EEyepia
Muy alto 29 +10
Alto 29+ 6
Medio 165
Bajo 18 +3

Tabla 23. Variacion de la actividad de lacasas en el sustrato después de la colonizacion por micelio de
Grifola gargal (valores promedios en Tabla 21). Los tratamientos estdn agrupados segun el tipo de
crecimiento en muy alto, alto, medio y bajo crecimiento. El error estandar se calculé con la formula
EEmepia= (STizlnTi) ”

Tipo de A Lacasas
crecimiento U/g PSS +EEyepia
Muy alto 0,54 £ 0,06
Alto 0,53 +0,11
Medio 0,70 £0,18
Bajo 0,41 +0,08

3.2.5. Contenido de fibra en sustratos posterior a la colonizacién por Grifola gargal

En la Tabla 24 se presentan los resultados del contenido de FDN, FDA, LDA, MO y mineral
(cenizas) de los sustratos luego de 45 dias de cultivo de G. gargal. En la Tabla 25 se muestran las
variaciones (porcentaje final-porcentaje inicial x 100%) superiores al 10 % en los contenidos celular,
de fibras y cenizas correspondientes a los diferentes grupos de crecimiento micelial de G. gargal (muy
alto, alto, medio y bajo crecimiento).

La degradacion de la materia orgéanica fue evaluada a través del incremento en el porcentaje del
contenido de cenizas. Las variaciones mayores del 10% en el contenido de cenizas se encontraron
principalmente en los sustratos correspondientes a los tratamientos con muy alto crecimiento cuyos
valores incrementaron entre 18 y 36% y también en tres casos (de seis) en los sustratos con alto
crecimiento flngico con incrementos del 13 a 18% (Tabla 25).

Cabe mencionar aqui que luego de dos oleadas de P. ostreatus cultivado sobre CG, se produce la
misma degradacion de la materia orgénica a la hallada en este estudio, lo cual indicaria que P.
ostreatus es una especie capaz de biotransformar efectivamente la materia organica en
fructificaciones, y si G. gargal tuviera la misma capacidad de biotransformacion podria eventualmente
desarrollar fructificaciones de tamafio aceptable.

Entre las diferentes fracciones de los nutrientes presentes en los sustratos, la mas degradada en los
grupos de muy alto, alto y medio crecimiento fue la de hemicelulosa (-13 a -250%). S6lo en el

tratamiento T7 (muy alto crecimiento) se observo una disminucién mas importante en la fraccion de
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celulosa, mientras que en T9 T12 y T13 la degradacion ocurrié tanto en hemicelulosa como en
celulosa. El contenido celular fue la fraccion nutritiva principal sélo en el T3 (muy alto crecimiento).
Con el andlisis del contenido en fibras del sustrato, antes y después de su colonizacién por el micelio,
pudieron estimarse los componentes de la lignocelulosa que son degradados en mayor magnitud y por
ende conocer qué fuente utiliza metabdlicamente el hongo para apoyar su crecimiento y desarrollo. En
efecto, en este estudio con G. gargal se encontrd que el micelio empled distintas fracciones de los
sustratos de las diferentes formulaciones, lo cual se interpreta como una propiedad favorable de G.
gargal para utilizar los recursos nutritivos disponibles. Lo anterior estd de acuerdo con lo reportado
por Nasreen et al. (2008) que trabajando con P. ostreatus hallaron una dependencia entre la fraccion
nutritiva consumida segun el sustrato donde se cultivo el micelio.

En esta misma tesis, un antecedente sobre esta capacidad de utilizar diferentes fuentes nutritivas
es el descripto en el capitulo II.E donde se demostr6 que las colonias de G. gargal tienen cierta
capacidad de adaptacion para crecer en diferentes fuentes de carbohidratos como ser xilulosa, almidon,
pectina y celulosa.

La disminucion de la fraccion de lignina de los sustratos de los grupos de muy alto y alto
crecimiento fangico fue: i) paralela a la disminucion de la fraccion de hemicelulosa en T1 y T10, ii)
paralela a la fraccion de celulosa en T7, v iii) paralela a ambas fracciones: hemicelulosa y celulosa, en
T9y T12. En los otros cuatro tratamientos restantes la fraccion de lignina fue constante o aumentd, en
este Ultimo caso, los aumentos se deben a decrementos en el resto de los componentes.

En varios tratamientos se encontraron correlaciones positivas entre actividad de lacasas y
degradacion de lignina i.e.: alta actividad con degradacion superior al 10% y en el sentido opuesto,
con baja actividad de lacasas y degradacion de lignina menor al 10%. Pero otros grupos mostraron
correlaciones negativas: presentando alta actividad de lacasas sin disminucion en el porcentaje de
lignina y baja actividad de lacasas pero alta degradacion de lignina. Estos resultados en direcciones
opuestas apoyan la observacion realizada anteriormente de que la presencia de actividad de la enzima
se encuentra cuando el micelio estd en activa de degradacion; posteriormente la actividad se pierde
pero quedan los componentes degradados. Si bien la actividad de lacasas esta relacionada con la
lignindlisis, no podria descartarse tampoco la participacion de otras enzimas del complejo
ligninolitico.

También se considerd relevante que la actividad de lacasas se perdiera, es decir que la vida til de
la enzima en el sustrato fuese corta reduciendo la utilidad del sustrato gastado de G. gargal con otros
fines biotecnoldgicos como seria para la extraccion de enzimas lacasas (Rinker, 2002).

Finalmente se destaca que el tratamiento de mejor respuesta global fue el T1 donde se redujo
principalmente la fraccion de hemicelulosa, hubo una degradacion intermedia de lignina y aumentd
moderadamente el contenido celular.

Consideradas en conjunto, la velocidad de colonizacion de los sustratos, el incremento del
contenido de proteinas, la actividad de lacasas y la degradacion de la fraccion de lignina proveyeron

una informacion util para la identificacién del estado metabolico y consecuentemente fisiolégico del
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micelio a los 45 dias de crecimiento, en otras palabras, una pista Gtil para delimitar el minimo de
tiempo de cultivo en las condiciones empleadas para llegar a la madurez del micelio y por ello una
situacion adecuada para la induccion del proceso de fructificacion.

Tabla 24. Contenido de fibras (FDN y FDA), materia organica (MO), contenido celular (CC) y
contenidos de hemicelulosa, celulosa, lignina (LDA) y cenizas presentes en sustratos de diferentes
férmulas de (T1-T20, 500 mg de sustrato seco de c/u), expresados en % sobre la base de peso seco,
luego de 45 dias de colonizacién por micelio de Grifola gargal. La suma de los valores de CC,
hemicelulosa, celulosa, LDA y cenizas es el 100% de la composicion de cada férmula de sustrato.

Feitmules g FDN FDA Mat,er_ia CEmErEy e Celulosa Lignina Cenizas
sustrato organica celular celulosa
Tl 62 56 90 38 6 33 13 10
T2 62 60 88 38 2 33 15 12
T3 63 57 89 37 5 34 13 11
T4 64 60 88 36 5 32 16 12
T5 59 56 89 41 3 30 15 11
T6 66 60 90 34 6 33 18 10
T7 66 58 84 34 8 41 11 16
T8 65 59 90 35 6 33 16 10
T9 58 52 89 42 6 29 12 11
T10 47 45 89 53 2 24 10 11
T11 59 52 89 41 7 29 13 11
T12 60 50 92 40 10 30 12 8
T13 67 60 93 33 7 28 25 7
T14 67 61 88 33 6 31 18 12
T15 66 60 90 34 7 35 15 10
T16 64 59 90 36 5 32 16 10
T17 64 56 89 36 8 33 12 11
T18 63 56 88 37 7 27 17 12
T19 65 57 89 35 8 31 14 11
T20 60 53 89 40 7 30 13 11
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Tabla 25. Variacion entre el porcentaje final e inicial del contenido celular, fibras y cenizas luego de
45 dias de colonizacion de sustratos (T1-T20) por micelio de Grifola gargal. Los datos se asignaron
por grupos de tratamientos con respuestas diferentes de crecimiento: muy alto, alto, medio y bajo

crecimiento. Se muestran sélo las variaciones mayores al +10%.

Tratamientos

AContenido AHemi- ACelulosa ALignina ACenizas
agrupados por

celular celulosa

crecimiento
muy alto
T1 +13 -33 -15 +20
T3 -40 +18
T7 +38 -10 -55 +38
T9 +21 -100 -10 -33 +36
alto
T5 -100 +13 +18
T6
T8 -13
T10 +25 -250 -70
T12 +20 -20 -13 -25 +13
T13 -14 -29 +28 +14
medio
T2 -150 +15
T15 +14 -20
T16 +11 -40
T17 -13 -33
T19 -25
bajo
T4 +13
T11 +43 +10 -31
T14 +11
T18 +14
T20 -14 -23

3.3. Crecimiento de Grifola sordulenta

3.3.1. Formulas de sustratos

El test de crecimiento lineal mostré6 que G. sordulenta pudo colonizar satisfactoriamente los
sustratos de la mayoria de las férmulas (14 tratamientos) mientras que en el resto (6 tratamientos) sélo
alcanzo a extenderse un centimetro en el periodo de estudio (Tabla 26). En la Figura 63 se muestran
imagenes representativas de sustratos colonizados por G. sordulenta.

Para poder realizar el Anova simple, los valores de velocidad de crecimiento fueron
transformados con la variable logaritmo natural. En el caso de esta especie el analisis se hizo sin tomar
en cuenta los tratamientos considerados como “0” en cuanto a su densidad micelial aparente (ver
Tabla 26). Asimismo, y como se hizo con G. gargal con el propdsito de facilitar la presentacion e
interpretacion de las respuestas de crecimiento de los diferentes tratamientos, se agruparon los mismos

en: muy alto, alto, medio y bajo crecimiento.
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Tabla 26. Velocidad de colonizacion de micelio de Grifola sordulenta en sustratos de formulas
diferentes (T1-T20) preparadas con céscara de girasol, sustrato gastado remanente del cultivo de
Pleurotus ostreatus, molidos o enteros y sus combinaciones, en ausencia o presencia de salvado de
trigo (20%), determinada mediante el test de crecimiento lineal. Asimismo se presenta la densidad
aparente del crecimiento micelial (laxo, denso, muy denso indicado por +, ++ y +++,
respectivamente), el incremento en el contenido proteico (mg PSS/dia) y el incremento de la actividad
de lacasas (U/gramo PSS). La duracién del ensayo fue de 45 dias.

Velocidad de Crecimiento

Formulas colonizacién micelial Protel’nass Lacasasb

de sustrato mg PSS/dia ® aparente Mg /g PSS Ulg PSS
T1 98+12 a +++ 40+3bc 0,14 £0,07 hi
T2 28 +1,2 efg + 5+3d 0,38 + 0,09 cdefg
T3 87+12 ab ++ 16 + 3 cd 0,68 £ 0,17 abc
T4 1 - 0 3+3d 0,41 £ 0,08 bedef
T5 97 +12 a +++ 43+£3bc 0,38+ 0,17 cdefgh
T6 83+1,2 abc +++ 21 +£3bcd 0,45+ 0,10 abcdef
T7 86+12 ab ++ 41 + 3 be 0,34 +£ 0,11 efgh
T8 2 - 0 2+4d 0,45 + 0,09 abcdef
T9 107+12 a +++ 9% +4a 0,36 + 0,11 defgh
T10 43 +1,2 cdef + 7+3d 0,52 + 0,14 abcde
T11 5 - 0 6+3d 0,57 + 0,12 abcde
T12 69+1,2 bed +++ 27 £3bcd 0,28 £ 0,12 fghi
T13 68 +1,2 bcd ++ 4 +3cd 0,09 £ 0,08
T14 4 - 0 2+3cd 0,27 £ 0,10 fghi
T15 45 +12 cde + 4 +3cd 0,19 + 0,11 ghi
T16 1 - 0 3+3cd 0,21 + 0,12 ghi
T17 81+1,2 abc +++ 25+4bcd 0,92+ 0,14 ab
T18 8 - 0 2+4cd 1,46 +021a
T19 61+12 bcd ++ 10 £ 3 cd 0,24 + 0,13 fghi
T20 31+1,2 def + 3+3cd 0,63 + 0,23 abcd

# Valores medios de velocidad de colonizacion + error estandar, correspondientes a 10 u.e. por tratamiento, el
error estandar se calcul6 con: EEanova = (CMeror /Ni)™. Los datos fueron transformados con la variable logaritmo
natural y las distintas letras indican las diferencias significativas determinadas con el test de Tukey (¢=0,05).

® Valor medio + error estandar, correspondientes a 5 u.e. por tratamiento, el error estandar se calculé con la
formula EEvepia= (Sti?/nmi) ”. Las distintas letras indican las diferencias significativas determinadas para cada
columna con el test de Kruskal Wallis (0=0,05).

El gréfico de barras de la Figura 64 muestra las agrupaciones de tratamientos y la velocidad de
colonizacidén en cada uno de los sustratos de las diferentes formulas a los 45 dias. La comparacion de
las velocidades de colonizacion correspondientes a G. gargal y G. sordulenta, claramente muestra que
G. sordulenta coloniz6 los sustratos a una menor velocidad en todos los tratamientos a excepcion del
correspondiente al tratamiento T9, que en ambas especies tuvo velocidades de crecimiento similares
(Figuras 61y 64).

En el caso de G. sordulenta los tratamientos considerados de muy alto crecimiento (velocidad de

colonizacién de 97-107 mg PSS/dia, densidad aparente +++, incremento de proteinas de 40-96 g /g
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PSS) fueron: T9 (CG entera con 20% ST), T1 (CG entera) y T5 (50% CG entera, 50% SG entero).
Estos se caracterizaron por poseer condensaciones de micelio que fueron de mayor tamafio que las
encontradas en G. gargal (ver como ejemplo el T1y T9 en las Figura 63A y B). En el caso de T9 las
condensaciones de micelio podian ocurrir desde el indculo de manera continuada hasta el frente del
crecimiento micelial.

Los tratamientos de alto crecimiento (T3, T6, T7, T17) produjeron velocidades de colonizacion
entre 83-87 mg PSS/dia, la densidad aparente se ubico entre +++ y ++, y el incremento de proteinas
fue de 16-41 pg /g PSS. Todos mostraron intensas condensaciones de micelio aunque de menor
tamafo que las observadas en los casos de muy alto crecimiento (ver como ejemplo el T3 en la Figura
63C).

Los tratamientos con respuestas de medio crecimiento: T12, T13 y T19, fueron los que
produjeron velocidades de colonizacion mas bajas (61-69 mg PSS/dia) de los cuales so6lo el T13
produjo condensaciones de micelio.

Finalmente, el grupo de tratamientos con respuestas de bajo crecimiento fue dividido entre los
gue mostraron crecimiento micelial, calificados como + (T2, T10, T15, T20) y los que no produjeron
crecimiento micelial o si lo hicieron, fue sélo en algunas u.e. y en poca extension, calificados como
“0” (T4, T8, T11, T14, T16, T18). En este Gltimo grupo, los tratamientos comprendian formulas de
sustratos conteniendo 50-100% de SG y mas del 50% del material molido (ver como ejemplo el T20
en la Figura 63D).

Como ocurri6 con G. gargal, la incorporacién en la formula de sustrato de SG >65% redujo los
valores de velocidad de colonizacion (ver valores de T2 T4 T10 T11 T14 T16 T18 y T20), y también
sucedio lo propio con sustratos compuestos Unicamente por material molido y con CG >50% y <50%
SG (T8 y T15). Por otra parte los sustratos con 50% CG y 50% SG pudieron sostener de muy alto a
alto crecimiento solo cuando la mitad del material estaba presente en su forma entera (comparese T5,
T6,y T7 vs. T8). En otras palabras, el SG puede usarse como componente del sustrato en proporciones
menores al 50%, y en este caso los componentes lignocelul6sicos enteros a incluir deberian
incorporarse en una proporcion del 50%.

En los tratamientos que mostraron al menos crecimiento medio se observé que la suplementacion
con 20% de salvado de trigo favorecio en dos casos el aumento en la velocidad de colonizacion (sin
diferencias significativas): T1 vs. T9 y T13 vs. T17, mientras que en otro caso ocurrié lo contrario: T3
vs. T12.

Es importante destacar que aunque ambos tratamientos: T1y T9, resultaron ser los que producian
mejor velocidad de colonizacion de sustrato, el sustrato correspondiente a T9, que contenia el
suplemento de salvado de trigo, mostr6 el doble del incremento en el contenido de proteinas solubles.

En el cultivo de G. frondosa la suplementacién con salvado de trigo (20%) a una mezcla de
virutas de roble americano y roble blanco (c.a. 80%) produjo una reduccién significativa del tiempo de
cultivo en todas las etapas del ciclo de produccidn, i.e. corrida del micelio, desarrollo de primordios y

fructificacién (Shen, 2001), pudiendo esperarse algo similar en el cultivo de G. sordulenta con la
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suplementacion de ST.

Figura 63. Placas fotograficas representativas de la colonizacion de micelio de Grifola sordulenta de
sustratos en el TCL. Las placas A y B corresponden a las formulas T1 y T9 a cuyos micelios se le
asignd una densidad aparente de +++. Obsérvese que en estos 2 tratamientos se puede apreciar la
presencia de zonas con micelio méas denso. La placa C corresponde a la formula T3 del sustrato
colonizado con menor densidad (++) y la placa D corresponde a la férmula T20 del sustrato

colonizado con mucho menor densidad (+).
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Figura 64. Velocidad de colonizacion de diferentes formulas de sustrato, medida en miligramos de
sustrato seco colonizado por Grifola sordulenta por dia. La diferenciacion en aptitudes de las formulas
para apoyar el crecimiento micelial fue hecha en base a la apreciacion de la densidad micelial aparente
en unién a la velocidad de colonizacion. Barras negras: muy alto crecimiento; barras gris oscuro: alto
crecimiento; barras gris claro: medio crecimiento y barras blancas: bajo crecimiento. Las barras
representan el valor medio de la velocidad de colonizacién y su valor de error estandar (calculado con

la formula EEyepia= (Sti/nti) %).
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3.3.2. Influencia de la densidad del sustrato en el crecimiento
La densidad de los sustratos (promedio + desvio estandar) de muy alto y alto crecimiento fue de
0,47 £0,03 y 0,50 £0,07, mientras que los de medio y bajo crecimiento fue de 0,59 £0,07 y 0,54 +0,06.
Tomando los sustratos con valor nutritivo aceptable se observé un evento con un claro efecto

inhibitorio debido a la densidad del sustrato entre los tratamientos T9 vs. T12.

3.3.3. Humedad relativa 'y pH

Se realizd un andlisis de regresion entre velocidad de colonizacién de los sustratos
correspondientes a los grupos de tratamientos con respuestas de medio, alto y muy alto crecimiento vs.
la humedad relativa correspondiente a cada uno de ellos. El resultando de este analisis fue significativo
pero obtuvo un R? muy bajo (0,2), con lo cual se considera que el rango de HR obtenido luego del
autoclavado no introdujo una variacion importante en la velocidad de colonizacion.

La regresion entre velocidad de colonizacion y el pH para la misma seleccién de tratamientos
resulté significativa, y aunque esta vez se obtuvo un coeficiente de regresion mayor (R*= 0,34), se lo
considerd igualmente bajo, por ello se descartd que el estrecho rango de pH medido después de la
esterilizacion del sustrato, pudiera influir de manera importante en la velocidad de colonizacion.

El pH de las virutas de coihue es de 3,7 y durante el cultivo semisélido se establecio que la
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velocidad de crecimiento es mayor a pH 4- 5 (capitulo I1.A). Como se menciond para G. gargal, seria
ventajoso encontrar la manera de proveer un pH menor con el fin de aumentar la velocidad de
colonizacién, quizas por medio de la via de una fermentacion lctica usada en una préctica de

decontaminacion bioldgica (Sanchez y Royse, 2002).

3.3.4. Incremento en el contenido de proteinas y en la actividad de lacasas

Las variaciones en el contenido de proteinas de los sustratos colonizados por G. sordulenta
durante 45 dias se muestran en la Tabla 26. En la Tabla 27 se muestran los incrementos de proteina
en el sustrato para los tratamientos agrupados segun el tipo de crecimiento observado.

En algunos casos, los tratamientos con respuesta de bajo crecimiento no presentaron cambios
respecto al contenido inicial de proteinas en el sustrato. En el grupo de muy alto crecimiento se
hallaron incrementos promedio de c.a. 60 pg/g PSS (Tabla 27), lo cual superé en dos veces los
contenidos proteicos medidos en el mismo grupo de crecimiento para G. gargal, previamente
descripto.

De manera tal que aungue los valores de velocidad de colonizacién fueron menores en G.
sordulenta, la informacion aportada por la determinacién del contenido de proteinas estaria indicando
una mejor biotransformacion del sustrato en G. sordulenta respecto a G. gargal.

La referencia realizada anteriormente entre la diferencia de los mejores tratamientos, T9 y T1,
destacaba la eficacia de la suplementacion con salvado de trigo; considerando ademas, la magnitud
alcanzada en esta diferencia (T9: 96 y T1:40 pg/g PSS, p<0,05) podria colocarse al T9 como el mejor
tratamiento de la serie.

Los incrementos de la actividad de lacasas en los sustratos colonizados correspondientes a los
tratamientos agrupados de acuerdo a su respuesta de crecimiento se indican en la Tabla 28.

El mayor incremento en la actividad de lacasas luego de la colonizacién de los sustratos con G.
sordulenta se encontré en los tratamientos con respuestas de alto crecimiento (0,60 U/g PSS), seguido
por los tratamientos de bajo crecimiento (0,49 U/g PSS).

Como se argumentd en el caso de G. gargal, la actividad de lacasas estaria indicando una
determinada fase de la actividad metabolica degradativa del micelio. En otras palabras, ello permite
suponer que a los 45 dias de crecimiento micelial, en el caso de los tratamientos de muy alto
crecimiento, la actividad degradativa estaria disminuyendo, mientras que en los de alto crecimiento se
encontraria cercana al pico de la actividad.

El fendmeno de retraso del crecimiento seguido por un incremento en la actividad de enzimas se
observo en algunos tratamientos de bajo crecimiento asi como fue descripto previamente en el cultivo
en medio tanico de G. sordulenta (ver capituloll.E). Esa demora representaria un estado de adaptacion
al sustrato que luego seria biodegradado por la produccién de las nuevas enzimas polifenol oxidasas
generadas. Debido a que este retraso puede ser demasiado extenso es conveniente emplear alguna
estrategia como la de introducir aditivos o nutrientes en el medio recalcitrante para estimular la

produccién de estas enzimas y acortar la fase de latencia (Aro et al., 2005; Staji¢ et al., 2006).
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Tabla 27. Variacion del contenido de proteinas en el sustrato después de 45 dias de colonizacion por
micelio de Grifola sordulenta (valores promedios en Tabla 24). Los tratamientos estdn agrupados
segun el tipo de crecimiento en muy alto, alto, medio y bajo. El error estandar se calcul6 con la

formula EEMEDIA: (STiZ/nTi) .

Tipo de A Proteinas
crecimiento uag/g PSS + EEyepia
Muy alto 60 + 18
Alto 26 £6
Medio 147
Bajo 4+1

Tabla 28.Variacion de la actividad de lacasas en el sustrato después de 45 dias de colonizacién por
micelio de Grifola sordulenta (valores promedios en Tabla 28). Los tratamientos estan agrupados
segun el tipo de crecimiento en muy alto, alto, medio y bajo. EIl error estandar se calculé con la

formula EEyepia= (STiZ/nTi) 7,

Tipo de crecimiento A Lacasas
U/g PSS +EEyepia

Muy alto 0,36 £0,11

Alto 0,60 +0,11

Medio 0,20 +0,04

Bajo 0,49 £0,15

3.3.5. Analisis de contenido fibra posterior a la colonizacion Grifola sordulenta

En la Tabla 29 se presentan los resultados del contenido de FDN, FDA, LDA, MO y mineral
(cenizas) de los sustratos, a los 45 dias de cultivo de G. sordulenta. En la Tabla 30 se indican las
variaciones (porcentaje final-porcentaje inicial x 100%) superiores al 10 %, determinadas en los
contenidos celular, de fibras y cenizas correspondientes a los diferentes grupos de crecimiento micelial
de G. sordulenta (muy alto, alto, medio y bajo).

La degradacion de la materia organica se evalud a través del incremento en el porcentaje del
contenido de cenizas. Las variaciones mayores del 10% en el contenido de cenizas se hallaron en los
tratamientos de muy alto crecimiento ubicandose entre 13 y 38%; luego se detectaron incrementos en
dos de los cuatro casos de los sustratos con alto crecimiento (12-13%) y también mayores incrementos
se determinaron en dos de tres tratamientos de medio crecimiento (16-28%) (Tabla 30).

Entre las diferentes fracciones de los nutrientes presentes en los sustratos, las mas degradadas en
los grupos de muy alto, alto y medio crecimiento (siete tratamientos en total) fueron la de celulosa en
T1 T6 y T7, la de hemicelulosa en T9; no se observé ningun tratamiento donde se produjera la
degradacion simultdnea de ambas fracciones de celulosa y hemicelulosa. T3 fue el tratamiento que
produjo la mayor disminucion en el contenido celular.

Cabe destacar ademéas que en el T9, la degradacién de hemicelulosas (-41%) fue paralela a la
degradacion de lignina (-33) (Tabla 30).
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Vale destacar aqui la capacidad que posee G. sordulenta para degradar la celulosa, que se
manifestd predominantemente en el T1 (muy alto crecimiento), y que también habia sido observada
durante el cultivo de micelio de G. sordulenta y G. frondosa sobre sustratos empleados para demostrar
la presencia de actividad de la enzima celobiosa deshidrogenasa (capitulo I1.D). En esta tesis no se

estudio la estimulacion de enzimas celuloliticas, pero podria ser un objetivo de interés.

Tabla 29. Contenido de fibras (FDN y FDA), materia organica (MO), contenido celular (CC) y
contenidos de hemicelulosa, celulosa, lignina (LDA) y cenizas presentes en sustratos de diferentes
férmulas (T1-T20, 500 mg de sustrato seco de c/u), expresados en % sobre la base de peso seco, luego
de 45 dias de colonizacion por micelio de Grifola sordulenta. La suma de los valores de CC,

hemicelulosa, celulosa, LDA y cenizas es el 100% de la composicion de cada férmula de sustrato.

s ale FDN FDA '\"a?efia Contenido  Hemi- Celulosa Lignina Cenizas
sustrato organica celular celulosa
T1 64 56 90 37 8 30 16 10
T2 54 49 90 47 5 25 14 10
T3 64 57 90 37 7 30 17 10
T4 65 58 89 36 7 28 19 11
T5 63 56 90 38 7 29 18 10
T6 65 57 91 36 8 31 17 9
T7 63 57 91 38 6 31 17 9
T8 64 57 91 37 7 32 17 9
T9 62 53 89 39 9 30 12 11
T10 54 48 90 47 6 25 13 10
T11 57 50 90 44 7 27 14 10
T12 60 51 92 41 9 30 13 8
T13 66 58 92 35 8 33 17 8
T14 62 56 89 39 6 29 16 11
T15 61 54 91 40 7 30 15 9
T16 63 57 90 38 6 30 16 10
T17 64 55 89 37 9 30 14 11
T18 60 53 89 41 7 28 14 11
T19 63 54 90 38 9 30 15 10
T20 59 52 90 42 7 28 14 10
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Tabla 30. Variaciones entre el porcentaje final e inicial del contenido celular, fibras y cenizas luego de
45 dias de colonizacion de sustratos por micelio de Grifola sordulenta. Los datos se asignaron por
grupos de tratamientos con respuestas diferentes de crecimiento: muy alto, alto, medio y bajo. Se

indican solo las variaciones mayores al +10%.

Tratamientos

agrupados por AContenido AHemi- ACelulosa ALignina ACenizas

celular celulosa

crecimiento
muy alto
T1 -20 +22
T5 +28 +13
T9 +14 -41 -33 +38
alto
T3 -12 +29 +13
T6 +20 -10
T7 -10
T17 -14 +12
medio
T12 +21 -41 -13 -15 +16
T13 +28
T19 +15 -18
bajo

4. Conclusiones

Ambas especies, G. gargal y G. sordulenta pueden crecer bien en sustratos a base de céscara de
girasol, sin encontrarse mejoras que incrementen notablemente el crecimiento ante la suplementacion
con salvado o sustrato gastado de Pleurotus ostreatus. Los sustratos que mostraron muy alto
crecimiento en G. gargal fueron T1, T3, T7 y T9, compuestos por cascara de girasol y en un caso con
el suplemento de salvado presente (en ninguno de éstos se encontraba el sustrato gastado de Pleurotus
como componente). Mientras que en G. sordulenta los tratamientos con muy alto crecimiento fueron
T1, T5 y T9, en cuya composicidon se encontraba alguno de los siguientes materiales: céascara de
girasol, sustrato gastado de Pleurotus y salvado.

La extension de la degradacion de sustratos y su magnitud del crecimiento micelial pudo ser
evaluada con una interpretacion conjunta de la velocidad de colonizacion, densidad aparente, actividad

de lacasas, el contenido de proteinas y analisis de fibra.
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B. Estudio de variables culturales para el crecimiento de Grifola gargal y G. sordulenta,

parte |1

1. Introduccion

En esta parte del estudio se realizd otro ensayo de crecimiento lineal (TCL) que amplia al
primero. En este segundo bioensayo se consideré un conjunto de nuevos factores potencialmente
limitantes del crecimiento, como ser: i) algunos micronutrientes minerales (Cu(ll), Zn(11), Mn(I1)); ii)
el tipo de sustrato lignocelulésico (diferentes materiales vegetales); iii) uso de aceite como estimulante
del crecimiento fangico (aceite de girasol) y iv) modificacion de la estructura del material
lignocelulésico por tratamiento con acido sulfdrico diluido.

El primer TCL permiti6 conocer que los micelios de G. gargal y G. sordulenta pueden crecer en
medios a base de cascara de girasol sola, y que la densidad adecuada se encuentra entre 0,45 y 0,50
g/ml. Se encontr6 que si bien la suplementacién con sustrato gastado de P. ostreatus y el salvado de
trigo no producen incrementos significativos en la velocidad de colonizacion, ain es recomendable su
empleo puesto que puede mejorar el contenido nutritivo del sustrato (Rinker, 2002; Peksen et al.,
2011).

Conociendo que G. gargal y G. sordulenta utilizan lacasas y muy posiblemente también MnP y
LiP para efectuar la lignindlisis, una manera de aumentar la velocidad de colonizacién en sustratos a
base de cascara de girasol seria estimulando con sales inorganicas las actividades de dichas enzimas,
como se ha demostrado en otros casos (Galhaup y Haltrich, 2001).

El cobre, por ejemplo, es cofactor de las lacasas y otras enzimas involucradas en la lignindlisis
como las superéxido dismutasas (Leonowicz et al., 1999). El Zn(ll) es cofactor de varias enzimas,
incluidas las enzimas superdéxido dismutasa, y se ha estudiado que estimula la lignindlisis en P.
ostreatus, aunque en otras especies no produjo incrementos como por ejemplo en Trametes versicolor
(Baldrian et al., 2005; Lebrun et al., 2011). EI Mn(ll) es cofactor de la MnP, y su presencia en el
sustrato aumenta la produccion de dicha enzima (Aro et al., 2004). Ademas de su participacion directa
como cofactores enzimaticos, estos y otros metales también pueden incrementar la produccion del
conjunto de enzimas ligninoliticas a través de la estimulacion del genoma fangico en ciertas regiones
conocidas como “elementos de respuesta a metales” (Metal Responsive Elements, Lebrun et al., 2011).

También se ha informado que el contenido y la forma quimica de nitrégeno del medio regulan la
actividad ligninolitica, por ejemplo: las sales de NHy(l) incrementan la actividad de lacasas, LiP y
MnP en varias especies (Kaal et al., 1995; Curvetto et al., 2002a; Staji¢ et al, 2006).

Si bien muchas veces se hace referencia a los sustratos lignocelul6sicos de manera general, todos
ellos son diferentes para cada especie y cepa de hongo. Debido a la presencia de diferencias en los
contenidos de macro y micronutrientes (inorganicos y organicos) asi como en el arreglo de las
microfibrillas de celulosa, hemicelulosa y lignina, aparecen marcadas diferencias entre diferentes
sustratos lo cual influye decisivamente en la capacidad de una colonia para expresar su mayor

potencial bioldgico. De manera que la suplementacion con ciertos nutrientes carentes o insuficientes
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especificos de la biodegradacion podrian colaborar en la remocién de tal limitacion. Es asi que para
conocer méas profundamente la naturaleza del sustrato basado en CG en el sentido sefialado, es decir
poder observar si la velocidad de colonizacion mostraba alguna dependencia con las caracteristicas del
sustrato lignocelulésico, se probd suplementar la CG con otros sustratos lignocelul6sicos, a saber,
virutas de madera (de N. obliqua, Populus nigra) o paja de trigo (Triticum aestivum).

Hace tiempo que se conoce la actividad reguladora de diferentes lipidos presentes en los sustratos
y el crecimiento fungico, ya sea empleado como nutriente o bien causando un efecto estimulante. Los
primeros trabajos en el tema fueron los de Wardle y Schisler (1969). Hoy se conoce que en el cultivo
liquido de G. frondosa, varios aceites, incluyendo el de aceite de girasol, resultaron ser suplementos
beneficiosos para la produccion de micelio (Hsieh et al., 2008). Por ello, en el presente estudio
también se busco probar la respuesta de colonizacion del micelio flngico creciendo en un sustrato
basal conteniendo aceite de girasol.

Por otra parte, se ha investigado que un factor que facilita la disponibilidad de nutrientes y una
mayor exposicion al posterior acceso de las enzimas fangicas es la combinacién de un pre tratamiento
con &cidos diluidos en combinacién con altas temperaturas (Mtui, 2009). De alli que se incorpord un
tratamiento para producir esta hidrolisis mediante un acido inorganico diluido (acido sulfirico), con

calor gque fue provisto durante la esterilizacion del sustrato por autoclavado.

1.1. Hipotesis
La velocidad de colonizacion y la densidad aparente de las colonias de G. gargal y G. sordulenta
cultivadas en cascara de girasol pueden incrementarse con el agregado de estimuladores enzimaticos,

suplementos nutritivos o un tratamiento de hidrdlisis &cida del medio.

1.2. Obijetivos

Entonces, como objetivo de esta seccion, se pretendio verificar si pueden incrementarse los
valores de velocidad de colonizacion y de densidad micelial aparente cuando se incorporan a la
formulacion basal diferentes suplementos lignocelulésicos, minerales, o bien cuando se aplica un

tratamiento acido del sustrato.
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2. Materiales y métodos

2.1. Sustrato basal

Se formul6 un sustrato basal segun la distribucion de sus componentes obtenida a partir de las
formulaciones calificadas de alto crecimiento en el primer TCL (ver detalle de los componentes secos
de cada férmula basal en la Tabla 31). Los componentes secos fueron embebidos 16 horas con agua
para obtener la mezcla de sustrato (60% agua en el sustrato, 37,5% sustrato, 0,5% COs;Ca y 2%
SO,Ca).

2.2. Ensayos de las férmulas de sustratos con el TCL

El material usado como sustrato en el TCL (6 u.e. por cada uno) fue el que se describe a
continuacion: i) sustrato basal (control); ii) sustrato basal seco embebido con la solucion de
hidratacién hecha con 0,01 N de &cido sulfarico y 2% SO,Ca (en ausencia de COs;Ca) para un
contenido final de agua del 60%,; iii) sustrato basal en presencia de 200 ppm NHy(1), 0 20 ppm Mn(ll),
0 100 ppm Cu(ll), o 100 ppm Zn(ll), como sulfatos, sobre la base de peso fresco; iv) sustrato basal
(80%) con el agregado de 20 % de virutas (corte grueso de garlopa de carpinteria) de roble pellin (N.
obliqua) o de &lamo (Populus spp.), 0 bien 20 % de paja de trigo (Triticum aestivum, 1 cm en
promedio) y v) sustrato basal conteniendo 5% de aceite de girasol, sobre la base de peso fresco.

Los sustratos se colocaron en los tubos de TCL de manera de obtener igual densidad entre pares
de tratamientos en ambas especies. Posteriormente al autoclavado se midi6 la densidad, el pH, y la
humedad relativa (Tabla 32).

Los tubos conteniendo los sustratos se esterilizaron a 121°C por 2 horas, y los sustratos luego se
inocularon en uno de los extremos con un disco (16 mm) de agar con micelio joven de las especies
fingicas. La incubacion se hizo a 18 +£1°C, en oscuridad y humedad de 90%, en cdmara de cultivo
CCC-20 (Lab. Electrénica, CCT-BB, CONICET); los tubos se dispusieron horizontalmente y se
rotaron periddicamente. A los 35 dias de cultivo se midio el crecimiento desde el extremo del inéculo
hasta el extremo del micelio en crecimiento (promediando 4 mediciones diferentes alrededor del tubo).
Con este dato y con la densidad del sustrato se calculé la velocidad de colonizacion en términos de

masa de sustrato seco colonizado por dia (mg PSS/dia).

2.3. Analisis estadistico

Para la determinacion de diferencias en la velocidad de colonizacion de los sustratos bajo estudio
se us6 el ANOVA simple y las medias se compararon con el test de Tukey (0=0,05) utilizando el
programa Infostat (Di Renzo et al., 2010). Los datos de velocidad de colonizacién fueron

transformados con la funcién logaritmo natural.
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Tabla 31. Férmulas de sustrato para el crecimiento micelial de Grifola gargal y Grifola sordulenta. Se

presentan las correspondientes a los tratamientos del primer TCL que mostraron las mejores respuestas

de crecimiento micelial (T1, T3, T5, T7 y T9) y la formulada para cada especie sobre la base de las

anteriores para el segundo TCL. CG: céascara de girasol, SG: sustrato previamente colonizado por

Pleurotus ostreatus (2 oleadas), ST: salvado de trigo.

Grifola gargal

Grifola sordulenta

T1: CG entera (100%)
Formulas de sustrato  T3: CG molida (100%)
seleccionadas del .
: 04) + 0,
primer TCL T7: CG molida (50%) + SG entero (50%)
T9: CG entera (80%) + ST (20%)

T1: CG entera (100%)
T5: CG entera (50%) + SG entero (50%)
T9: CG entera (80%) + ST (20%)

CG entera: 50%
Formula del sustrato  cG molida: 30%
basal para el

o 0,
segundo TCL SG entera: 15%

ST:5%

CG entera: 80%
SG entera: 15%
ST: 5%

Tabla 32. Caracteristicas fisicas (densidad, pH, humedad relativa) de los sustratos previos a la

colonizacidn de Grifola gargal y G. sordulenta en el segundo TCL. El sustrato basal (SB) usado para

cada especie (G1 o S1, ver Tabla 31) fue separadamente tratado con acido sulfurico, suplementado con

sales minerales, suplementado con materiales lignoceluldsicos o suplementado con aceite de girasol.

G. gargal G. sordulenta
T g N N e
SB 0,48 Gl 51 59 S1 50 60
SB + SO4H, 0,01N 0,48 G2 48 57 S2 4,7 62
SB + NH, (1) 200ppm 0,48 G3 50 57 S3 5,0 58
SB + Mn (11) 20ppm 0,48 G4 49 58 S4 5,1 58
SB + Cu(ll) 100ppm 0,48 G5 50 59 S5 5,0 59
SB + Zn(11) 100ppm 0,48 G6 50 58 S6 49 58
SB 80% + roble 20% 0,45 G7 49 55 S7 5,0 57
SB 80% + &lamo 20% 0,45 G8 51 57 S8 5,0 56
SB 80% + paja trigo 20% 0,45 G9 51 58 S9 4,9 57
SB + aceite girasol 5% 0,48 G10 50 58 S10 5,0 55
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3. Resultados y discusion

En las Tablas 32 y 34 se muestran los resultados de la velocidad de colonizacion y la densidad
micelial aparente determinados a los 35 dias para G. gargal y G. sordulenta, respectivamente. En las
Figuras 65 y 66 se muestran placas fotograficas que revelan el aspecto de los micelios creciendo en
los sustratos pertenecientes a G. gargal y G. sordulenta, respectivamente.

El micelio de ambas especies cultivado en los sustratos basales crecié rapidamente y mostr6 una
densidad aparente de micelio muy buena (+++). En el sustrato basal y para el caso de G. sordulenta, la
velocidad de colonizacion mejord en relacion a la obtenida en el grupo con respuesta de muy alto
crecimiento en el primer TCL (117 mg PSS/dia vs. 97-107 mg PSS/dia), mientras que con G. gargal la
velocidad de colonizacion resultd ser menor en comparacién con la obtenida para el mismo grupo (95
mg PSS/dia vs. 102-111 mg PSS/dia).

3.1. El crecimiento de Grifola gargal en sustratos suplementados

La velocidad de colonizacion del sustrato correspondiente al sustrato basal G1 fue superada por la
obtenida en los tratamientos G8 (roble 20%), G9 (4lamo 20%) y G4 (Mn(ll) 20 ppm) en un 43, 32 y
20 %, respectivamente (p<0,05). Los tratamientos G2 (SO4H, 0,01N), G6 (Zn(l1l) 100 ppm) y G9 (paja
de trigo 20%) mostraron una mejor densidad aparente micelial respecto al sustrato basal pero no
incrementaron su velocidad de colonizacion. Estos resultados muestran que existe en el sustrato
elegido como basal (CG) alguna limitacién nutritiva que afecta el crecimiento micelial de G. gargal,
que podria disminuirse mediante la suplementacion del sustrato.

Es importante destacar que el empleo de fuentes lignocelulésicas como suplementos de la CG
mostrd efectos beneficiosos sobre la colonizacion a pesar de su diferencia en cuanto al origen vegetal
por tratarse de virutas de arboles de crecimiento lento, virutas de &rboles de crecimiento rapido o bien
paja.

Al respecto, los resultados en los casos de G7 y G8 conteniendo un 20% de roble pellin o alamo
respectivamente eran esperables. Por un lado el roble pellin es el sustrato natural de G. gargal. Por
otro lado, si bien el alamo es una especie exdtica, se pudo hallar un ejemplar de este arbol en el mismo
hébitat donde G. gargal pudo fructificar, lo cual indica que en condiciones naturales podria ser un
hospedante facultativo (Pozzi et al., 2009).

Aln es muy llamativa la respuesta de crecimiento de G. gargal a la suplementacion con paja de
trigo. Si bien la paja de trigo no es un sustrato natural para los poliporos, posee caracteristicas
nutritivas que son apropiadas para el cultivo de esta especie, incluyendo un contenido de
micronutrientes inorganicos similar al de las virutas de madera (Baldrian et al., 2005). Algunos
poliporos que han sido cultivados en sustratos a base de paja de trigo son Ganoderma australe (Rigas
et al., 2007), Trametes versicolor, Bjerkandera adusta, Ganoderma applanatum y Phlebia rufa (Dinis
et al., 2009), Lentinus tigrinus (Lechner y Papinutti, 2006), Piptoporus betulinus (Valaskova y
Baldrian, 2006).
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El tratamiento con &cido sulfurico diluido también mejor6 la densidad aparente de colonizacién.
Este tratamiento disminuyd muy poco el valor de pH (pH 4,8) con relacién al del sustrato basal (pH
5,1) por eso no se adjudicaron las mejoras a una disminucion del pH, sino al efecto hidrolitico sobre el
entramado de enlaces de la lignocelulosa. Este resultado preliminar es promisorio y sugiere la
posibilidad de amplificar la respuesta de crecimiento utilizando como parte del acondicionamiento del
sustrato un pre-tratamiento con &cido sulfurico y temperatura. Tal ha sido el caso informado para
facilitar la produccion de biocombustibles con ciertos microorganismos y sustratos (Sun y Cheng,
2005; Guo et al., 2008; Zheng et al., 2009a).

Con relacion a la suplementacién mineral, los trabajos previos realizados en CG con P. ostreatus
(Curvetto et al., 2002a), H. erinaceus (Figlas et al., 2007) y Agaricus blazei (Gonzalez- Matute, 2009),
fueron tomados como referencia y se escogieron las concentraciones gque en estos estudios habian
producido diferencias de crecimiento micelial significativas sobre el sustrato basal.

El incremento anteriormente mencionado del 20 % en la velocidad de colonizacion micelial de G.
gargal en sustrato suplementado con 20 ppm Mn(ll), fue comparable al informado para P. ostreatus y
H. erinaceus (Curvetto et al., 2002a; Figlas et al., 2007). En efecto, la suplementacion del sustrato a
base de cascara de girasol con 20-200 ppm de Mn(Il) produjo incrementos del 10-25% en la
colonizacién del sustrato por estos hongos.

Posiblemente una mayor dosis de Mn(ll) podria incrementar algo mas la velocidad de
colonizacidn; pero es necesario recordar que las sales de Mn(ll) pueden inhibir la enzima LiP (Zhao et
al., 1996), por lo cual su uso deberia evaluarse cuidadosamente. Aqui habria que considerar ademas
que existen otras sustancias y condiciones que pueden aumentar la actividad de MnP como ser Tween
80, pH, temperatura (Urek y Pazarlioglu, 2005), o bien cloruro de amonio en combinacion con
extracto de malta (Sharma et al., 2010), por mencionar algunos de ellos.

La suplementacion con 100 ppm de Zn(ll) fue beneficiosa para el crecimiento de G. gargal.
Gonzélez- Matute (2011) hallaron un aumento en la eficiencia biolégica cuando se incorporé 25 ppm
de Zn(l) al sustrato a base de céascara en girasol para el cultivo de G. lucidum. Otros resultados
similares fueron reportados por Gonzalez- Matute (2009) en el cultivo de A. blazei, esta vez aplicando
dosis de 100 y 200 ppm de Zn(ll). Las mejoras observadas pueden atribuirse al rol esencial de este
metal en el metabolismo de proteinas, &cidos nucleicos y especialmente en un isotipo de la superdxido
dismutasa, de particular significacion ya que seria responsable en los hongos de su resistencia al dafio
oxidativo (Jamieson, 1998; Angelova et al., 2005).

Los tratamientos G5 (Cu(ll), 100 ppm) y G10 (aceite de girasol 5%) mostraron velocidades de
colonizacidon similares a las del sustrato basal, y en el tratamiento G3 (NHy(I), 200 ppm) hubo una

disminucion en la velocidad de colonizacién y una menor densidad micelial aparente.
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Tabla 33. Velocidad de colonizacion por micelio de Grifola gargal de diferentes sustratos a base de
cascara de girasol, a los 35 dias de cultivo. Sustrato basal (G1): cascara de girasol 50% entera y 30%
molida, 15% sustrato biotransformado por Pleurotus ostreatus y 5% salvado de trigo, sobre la base de
peso seco. El sustrato basal fue tratado con &cido sulfurico o suplementado con sales minerales, con
materiales lignocelulésicos o con aceite de girasol. La densidad aparente se clasifico como 0, +, ++y
+++, +++!; en este ultimo caso se usa “!” para indicar que la respuesta de crecimiento micelial resulto

ser mejor que en el sustrato basal.

Velocidad de Densidad
Tratamiento colonizacion aparente

mg PSS/dia + EEanova®  del micelio
G1 Basal 95+4,1 de +++
G2 SO4H,0,01IN 100 +4,1 cde +++ |
G3 NH,(I) 200ppm 88 +4,1 e ++
G4 Mn(11) 20ppm 114+41 bc 4+ |
G5 Cu(ll) 100ppm 99+41 cde +++
G6 Zn(Il) 100ppm 107 £4,1 bcde +++ |
G7 Roble 20% 136 +4,1 a +++ |
G8 Alamo 20% 123 +4,1 ab 4+
G9 Paja trigo 20% 112 +4,1 bcd +++ |
G10 Aceite girasol 5% 93+4,1 de +++

% Los valores de velocidad de colonizacién fueron transformados con la variable logaritmo natural, y

. z z 1, . .
corresponden a 6 u.e. por tratamiento. EIl error estandar se calculd con: EE anova = (CMeror /ni)/z. Las distintas
letras indican las diferencias significativas determinadas con el test de Tukey (0=0,05).

El contenido de cobre en las virutas de madera de roble pellin, segin datos propios, fue de 17
ppm. Por lo tanto en este ensayo se emplearon concentraciones cinco veces superiores a las
condiciones naturales. La concentracién de cobre utilizada en el ensayo fue considerada suficiente
como para eventualmente detectar un incremento en los parametros de crecimiento del cultivo, si
hubiera sido que las lacasas fueran importantes en la biodegradacion; ademas esta dosis no seria
micotdxica segun fuera informado para G. frondosa en cultivos liquidos (Figlas et al., 2010). La
ausencia de una mejora en la respuesta del crecimiento de G. gargal sugiere que en la biodegradacion
del material lignoceluldsico del sustrato basal existiria una participacion mas importante de otras
enzimas, como MnP y Lip respecto a la de las lacasas, en las particulares condiciones de cultivo del
ensayo. Apoyando esta suposicion se consideran relevantes las mejoras del crecimiento micelial
observadas con la suplementacion con Mn (I1), los bajos valores de lacasas hallados en el primer test
de TCL (ver en este capitulo la seccion B) y la actividad asociada a Lip observada durante el cultivo
en azure B (ver en capitulo 11.D).

En cuanto al aceite de girasol, éste no tuvo el efecto positivo esperado sobre el crecimiento de la
biomasa de micelio de G. gargal, como si habia sido en el caso con G. frondosa durante su cultivo
sumergido (Hsieh et al., 2006; Hsieh et al., 2008). Posiblemente el nivel basal de acidos grasos no

saturados residuales presentes en la cascara de girasol ya estaban en un nivel de suficiencia en relacion
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a un posible efecto estimulante. Cabe mencionar aqui que el contenido de materia grasa de la cascara
de girasol es de 3,5 %, con un contenido de c.a. 1,4 % en &cidos grasos insaturados (National
Sunflower Association, 2011).

Finalmente, en el caso del amonio, la respuesta inhibitoria en la densidad aparente de crecimiento
encontrada podria atribuirse al hecho de que G. gargal pertenece al grupo de hongos que son
intolerantes al amonio (Yamanaka, 1995; Soponsathien, 1998), mientras que en G. sordulenta la
respuesta global de crecimiento micelial no se diferencié de la obtenida con el sustrato basal (ver
seccion 3.2 siguiente).

Figura 65. Imagenes representativas de cultivos de Grifola gargal a los 35 dias de colonizacién. Las
formulaciones de sustrato basal (G1), fueron suplementadas con diferentes compuestos para mejorar la
velocidad de colonizacion: SO4H, 0,01N (G2), NH," 200 ppm (G3), Mn(I1) 20 ppm (G4), Cu(ll) 100
ppm (G5), Zn(lI1) 100 ppm (G6), virutas de roble 20% (G7), virutas de dlamo 20% (G8), paja de trigo
20% (G9) o aceite de girasol 5% (G10).

3.2. Crecimiento de Grifola sordulenta en sustratos suplementados

La velocidad de colonizacién hallada con el sustrato basal fue superior a las registradas en el
primer TCL para los tratamientos con respuestas de muy alto crecimiento. Sin embargo en este TCL
no se pudo superar la velocidad de colonizacion del tratamiento basal en ninguno de los tratamientos
estudiados, si bien algunos tuvieron una mejor respuesta en cuanto a la densidad micelial aparente
(Tabla 34).

Las mejoras en la densidad de crecimiento micelial aparente se observaron en los tratamientos S2
(&cido sulfarico diluido), S4 (Mn(ll), 20ppm) y S6 (Zn(11), 100ppm). En el caso del tratamiento del
material lignocelul6sico con &cido sulfarico a temperatura elevada, la mejor respuesta de crecimiento
micelial de G. sordulenta en relacion al observado en medio basal, puede atribuirse a la hidrdlisis

térmica anteriormente mencionada en la discusion de la respuesta de crecimiento de micelio de G.
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gargal en un sustrato formulado de manera similar. Es evidente que tal tratamiento hidrolitico en
medio de acido sulfdrico contribuye de manera significativa a la biodegradacion del material
lignocelulésico, como se ha informado en otros casos (Zheng et al., 2009a).

Por otro lado, la mejor colonizacion por micelio de G. sordulenta en los sustratos conteniendo 20
ppm Mn(Il) o 100 ppm Zn(ll), con respecto a la observada para el sustrato basal, coincidié con la
observada en G. gargal, y entonces se la puede atribuir a una estimulaciéon de enzimas ligninoliticas,
especialmente la MnP y otras enzimas dependientes del zinc como cofactor y que estarian
involucradas en el metabolismo fangico (ver discusion en 3.1).

La velocidad de crecimiento micelial y la densidad de crecimiento micelial aparente de Grifola
sordulenta en el sustrato base suplementado con sulfato de amonio no fue diferente al observado con
el sustrato basal. La habilidad para crecer bien en presencia de amonio es una caracteristica de algunos
hongos cuyo nicho es el suelo de bosques con mucha materia organica (Soponsathien, 1998;
Yamanaka, 1995) y la cual es considerada una adaptacion que les permite el acceso a fuentes
nutritivas donde otros hongos no pueden desarrollarse. Los hongos del complejo Pleurotus spp.
también crecen o son estimulados en presencia de sales de amonio (Stajic et al., 2006; Sharma y
Arora, 2010). Es mas, durante el cultivo en sustratos a base de céascara de girasol de Pleurotus
ostreatus y otra especie comestible H. erinaceus, se hallé que una suplementacién con NH, (1) en el
rango de 200 a 750 ppm incrementaba entre 11 y 27% la velocidad de colonizacion medida con el
TCL (Curvetto et al., 2002a; Figlas et al., 2007). En este ensayo con G. sordulenta, se usé una
concentracion relativamente baja de la sal de amonio y es probable que dosis mayores pudieran
producir aumentos semejantes en la velocidad de colonizacion.

La suplementacion con otras fuentes de lignocelulosa result6 perjudicial para el crecimiento de G.
sordulenta, en oposicion a lo observado con G. gargal. El agregado de virutas de alamo o roble o de
paja de trigo disminuy0 significativamente la velocidad de colonizacion y ademas la densidad micelial
aparente. De acuerdo con lo planteado anteriormente, G. sordulenta obtendria los nutrientes necesarios
solo del sustrato basal, y en todo caso la estimulacion del crecimiento podria hacerse por otra via. Un
ejemplo seria incrementar la actividad CDH previamente observada in vitro y asi elevar la asimilacion
de celulosa; algunos estimuladores de esta enzima hallados en un hongo de la pudricion blanca,
Schizophyllum commune, fueron: pH acidico, Tween 80, celulosa, polvo de algodon (sin ceras) y
también varias sales de amonio especialmente el fosfato acido de di amonio (Fang et al., 1999).
Entonces la presencia de N-NH, seria responsable también de la mejora en el crecimiento micelial de

G. sordulenta cuando el sustrato basal fue suplementado con sulfato de amonio.
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Tabla 34. Velocidad de colonizacion por micelio de Grifola sordulenta de diferentes sustratos a base
de céscara de girasol, a los 35 dias de cultivo. Sustrato basal (S1): 80% céscara de girasol entera, 15%
sustrato biotransformado por Pleurotus ostreatus y 5% salvado de trigo, sobre la base de peso seco. El
sustrato basal fue tratado con &cido sulfirico, o suplementado con sales minerales o con materiales
lignocelulésicos o con aceite de girasol. La densidad aparente se clasificé con 0, +, ++, +++ y +++!

(“!”indica que la respuesta de crecimiento micelial resultd ser mejor que en el sustrato basal).

Velocidad de Densidad
Tratamientos colonizacion aparente

mg PSS/dia £ EEavova®  del micelio
S1 Basal 117 +4,7 a +++
S2 SO4H,0,01N 118 +4,7 a +++ |
S3 NH4(1) 200ppm 109+4,7  ab ot
S4 Mn(11) 20ppm 111+47  ab 4+ |
S5 Cu(ll) 100ppm 64 + 4,7 de +
S6 Zn(I1) 100ppm 118 +4,7 a +4++ |
S7 Roble 20% 79 +£4,7 cd ++
S8 Alamo 20% 89+47 bc +
S9 Paja trigo 20% 64 + 4,7 de +
S10 Aceite girasol 50 + 4,7 e +

# Los valores de velocidad de colonizacion fueron transformados con la variable logaritmo natural, corresponden
a 6 u.e. por tratamiento. El error estandar se calculd con: EE anova = (CMeror /ni) ™. Las distintas letras indican
las diferencias significativas determinadas con el test de Tukey (a=0,05).

La suplementacién con Cu(ll) a una dosis de 100 ppm inhibi6 fuertemente el crecimiento en G.
sordulenta como pudo observarse en la marcada reduccion tanto en la velocidad de colonizacion como
en la densidad micelial aparente. Este marcado efecto micotdxico a esta dosis de Cu(ll) no era
esperado, ya gue cultivos sumergidos de G. frondosa crecen bien aun hasta 200 ppm de Cu(ll) (Figlas
et al., 2010). Vale mencionar aqui también que una concentracion de 250 ppm de Cu(ll) resultd ser
Optima para la estimulacion de la actividad de lacasas en Pleurotus pulmonarius (Tychanowicz et al.,
2006). Es mas, varios hongos de la pudricion blanca cultivados en medios semisélidos en agar
pudieron crecer en presencia de hasta 630 ppm de cobre (Guillén y Machuca, 2008).

Como observacion adicional se puede recordar el uso del cobre con fines de preservacion de la
madera a concentraciones por encima de las 500 ppm, cuando sobrepasa el umbral de atoxicidad
bioldgica (Baldrian, 2003). La comparacion de estos valores con el resultado hallado en G. sordulenta
estaria indicando que se trata de una especie sensible a este metal pesado, y en todo caso el empleo del
cobre como posible inductor del metabolismo ligninolitico deberia realizarse con concentraciones del
orden de 20 ppm, cercanas a las de la madera de arboles de Nothofagus spp. que coloniza esta especie
de hongo.

La suplementacion del sustrato base con 5% de aceite de girasol (S10) produjo una marcada
inhibicién de ambos, la velocidad de colonizacién del sustrato y el crecimiento micelial aparente de G.

sordulenta. Este efecto inhibitorio podria estar relacionado con ciertos metabolitos secundarios en el
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aceite con actividad antifungica, como fue reportado para hongos ascomicetes (Picman et al., 1990;
Ko et al., 2003). En la seccion anterior se demostrd que en el caso de G. gargal no produjo tal efecto
inhibitorio.

Figura 66. Imagenes representativas de cultivos de Grifola sordulenta a los 35 dias de colonizacion.
Las formulaciones de sustrato basal (S1) fueron suplementadas con: SO4H; 0,01N (S2), NH(1) 200

ppm (S3), Mn(I1) 20 ppm (S4), Cu(ll) 100 ppm (S5), Zn(11) 100 ppm (S6), virutas de roble 20% (S7),

virutas de dlamo 20% (S8), paja de trigo 20% (S9), o aceite de girasol 5% (S10).
1 ' W

3.3. Comentarios finales

La mejora de la colonizacion de sustrato a base de CG, por ambas especies de Grifola, puede
llevarse a cabo mediante tratamientos hidroliticos con acido sulfdrico diluido en combinacion con
altas temperaturas, y mediante la estimulacion del sistema enzimatico con el agregado de manganeso y
cinc. Segun Lebrun et al. (2011) adn es posible causar un efecto sinérgico para la estimulacion de
enzimas suministrando un coktail de estos metales. Muy probablemente la combinacion adecuada de
estos ultimos tratamientos -modificacion estructural del material lignocelulésico de partida por
tratamiento con acido sulfurico y uso de Zn y Mn como efectores enzimaticos- reunidos en una nueva
férmula de sustrato, permitiria si no una sinergia al menos potenciar la respuesta de crecimiento
micelial de ambas especies del género, algo que no fue probado en este trabajo de tesis y que

mereceria ensayarse en un estudio posterior.

4. Conclusiones

Para G. gargal la colonizacion mejora con un tratamiento acido del sustrato, o con el agregado de
cofactores enzimaticos (Mn(ll) y Zn(Il)), o de otras fuentes lignoceluldsicas como roble, alamo paja
de trigo; para G. sordulenta se encontr6 que la colonizacién mejora s6lo en cuanto a la densidad con
un tratamiento &cido del sustrato, o con el agregado de cofactores enzimaticos (NH4(1), Mn(ll) y
Zn(I1)).
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C. Estudios preliminares para el cultivo de Grifola gargal y G. sordulenta en troncos

sintéticos formulados con cascara de girasol

1. Introduccion

El cultivo de los hongos requiere poseer un profundo conocimiento del ambiente ecofisioldgico,
i.e. del habitat natural que ocupan. Ello luego permite el ajuste de la formula del sustrato y de los
parametros ambientales para obtener un cultivo artificial optimizado y en otras palabras lograr la
domesticacién de la especie. De esta manera, los ensayos in vitro realizados con G. gargal y G.
sordulenta durante el transcurso del trabajo de esta tesis fueron importantes para conocer las
condiciones de crecimiento del micelio y las caracteristicas morfogénicas que acompafiaron al proceso
de fructificacion.

En este punto y previo al desarrollo del tema central de esta seccidn, resulta conveniente
argumentar algo mas detenidamente los aspectos anteriores, en funcién de la experiencia propia de
campo y de los estudios presentados en las secciones previas.

En primer lugar, las especies de G. gargal y G. sordulenta bajo estudio son capaces de degradar
lignina, compuestos aromaticos y carbohidratos como celulosa, xilulosa, almidén y pectina (capitulo
I1.D.). Se observo in situ donde ellas crecen que se desarrollan en un solo hospedante mientras que en
condiciones de cultivo in vitro pudieron crecer en sustratos alternativos como granos de cereales y
cascara de girasol (capitulo IV y secciones previas de este capitulo). Asimismo, fue posible demostrar
que las cepas que se disponian para este estudio producen particulares respuestas morfogénicas al frio,
a la insuficiencia de nutrientes y a la luz (capitulo I1.).

Es importante también destacar que el cultivo en estado s6lido de estas especies permitiria
preservar a los bosques nativos al suplantar la recoleccion artesanal y evitar asi impactos negativos
que llevarian eventualmente a un desequilibrio ecolégico. Vale recordar ahora que estos hongos son
recolectados en los bosques andinos chilenos y son vendidos en mercados de productos autéctonos
(Valdebenito et al., 2003).

Dicho lo anterior, resulta entonces apropiado el cultivo de estas especies no sélo por su hipotético
valor medicinal sino ademés para la preservacion ambiental. Como es conocido en tantos otros casos
de hongos medicinales, aqui también el ajuste de las variables y de las condiciones necesarias para la
corrida del micelio de estas especies en sustratos sintéticos y la subsiguiente fructificacion permitiran
su cultivo industrial, incluso favoreciendo la difusion de la tecnologia de cultivo resultante para estas
especies hacia otros lugares. Potencialmente, el sustrato gastado puede ser empleado para otros usos
(Rinker, 2002).

Asimismo, no hay que dejar de sefialar la escasez de cepas disponibles para el estudio que se
propuso llevar adelante con estas especies, y que principalmente se enfocé hasta aqui en la
comparacion de sus caracteristicas de cultivo, velocidad de colonizacién y actividad enzimatica.

Por dltimo, una limitacion no menor y por ello importante de superar es su lento crecimiento,

observado especialmente en sustratos lignocelulésicos, lo cual abre una ventana de oportunidad a
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microorganismos competidores, cuando no se dispone de facilidades de infraestructura para asegurar
su cultivo axénico. Ello plantea la necesidad de una mayor inversion en la instalacion de tales
facilidades, que en todo caso a posteriori y dependiendo de la utilidad seria justificable si su
explotacion resultase igualmente rentable.

Habiendo expuesto estas consideraciones generales, también es de utilidad citar el cultivo de otra
especie del género, G. frondosa, que se ha podido realizar en distintos sistemas (Mayuzumi y Mizuno,
1997), incluyendo el que es de interés abordar en el presente estudio, i.e. el cultivo en “troncos
sintéticos” con sustratos empaquetados en bolsas de polietileno (Shen, 2001) pero ahora usando a la
cascara de girasol como principal componente del sustrato para este sistema de cultivo. Otros sistemas
de cultivo menos empleados en esta especie son el cultivo al aire libre (en camas o en troncos) y el
cultivo industrial en botellas; los primeros tienen un ciclo largo de cultivo y los segundos producen
fructificaciones demasiado pequefias (Mayuxumi y Mizuno, 1997).

En los ensayos previos de TCL se determind que si bien G. gargal y G. sordulenta también
crecen en este tipo de sustrato, o hacen mas lentamente en comparacion al resto de otras especies
cultivadas anteriormente sobre sustrato conteniendo cascara de girasol (Curvetto et al., 2002a, 2002b;
Gonzélez- Matute et al., 2002; 2010; Figlas et al., 2007).

En cuanto a los estadios de crecimiento y desarrollo reproductivo de G. gargal y G. sordulenta,
es esperable, por su relacion filogenética con G. frondosa, que muestren una similitud con esta
especie, lo cual puede ser una orientacion para la estrategia de manejo del cultivo. En la Tabla 35 se
muestra una sintesis de tres protocolos para el cultivo de G. frondosa (Stamets, 1993; Huang, 1997;
Montoya- Barreto et al., 2008).

A continuacion sigue una breve descripcion acerca de las fases del cultivo y las operaciones que
permiten conducirlo. La etapa inicial corresponde a la corrida del micelio que es el periodo en que el
micelio presente en los granos de spawn coloniza el sustrato. Luego que el micelio cubre
completamente la superficie externa del tronco sintético, el micelio madura y comienzan a generarse
exudados, indicando que el mismo cambia su metabolismo al de crecimiento secundario con la tipica
presencia de compuestos del metabolismo secundario en estos exudados. Luego sigue la aplicacion de
un choque térmico, mediante una disminucion significativa de la temperatura, el cual incrementa la
formacion de exudados y luego induce la formacion de primordios. Para completar la fase de
fructificacion, los primordios formados deben exponerse a una mayor disponibilidad de oxigeno con
remocion del CO,, lo cual se logra con una ventilacion adecuada, manteniendo condiciones de alta
humedad. Durante su desarrollo, las fructificaciones poseen diferentes formas de diferenciacion que

segun su apariencia se han denominado como cerebro, coliflor y racimo (Stott y Mohamed, 2004).

1.1. Hipotesis
Grifola gargal y G. sordulenta pueden alcanzar la etapa de generacion de primordios y
eventualmente desarrollar fructificaciones maduras cuando son cultivadas en troncos sintéticos

conteniendo sustratos basados en cascara de semilla de girasol en condiciones gque se asemejarian a las
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del cultivo de G. frondosa y una aproximacion de las condiciones ambientales normales en el habitat

de fructificacion.

1.2. Objetivos

En esta seccion se presenta un estudio preliminar con cinco ensayos de fermentacion en estado
solido para el cultivo de G. gargal y G. sordulenta en la modalidad de tronco sintético con sustratos
elaborados a base de céscara de girasol.

Tabla 35. Parametros ambientales y operativos del cultivo de Grifola frondosa segun otros autores. A:
Stamets, 1993; B: Huang, 1997; y C: de Montoya- Barreto et al., 2008. La ventilacién se expresa

como el nimero de volumenes del aire del ambiente renovado por dia.

Corrida de micelio Induccién de Fructificacion Fructificacion

primordios (inicio) (desarrollo)
Temp. (°C) 21/ 24 10/ 15,6 10/ 16 13/18
HR (%) 95/ 100 95 95 85/ 90
Duracién (dias) 14/30 5?;(1)0(?233312&:23) 10/14 14/ 21

20.000/ 2.000/ 2.000/
C0 (Fe) 40.000 5.000 5.000 <1.000
Ventilacion <1 4/8 4/8 4/8
Luz (lux - 100/ 500 100/ 500 500/ 1.000

Fructificacion
(inicio +
desarrollo)

Induccién de

Corrida de micelio . .
primordios

Temp. (°C) 22/23 22/23 16/ 18

HR (%) | 70 | 70 85/ 95

Duracion (dias) | 40 | 7 20/ 25
CO, (ppm) Tolera alta concentracion ‘ 3.000 (bolsas 1.000/ 1.500

separadas)
50

Luz (lux 200/ 500

Corrida de Forrgguon Induccién de Fructificacion Fructificacion
micelio primordios (inicio) (desarrollo)

exudados
25 (7 dias)
20/ 21(resto)

Temp. (°C) 18/ 20 16/ 18 16/18

HR(%) | 60/65 | 60/65 | 60/ 65 | 7080 | 70/ 80
Duracion (dias) | 30/ 35 | 40/45 | 1 | 7/ 10 | 3/5
Ventilacion | - | - | - | 2 | 12

Luz (lux) | - | - | - | 50/ 100 | 50/ 100
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2. Materiales y métodos

2.1. Cepas

Las cepas empleadas en este estudio fueron la cepa A de G. gargal y la Unica cepa disponible de
G. sordulenta. Ellas fueron obtenidas por el autor y mantenidas en medio MYPA modificado hasta la
preparacion del spawn, como se explicd previamente (ver capitulo 11.A).

2.2. Spawn

El spawn se preparo con trigo (pH 6,4) (ver preparacion en el capitulo IV item 2.1.) y se utilizo
entre los 30 y 40 dias desde la inoculacién. Para realizar el quinto y ultimo ensayo (E5), el spawn se
prepard en base a granos de trigo; trigo/mijo (1:1); maiz; girasol; girasol/maiz (1:1), inoculados con
estas cepas y especies segin se explicé en el capitulo IV. En todos los ensayos la proporcion de
inoculacion fue del 10-12% sobre la base de peso fresco. La inoculacion de los sustratos fue llevada a

cabo en condiciones de asepsia, bajo aire estéril en una camara ad hoc.

2.3. Formulaciones de sustratos y elaboracion de los troncos sintéticos

Los ingredientes y proporciones de las formulaciones empleadas se muestran en la Tabla 36.
Luego de la determinacion del contenido de humedad de los componentes del sustrato, se prepararon
distintas formulaciones de sustrato que contenian material lignocelulésico (37,5%), sales de calcio
(2,5%) y agua (60%). Los materiales lignocelul6sicos se mezclaron a mano en un recipiente de 50
litros y luego fue agregandose el agua con las sales: 2% SO,Cay 0,5% CO;Ca. Tras un periodo de 16
h en imbibicion, se embols6 una cantidad de sustrato determinada gravimétricamente en bolsas de
polietileno de 100 micras (unidades experimentales).

La formulacion 1 (F1) se emple6 en los cinco ensayos (E1- E5), este sustrato consistié en 100%
cascara de girasol (CG) (Helianthus annus) como material lignocelulésico y fue incorporada entera
(12 mm x 5 mm en promedio). La formulacién 2 (F2) contenia CG entera como mayor componente y
un 20% de paja de trigo (PT) (Triticum aestivum) suplementados con 3,75% de salvado de trigo (ST).
La formulacion 3 (F3) fue similar a F1, pero utilizando una combinacion de CG entera y molida (2
mm X 1 mm en promedio).

En ambas especies, la formulacién F1, sélo con CG entera, fue la que habia mostrado la mejor
performance de crecimiento micelial en el primer TCL, por eso se decidié probarla en todos los
ensayos (E1-E5) y la F2 y F3 en los ensayos E1 y E3 respectivamente. Cabe mencionar que estos
ensayos fueron realizados antes del segundo estudio con el TCL ya visto, por ello las formulaciones
basales usadas en el mismo no se han incluido en los ensayos aqui presentados.

Se usaron bolsas de polietileno de 100 micrones y de dos tamafios: 12 x 20 cm y 15 x 30 cm,
conteniendo dos cantidades de sustrato: 600 y 900 g, respectivamente. Las bolsas conteniendo el
sustrato fresco fueron compactadas uniformemente para obtener troncos sintéticos con una densidad
de 0,5 g/ml.
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Se armd un cuello con el didametro del tapon de algodon con el que luego la bolsa se cerro; el
tapon se sujetd con cinta adhesiva o una banda elastica. El sustrato embolsado luego se esterilizo
durante 2 h a 121°C.

En la Tabla 37 se muestran para cada ensayo (E1, E2, E3, E4 y E5) las formulaciones, spawn,
unidades experimentales (u.e.), peso de sustrato y el ambiente donde se realiz6 cada fase del cultivo
para cada uno de ellos.

Tabla 36. Composicion de las formulas (F1-F3) de los sustratos para el cultivo de Grifola gargal y
Grifola sordulenta en troncos sintéticos (g/100 gramos de sustrato). CG: céscara de girasol; PT: paja
de trigo; ST: salvado de trigo.

. Material lignoceluldsico (g) Aditivos y agua (g)
Formulacion i
CGentera CGmolida PT ST COsCa SO4Ca agua
F1 37,5 - - - 0,5 2 60
F2 29,1 - 72 1.2 0,5 2 60
F3 18,75 18,75 - - 0,5 2 60

Tabla 37. Cuadro resumen de las caracteristicas principales de los ensayos de cultivo de Grifola
gargal y G. sordulenta en troncos sintéticos, realizados separadamente. Se muestran las
formulaciones, el spawn, el nimero de unidades experimentales (u.e.) utilizadas por tratamiento, el

peso fresco de cada uno de los sustratos y los ambientes donde se realizé cada una de las fases del

cultivo.
Formula- N°de Peso fresco Fases y lugar de cultivo
S0 ciones PR u.e de sustrato . . Fructifi-
= Corrida Induccion -
cacion
E1 o E:gg 12 600  CCC-20 CCC-20  CCC-20
E2 F1 Trigo 20 600 cccpp Mavede  navede
cultivo cultivo
F1 Trigo 15 camara
E3 F3 Trigo 15 600 CCC-20 fria CCC-20
E4 F1 Trigo 20 900 ccc-po  tAmara - camara
fria fria
Trigo 10
Trigo:mijo 10 cAmara
E5 F1 Maiz 10 900 CCC-20 fria CCC-20
Girasol 10
Maiz:girasol 10
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2.4. Condiciones ambientales
En las secciones siguientes se describen las condiciones ambientales de cada ensayo y en la

Tabla 38 se presenta un resumen de las mismas.

2.4.1. Corrida del micelio

La corrida del micelio fue igual para todos los ensayos; se hizo en oscuridad a 18 +1°C con una
humedad programada del 60 % HR y con un recambio de aire de aproximadamente 10 litros por hora.
Se utiliz6 la cdmara de cultivo CCC-20 (Lab. Electronica CTT-BB, CONICET), que posee un

volumen de 420 litros, lo cual implica que un 80% del volumen total era reemplazado diariamente.

2.4.2. Induccién de primordios

La induccién de primordios se hizo mediante la exposicion del micelio a una temperatura menor
que la de corrida y manteniendo la oscuridad. Este periodo abarca ambos procesos, la formacién de
exudados y la emergencia de los primordios.

En el E1 se disminuy6 la temperatura a 10-12°C, con un termoperiodo programado de 16 h a
10°C y 8 h a 12°C. Estas condiciones se mantuvieron durante un mes.

En el E2, realizado en la nave de cultivo, la induccion de primordios se produjo por las bajas
temperaturas del invierno (durante 30 dias a T° min.: -1/ 3°C y T° max.: 5/ 10°C, mes de Junio). En la
nave de cultivo, la ventilacion con aire filtrado fue provista de manera de obtener una renovacion
suficiente del aire, el que fue humidificado para una humedad de por lo menos 95%.

La induccién de primordios en los E3, E4 y E5 se realizd en una cdmara fria con temperatura
controlada (5 +2°C), sin control automatizado de la humedad, la cual que se mantuvo en el rango de
60 -70 % con aplicaciones diarias de un spray con agua destilada. La cdmara posee 40 m® y se

considerd que al menos una vez al dia el volumen de aire era recambiado.

2.4.3. Fructificacion

En los ensayos E1, E3 y E5 (cAmara CCC-20) la fase de fructificacion se hizo en un fotoperiodo
de 8 h, y en el E1 con una alternancia de temperatura desde 12°C en este ultimo a 10°C en el
nictoperiodo. En el E3 y E5 esa alternancia fue de 8°C en el fotoperiodo y de 5°C en el nictoperiodo.
Durante esta fase de fructificacion la luz fue provista por un tubo fluorescente de luz blanca, con un
flujo de radiacion de 4 umol/m?s (ver detalles en el capitulo 11.D item 2.2.1.). Los recambios de aire en
el E1 y E3 se ajustaron con una mayor apertura del conducto de ventilacion de la cdmara y se estimé
una renovacion de al menos 2 recambios diarios del volumen de la cdmara.

Una vez formados los primordios, las bolsas se abrieron para exponer los primordios permitiendo
que el pléstico recortado los protegiera. Cuando fue conveniente exponer una fructificacién desde el
costado de la bolsa, se lavd la zona con etanol 70% y se empled un bisturi estéril para evitar la
contaminacion del primordio.

Durante la fase de fructificacion en el E1 la humedad se mantuvo a 90 % HR con el generador de
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niebla automatico de la cAmara. Con este sistema se produjeron goteos por condensacion en el techo
de la cAmara que favorecieron la contaminacion. Por esta razon en los ensayos E3 y E5 se probd otra
forma de humidificacion consistente en el uso de fuentes de vidrio planas con 3 litros de agua
destilada y telas de algodon absorbente de 30 x 60 cm con uno de sus extremos sumergidos en el agua
y elevadas para maximizar la evaporacion, logrando de esta forma una HR del 85%.

En el ensayo E5 se utilizd nuevamente este sistema y ademas se buscd saturar de humedad el
ambiente de la camara mediante el burbujeo de aire en un Erlenmeyer conteniendo 3 litros de agua
destilada. Este burbujeo se aplicé 5 minutos (equivalente a un cambio de aire de la cAmara) 8 veces al
dia. De esta forma se logr6 mantener una humedad del 95% HR, mayor que en el E3. El aire
comprimido se aplicé desde un compresor de 25 litros y 2 HP, con un caudal de 200 I/minutos (BTA®
Argentina). Como se dijo, también sirvi6 para aumentar la ventilacion.

La fase de fructificacién en el ensayo E2, realizada en la nave de cultivo, transcurrié dentro de la
siguiente amplitud térmica: T° min.: 2-5 °C - T° max.: 5-10°C. En la nave de cultivo la intensidad
luminica fue de un maximo de 500 lux provenientes de la luz natural. Las condiciones de humedad
para la induccion y fructificacion fueron de quasi saturacion continua (>95% HR). La determinacién
de la humedad se realizé con un higrémetro portatil (Luft®, Alemania).

La fase de fructificacion en el ensayo E4 se hizo en la camara fria antes mencionada. Durante esta
etapa se mantuvo una mayor humedad en cada u.e. formando un tubo con una bolsa de pléstico de 10
litros y un algodén humedecido en la base de cada u.e. (entre la bolsa protectora y el tronco sintético).
Las bolsas protectoras y el algodén se humedecian con un spray de agua destilada dos veces al dia. Se

suministré luz blanca fluorescente en un fotoperiodo de 8 horas.

2.5. Operaciones durante las diferentes fases del cultivo

Durante la corrida del micelio se realizaron observaciones visuales a fin de determinar el tiempo
necesario para alcanzar el 100% de colonizacion y eventualmente descartar u.e. contaminadas.
También se control6 la humedad que fue considerada apropiada cuando aparecian gotitas de
condensacion muy pequefias sobre el plastico de la bolsa en su parte superior. Por el contrario, cuando
se acumuld liquido en el fondo del tronco sintético fue considerada en exceso y se procedio a drenarlo
practicando en el fondo un corte con bisturi.

Una vez que el sustrato resultd completamente colonizado, es decir cuando el sustrato
superficialmente visible estaba blanco, las u.e. se colocaron en condiciones inductivas para intensificar
el metabolismo secundario y con ello la aparicion de exudados, seguido de la formacion de primordios
(ver 2.4.2).

Para permitir el progreso de la fase de fructificacion, con los esperables cambios morfogénicos
hasta el fruto, se expusieron los primordios a una mayor ventilacién. En los casos en que se obtuvieron
basidiomas, ellos se cosecharon cuando se consideraron maduros ya en su Ultima etapa de racimo,

toméandolos desde su pie central.
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2.6. Degradacion de componentes del sustrato

Una manera de estimar la biotransformacién del sustrato es mediante el andlisis de la degradacion
de fibras previo y posterior al crecimiento del micelio (ver también secciones B y C de este capitulo).
A fin de tener una vision aproximada de tal biotransformacion, se realiz este analisis con la técnica de
Van Soest al sustrato de troncos sintéticos colonizados (ver en este capitulo seccion B).

Para ello se tomaron muestras de sustrato de cascara de girasol correspondiente a la formula F1 a
distintos tiempos de colonizacion, siendo a los 0, 70, 150, 180 y 210 dias en el caso de G. gargal, y a
los 0, 90 y 150 dias en el caso de G. sordulenta. Se tomaron alicuotas de ca. 15 g de cada bolsa y
desde distintas zonas: central y laterales, y con ellas se prepard un pool por muestra, que luego se
molié con un Udy Cyclone Mill (USA).

Similarmente, se procedi6 a recoger muestras en un tronco sintético de G. gargal de 210 dias. En
este caso las muestras se analizaron por separado para comparar la degradacion de los componentes.
Consistieron en sustrato proveniente de tres zonas del tronco: zona central, regidn superficial alejada
de una zona de fructificacion y en una region superficial debajo de un basidioma.

Ademas, con el objetivo de tener un término de comparacién con la actividad biotransformadora
de otros hongos de la pudricidn blanca, se hizo un analisis similar en troncos sintéticos de 150 dias
provenientes del cultivo de G. gargal, G. sordulenta, G. frondosa, Ganoderma lucidum (cepa E47) y
P. ostreatus. Cabe mencionar que el tiempo de recoleccion de muestras para este estudio superd los
tiempos de fructificacion de las diferentes especies; y con el fin de mantener el cultivo en su actividad

degradativa, se cosecharon los frutos al estado de madurez.
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Tabla 38. Pardmetros ambientales y operativos del cultivo en las diferentes fases del crecimiento de

Grifola gargal y de Grifola sordulenta cultivados en troncos sintéticos formulados a base de cascara

de girasol. La ventilacion se expresa como el nimero de volimenes del aire del ambiente renovado

por dia.

Ensayo 1 C%{égl?ode Ig?il:ﬁglrc;rgoc;e Fructificacion
Ambiente CCC-20 CCC-20 CCC-20
Temperatura (°C) 18 10-12 101g“(°d°i2§’)'
HR (%) 60 60 90
Duracion (dias) 40 - 60 30 120 - 210
Ventilacion 0,8 0,8 4
Luz (lux) - - 500
Ensayo 2 Sty idé.‘ de Ind_ucciéq g Fructificacién
micelio primordios
Ambiente CCC-20 Nave de Nave de
cultivo cultivo
Temperatura (°C) 18 -1-5 2-10
HR (%) 60 >95 >05
Duracién (dias) 40 -60 30 15-30
Ventilacion 0,8 >8 >8
Luz (lux) - - <500
Ensayo 3 Cor_r idé.l de Ind_ucciéq ik Fructificacion
micelio primordios
Ambiente CCC-20 Camara fria CCC-20
5 (noche)-
Temperatura (°C) 18 5 8 (dia)
HR (%) 60 55/ 65 90
Duracién (dias) 40 -60 30 15-30
Ventilacion 0,8 1 4
Luz (lux) - - 500
Ensayo 4 Corriekat I Uselion ale Fructificacion
micelio primordios
Ambiente CCC-20 Camara fria Cémara fria
Temperatura (°C) 18 5 5
HR (%) 60 55/ 65 70/ >95
Duracién (dias) 40 -60 30 15-30
Ventilacion 0,8 1 1
Luz (lux) - - 500
Ensayo 5 C%:égl?ode I;Siﬁg:giloze Fructificacion
Ambiente CCC-20 Camara fria CCC-20
o 5 (noche)
Temperatura (°C) 18 5 8 (dia)
HR (%) 60 55/ 65 95
Duracion (dias) 40 - 60 30 15-30
Ventilacion 0,8 1 8
Luz (lux) - - 500
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3. Resultados y discusion
A continuacion se presentan y discuten los resultados del cultivo de G. gargal y G. sordulenta en
troncos sintéticos. En esta seccion se hacen algunos comentarios sobre aspectos metodolégicos que se

consideran relevantes y que colaboran en la interpretacion de los resultados.

3.1. Inoculacién y spawn

El cultivo axénico en un sentido estricto requiere que el mismo se realice en un sustrato estéril y
que en el desarrollo del cultivo las condiciones de asepsia ambiental sean conservadas. En el estudio
presente, debido a las facilidades disponibles, el cultivo de las especies de Grifola spp. se inicid
solamente con sustrato estéril, el cual para ello fue autoclavado. Era esperable y dependiendo del
tamafio de la masa a esterilizar como la usada en los troncos sintéticos bajo estudio, que dos horas de
autoclavado a una sobrepresion de una atmosfera, resultase suficiente para matar microorganismos
competidores y luego una segunda esterilizacion realizada de la misma forma eliminaria el posible
surgimiento de microorganismos o sus formas de resistencia que hubiesen sobrevivido al primer
autoclavado. Se considerd importante separar bien las bolsas de polietileno en el autoclavado de los
sustratos por dos motivos, el primero y mas importante es para asegurar que el vapor sobrecalentado
circule adecuadamente entre ellas y el segundo evitar que se peguen entre si.

Las cepas seleccionadas para realizar el spawn fueron la cepa A de G. gargal ya que la misma
habia mostrado los mejores valores de velocidad de crecimiento respecto a las demas cepas, asi como
actividad ligninolitica y respuestas morfogénicas positivas (ver capitulo Il.). En el caso de G.
sordulenta, como se menciond anteriormente, solo se disponia de una cepa, que también pudo
cultivarse en los medios conteniendo compuestos fendlicos y también mostré respuestas morfogénicas
comparables a la cepa A de G. gargal (ver capitulo I1). EI spawn debe ser facil de distribuir en el
sustrato.

En el ensayo E5 se estudid, durante la corrida del micelio, la velocidad de colonizacion del
sustrato F1 en relacion al tipo de spawn preparado con trigo, trigo: mijo (8:2), maiz; girasol; maiz:
girasol (1:1). No se hallaron diferencias en cuanto al nimero de dias en alcanzar la colonizacion
completa del sustrato contenido en las u.e., que fue entre 40 y 60 dias. Ademas todos los granos fueron
colonizados de manera similar en cuanto a la densidad aparente de micelio en las bolsas. Por lo cual se
concluyé que todos ellos son adecuados para ser empleados como spawn. Algunas imagenes
representativas de los primeros dias de corrida del sustrato inoculado se muestran en la Figura 67

Para poder conseguir una colonizacion rapida del sustrato, en los ensayos del presente estudio, se
uso una alta proporcion de inoculacién con 10-12 % de spawn. Usualmente, cuando las cepas de
cultivo estén satisfactoriamente adaptadas al cultivo artificial se emplean proporciones de inoculacion
menores al 10% (Chang y Miles, 2004). Sin embargo en este caso, a juzgar por los extendidos tiempos
de colonizacion observados podrian emplearse ain proporciones mayores para incrementar la

velocidad de colonizacion, siempre y cuando se evite un rapido crecimiento micelial que podria
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ocasionar una auto inhibicion por aumento de la temperatura metabdlica (Stamets, 1993), situacién

que deberia evaluarse.

Figura 67. Estados iniciales de la corrida de micelio de Grifola gargal y G. sordulenta en sustrato a
base de cascara de girasol. El sustrato fresco de céscara de girasol (900 g) se inoculé con 10-12% de
spawn. A: corrida de sustrato inoculado con granos de trigo colonizados por G. gargal (5 dias). B:
corrida de sustrato inoculado con granos de maiz colonizados por G. gargal (15 dias). C: corrida de
sustrato inoculado con granos de maiz colonizados por G. sordulenta (15 dias).

3.2. Corrida del micelio

La evoluciéon del crecimiento de G. gargal y/o G. sordulenta desde la inoculacion hasta la
colonizacién completa en el sustrato se pudo estimar mediante la observacidn a través de la superficie
transparente de las bolsas de polietileno, obteniendo una estimacion del porcentaje de superficie
colonizada y densidad micelial aparente de colonizacion (Figuras 67 y 68). Por otra parte el
crecimiento también se pudo estimar por la intensidad del aroma almendrado que fue torndndose méas
pronunciado hacia el final de esta fase; esta caracteristica sin embargo, depende de la capacidad
olfativa del operador.

En cuanto a las condiciones ambientales durante la corrida en el cultivo en tronco sintéticos, la
temperatura es uno de los factores que mas influye (Chang y Miles, 2004). En secciones anteriores,
para G. gargal y G. sordulenta se determin6 que a 18 y 20°C se obtenian mejores resultados que a
24°C durante la incubacion en medios semisdlidos o liquidos, sin embargo para el caso del cultivo en
fase sélida sobre granos de trigo la mejor temperatura resultd ser 24°C. Se eligié entre estas la
temperatura mas baja, 18°C, ya que con ella se podrian prevenir posibles inhibiciones al crecimiento
ocasionadas por termogénesis durante una posible colonizacion rapida (Pérez-Guerrera et al., 2003).

En tal caso, también colabora en la prevencidn de inhibicion por termogénesis la ventilacién con

aire hiumedo (60% HR) y la aireacion del tronco a través de los tapones de algodon.
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Luego de esta serie de ensayos preliminares no se observaron respuestas andmalas como por
ejemplo una aceleracién del crecimiento con un cese subito o zonas del sustrato sin colonizar. Por ello
se considerd innecesario la aplicacion de microperforaciones, como ha sido recomendado para el
cultivos de otros hongos (Curvetto et al., 2002a).

Dentro de cada tratamiento, que involucré tipo de especie fungica, formulacion de sustrato y/o
tipo de spawn, se registrd una gran heterogeneidad de respuesta de crecimiento en el tiempo necesario
para culminar la colonizacion completa del sustrato. El rango temporal en ambas especies para
culminar esta etapa se encontrd entre los 40 y 60 dias. Debido a la dispersion de los datos no se
pudieron establecer diferencias entre masa de sustrato usada y las tres formulaciones ensayadas.

Este periodo de cultivo esta en concordancia con lo observado en el primer TCL que en el caso de
los tratamientos de muy alto crecimiento fue de 45 dias. Vale mencionar que en ambos casos la tasa de
inoculacion fue del 10-12% p/p, ya sea de micelio o spawn. Lo anterior justifica el uso del TCL para la
busqueda de mejores férmulas que luego puedan trasladarse al sistema de troncos sintéticos.

En este punto es importante mencionar que para G. sordulenta no se hallaron diferencias entre la
formulacion F2 conteniendo paja de trigo y CG (1:3) y la F1 conteniendo s6lo CG (E1); incluso con la
F2 se obtuvieron fructificaciones (ver 3.4), ello a pesar que en la evaluacion realizada en el segundo
TCL respecto del sustrato S9, el cual contenia paja de trigo, no se habian alcanzado los valores de S1,
la formulacién basal. Entonces, se pudo establecer que estos sustratos relacionados mostraron distinto
comportamiento en el TCL y en el cultivo en troncos sintéticos, lo cual se atribuye parcialmente a que
la combinacion de paja de trigo con CG redujo la compactacion del sustrato, y esto permitié conservar
una buena aireacion en el mismo por mayor cantidad de tiempo.

La densidad de 0,45 - 0,50 g/ml result6 ser apropiada para el cultivo de G. gargal y G. sordulenta
en troncos sintéticos, sin embargo en esta modalidad de cultivo, fue posible observar que debido a los
prolongados periodos de corrida del micelio la densidad resulté aparentemente modificada con un
mayor empaquetamiento hacia la base de las bolsas en el caso de las formulaciones F1 y F3, lo cual
pudo apreciarse tactil y visualmente. Acompafiando a este proceso también se observé la acumulacion
de liquido en la base del tronco sintético en todas las formulaciones, lo cual resulta en un ambiente
apropiado para el crecimiento de contaminantes, y por ello se drenaron. Este fendmeno deberia
considerarse en el cultivo industrial, donde el anegamiento podria evitarse con el sistema de bolsas
colgadas (Stamet, 1993) y con perforaciones en su base.

Acorde con la bibliografia de G. frondosa, los tiempos necesarios para la corrida del micelio de
G. gargal y G. sordulenta fueron similares a los establecidos para el cultivo de esta especie modelo.
Por ejemplo en troncos sintéticos de 3 kg con sustrato a base de virutas de madera se requieren
tiempos de colonizacion de entre 30 y 60 dias. Los factores que méas afectan la cantidad de dias en
completar la colonizacién del sustrato en G. frondosa son la cepa, los substratos y el tipo de
suplementacion (Stamets, 1993; Chen et al., 1998; Shen, 2001; Stott y Mohamed, 2004; Montoya-
Barreto et al., 2008).

En cuanto al nivel de contaminacion observado, en los primeros ensayos, E1 y E2, estuvo entre
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80 % y 70%. La contaminacidn se debid a microorganismos aerobios oportunistas, y su presencia en el
sustrato, si se descarta un defecto en la esterilizacion doble, puede adjudicarse a una falla operacional
en el manejo técnico para la preservacion de un nivel de asepsia exigente con el sistema de bolsa en el
momento de la inoculacion. Un eventual exceso de liquido en el sustrato también pudo ser causa de
parte del problema. Las contaminaciones se encontraron sobre la superficie del sustrato en el area por
debajo del tapdn de algodon.

En vista de estos resultados y de las razones argumentadas que hubieran podido llevar a ellos,
para los ensayos E3, E4 y E5 se buscé incrementar la preservacion de la asepsia en el manejo del
sistema al realizar la inoculacién del sustrato. Asi se logré disminuir la proporcion de contaminacion a
un 40%, que aun resulta ser alta.

El cultivo axénico presenta la ventaja de un crecimiento sin competidores, sin embargo entre sus
desventajas estan el costo y la necesidad estricta de preservar la asepsia ambiental a fin de evitar que

en cultivos de lento crecimiento crezcan y se desarrollen los microorganismos oportunistas aerobicos.
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Figura 68. Colonizacion con micelio de Grifola gargal y G. sordulenta en sustratos de diferentes
férmulas a distintos tiempos durante la fase de corrida. Las imagenes son muestras representativas de
los resultados de los diferentes ensayos. Ensayo E1: G. gargal (A) a los 60 dias de cultivo en F2
durante el E1; G. sordulenta (B) a los 60 dias de cultivo en F1. Ensayo E2: G. gargal (C) y G.
sordulenta (D) cultivados en F1, 40 dias. Ensayo E3: G. gargal cultivado 50 dias en F3 (E) y F1 (F), y
G. sordulenta (G) cultivado a los 60 dias en F3. Ensayo E4: G. gargal (H) cultivado 50 dias en F1, y
G. sordulenta (1) cultivado 60 dias en F1. Ensayo E5: G. gargal (J) y G. sordulenta (K) cultivados en
F1, 50 dias, inoculados con diferentes granos de spawn.

3.3. Induccién de exudados y primordios

La induccion de exudados seguida por la produccién de primordios se realizd mediante la
exposicion de los troncos sintéticos a un choque térmico mediante la disminucion de la temperatura de
cultivo durante un periodo dado.

La primera experiencia de induccién (E1) se realiz6 siguiendo las condiciones térmicas reportadas
para G. frondosa por Stamets (1993) que consistieron en un descenso en 8°C a la temperatura del
cultivo. Con este tratamiento de choque térmico se formaron exudados a los 10 dias (Figura 69A);

luego a los 30 dias se formaron primordios (Figura 70A).
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Figura 69. Formacion de exudados en Grifola gargal y G. sordulenta. Los exudados se formaron en el
transcurso de 30 dias de maduracion del micelio en los troncos sintéticos colocados a 5 +2°C, y en
oscuridad. A: E1, G. sordulenta en F1, inoculado con spawn de trigo; B: E2, G. gargal en F1,
inoculado con spawn de trigo; C: E3, G. sordulenta en F3; D: E5, G. gargal en F1 inoculado con
spawn de trigo; E: E5 G. gargal en F1 inoculado con spawn de trigo: mijo; F: E5, G. gargal en F1
inoculado con spawn de girasol.
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Para el ensayo siguiente (E2) se buscé intensificar este choque térmico dado que se habia
observado en las campafias de recoleccion que la fecha de fructificacion y la cantidad de
fructificaciones eran dependientes de la intensidad y cantidad de “heladas™ (ver capitulo I item 3.2.).
Por eso se probd con una disminucion a 5°C aplicada hasta el desarrollo de primordios, durante un
mes. Efectivamente, el pardmetro observado en la naturaleza fue correlativo con lo ensayado en el
laboratorio observandose una mayor intensidad en las respuestas aunque sin hallarse un adelanto en el
tiempo necesario para que éstas se produzcan (Figuras 69B-F y 70B-H). En las experiencias siguientes
se empled el mismo choque térmico para la induccion de exudados y primordios (Firguras 69C-F y
70B-H).

Los exudados fueron observados en todas las u.e. de G. gargal y G. sordulenta y ademas fueron
similares en todas las experiencias. En G. gargal fueron mas oscuros de tonos marrones, que en G.
sordulenta, donde fueron principalmente amarillos (Figura 69). El aroma almendrado que habia
empezado a manifestarse durante la corrida del micelio disminuye un poco en esta nueva fase. La
apariencia de estos exudados es similar a la descripta en el cultivo semis6lido en agar (ver capitulo I1).

Siguiendo a la presentacién de exudados ocurrié la induccién de primordios (Figura 70). Estos
eventos fueron variables en cantidad y también en morfologia, hallandose formaciones globosas a
flabeladas, grandes a pequefias, en gran nimero o no, de color marrén oscuro a beige claro (Figura
70). Al igual que en el caso de los exudados, estas estructuras son semejantes a las descriptas en el
cultivo semisélido en agar (ver capitulo Il), lo cual sustentaria el uso de esos ensayos para mayor
investigacion de respuestas morfogénicas en estas especies.

Considerando cada ensayo y especie se estimé que el 80 % de las u.e. presentaba primordios. El
surgimiento ocurrid a los 20-30 dias posteriores al inicio del choque térmico.

No fue posible hallar un factor comdn para el otro 20% de u.e. que no desarrollaron primordios, si
bien se observé en varios casos que a pesar de haber colonizado todo el tronco sintético poseian baja
densidad micelial aparente, lo cual indicaria una necesidad umbral de biomasa para desarrollar el
metabolismo reproductivo. Esta Ultima proyeccion hipotética pudo ser observada en el cultivo
semisolido que se muestra en la Figura 19, de donde surge tejido diferenciado de un cimulo de
micelio que fue inducido produciendo agujeros en el medio de cultivo con sacabocados estéril.

Finalmente, en el ensayo E5, se observd que G. gargal y G. sordulenta manifestaron una
hiperproduccién de primordios adjudicable a una falta de compactacion del sustrato que dejo aire entre
el sustrato y la bolsa. Esto perjudicaria eventualmente mucho la produccion de hongos derivando las
fuentes del sustrato en varios destinos y reduciendo el tamafio final de las fructificaciones (Stamets,
1993). Dos maneras de evitar esto serian colgando las bolsas y usando bolsas oscuras que no permitan
el paso de la luz, ya que esta es una sefial ambiental importante que influye en el desarrollo de

primordios.
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Figura 70. Imagenes de primordios de Grifola gargal y G. sordulenta. A: E1, G. sordulenta en F2; B:
E2, G. gargal en F1; C: E3, G. gargal en F1; D: E3, G. gargal en F1; E: E4, G. sordulenta en F1; F:
E4, G. sordulenta en F1; G: E5, G. gargal en F1; H: E5, G. gargal en F3.
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3.4. Fructificacion

En la presente serie de ensayos con G. gargal y G. sordulenta se evalud el efecto de diferentes
condiciones de temperatura, luz, humedad ambiental y ventilacion (las condiciones de cultivo se
muestran en la Tabla 38). Como referencia, se tomaron en cuenta los valores de dichos parametros
correspondientes al cultivo de G. frondosa que se muestran en la Tabla 35.

Respecto a la temperatura para la fructificacion, hubo dos modalidades: mantener el rango
térmico desde la induccion hasta el final de la fase de fructificacion (ver ensayos E1y E4); y aumentar
la temperatura de fructificacion respecto de la de induccién pero conservar una menor temperatura
respecto a la de corrida del micelio (ensayos E3 y E5). En el caso del ensayo en nave de cultivo (E2)
las temperaturas diarias habian aumentado levemente en la etapa en que las bolsas comenzaron a
desarrollar los primordios.

En los ensayos E1, E3, E4 y E5 se uso luz fluorescente mientras que el E2 recibid luz ambiental,
aunque en baja intensidad. Para el caso de la humedad, ésta se elevd al maximo evitando a la vez
disminuir la ventilacién, lo cual fueron los factores mas dificiles de ajustar experimentalmente.

En el ensayo E1 se obtuvieron fructificaciones en ambas especies que manifestaron estadios
similares a los citados para G. frondosa: cerebro a coliflor y finalmente racimo (Stott y Mohamed,
2004). El porcentaje de las unidades experimentales iniciales que llegaron a esta etapa fueron el 20%
en G. gargal y el 17% % en G. sordulenta. De ellas 6 y 5 u.e. para G. gargal y G. sordulenta
presentaron primordios. Estos permanecian una a dos semanas como tales hasta que comenzaba el
desarrollo segun la secuencia de formas que conducen a la fructificacion madura y que se inician con la
etapa de cerebro. De éstas fueron dos u.e. de cada especie alcanzé la etapa final de racimo, el resto se
contaminaron en las etapas de cerebro y/o coliflor. La causa de esto se debid a que el sistema de
humidificacion de la cdmara formaba condensaciones de gotas que mojaban las u.e.

El tiempo requerido para el proceso cerebro-coliflor-racimo fue de 2 a 3 semanas. Las
fructificaciones maduras fueron similares morfol6gicamente a las que se pueden hallar en la naturaleza
aungue mas pequefias, alcanzando un tamafio de 10-12 cm x 5-8 cm (diametro mayor x diametro
menor) (Figura 71). En el caso de G. gargal los basidiomas pesaron 12 g en promedio y presentaron
contenidos de agua de c.a. 83%; la eficiencia biologica resultd de 5 %. En G. sordulenta las
fructificaciones pesaron 14 g y su contenido de agua fue similar, de 85%, y valores de eficiencia
bioldgica de 6%.

Harada (2007) cultivé G. gargal en virutas de maderas (incluyendo virutas de roble pellin) con
60% de contenido de agua y obtuvo valores de eficiencia bioldgica del 13%. En estas experiencias el
ciclo de cultivo llevé 90 dias y se realizo en bolsas de 2,2 kg.

En el E2, el 40% de las u.e. de cada especie alcanzaron esta etapa, y todas desarrollaron
primordios. La etapa de cerebro se inicid dos semanas después de la aparicion de los primordios
(Figura 72), y desde el traslado de los troncos a la nave de cultivo transcurrieron 6 %2 semanas.

Esta etapa se demord con respecto al E1 y mientras se desarrollaba la cuarta semana, estando

todavia en etapa de cerebro, se contaminaron todas las u.e. Las causas de este crecimiento lento se
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atribuyeron principalmente a periodos con muy bajas temperaturas, por lo que en los ensayos

subsiguientes, E3 y E5, se buscd incrementar este rango térmico a 5-8°C.

Figura 71. Fructificacion de Grifola gargal y G. sordulenta obtenidas en el E1. Las figuras A,By C
corresponden a fructificaciones de G. gargal obtenidas en el cultivo con la formulacion F1. Las figuras
C y D son de G. sordulenta obtenidas en F1y F2, respectivamente.

En una fructificacion en etapa de cerebro de G. gargal se determiné su peso fresco (15 g) y luego
el peso seco (6 g). Con estos datos y asumiendo que el peso seco del fruto seria similar al de la
fructificacion en etapa de racimo, se estimé que las fructificaciones maduras tendrian un peso fresco
cercano a los 24 g lo cual representaria a su vez una eficiencia bioldgica cercana al 10 %.

En el ensayo E3 se llevo adelante la etapa de fructificacion en camara de cultivo (CCC-20)
combinando las condiciones que se determinaron favorables de los ensayos E1 y E2: un rango térmico
mas bajo cercano al E2 y evitando los problemas de exceso de humedad causados por el goteo en el
ensayo E1. Para esto Gltimo se reemplazé el sistema de niebla de la cdmara por el uso de fuentes
conteniendo agua destilada (ver 2.4.3). Se alcanzaron valores de humedad de 85% HR, sin embargo
para mantener este valor fue necesario reducir la ventilacion cerrando la ventana de intercambio de aire
en un 50% respecto al E1, que se habia colocado al 100% de apertura.

En estas condiciones se evaluo la progresion del desarrollo de la fructificacion en 6 u.e. con cada
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especie que habian alcanzado la fase de diferenciacion de primordios (40% de las u.e. iniciales). Se

encontraban 4 y 3 u.e. de F1 para G. gargal y G. sordulenta, respectivamente, el resto eran F3.

Figura 72. Basidiomas en etapa de cerebro de Grifola sordulenta (A) y G. gargal (B y C) durante el
E2.

En G. sordulenta (Figura 73) hubo un caso que se desarroll6 hasta la etapa de coliflor, con la
formulacion F1 (Figura 73B), en este caso y en concordancia con los datos anteriores a la cuarta
semana se contaming.

El peso fresco obtenido en el basidioma de G. sordulenta fue de 10 g y su peso seco de 3 g
(contenido de agua: 70 %). En el resto de las u.e. tanto de G. sordulenta como de G. gargal el
desarrollo no pas6 de la fase de cerebro y luego se contaminaron en el periodo de 2 a 4 semanas desde
la colocacion en las condiciones de fructificacion. Entre estas algunas habian abortaron la
morfogénesis, ya que habia indicios de que el micelio permanecia activo pero la fructificacion se
mantenia igual conforme pasaba el tiempo.

Se ha indicado que los poliporos en cultivo respecto a los hongos con laminillas toleran mejor
menores valores de humedad ambiente (Stamets, 1993); sin embargo este no fue el caso para G.
gargal y G. sordulenta, ya que en el presente estudio, un ambiente con un contenido de humedad
menor al 85% inhibid el proceso de fructificacion.

Sin embargo pareceria que si comparten con G. frondosa el requerimiento de grandes cantidades
de aire renovado (Stott y Mohamed, 2004), que no fue posible suministrar durante el E3 y se considero
que fue la condicion que inhibio el crecimiento y luego brind¢ la oportunidad a los microorganismos
oportunistas de crecer sobre los primordios y fructificaciones.

El empleo de unidades experimentales pequefias permitio hasta este punto estudiar las fases de
corrida e induccién, sin embargo para la etapa de fructificacion surgieron dificultades por lo cual se
intentaron introducir mejoras en los ensayos subsiguientes, E4 y ES.

Entre las mejoras introducidas se increment6 la masa de sustrato en el tronco a 900 g, ya que se
argumento que la biomasa generada en las u.e. de 600 g no era suficiente para sostener el desarrollo de
las fructificaciones. La otra mejora fue incrementar la ventilacion evitando disminuir la humedad.

En el ensayo E4 se realiz6 la induccion y fructificacion en camara fria (5°C), en este caso la

temperatura de fructificacion fue menor que en los deméas ensayos (a excepcion del E2) pero el aire
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diario renovado era mayor que en la cdmara CCC-20 (Figura 74). La humedad fue provista por
aspersion en un sistema ad hoc (ver 2.4.3) que hizo que la humedad sea fluctuante (70 y >95% HR).
Al respecto se conoce que para el cultivo de G. frondosa las condiciones de humedad fluctuante son
satisfactorias para la produccion de basidiocarpos (Stott y Mohamed, 2004).

Figura 73. Formaciones morfogénicas de Grifola gargal cultivado en F1 (A) y basidioma iniciando la
etapa de coliflor de G. sordulenta cultivado en F1 (B) durante el E3.

Esta fase del ensayo se inicié con 8 u.e. de G. gargal y 7 de G. sordulenta. Luego de 1 a 2
semanas desde la aparicién de los primordios se formaron las fructificaciones iniciando la fase de
cerebro. De todas la unidades experimentales, 3 de G. gargal y 2 de G. sordulenta avanzaron hasta
racimo, mientras que el resto se contaminaron en la etapa cerebro y/o coliflor.

Las u.e. que llegaron a racimo mostraron una morfologia levemente mejores a las del ensayo E1,
siendo estos dos ensayos los que mostraron las fructificaciones mas semejantes a las halladas en la
naturaleza. El peso en promedio de las mismas en este ensayo fue de 10 g en G. gargal y 8 g en G.
sordulenta, lo cual representa una eficiencia bioldgica cercana al 3 y 2% respectivamente, por lo que
la mayor proporcidon de sustrato no aumenté proporcionalmente la eficiencia bioldgica para este
estadio.

Finalmente en el dltimo ensayo, el E5, se incrementaron los cambios de aire sin afectar la
humedad mediante un sistema de burbujeo con un compresor de aire, es decir una mejora de las
condiciones ambientales del E3. El ensayo se desarroll6 con 9 u.e. de G. gargal y 7 u.e. de G.
sordulenta. Entre ellas habia u.e. inoculadas con diferentes granos de spawn, lo cual no se considerd
como una fuente importante de variacion para el estudio del proceso de fructificacion.

En toda esta serie de u.e. de G. gargal se produjo una mata micelial de color marrén-beige claro-
violeta (Figuras 75A-D). La misma fue anéloga a la mata gris que ocurre antes de la fase de cerebro
en G. frondosa (Stott y Mohamed, 2004), y que no se habia formado en los ensayos anteriores. Desde
esta se desarrollaron los primordios y luego las estructuras de estado de cerebro. Sélo en 3 u.e. de G.
gargal se avanzd hacia fructificaciones, las cuales fueron flabeliformes y en general carentes de la
estructura normal (Figuras 76A-C). Estas y las deméas formaciones se contaminaron en el periodo de 2

a 3 semanas.
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Figura 74. Basidiomas de Grifola gargal y G. sordulenta durante el E4. Fructificaciones en etapa de
racimo de G. gargal (A y B) y G. sordulenta (C y D); y fructificaciones en etapa de cerebro en G.
gargal (E) y G. sordulenta (F).
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Por otra parte en G. sordulenta no se desarroll6 la mata micelial y los primordios avanzaron hasta
cerebro donde también luego de un periodo de 2-3 semanas, terminaron contamindndose (Figura
75D).

Si bien pareciera que la ventilacion con humedad alta mejoraba las condiciones respecto al
ensayo E3, también incrementd el ingreso de contaminantes lo cual aceleré el proceso de
contaminacion a 3 semanas desde la colocacion de la ventilacion forzada (Figura 76D).

Lo anterior sugiere que bajo estas condiciones de temperatura (5-8°C), humedad (85-95% HR),
ventilacién (8 cambios diarios) y luz (500 lux, fluorescente blanca) seria factible el cultivo artificial de
estas especies si se pudiera proveer de aire esteril.

Figura 75. Mata de micelio marrén de Grifola gargal formadas durante el E5 (A, B, C) y basidioma de

G. sordulenta iniciando la fase de cerebro (D).
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Figura 76. Fructificaciones en etapa de racimo de Grifola gargal formadas durante el E5 (A, B, C) y

sistema de ventilacion forzada realizada con la ayuda de un compresor de aire (D).

3.5. Degradacion de componentes del sustrato

La degradacion de la materia organica en la F1 por G. gargal y G. sordulenta en troncos sintéticos
fue inferida por el incremento del contenido de cenizas del sustrato.

El incremento del contenido de cenizas en la formulacion luego de 150 dias de colonizacion por
G. gargal fue desde 7 a 9 % y sobre el dia 210 alcanz6 un valor de 13% (Figura 77). Para el caso de G.
sordulenta, a los 150 dias de colonizacion el incremento en el contenido de cenizas fue mayor que en
G. gargal, de 13% (Figura 77).

Estos valores comparados con los medidos a los 150 dias con el mismo sustrato en G. frondosa,
Ganoderma lucidum y P. ostreatus fueron notablemente menores, ya que en estas especies se
alcanzaron valores del 22-23% (Figura 78). Es mas, la F1 se empled anteriormente como sustrato
gastado (SG) durante el estudio del primer TCL, en ese sustrato se midié que a los 50 dias se alcanzo
un 12% del contenido de cenizas, y en esta determinacion para poder llegar al mismo valor con G.
gargal y G. sordulenta fueron necesarios 210 y 150 dias, respectivamente. Era esperable que en esta
determinacion P. ostreatus incremente a 20 % el contenido de cenizas porque 150 dias constituyen el
triple de tiempo de cultivo habitual con mas de cuatro oleadas de fructificacion y el micelio terminando
en estado de senescencia.

Las fracciones nutritivas mas degradadas por G. gargal fueron la celulosa y la lignina (Figura

77), lo cual fue parcialmente consistente con lo hallado en la formulacién del T1 en el primer TCL. En
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el primer TCL también se habia observado degradacion de lignina, sin embargo a diferencia de esta
experiencia, las fuentes nutritivas mas importantes habian sido el contenido celular y la hemicelulosa
(Tabla 39). Lo anterior sugiere que independientemente de las condiciones del cultivo, G. gargal
emplea diferentes fracciones nutritivas del mismo sustrato.

Por otra parte, y para estudiar si existen diferencias en la degradacién en diferentes sectores del
tronco sintético, se analizaron muestras tomadas de diferentes regiones de un tronco colonizado durante
210 dias por G. gargal (Figura 78). Se hallé que los porcentajes de la degradacion de cada uno de los
sectores fueron semejantes entre ellos. Esta biotransformacion homogeénea entre el centro del tronco,
superficie (en una zona sin basidiomas), y en el sustrato ubicado por debajo de la zona donde estaba
surgiendo un basidioma, refleja que las propiedades fisicoguimicas del tronco también fueron
homogéneas en todos los sectores. Este tronco sintético estaba formado por una bolsa conteniendo 900
g de sustrato F1.

En el caso de G. sordulenta se hall6 que el contenido celular y la fraccién de celulosa fueron los
componentes mas empleados para el crecimiento en troncos sintéticos, y ademas, la reduccion de sus
contenidos relativos estuvo acompafiada por un aumento del contenido relativo de la lignina (Figura
77). La comparacion entre la degradacion de la CG en los tratamientos T1 (primer TCL) y F1 mostré
gue en ambos casos hubo utilizacion de la fraccion de celulosa y no hubo degradacion de lignina. La
diferencia entre los datos del primer TCL con los del tronco sintético es que en este Gltimo caso el
micelio hizo mayor uso del contenido celular como fuente de nutrientes.

Las otras especies empleadas como controles: G. frondosa, Ganoderma lucidum y P. ostreatus,
emplearon el contenido celular y la celulosa (G. frondosa y P. ostreatus) o celulosa (G. lucidum), con
reducciones similares en el contenido de lignina entre las tres especies (Figura 79).

De la comparacion de la biotransformacién producida por estas especies control con G. gargal y
G. sordulenta surge que los componentes nutritivos i.e.: celulosa, hemicelulosa o contenido celular, del
sustrato son capaces de sostener el cultivo de hongos de la pudricion blanca.

Asimismo, el valor de la degradacion de la materia organica en funcién del tiempo, indicaria que
G. gargal y G. sordulenta necesitan tres a cuatro veces mas de tiempo para consumir la misma materia
orgénica que la que consume Pleurotus ostreatus en dos o tres oleadas, lo cual deja de manifiesto el
menor aprovechamiento del sustrato por G. gargal y G. sordulenta. Se concluye entonces que en union
a mejoras en las condiciones ambientales, G. gargal y G. sordulenta necesitan aditivos o suplementos

en el sustrato que estimulen la biotransformacion para poder obtener valores mayores de produccion.
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Figura 77. Evolucidn de la degradacién de la cascara de girasol por Grifola gargal y G. sordulenta.
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Figura 78. Degradacion de diferentes componentes de la cascara de girasol luego de 210 dias de

colonizacién por Grifola gargal en diferentes sectores del tronco sintético. Las placas de la derecha

muestran el tronco sintético y la muestra correspondiente a la parte del sustrato debajo de un

basidioma.
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Figura 79. Degradacion de diferentes componentes de la cascara de girasol por hongos basidiomicetes.
Los troncos sintéticos tenian 150 dias al momento de la toma de las muestras. Se muestran los valores
iniciales del sustrato a base de céscara de girasol (CG) y luego de la colonizacién por Grifola gargal
(Gg), G. sordulenta (Gs), G. frondosa (Gf), Ganoderma lucidum (Gl) y Pleurotus ostreatus (Po).
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4. Conclusiones
Finalmente es importante destacar que es crucial antes de iniciar la produccién optimizada de una

determinada especie de hongo, poder disponer de diferentes cepas para seleccionar las mas adecuadas
en union a un tipo de sustrato y particulares condiciones de cultivo. Harada (2007) solo encontré dos
cepas de G. gargal de entre doce aislamientos realizados en la zona de Osorno, Chile, capaces de
culminar el ciclo reproductivo en sustratos a base de virutas de madera. Este fenémeno ya era conocido
en el género, dado que un gran nimero de cepas de G. frondosa, ya sea aisladas de ambientes naturales
u obtenidas en bancos de germoplasma, no fructifica bien (Stamets, 1993; Shen, 2001). La informacion
hallada en cuanto a la biologia de las cepas de G. gargal y G. sordulenta indica que la cepa A de G.
gargal presenta mayor velocidad de crecimiento, produccion de enzimas para la biodegradacion y
respuestas morfogénicas, que las cepas G9 y B. En cuanto a la cepa de G. sordulenta, si bien fue la
Unica ensayada, resultaria adecuada para el cultivo ya que también pudo desarrollarse en los medios de
compuestos fenolicos y mostro respuestas morfogénicas.

Los ensayos desarrollados en este capitulo muestran que es posible la obtencion de
fructificaciones morfolégicamente aceptables de G. gargal y de G. sordulenta para el cultivo de estas
especies en troncos sintéticos con sustratos formulados a base de céscara de girasol. En la Tabla 39 se
resume la informacién mas relevante de la experiencia previa para el cultivo de estas especies de
Grifola, puntualizando las principales condiciones para la obtencion de fructificaciones. Asimismo se
indica el uso de aditivos y de suplementos Utiles y la necesidad del mantenimiento de una humedad
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elevada durante el proceso de fructificacion con una ventilacion adecuada en unién al mantenimiento

de condiciones de asepsia durante todo el ciclo productivo.

Tabla 39. Sintesis de los materiales y métodos de cultivo sugeridos por la experimentacion que se
presenta en este capitulo para el cultivo de Grifola gargal (cepa A) y G. sordulenta (Unica cepa
disponible) en sustratos formulados a base de céascara de girasol. CG, céscara de girasol; SG, sustrato
gastado; ST, salvado de trigo.

Materiales y métodos ok el Dias Observaciones
gargal sordulenta
Medio semisélido
Cultivo a 18-21°C, en MYPA modificado. 20-25 -
oscuridad.
Spawn Trigo, . .
Cultivo a 21-24°C, en trigo: mijo (8:2), T”Q?’ maiz, Utilizar material en
- A maiz:gira- 25-30 - .
oscuridad. maiz:girasol ; crecimiento activo.
. sol (1:1).
(1:1).
Formula del sustrato base CG entera: 50%, CG entera:
CG sola (entera) CG molida: 80%, SG i i
>16 h en una solucion de 2% 30%, SG entera: = entera: 15%,
S0O4Cay 0,5% CO;Ca. 15%, ST: 5%. ST: 5%.
Suplementos . . .
Reemplazar 20 % en la formula P_aja de trigo 0 nga de Sales de
o . . virutas de roble | trigo. - Mn(l1) y Zn(1l) pueden
base con: paja de trigo,virutas P . A
AR pellin, dlamo. mejorar el crecimiento.
de roble pellin o 4lamo.
Pretratamiento hidrolitico Las condiciones de la
Incluir en la solucién de i i reaccion se consiguen
imbibicion: &cido sulfarico durante autoclavado a 1
0,01N. atm.
Meétodo de cultivo Una aireacion aceptable
Cultivo axénico en troncos Compactar entre 0,45y 0,55 i en bolsas pequefias se
sintéticos. Autoclavado 2 h a g/ml. obtiene con tapones de
121°C. algodén.
Inoculacion del sustrato -
Distribucion homogénea del 10-15% peso en peso. - Extr_en_]ar las condiciones
— de higiene.
indculo en el sustrato.
Corrida del micelio La presencia de olor .
18°C, 60% HR, ventilacion >1 almendrado indica un 40-60 A,\segurar el drenaje de
A . o - . liquido en bolsa.
cambio diario, oscuridad. crecimiento satisfactorio.
Induccién Evitar la hiperproduccion de Al determinar la
5°C, 60%HR., ventilacion >1 primordios producida cuando se 30 presencia de primordios
cambio diario, oscuridad. acumula de aire entre el sustrato = — trasladar a camara de
y la bolsa. fructificacion.
Fructificacion
Ciclos de 5°C y 8°C, La evolucidn puede seguirse
fotoperiodo de 8h con luz con los cambios morfolédgicos . .
: : El periodo no deberia ser
fluorescente blanca de 300 a de cerebro, coliflor y racimo. 15-30 superior a 30 dias
500 lux, 85-95% HR, P :
ventilacion estéril con >8
cambios diarios.
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Capitulo VI

Propiedades antioxidantes en Grifola spp.

1. Introduccion

En los organismos vivientes la oxidacion es un fendmeno esencial para la produccion de la
energia que utilizan para posibilitar su metabolismo. Sin embargo, una produccion no controlada de
radicales libres, producto de estas oxidaciones, llevan al desarrollo de enfermedades como céncer,
artritis reumatoidea y ateroesclerosis y aceleran diferentes procesos degenerativos, incluyendo el
envejecimiento (Halliwell, 2006).

Afortunadamente la mayoria de los organismos estan bien protegidos del estrés oxidativo que
pueden ocasionar los radicales libres. En efecto, poseen enzimas como la superoxido dismutasa y la
catalasa, o bien compuestos como vitamina C, tocoferoles, compuestos fendélicos, carotenoides y
glutation que juegan un rol protector (Niki et al., 1994). Sin embargo, cuando ocurre un desbalance en
los mecanismos para la proteccion antioxidante, aparecen deterioros de las funciones fisioldgicas
llevando a enfermedades y acelerando el envejecimiento. Por ello el consumo regular de alimentos con
propiedades antioxidantes colabora en la prevencion de estas enfermedades (Soares et al., 2009).

Para probar las hipétesis particulares sobre la posible actividad antioxidante de las especies
fangicas nativas G. gargal y G. sordulenta, se realizaron extracciones metanolicas a micelios
provenientes de fructificaciones, de cultivo liquido y a la harina de granos de trigo biotransformados.
Una especie muy estudiada del género por su valor funcional es G. frondosa. Por ello con el propésito
de obtener informacién comparativa se procedié de igual manera con el micelio proveniente del
cultivo liquido de este hongo y la harina del grano de trigo biotransformado por el mismo. Los
distintos aspectos de la actividad antioxidante de los extractos obtenidos fueron analizados usando dos
técnicas colorimétricas, una que revela la actividad secuestrante de radicales libres (SR), en este caso
del radical 1,1-difenil-2-picrilhidracilo (DPPH), y otra que muestra la reduccion del catién Felll a
Fell, una capacidad habitualmente reconocida como poder reductor. Ademas, con la ayuda de la
cromatografia en capa fina, se busco separar los compuestos responsables de la actividad antioxidante
y contrastarla con la proveniente de dos grupos posibles de compuestos en tal actividad: los fendlicos

y los oligosacéridos.

1.1. Propiedades antioxidantes en los hongos

Algunos hongos comestibles son considerados alimentos funcionales debido a su capacidad
antioxidante (Chang y Miles, 2004). La calidad y contenido de metabolitos con este valor varian entre
especies y dentro de la misma especie también varian con el manejo del cultivo, el procesamiento, el
estado de maduracion del micelio y las diferentes bioformas de micelio i.e.: micelio de
fructificaciones, de cultivo liquido o de sustratos fermententados en estado sélido (Turkoglu et al.,
2007; Barros et al., 2007a; Barros et al., 2007b; Soares et al., 2009; Huang et al., 2011).
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La fuente de micelio mas cominmente empleada es la constituida por fructificaciones que pueden
ser recolectadas en la naturaleza o producidas en invernaderos. También es importante considerar que
la concentracion de diferentes metabolitos cambia entre las diferentes partes de las fructificaciones y
con el estado de maduracion (Ribeiro et al., 2008; Soares et al., 2009). Otra fuente de micelio es el
proveniente del cultivo liquido. En esta modalidad productiva se pueden controlar mejor las
condiciones del medio y asi las vias metabdlicas de la produccion y los niveles de metabolitos
antioxidantes. Y ademas cabe sefialar que en ciertas especies, donde el cultivo en sustratos sélidos es
complejo, el cultivo en medios liquidos posibilita la obtencion controlada de biomasa fangica y sus
metabolitos (Zheng et al., 2009b). Una tercera fuente de micelio es la de los granos de trigo
biotransformados, de mayor valor funcional en comparacion al trigo, como ha sido probado con
Aspergillus spp. (Bhanja et al., 2009), Cordyceps militaris (Das et al., 2010) y G. frondosa (Huang et
al., 2011).

1.2. Extraccion de metabolitos antioxidantes

En el estudio habitual de las propiedades antioxidantes de hongos o vegetales, el primer paso
consiste en extraer con solventes las moléculas de los compuestos de interés. El solvente con mayor
capacidad de extraccion de sustancias apolares- polares, es el metanol, y se lo emplea para estudiar la
presencia de sustancias antioxidantes en general (Soares et al., 2009). Una condicién experimental,
también importante en el momento de la extraccién, es la temperatura, ya que al incrementarse
aumenta la solubilidad (Brujin et al., 2008); pero un aumento demasiado alto de la temperatura puede

causar la descomposicion de biomoléculas, perdiendo su capacidad antioxidante (Choi et al., 2006).

1.3. Estudio in vitro de las propiedades antioxidantes

El empleo de ensayos in vitro estandarizados para determinar la actividad antioxidante es
fundamental para poder validar y comparar los resultados propios con los obtenidos en otras especies
de hongos o en otros laboratorios. Una de las técnicas mas empleadas es la determinacion de la
actividad secuestrante de radicales de 1,1-difenil-2-picril hidracilo (DPPH), que se basa en una
reaccion colorimétrica capaz de detectar su disminucion (Sharma y Bhat, 2009). Ademas de esta
accion directa contra los radicales reactivos, también es posible medir la actividad del poder reductor
total (Oyaizu, 1986). Ella se determina mediante la medicion del cambio en la concentracion de
cationes en un estado de oxidacion en presencia de moléculas antioxidantes-reductoras, p.e. el caso de
la reduccion de iones férricos a iones ferrosos.

Otro recurso analitico para la separacion e identificacion de biomoléculas que participan de esta
actividad es la cromatografia en capa fina (TLC, thin layer chromatography). En este caso el revelado
de las moléculas antioxidantes se hace por medio de un rociado con solucién de DPPH vy el perfil de
bandas resultante se compara con el obtenido en la misma placa sobre moléculas de referencia (Topgu
et al., 2007).
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También es importante conocer el contenido de compuestos fendlicos, ya que se ha comprobado
que varias especies de hongos muestran una alta correlacion entre su actividad antioxidante y el
contenido de estos metabolitos. En particular ello es asi en el caso del micelio proveniente tanto de
fructificaciones como del cultivo liquido de G. frondosa (Mau et al., 2002; 2004a); y de manera
similar en el caso del micelio de fructificaciones de G. gargal (Brujin et al., 2008; 2009). Sin
embargo, ain no ha sido evaluada la actividad antioxidante en G. sordulenta.

1.4. Hipotesis

Se plantea que i) los micelios de las cepas de los aislados propios de G. gargal y G. sordulenta,
incluyendo los provenientes de fructificaciones, poseen actividad antioxidante y que al menos parte de
ella puede explicarse por su contenido en compuestos fenolicos; ii) que las diferentes metodologias
empleadas para la obtencion de micelio de G. gargal y G. sordulenta en cultivos liquidos (ver capitulo
I11) influyen en la actividad antioxidante del micelio; iii) que la biotransformacién de granos de trigo
realizada por el micelio de Grifola spp. incrementa el valor antioxidante de los granos de trigo control,
lo cual estaria relacionado con el aumento en su contenido de compuestos fenélicos; y iv) que dicha

actividad antioxidante es comparable a la de distintas bioformas de G. frondosa.

1.5. Obijetivos

Los objetivos, que surgen en el cuerpo de la hipdtesis anterior, buscan evidenciar y medir in vitro
la habilidad antioxidante que poseen los micelios de distintos origenes —de frutos, de los provenientes
de cultivo liquido estacionario y agitado- y también del trigo biotransformado por las cepas propias de
G. gargal y G. sordulenta; habilidad que se propone comparar con la exhibida por bioformas de

micelio de Grifola frondosa.

2. Materiales y métodos

2.1. Fuentes de micelio

Las bioformas del micelio de G. gargal empleadas durante este estudio fueron obtenidas de
fructificaciones (GgFB, item 6.3., capitulo I); del cultivo liquido realizado en frascos para el estudio
del efecto de reguladores de crecimiento vegetal, vitaminas, solos o en combinaciones (GgLC I- II- 111
y 1V, capitulo 111.B.); del cultivo liquido en presencia de diferentes concentraciones del regulador de
crecimiento vegetal bencilaminopurina (GgLC 0- 0,1- 1- 5y 10, capitulo 111.C.); y del cultivo so6lido
de micelio en granos de trigo (GgWG, capitulo V).

En el caso de G. sordulenta se utilizd micelio proveniente del cultivo liquido en frascos (GsLC I-
I1- 11l y IV) y crecido en presencia de diferentes concentraciones de bencilaminopurina (GsLC 0- 0,1-
1- 5y 10) y ademas micelio del cultivo liquido estacionario (GsLC-estacionario, capitulo 111.D); y la

harina obtenida con granos de trigo biotransformados por esta especie (GSWG, capitulo VI).
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Para una comparacion, se incluyeron muestras de G. frondosa provenientes de micelio del cultivo
liquido estacionario (GfLC-estacionario) y también del cultivo en fermentacion en estado sélido
usando como sustrato granos de trigo (GFWG), en la forma que habitualmente se prepara el blanco de
hongo con este material. A manera de control para estos granos de trigo biotransformados se
incluyeron granos de trigo control (WF) que recibieron el mismo tratamiento que el realizado en las
operaciones de preparacion del blanco de hongo, a excepcion de la inoculacion. La harina de estos
granos control y biotransformados se obtuvo, luego de secarlos, utilizando un molino Udy Cyclone
Mill (malla 20) (USA). Todas las muestras de las bioformas empleadas fueron secadas, mezcladas y
molidas para obtener un pool homogéneo de cada tratamiento. En los casos del micelio, las muestras
se liofilizaron y molieron en mortero, se pasé el material resultante por un tamiz (malla 20) y el polvo

resultante se mantuvo en un desecador hasta su uso.

2.2. Extraccion

El procedimiento de extraccién con metanol fue hecho de acuerdo a Mau et al. (2002). Para ello
tres muestras de cada tratamiento (2-5 g) se mezclaron con metanol en una proporcion 1/10 g/ml y se
sonicaron durante 10 minutos (Branson “Bransonic 2207, 50/60 Hz). Para completar la extraccion, los
extractos fueron mantenidos en agitacion orbital horizontal a 150 rpm durante 72 horas a 24°C y
oscuridad. A continuacion se centrifugaron (3000 rpm por 10 minutos), se separaron los sobrenadantes
y luego de registrar el volumen resultante, se filtraron usando papel Watman n°4.

El rendimiento de la extraccién se obtuvo gravimétricamente, después de secar alicuotas de 1 ml
del extracto: RE (%, mg/g) = [(peso seco de la extraccion)/ (peso seco de la muestra) x 100].

Los tres extractos de cada tratamiento fueron juntados en un pool Unico y luego concentrados
hasta 20-25 mg/ml con la ayuda de un bafio térmico (50 °C) y burbujeo de nitrégeno. Las muestras se

mantuvieron a -20°C hasta su uso.

2.3. Extincién de radicales DPPH

Los extractos fueron disueltos en metanol para obtener las dosis de concentracion de trabajo (1, 5,
10, 20 mg/ml). Un mililitro de cada muestra de solucion se mezclé con 0,25 ml de la solucién de
radicales 1,1-difenil-2-picrilhidracilo (Sigma CAS N° 1898-66-4) disueltos en metanol para obtener
una concentracion final de 0,2 mM del compuesto quimico. Luego de permitir que las mezclas de
reaccion bajo ensayo estuvieran en oscuridad durante 30 minutos, se procedi6 a determinar su
absorbancia a 517 nm usando un espectrofotémetro 1600 Plus Metrolab®.

La actividad secuestrante de radicales se calculd con la formula: SR (%) = [(AAs;7 del control-
AAs;; de la muestra)/ AAs;; del control] x 100. Con el propoésito de realizar una comparacion en la
actividad secuestrante de DPPH, fueron medidas las actividades correspondientes del acido ascorbico,
BHA y a-tocoferol.

El valor de referencia concentracion efectiva 50% (CE50sz, mg extracto/ml) indica la

concentracion del reactivo antioxidante que extingue la actividad del DPPH presente en la muestra en
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un 50 % y fue obtenido con un analisis de regresion lineal. La actividad SR de las muestras analizadas
se calcul6 en miligramos equivalentes de acido ascorbico por gramo de muestra seca (EqAAsg), el valor
CE50qr del &cido ascorbico fue 0,30 mg/ml.

2.4. Poder reductor total

El poder reductor (PR) se determiné siguiendo el método de Oyaizu (1986). Un mililitro de cada
extracto metandlico (1, 5, 10, 20 mg/ml) fue mezclado con 1 ml de 200 mM de buffer fosfato de sodio
(pH 6,6) y 1 ml de 10 mg/ml ferricianuro de potasio; la mezcla se incub6 en oscuridad a 50°C por 20
minutos. Después se agregd 1 ml de &cido tricloroacético 10 % (p/v) se centrifug6 a 3000 rpm por 10
minutos. La capa superior (1 ml) se mezcl6 con 1 ml de agua destilada y 0,2 ml de 0,1 % de cloruro
férrico. Luego de 5 minutos se registrd la absorbancia a 700 nm usando un espectrofotémetro 1600
Plus Metrolab®.

Para la comparacion con el PR de otros antioxidantes, también se obtuvo el poder reductor del
acido ascorbico, BHA, y a-tocoferol. Una mayor absorbancia indica mayor poder reductor. EI poder
reductor se calcul6 con la férmula: PR (%) = [100-(AA700 maxima- AA7q muestra / AAzgo Maxima) X
100], en donde la absorbancia méaxima fue 1,2 unidades de absorbancia, que fue la obtenida por las
tres sustancias de referencia acido ascoérbico, a-tocoferol y BHA, en una concentracion de 10 mg/ml.

El valor de referencia CE50pr (Mg extracto/ml) se determiné como la concentracién del
compuesto antioxidante en la cual la absorbancia fue el 50 % del poder reductor maximo y se
determind con un andlisis de regresion lineal. Empleando los valores de PR del acido ascérbico se
calculé el PR de las muestras que se expres6 en miligramos por gramo de muestra en base seca

(EqAAgR), el valor CE50 g del acido ascorbico fue 0,63 mg /ml.

2.5. Contenido de compuestos fenolicos

Se realiz6 una determinacion cuantitativa de compuestos fendlicos totales usando la metodologia
de Taga et al. (1984). Para ello, a 0,250 ml de extracto metandlico conteniendo 20 mg/ml, se agreg6 1
ml de CIH (1,3 % en una mezcla metanol: agua destilada 60:40). Luego 0,1 ml de esta solucion fue
agregada a 2 ml de una solucion 20 mg/ml de CO3Na, en agua. Transcurridos 3 minutos se procedio a
agregar 0,1 ml del reactivo de Folin—Ciocalteau (Sigma) al 50 % y se dejo reposar 30 minutos para
luego medir la absorbancia a 750 nm usando un espectrofotdmetro 1600 Plus Metrolab®. El contenido
de compuestos fenolicos totales se calculd con una curva de calibrado de acido galico (0,01- 2 mg/ml)
y los resultados se expresaron como mg de equivalentes de &cido gélico por gramo de micelio seco
(EqAG).
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2.6. Cromatografia en capa fina de compuestos en extractos metanolicos

Se usaron laminas para TLC (10x 20 cm) recubiertas con un espesor 0,2 mm de silicagel (Merck
60 Fus,). Para la separacion cromatogréafica se sembraron, en forma de banda de 4 mm, 10 microlitros
de las soluciones de los patrones y 20 microlitros de cada extracto metandlico (secciones 2.1y 2.2 de
este capitulo), a 15 mm desde el borde de la lamina y con una separacion entre las bandas de 4 mm. El
solvente desarrollante que se uso fue una mezcla de cloroformo: metanol: agua (65:35:10) (Farombi et
al., 2000). La cromatografia fue desarrollada a temperatura ambiente en una camara de saturacion ad
hoc de vidrio, hasta que el frente del solvente alcanzo los 7 centimetros.

A fin de detectar los compuestos fluorescentes, las laminas se observaron con luz UV,s, Y UV3es
y los valores de Rf fueron calculados estableciendo la relacion entre la distancia de los compuestos
separados con respecto al frente. Los extractos fangicos (20 mg/ml) y las soluciones de las sustancias
de referencia (10 mg/ ml) se corrieron por triplicado.

Las moléculas usadas como referencia fueron: i) antioxidante hidrosoluble: acido ascorbico; ii)
antioxidante hidrofobo: B-caroteno; iii) compuestos fendlicos hidréfobos: tocoferol, BHA, TBHQ; iv)
compuestos fendlicos hidrosolubles: acido galico, acido tanico, pirogalol; v) polisacéridos: quitosano y
dextrano.

A los efectos de la consideracion de los compuestos separados segun su solubilidad en medios de
distinta polaridad, los metabolitos se clasificaron en polares (Rf: 0,00 a 0,40), de polaridad intermedia
(Rf: 0,40 a 0,80) y apolares (Rf: 0,80 a 1,00). Para evidenciar los diferentes compuestos separados -
sustancias antioxidantes, compuestos fendlicos y oligosacaridos - cada lamina fue rociada con una
solucion de reactivos reveladores de color. En las Tablas 40 y 41 se presentan las propiedades
utilizadas para la identificacion de compuestos separados por esta técnica que son Rf, color de la
mancha en luz visible y fluorescencia en dos bandas de UV,s, Y UV, color con el reactivo revelador

y reaccion al amonio observada en luz blanca 'y en UV .

2.6.1. Revelado de sustancias antioxidantes

La primera lamina se roci6 con una solucion 2,54 mM en metanol de DPPH (Gu et al., 2009). Las
bandas amarillas, revelando metabolitos antioxidantes, se registraron segun su intensidad en contraste
con el fondo violeta a los 30 minutos y luego de las 16 horas de la aplicacion. Las manchas se
clasificaron en respuesta rapida e intensa (+++) si a los 30 minutos mostraban un alto contraste, lenta
e intensa (++) en el caso que se osbervara alto contraste a las 16 hs del rociado, y débil (+) si en la

lectura realizada a las 16 hs el contraste era bajo.

2.6.2. Revelado de compuestos fendlicos
La segunda lamina fue observada antes y luego de la exposicion a vapores de amonio, bajo las
tres condiciones de luz (visible, UVyx, ¥y UVsg). Ante la presencia de fenoles se observa un

oscurecimiento de las bandas en el espectro visible, la presencia de flavonoides se visualizan ademas
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por un aumento de la fluorescencia en UV3ss (Hammerschmidt y Nicholson, 1977; Toledo-Castro et
al., 2008).

Luego de la inspeccion con vapores de amonio, esta segunda lamina fue rociada con una solucion
recién preparada de 1% de cloruro férrico y 1% de ferricianuro de potasio (ClsFe-KsFe (CN)g) para
determinar la presencia de compuestos fenolicos en general (Hammerschmidt y Nicholson, 1977). Se
registraron las bandas a los 30 minutos y nuevamente a las 16 horas.

Las bandas de compuestos fendlicos pueden apreciarse en una variedad de colores -e
intensidades- que van desde el color rosa pasando por el rojo y azul, hasta violeta (Soares et al., 2009;
Wanasundara et al., 1996); en el caso de sustancias fendlicas muy concentradas también se observan
colores gque van desde el beige pasan por el marrén y llegan hasta el ocre, como ocurre con BHA,
acido galico, &cido tanico y pirogalol (Tablas 40 y 41, por las propiedades de las sustancias patrones
ver Tabla 46).

2.6.3. Revelado de hexosas

Para la deteccidn de hexosas (monosacaridos, oligosacaridos y polisacaridos), la tercera lamina se
rocié con 5% de antrona en 15% &cido sulfirico en etanol, seguido de un calentamiento a 120 °C por
un minuto; las bandas naranja-rojas (maxima absorcion: 620 nm) indican la presencia de hexosas
(Shetlar, 1952; Helbert y Brown, 1957).

Es importante notar que otras sustancias reaccionan con la antrona dando también una coloracion.
En efecto, con lipidos la coloracion es azul (Fraysse et al., 2005); con &cidos organicos y aminoacidos
es azul, verde y amarillo (400-533 nm) (Shetlar, 1952; Helbert y Brown, 1957); con otros compuestos
el color es variable, p.e. el &cido ascérbico muestra un tono grisaceo (Tabla 45). En el estudio que se
presenta aqui se observd ademas que el sulfato de dextrano (usado como control), y las fracciones
etandlicas conteniendo polisacéaridos de G. gargal y L. edodes (negativas a la reaccion con el

ferricianuro de potasio) presentaron bandas de colores grises y negras (Tabla 45).

2.7. Andlisis de los datos

Los datos para el rendimiento de extraccion y la actividad antioxidante SR y PR fueron
analizados mediante un ANOVA simple. Se utilizo el test de Tukey con un error global de 0=0,05,
para la comparacion de valores promedio. Los analisis se realizaron con el programa Infostat (Di
Rienzo et al., 2010). Los valores de CE50 de SR y PR se obtuvieron mediante un analisis de regresion

lineal empleando el software Graph Pad Prism 5 (Graph Pad Prism 5 software Inc. CA USA).
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Tabla 40. Caracterizacidn por cromatografia en capa fina de compuestos antioxidantes observados en

diferentes longitudes de onda y bajo la exposicion de vapores de amonio. El factor “Rf” indica la

distancia de migracion de la sustancia desde el punto de siembra en relacion a la migracién del frente

del solvente utilizado (cloroformo:metanol:agua, 65:35:10). Se indican los colores que presentan los

compuestos bajo la luz blanca y el color resultante después de reaccionar con vapores de amonio,

también se indican los colores fluorescentes bajo luz UV s, y luz UV g.

Luz

Tipo de compuesto Rf Visible Amonio  LuzUVjs, LuzUVsgge
Carotenoides (antioxidantes apolares) >0,95 ambar | no cambia azul negro
Ac. ascorbico (antioxidante polar) <0,20 ninguno = no cambia  violeta celeste
Fenoles apolares (BHA, TBHQ) >0,75 NINGURO scurece violeta €91 az:xl
azul celeste (*)
. . . marrén,
Fepoles de polaridad intermedia 0,40-0,80 belgg, oscurece azul, negro,*
(pirogalol) marron violeta celeste (*)
beige celeste,
Fenoles polares (galico-tanico) <0,40 margr]é’n oscurece azul, celeste (*)
violeta
Hexosas, oligosacaridos y polisacaridos.  0,00-1,00 ninguno = no cambia = "9uno - RINGUNo
' ' violeta celeste

(*) La fluorescencia de color celeste observado en luz UV 3¢5 que aumenta en presencia de vapores de amonio

esta relacionada con flavonoides.

Tabla 41. Caracterizacién por cromatografia en capa fina de compuestos antioxidantes observados en

luz visible luego de las reacciones para revelado de fenoles y oligosacaridos. Se indican los colores

gue presentan los compuestos bajo la luz blanca después de reaccionar con ferricianuro de potasio y

antrona sulfurico, reactivos especificos para polifenoles y polisacaridos, respectivamente.

. Ferricianuro Antrona
1o 2 GRMmEIEsD Rf de potasio sulfurico
Carotenoides (antioxidantes apolares) >0,95 ambar negro
Ac. ascorbico (antioxidante polar) <0,20 azul gris
Fenoles apolares (BHA, TBHQ) >0,75 beige, marron rosa, violeta, verde,

fuxia, violeta pardo
Fenoles de polaridad intermedia (pirogalol) = 0,40-0,80 beige, fT)?irg;O\rJi,oc:(e::: rosa, verde pardo
Fenoles polares (galico-tanico) <0,40 beige, fT)?irg;O\rJi,oc:(e::: rosa, verde pardo
Hexosas, oligosacaridos y polisacaridos. 0,00-1,00 ninguno rojo, gris
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3. Resultados y discusion

3.1. Rendimiento de las extracciones metandlicas

3.1.1. Grifola gargal

Seguido a la extraccion con metanol de las distintas bioformas del micelio de G. gargal, se
obtuvieron rendimientos que resultaron ser variables, dependiendo las bioformas extraidas, y que
estuvieron entre 2,7 y 49,2 %, i.e.: gramos cada 100 gramos de muestra seca (Tabla 42).

Con la fructificacion de G. gargal se obtuvo un rendimiento en los extractos de 21,8 %, que fue
similar al informado por Mau et al. (2002) para G. frondosa (20,8 %). Estos autores sostienen que sus
extractos metanolicos contienen azlcares y azlcares-alcoholes como metabolitos principales y que el
rendimiento de sus extracciones esta relacionado con el contenido de fibra de la fructificacion (Mau et
al., 2004a). Para el caso de G. gargal el contenido de fibras es de 22%, segin datos propios y en G.
frondosa es 10,1 %, segln estos autores.

Otros autores emplearon etanol: agua (80:20) como solvente para la extraccion de metabolitos desde
fructificaciones Chilenas de G. gargal (Brujin et al., 2008) y encontraron valores de rendimiento algo
menores (17,4 %).

Interesantemente, los rendimientos de extraccion obtenidos con fructificaciones fueron superados
por los obtenidos con micelio fungico proveniente del cultivo liquido (Tabla 42). De manera particular,
mayores rendimientos con respecto al las fructificaciones fueron obtenidos con micelios provenientes
del cultivo en medio liquido en frascos I, Il y IV (30,1- 34,4 %) y en todos los tratamientos de
Erlenmeyers en cultivos agitados (34,4- 49,2 %) (Tabla 42). Estos valores de extraccién en micelio de
cultivo liquido son algo mayores a los reportados por Mau et al. (2004a) para micelio de G. frondosa
obtenido con un sistema similar: 24 %.

El cultivo en medio liquido agitado en Erlenmeyers produjo un mayor rendimiento de extraccion
que el cultivo en medio liquido estacionario en frascos, (p<0,05, Tabla 42); ello seria atribuible a una
mejora en la tasa metabdlica por una mejor aireacion del sustrato en el caso de los cultivos agitados. El
mismo resultado se observé en el caso del cultivo en medio nutritivo liquido de G. sordulenta.

Dentro de los tratamientos del grupo GgLC-frascos I, Il, Il y IV se encontraron diferencias
significativas que sefialan un menor contenido de sustancias extraibles para el micelio cultivado en
medio basal con reguladores respecto al del vitaminas/aminoacidos. Por otra parte se hallé un menor
rendimiento en el micelio cultivado con las dosis de 1 y 5 mg/l de BAP (Tabla 42).

Considerando que a la dosis de 5 mg/l de BAP se habian producido los rendimientos de biomasa
mas altos (ver capitulo 111.C), es posible que los menores valores obtenidos en la extraccion metandlica
correspondiente a este tratamiento sea debido a un mayor contenido de fibras de este micelio, si bien no
excluye la posibilidad de producir una demora en el metabolismo secundario, al estimular el crecimiento

vegetativo.
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Finalmente, con la harina de granos de trigo biotransformado por G. gargal, se obtuvo un
rendimiento de extraccion menor al obtenido en el extracto del material control WF, y también menor a
los rendimientos de extraccién de las otras harinas de granos de trigo biotransformados con G.
sordulenta y G. frondosa (Tabla 42). Es posible que la degradacién causada por G. gargal fuera menor
que la realizada por las otras dos especies flngicas, explicando el menor contenido de solutos extraibles.

3.1.2. Grifola sordulenta

Los rendimientos de la extraccion de sustancias solubles en metanol realizada sobre muestras de
micelio provenientes de cultivo liquido en frascos, en Erlenmeyers o en fuentes de G. sordulenta fueron
en general significativamente diferentes entre cada una de ellas. El micelio obtenido del cultivo en
frascos produjo menor cantidad de metabolitos extraibles en metanol que el proveniente del cultivo en
Erlenmeyers o en medio liquido estacionario contenido en fuentes. En este Gltimo se determinaron
valores similares a la extraccion metandlica de micelio proveniente de Erlenmeyers (Tabla 42).

En el cultivo en frascos, el rendimiento correspondiente al tratamiento con el medio basal fue
superado por el correspondiente del micelio cultivado con los medios nutritivos conteniendo reguladores
de crecimiento vegetal (I11) y vitaminas, amino&cidos (I1) y reguladores de crecimiento vegetal (IV).

En comparacién con G. gargal, se hallé que los rendimientos del cultivo en frascos y Erlenmeyers
fueron similares. Es importante mencionar que el contenido de fibras en el micelio de cultivo liquido fue
bajo: menor al 5%, lo cual explicaria, al menos en parte, el alto rendimiento de extraccion de
compuestos solubles en metanol hallado en términos generales con esta bioforma de micelio.

Con la metodologia de cultivo en medio liquido estacionario, se hallaron diferencias significativas
entre los rendimientos del extracto metandlico para micelio de G. sordulenta respecto del
correspondiente para el micelio de G. frondosa, siendo c.a. de 22% mayor para el primero (p<0,05,
Tabla 42).

El extracto de la harina de granos de trigo biotransformado por G. sordulenta produjo un
rendimiento semejante al el de la harina control WF, 5,7 vs. 4,8 %, y de entre 3 y 4 veces menor con
respecto al obtenido en el extracto del micelio de G. frondosa (19,4%) (p<0,05, Tabla 42).

Grifola sordulenta cultivado en granos tuvo una tendencia mayor a la de G. gargal para producir
extractivos metandlicos, lo cual puede atribuirse a una mayor degradacion de componentes celuldsicos y
xilulosicos del grano de trigo. Cabe mencionar que previamente se habia mostrado una preferencia de G.
sordulenta por estas fuentes carbonadas antes que almidén (que seria el caso de G. gargal, ver Tabla 13

del capitulo I1).

3.1.3. Grifola frondosa

El rendimiento de la extraccion de sustancias solubles en metanol obtenido desde el micelio de G.
frondosa proveniente del cultivo liquido estacionario contenido en fuentes fue un 30 % superior al
informado por Mau et al. (2004a) para su cepa, i.e. 36,3 vs. 24,5 %; vale aclarar que estos autores no

especificaron como obtuvieron el micelio. Estas diferencias en el contenido de metabolitos solubles en
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metanol no estarian relacionadas con la proporcion de fibras, ya que en ambos casos su contenido estuvo
alrededor del 12 % (datos propios y de Mau et al. 2004a).

La extraccion de sustancias solubles en metanol desde la harina de granos de trigo biotransformado
por G. frondosa mostro valores de rendimiento significativamente mayores, entre 6 y 3 veces por encima
de los rendimientos obtenidos para similares materiales en los trigos biotransformados con G. gargal, G.
sordulenta 19,4 vs. 2,7 y 5,7%, respectivamente y también del correspondiente a la harina de trigo
control (4,8%) (p<0,05, Tabla 42).

El rendimiento de la extraccion metandlica realizado sobre harina de granos de trigo
biotransformados por G. frondosa fue 19,4 % que fue significativamente mayor al obtenido con la harina
control, 4,8%. Un hallazgo similar en cuanto al aumento de los solutos extraidos en harinas de granos
biotransformados fue informado por Huang et al. (2011), quienes obtuvieron incrementos desde un
rendimiento de extraccién del 2 % a uno de 19 %, en la extraccién etandlica y desde un 24 a un 45 % en
la extraccion acuosa. Este aumento registrado para G. frondosa supera ampliamente a los
correspondientes informados en este capitulo para G. gargal y G. sordulenta, lo cual indica que la
actividad biotransformadora del trigo realizada por G. frondosa fue mayor.

Sin embargo, la biotransformacion fungica sobre los granos de trigo no fue tan extensa como para
afectar de manera marcada su contenido de fibra dietaria. En efecto, el analisis de fibra detergente
neutra mostrd que el contenido de fibra es similar tanto en la harina de trigo control como luego de la
biotransformacion (43 %). Ello sugiere que para el trigo biotransformado, el contenido de fibra no es un
indicador adecuado del rendimiento de la extraccion metandlica, en claro contraste con lo observado en
los rendimientos de extraccion metandlica realizada sobre micelio de las fructificaciones y del

proveniente del cultivo liquido.
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Tabla 42. Rendimiento de las extracciones metandlicas de micelio de Grifola spp (g cada 100 g de
materia seca). Las letras indican las diferencias estadisticas entre las medias (Tukey, 0=0,05). Columna
I: comparacion de los valores medios de todos los tratamientos. Columna I1: comparacion de los valores
medios dentro de cada grupo de tratamientos. Los grupos corresponden a los tratamientos de cultivo
liquido en “frascos”, en cultivos liquidos agitados conteniendo “BAP”, en cultivos liquidos

“estacionarios” y las harinas de trigo entero (WF) y biotransformado (GgWG, GsWG y GfWG).

: a Rendimiento

Especies y muestras

% 1 1
Grifola gargal
GgFB 21,8 hi® -
GgLC-frascos | 30,1 fg AB®
GgLC-frascos Il 34,4 ef A
GgLC-frascos IlI 26,2 gh B
GgLC-frascos IV 33,4 ef A
GgLC-BAP 0 mg/l 46,9 a c®
GgLC-BAP 0,1 mg/l 49,2 a C
GgLC-BAP 1 mg/I 39,3 cde DE
GgLC-BAP 5 mg/I 34,4 ef E
GgLC-BAP 10 mg/l 44,2 abcd CD
GgWG 2,7 i H®
Grifola sordulenta
GsLC-frascos | 31,0 fg K'
GsLC-frascos Il 35,1 ef J
GsLC-frascos Il 39,6 bcde |
GsLC-frascos IV 38,0 de 1J
GsLC-BAP 0 mg/I 494 a LY
GsLC-BAP 0,1 mg/l 499 a L
GsLC-BAP 1 mg/l 48,9 a L
GsLC-BAP 5 mg/l 45,7 abc L
GsLC-BAP 10 mg/I 46,1 ab L
GsLC-estacionario 46,8 a M"
GsWG 5,7 i G
Grifola frondosa
GfLC-estacionario 36,3 ef N
GfWG 19,4 i F
WF 4.8 j G

8 Gg: G. gargal; Gs: G. sordulenta; Gf: G. frondosa; FB: fructificaciones; LC: cultivo liquido; WG: cultivo de
micelio en granos de trigo; WF granos de trigo. Medios del cultivo en “frascos” (ver materiales y métodos 2.1.):
I control; Il vitaminas y aminoacidos; Il reguladores de crecimiento vegetal y 1V vitaminas, aminoacidos y
reguladores de crecimiento vegetal. Cultivo en Erlenmeyers con bencilaminopurina desde 0 a 10 mg/l: BAP 0-
10. Cultivo en fuentes sin agitacion: “estacionario”.

El error estandar de los valores medios (EE anova = (CMemor /i) %) fue: 1,2; €1,2; “1.4; €0,2; '0,9; 91,7; "1.1.
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3.2. Actividad antioxidante

Entre las especies reactivas de oxigeno que se producen in vivo se incluyen el radical superoxido, el
peroxido de hidrégeno y el acido hipoclérico. El perdxido de hidrdgeno y el radical superoxido pueden a
su vez interactuar con metales de transicion produciendo radicales hidroxilo y asi incrementar ain mas la
cadena de agentes oxidantes altamente reactivos. Los antioxidantes reaccionan con el radical libre DPPH
convirtiéndolo en una hidracina de otro color (Soares et al., 2009).

La actividad SR de los extractos metandlicos revela la capacidad para reaccionar irreversiblemente
con radicales libres. Esta caracteristica permite distinguir alimentos funcionales que colaboran con la
finalizacién de la reaccién en cadena que los multiplica (Wong y Chye, 2009), ayudando a preservar la
salud.

Por otra parte, la habilidad calificada como poder reductor refiere a la capacidad de donar
hidrégenos a moléculas conteniendo atomos oxidantes como el Felll (Shimada et al., 1992). La
presencia de agentes reductores causa la conversion del complejo Felll/ferricianida del reactivo
desarrollante de color, que se usa para su medicion espectrofotométrica, a su forma ferrosa denominada
azul de Prusia de Perl, que es medible a 700 nm (Soares et al., 2009).

En las Tablas 43 y 44 se muestran las concentraciones efectivas para alcanzar el 50% de la
actividad antioxidante (CE50sg y CE50gg); Y €l contenido expresado en equivalentes de &cido ascérbico
por gramo de muestra sobre la base de peso seco (EqGAAsg Y EQAARR).

La CE50sr del &cido ascorbico fue de 0,3 mg/ml alcanzando la maxima actividad a la concentracién
de 10 mg/ml (Tabla 43 y Figura 82). Este valor de CE50sr se ubicd por encima y debajo de otras
halladas en la literatura, i.e. 0,07 mg/ml (Liu et al., 2007), 2,1 mg/ml (Sharma y Bhat, 2009) y 3,0 mg/ml
(Mau et al., 2004a).

La CE50px del acido ascorbico fue de 0,65 mg/ml y se alcanz6 la actividad maxima a partir de la
concentracion de 10 mg/ml (Tabla 43 y Figura 82). En otros trabajos se informaron valores de CE50pr
similares (Mau et al., 2004a, Tseng et al., 2008).
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Tabla 43. Actividad de extincion de radicales libres (SR) de extractos metandlicos de Grifola spp. Se
muestran las concentraciones efectivas para alcanzar el 50 % de la méxima actividad (CE50sg) Y la
equivalencia en contenido de acido ascOrbico por gramo de muestra sobre la base de peso seco
(EgAAgr). Se muestra el intervalo de confianza de CE50sg (i.c. 99%), y con letras las diferencias
estadisticas entre las medias de EqQAAsg (Tukey, a=0,05). Columna |: comparacion de los valores
medios de todos los tratamientos. Columna Il: comparacion de los valores medios dentro de cada grupo
de tratamientos. Los grupos corresponden a los tratamientos de cultivo liquido en “frascos”, en cultivos
liquidos agitados conteniendo “BAP”, en cultivos liquidos “estacionarios” y las harinas de trigo

control (WF) y biotransformado (GgWG, GsWG y GIWG).

) a CESOSR EqAASR

Especies y muestras

mg/ ml (= i.c. 99%) ma/g | I
Grifola gargal
GgFB 3,2 (3,0- 3,4) 20,4 kl® -
GgLC-frascos | 3,3(2,9- 3,6) 27,5 ghi AB°®
GgLC-frascos Il 3,4 (3,0- 3,8) 30,0 fgh A
GgLC-frascos Il1 4,0 (3,5-4,5) 19,7 KIm Cc
GgLC-frascos IV 4,1(3,9-4,4) 24,3 ijk
GgLC-BAP 0 mg/l 4,1 (3,4-4,8) 34,5 ef DY
GgLC-BAP 0,1 mg/l 46(4,1-51) 32,1 fg D
GgLC-BAP 1 mg/l 6,3 (5,8- 6,9) 18,7 Im E
GgLC-BAP 5 mg/l 5,7 (5,6- 5,7) 18,3 Im E
GgLC-BAP 10 mg/I 6,0 (5,6- 6,5) 22,1 jkl E
GgWG 0,6 (0,5- 0,6) 14,5 m G*
Grifola sordulenta
GsLC-frascos | 3,6 (3,4-3,8) 25,8 hij J'
GsLC-frascos Il 3,4 (3,1- 3,6) 31,3 fg K
GsLC-frascos |1 3,7 (3,5-3,9) 32,3 fg K
GsLC-frascos IV 4,9 (4,2-5,5) 23,4 ijki J
GsLC-BAP 0 mg/I 3,3(2,7-3,8) 452 bc Lm?
GsLC-BAP 0,1 mg/I 3,8 (3,2-4,5) 39,0 de MN
GsLC-BAP 1 mg/l 3,1 (2,6- 3,6) 47,7 b L
GsLC-BAP 5 mg/l 3,2 (2,9-3,6) 42,3 cd LM
GsLC-BAP 10 mg/I 4,2 (3,5-5,0) 32,6 fg N
GsLC-estacionario 3,0 (2,7-3,2) 47,5 bc o’
GsWG 5,8 (5,5- 6,2) 3,0 H
Grifola frondosa
GfLC-estacionario 3,6 (3,2-4,0) 30,2 fgh P
GfWG 0,8 (0,7-0,9) 71,7 F
WF 57,6 (38,6- 76,6) 0,3 n H

Ac. ascorbico 0,30 (0,29- 0,31) - - -
a-Tocoferol 0,18 (0,17- 0,19) - - -
BHA 0,15 (0,14- 0,16) - ; ;

8 Gg: G. gargal; Gs: G. sordulenta; Gf: G. frondosa. FB: fructificaciones; LC: cultivo liquido; WG: cultivo de

micelio en granos de trigo; WF granos de trigo. I-1V: cultivo agitado en frascos con: medio basal (I); vitaminas y

aminodcidos (l1); reguladores (I11) o vitaminas, aminoacidos y reguladores (IVV). BAP 0-10: cultivo agitado en

Erlenmeyers con bencilaminopurina en concentraciones desde 0 a 10 mg/Il. Estacionario: cultivo en fuentes sin

agitacion.

El error estandar de los valores medios se calculd con la formula EE anova = (CMeror /ni) * y fue: b1,0:€0,9;90,9;
°0,4;70,7;91,5;"1,1.
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Tabla 44. Poder reductor (PR) de extractos metandlicos de Grifola spp. Se muestran las concentraciones
efectivas para alcanzar el 50 % del méximo (CE50¢R) Y la equivalencia de contenido de &cido ascérbico
por gramo de muestra sobre la base de peso seco (EQAArR). Se muestra el intervalo de confianza de
CES50pr (i.C. 99%), y con letras las diferencias estadisticas entre las medias de EQAApr (Tukey, a=0,05).
Columna I: comparacion de los valores medios de todos los tratamientos. Columna Il: comparacion de
los valores medios dentro de cada grupo de tratamientos. Los grupos corresponden a los tratamientos de
cultivo liquido en “frascos”, en cultivos liquidos agitados conteniendo “BAP”, en cultivos liquidos

“estacionarios” y las harinas de trigo control (WF) y biotransformado (GgWG, GsSWG y GfWG).

. a CES50pr EqAARr

Especies y muestras -

mg/ ml (= i.c. 99%) mg/g | I
Grifola gargal
GgFB 4,2 (3,9-4,4) 33,1 mn ° -
GgLC-frascos | 2,8 (2,4-3,2) 68,7 jkl A°
GgLC-frascos Il 3,1(2,3-3,9) 70,4 jk A
GgLC-frascos Il 3,8 (3,2-4,4) 43,4 KIm B
GgLC-frascos IV 3,1(2,7- 3,6) 67,4 jki A
GgLC-BAP 0 mg/l 0,8 (0,8-0,9) 351,8 c’
GgLC-BAP 0,1 mg/I 1,1(0,9-1,2) 295,2 D
GgLC-BAP 1 mg/I 1,2 (1,1-1,3) 209,8 cd E
GgLC-BAP 5 mg/l 0,9 (0,8-1,0) 2306 ¢ E
GgLC-BAP 10 mg/I 0,9 (0,8-0,9) 316,4 CD
GgWG 0,6 (0,5- 0,6) 31,4 mn G*
Grifola sordulenta
GsLC-frascos | 3,1(2,8-3,4) 63,4 jkl J'
GsLC-frascos Il 3,8(34-4,2) 57,5 klm J
GsLC-frascos 111 4,0 (3,4-4,7) 61,7 ki J
GsLC-frascos IV 5,6 (5,0- 6,2) 42,8 Im
GsLC-BAP 0 mg/l 2,0 (1,3- 2,6) 158,8 fg LY
GsLC-BAP 0,1 mg/I 1,9 (1,6- 2,2) 163,7 f L
GsLC-BAP 1 mg/l 1,8 (1,4- 2,3) 167,5 ef L
GsLC-BAP 5 mg/l 2,5(2,2-2,7) 116,0 hi M
GsLC-BAP 10 mg/I 1,9 (1,6-2,2) 151,3 fg L
GsLC-estacionario 2,2 (1,9-2,5) 134,1 gh N
GsWG 4,2 (3,5-4,9) 8,7 no H
Grifola frondosa
GfLC-estacionario 2,6 (2,2-2,9) 89,3 ij )
GfWG 0,6 (0,4-0,9) 193,7 de F
WF 55,0 (42,4- 67,6) 0,6 0 I

Ac. ascorbico 0,64 (0,63 -0,65) - - -
a-Tocoferol 0,66 (0,59- 0,73) - - =
BHA 0,56 (0,52- 0,60) - - -

8 Gg: G. gargal; Gs: G. sordulenta; Gf: G. frondosa. FB: fructificaciones; LC: cultivo liquido; WG: cultivo de
micelio en granos de trigo; WF granos de trigo control. I-1V: cultivo agitado en frascos con: medio basal (l);
vitaminas y aminoéacidos (11); reguladores (111) o vitaminas, aminoacidos y reguladores (V). BAP 0-10: cultivo
agitado en Erlenmeyers con bencilaminopurina en concentraciones desde 0 a 10 mg/l. Estacionario: cultivo en
fuentes sin agitacion. El error estandar de los valores medios se calculé con la formula EE anova = (CMeror /i)
y fue:®4,9;°2,3;99,2;°1,0;71,4;95,2; "3,1.
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3.2.1. Actividad antioxidante en Grifola gargal

Los valores de CE50s de los extractos de micelio de fructificaciones y de cultivo liquido de G.
gargal se ubicaron entre 3,2 y 6,3 mg/ml, mientras que en el caso del extracto de la harina de granos
de trigo biotransformados se obtuvo un valor de 0,6 mg/ml que fue marcadamente menor (Tabla 43,
columna 1). En cambio con el PR no se hallaron tales diferencias siendo los valores de CE50pg
pertenecientes a dos grupos, uno con de valores de 0,6 a 1,2 mg/ml y otro con valores de 2,8 a 4,2
mg/ml (Tabla 44).

En la Figura 80 se aprecian las curvas de actividad SR y PR vs. la concentracion de los extractos
metandlicos. Se puede observar que la curva correspondiente al extracto de GgWG incrementa
rapidamente alcanzando el 85 % de actividad SR y PR a la concentracion de 1 mg/ml. Por otra parte,
como se muestra en la Figura 82, los granos de trigo control (WF) solo poseen una baja actividad de
SR y PR a partir de 20 mg/ml de su extracto metandlico. A continuacién se describen estas
propiedades de manera separada para cada una de las bioformas y modos de cultivo liquido

estudiados.

3.2.1.1. Actividad antioxidante en fructificaciones

La CE50sr obtenida con el extracto metandlico de la fructificacion de G. gargal (GgFB) fue de 3,2
mg/ml, y con una concentracion del extracto de 10 mg/ml se registré una actividad SR de 99,6 %, el
valor EqAAgR resulto ser 20,4 mg/g (Tabla 43). Interesantemente, esta CE50sg resultd ser menor que la
informada por Mau et al. (2002) para micelio proveniente de la fructificacion de G. frondosa, indicando
una menor actividad de extincion de DPPH. La CE50sg obtenida con G. gargal, estuvo dentro del rango
de actividad de extincion de los radicales DPPH de otras especies consideradas “buenas” portadoras de
dicha actividad antioxidante (CE50sg entre 2 y 10 mg/ml), p.e. Flammulina velutipes, Lentinula edodes,
Pleurotus spp. (Yang et al., 2002) y Agaricus blazei (Soares et al., 2009). Sin embargo hay otras
especies que se consideran “muy buenas” portadoras de actividad antioxidante porque tienen valores de
CE50sg atin menores (0,5- 2 mg/ml) p.e. Auricularia spp. Tremella spp. (Mau et al., 2001) y varias otras
especies silvestres (Elmastas et al., 2007; Wong y Chye, 2009).

Respecto al poder reductor de la fructificacion de G. gargal, se obtuvo una CE50p¢ de 4,2 mg/ml, y
un contenido de 33,1 mg/g EqQAAr (Tabla 44). La CE50pr de los extractos metandlicos de
fructificaciones de G. frondosa segun el gréafico presentado por Mau et al. (2002) se ubicaria en unos 10
mg/ml. Especies con buen poder reductor poseen CE50p; de 10 a 35 mg/ml p.e. Flammulina velutipes,
Lentinula edodes, Pleurotus spp. (Yang et al., 2002), mientras que especies con un excelente poder
reductor poseen valores menores, p.e. 3 mg/ml en Dictyophora indusiata (Mau et al., 2002), 8 mg/ml en
Agaricus blazei (Soares et al., 2009).

De manera que se puede concluir que el extracto metanolico de micelio de fructificaciones de G.
gargal posee un muy buen poder reductor y buena actividad secuestrante de radicales libres.

Un trabajo realizado con extracciones etandlicas de frutos de G. gargal mostrd0 que una

concentracion de 200 mg/ml sobre la base de peso fresco del micelio del fruto alcanzaba el 90 % de
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actividad SR (Brujin et al., 2008). Los resultados de las extracciones metandlicas del estudio de la
presente tesis muestran que poseen valores similares de entre 80 y 100 % de actividad SR a
concentraciones aproximadas de 150 y 300 mg/ml, valores expresados sobre la base de peso fresco
que corresponden a 5y 10 mg/ml, considerando que la humedad relativa fue de 85%.

Estos autores también estudiaron el poder reductor y encontraron que el extracto etandlico de G.
gargal posee un contenido en equivalentes a &cido ascorbico de 136 mg/ 1000 g de fructificaciones
sobre la base de peso fresco (Brujin et al., 2008), un valor que es inferior a c.a. 250 mg/1000 g,
encontrado en esta tesis. Esta diferencia podria ser explicada en parte por las diferentes propiedades de
extraccion de los solventes (Wong y Chye, 2009). Sin embargo aun podria relacionarse con la
variabilidad natural de las poblaciones de G. gargal que pudiera existir entre la regiéon de Osorno,

Chile y la region del Parque Nacional Lanin, Neuguén, Argentina.

3.2.1.2. Actividad antioxidante en micelio cultivado en frascos con medios complejos

No se hallaron diferencias muy marcadas entre los valores de CE50sr y CES50pk para las
comparaciones del micelio de cultivo liquido en frascos y las otras bioformas de G. gargal o los cultivos
liquidos de G. sordulenta o G. frondosa (Tabla 43 y 44).

Pero si se encontro que el extracto metandlico de micelio de cultivo en frascos (con los medios Gg-
frascos I, 11 'y IV) posee un mayor contenido en EqAAR respecto de la fructificacion de G. gargal. La
relevancia de este resultado es importante porque para obtener igual poder reductor se necesita la mitad
del micelio. Ademas, como se habia discutido previamente, el valor del poder reductor de la
fructificacion ya era alto en comparacion con el informado para otros hongos medicinales.

Al observar el grupo de tratamientos correspondiente a “frascos” se encontrd que los extractos del
micelio crecido tanto en medio basal como en el suplementado con vitaminas y aminoacidos (I y II,
respectivamente) poseen los mejores valores de ambos: CE50sr y CE50pr. Por otra parte el extracto del
micelio proveniente del cultivo en medio conteniendo reguladores de crecimiento vegetal (GgLC-frascos
I11) produjo una menor actividad SR y PR y un menor contenido de antioxidantes medido en
equivalentes de acido ascérbico que el obtenido con el extracto de micelio cultivado en medio basal
(p<0,05, Tablas 43 y 44). Esto ademas resultd ser independiente de la biomasa micelial ya que como se
muestra en la Figura 46 (capitulo I11) la produccién de micelio fue similar en ambos medios. Lo anterior
sugiere que el medio basal dispuesto en frascos no requiere de una suplementacion con aminoacidos y
vitaminas, ni el uso de reguladores de crecimiento vegetal, para poder obtener micelio con propiedades
antioxidantes. En otras palabras, en G. gargal estos factores de crecimiento no producen una mejora en

su respuesta antioxidantes global.
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3.2.1.3. Efecto de la BAP sobre la actividad antioxidante en micelio cultivado en Erlenmeyers

Las citocininas han recibido una atencion especial en la relacion simbidtica planta-micelio de los
hongos micorricicos (Kraigher et al., 1991; Dutra et al., 1996; Kampert y Strzelczyk, 1990; Dua y
Jandaik, 1979) y también en la regulacion del metabolismo secundario del micelio de Agaricus
bisporus (Pohleven 1990; Champavier et al., 2000; Braaksma et al., 2001).

Los valores de CE50sg y CE50pr muestran una disminucion creciente a medida que se incrementa
el agregado de BAP. Por un lado disminuye ligeramente la capacidad de extincion de DPPH, mientras
que en el caso del poder reductor, también disminuye la actividad antioxidante en las dosis de 0,1y 1
mg/l, y no las afecta en las concentraciones superiores. Tal independencia de la regulacion del tipo de
actividad antioxidante estaria indicando la presencia de diferentes moléculas expresando cada propiedad.

Aqui es interesante remarcar el hecho de que en el extracto del micelio de cultivo liquido en
Erlenmeyers se hall6 una importante actividad antioxidante asociada al PR, i.e. super6 en 10 veces al
observado para el micelio de la fructificacion de G. gargal en su contenido en EqAAR (Tabla 44). Esto
sefiala un potencial costo-eficiente del cultivo liquido en condiciones controladas para la obtencion de
estos metabolitos Utiles del hongo. Asimismo, el valor de contenido equivalente de acido ascérbico del
medio basal fue el mas alto en comparacion al obtenido en las otras dos especies en estudio.

En la Figura 80 se muestran las curvas de la respuesta de actividad antioxidante en cuanto a sus
propiedades de extincion de radicales (SR) y poder reductor (PR) en funcioén de la concentracién de
los extractos metandlicos de los micelios de G. gargal. La misma permite una rapida visualizacion de
tales actividades originadas ya sea por la fructificacion, los micelios obtenidos en cultivo liquido en
condiciones de sustrato basal, el correspondiente al cultivo liquido estacionario en frascos (GgLC-
frascos 1), el correspondiente al cultivo liquido en Erlenmeyers en sustrato basal (GgLC-BAP 0) y el
de la harina de grano de trigo biotransformado.

Todos los tipos de micelios mostraron un patrén de respuesta antioxidante en SR similar. Este
comportamiento se caracteriz6 por un rapido crecimiento en la actividad SR, casi a saturacién a partir
de la concentracion de 5 mg/ml, para entrar en la meseta a los 10 mg/ml. EI poder reductor del
extracto metandlico de la harina biotransformada, mostré una muy alta capacidad antioxidante a la
concentracion de 1 mg/ml asemejandose a las curvas de respuesta antioxidante de las sustancias
patrones (Figura 82).

Los estudios realizados por otros autores en extractos metandlicos de micelio de G. frondosa
proveniente de fructificaciones (Mau et al., 2002) y del cultivo liquido (Mau et al., 2004a) mostraron
para ambas bioformas de micelio que poseian valores similares de CE50sgr y CE50pg, mientras que el
presente caso con G. gargal mostro valores similares solo en CE50sz y mejores valores de CE50pr €en el
micelio de cultivo liquido proveniente tanto de Erlenmeyers como de frascos en comparacion con el
extracto de fructificaciones.

El extracto del cultivo liquido de micelio de G. gargal obtuvo valores similares de CE50gr de 3,3-
4,1 mg/ml (GgLC-frascos | y GgLC-BAP 0) respecto al hallado por otros autores en el extracto del

micelio de cultivo liquido de G. frondosa, de 5 mg/ml (Mau et al., 2004a). Lo mismo sucedi6 en la
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comparacion con las CE50pr siendo esta vez mucho mejores las propiedades antioxidantes halladas en G.
gargal con CE50q de 2,8- 0,8 mg/ml (GgLC-frascos | y GgLC-BAP 0) vs. la de G. frondosa que fue de
10 mg/ml (Mau et al., 2004a). En este utlimo caso los valores de CE50pz fueron excelentes
comparandose con los de Antrodia camphorata, que es uno de los mejores hongos con PR, y cuyos
extractos metanolicos poseen valores de CE50px de 1,8-2 mg/ml (Mau et al., 2004b).

3.2.1.4. Actividad antioxidante en harina de granos de trigo biotransformados

Llamativa e interesantemente los valores mas bajos en CE50sr y CE50pr Obtenidos en todas las
muestras de la serie de tratamientos realizados con G. gargal correspondieron al extracto de harina de
granos de trigo biotransformados (GgWG), 0,6 mg/ml en ambas propiedades antioxidantes (Tablas 43,
44 y Figura 80). En efecto, tales actividades de SR y el PR presentes en los extractos metandlicos
fueron tan altas como las producidas por las sustancias patrones y sugieren la presencia de mayor
contenido de metabolitos antioxidantes y aln distintos a los que se pudieron obtener en la extraccion
metandlica del micelio proveniente ya sea de la fructificacion o del cultivo en medio liquido.

Debido al bajo rendimiento obtenido en la extraccion metandlica, los valores EQAAsg (14,5 mg/g) y
EgAArk (31,4 mg/g) revelaron contenidos en equivalente de &cido ascorbico que resultaron ser
estadisticamente menores que los correspondientes contenidos obtenidos con micelio proveniente del
cultivo liquido en frascos y/o Erlenmeyers.

Asimismo, es posible observar que la harina de granos colonizados por G. gargal y el micelio de
fructificaciones (GgFB) poseen un contenido semejante de EqQAAsg, 14,5 y 20,4 mg/g, lo cual indica
que, en lo referente a esta propiedad, la harina de granos de trigo biotransformados podria ser una
alternativa de reemplazo del micelio de fructificaciones de G. gargal; enfatizando el potencial de los
granos de trigo biotransformados por G. gargal como fuente para obtener una harina funcional, que
ademas posee un particular aroma y sabor almendrado.

Con el extracto metandlico de la harina de trigo control (WF) se obtuvieron bajos valores de
CE50sg Y CE50pg, no superando el 20% a la concentracion de 20 mg/ml (Figura 82).

En este punto conviene explicar que la respuesta andémala en el caso de la curva SR de la harina
de granos de trigo biotransformados (Figura 80) fue debida a una coloracion marrén oscura que
enmascaro la reaccion con el DPPH, este no fue caso para la concentracion de 1 mg/ml del extracto.
Mas aln, si se considera que la absorbancia obtenida con 20 mg/ml del extracto metandlico de GgWG
fue de 0,980 unidades y que las absorbancias medidas separadamente para ese extracto metandlico y
para 0,2 mM DPPH, en las mismas condiciones del andlisis, fueron de 0,976 y 1,2 unidades de
absorbancia respectivamente. Se puede concluir que esa dosis del extracto metandlico produjo la
extincion total del DPPH. Ademas, a la concentracion de 1 mg/ml extracto metandlico los valores de
actividad CE50sg y del CE50¢ estuvieron alrededor del 85 % (Figura 80).
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3.2.2. Actividad antioxidante en Grifola sordulenta

Los valores de CE50sr Y CE50qr entre las diferentes bioformas de G. sordulenta se ubicaron entre
3,0 -4,9 mg/mly 1,8 y 5,6 mg/ml, respectivamente para las muestras de micelio de cultivo liquido y
en 5,8 y 4,2 mg/ml, respectivamente, en el caso de la harina biotransformada (Tablas 43 y 44). En la
Figura 81 se observa que las curvas de la actividad antioxidante ya sea debida a SR o PR en funcién
de la concentracion de los extractos metandlicos, generadas para las diferentes bioformas de micelio,
muestran un patron similar pero presentan un menor efecto en el caso del extracto de harina de granos
de trigo biotransformados. Estas actividades incrementaron fuertemente con bajas concentraciones del
extracto metandlico de las diferentes bioformas y en todos ellos se alcanz6 o bien superd una actividad

antioxidante del 80% a la concentracién de 10 mg/ml.

Figura 80. Actividad SR y PR de Grifola gargal en funcién de la concentracién del extracto metanélico.
Se muestran los valores medios (n=3) de actividad antioxidante determinada al extracto metandlico de
micelio proveniente de fructificaciones (A GgFB), del cultivo liquido en frascos con el medio basal (o
GgLC-frascos I), del cultivo liquido en Erlenmeyers de 500 ml con el medio basal (e GgLC-BAP 0) y de
harina de granos de trigo biotransformados (o0 GgWG).
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3.2.2.1. Actividad antioxidante en micelio cultivado en frascos con medios complejos

El andlisis de la actividad SR de los micelios correspondientes a distintos tratamientos en el
cultivo en medio nutritivo liquido en frascos, mostrd6 que el agregado al medio basal de
vitaminas/aminoécido en combinacion con reguladores de crecimiento vegetal produjo un incremento
en su CE50sg (Tabla 43); mientras que el agregado de ellos por separado incrementd

significativamente el contenido de EqQAAsr (Tabla 42).
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En cuanto al PR, se hallé que el agregado de reguladores de crecimiento vegetal al sustrato basal
(GsLC-frascos I11) o bien el agregado de estos en combinacion con vitaminas/aminoécidos (GsLC-
frascos 1V), producian un aumento de la CE50pg, Y ademas en el ultimo caso disminuia el contenido
en EqAARs (p<0,05, Tabla 44).

3.2.2.2. Efecto de la BAP sobre la actividad antioxidante en micelio cultivado en Erlenmeyers

El extracto del cultivo de micelio de G. sordulenta en medio liquido agitado en Erlenmeyers
produjo valores de CE50sr similares a los obtenidos desde el micelio cultivado en medio liquido
agitado en frascos, pero mayores en relacion al contenido en EqQAAsg (Tabla 43). En cuanto al poder
reductor para el primer tipo de cultivo, se obtuvieron valores menores en la CE50pg, indicando la
presencia de compuestos antioxidantes mas potentes que los que se encontraron en el micelio
cultivado en frascos; también se hall6 que se duplicaba el contenido en EqAARg (Tabla 44).

El cultivo en Erlenmeyers en medio basal seria suficiente para obtener micelio con alta actividad
antioxidante (SR y PR), ya que ésta no fue incrementada por BAP e incluso disminuyd el contenido en
EgAAsr Y EQAARR a la concentracién de 10 y 5 mg/l de BAP, respectivamente (Tabla 43).

Se puede concluir que, similarmente a lo observado con G. gargal y bajo las condiciones
experimentales utilizadas, el cultivo en Erlenmeyers produce mayor actividad y contenido de

antioxidantes que el del cultivo en frascos.

3.2.2.3. Actividad antioxidante en micelio de cultivo estacionario en fuentes

El extracto metandlico del micelio proveniente del cultivo en medio nutritivo liquido en fuentes y
sin agitacion (GsLC-estacionario) se asemejd en los valores hallados de las propiedades antioxidantes
(CE50sk = 3,0 mg/ml, CE50pr= 2,2 mg/l; contenido en EqAAsr = 47,5 mg/g, EqAARR = 134,1 mg/g)
al extracto proveniente del cultivo en Erlenmeyers con agitacion presentados precedentemente (Tabla
43). Cabe recordar que los rendimientos de la extraccion metandlica para ambas metodologias de
cultivo liquido fueron similares (Tabla 42), mientras que el tiempo de obtencién de una biomasa
equivalente de micelio en cultivo en Erlenmeyers fue menor que el registrado en cultivo en fuentes (20
dias vs. 48 dias, Tabla 16 capitulo I11).

Como se mencioné en el capitulo | (item 2.2.), el cultivo liquido de G. sordulenta es hasta el
momento la via més accesible para la obtencion de micelio y metabolitos, las fructificaciones de esta
especie son pequefas y dificiles de hallar en la naturaleza. De manera que este hallazgo del elevado
contenido en antioxidantes en G. sordulenta mediante el cultivo liquido estacionario en fuentes y en
cultivo liquido agitado en Erlenmeyers justifican realizar posteriores estudios a fin de escalar su
produccion mediante fermentadores.

Los valores obtenidos en capacidad antioxidante (CE50sg y CE50pr) Y contenidos en equivalentes
de acido ascorbico (EqAAsg Y EqAAgg) con el extracto metandlico del cultivo estacionario de G.
frondosa fueron similares a los obtenidos con el extracto metanolico de micelio de G. sordulenta

cultivado con el mismo sistema (Tablas 43 y 44).
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3.2.2.4. Actividad antioxidante en harina de granos de trigo biotransformados

El anélisis de actividad SR del extracto metandlico de la harina de granos de trigo biotransformados
por G. sordulenta (GsWG) mostrd que la CE50sr fue entre 1,5-2 veces superior y el contenido en
equivalentes de &cido ascorbico (EqAAsg) resultd ser el mas bajo de las muestras estudiadas. Incluso no
se diferencio estadisticamente del obtenido con el extracto metanélico de harina de trigo control WF que
fue de 0,3 mg/g, en comparacion a los EqAAsg obtenidos con los extractos metandlicos de estas
especies, a saber: GSWG 3,0 mg/g, GgWG14,5 mg/g, GFWG 71,7 mg/g (Tabla 43).

El extracto metandlico de la harina del grano de trigo biotransformado por G. sordulenta produjo
una CE50¢gr (4,2 mg/ml) igual al encontrado con los extractos de las fructificaciones de G. gargal pero
gue no fue comparable a los extremadamente bajos valores obtenidos con los extractos metandlicos
correspondientes a las otras especies: GgWG y GfWG, con CE50xr de 0,6 mg/ml en ambos casos (Tabla
44). Sin embargo, atn cuando el extracto de la harina de trigo biotransformado por G. sordulenta exhibié
valores menores en sus propiedades antioxidantes que las correspondientes exhibidas por las otras
especies de Grifola, el incremento en ellas por sobre los valores hallados para el extracto metandlico de
la harina de trigo control es aln importante, como puede apreciarse en las curvas de actividad SR y PR

de las Figuras 81y 82.

Figura 81. Actividad SR y PR de Grifola sordulenta en funcién de la concentracién del extracto
metandlico. Se muestran los valores medios (n=3) de actividad antioxidante determinada al extracto
metandlico de micelio proveniente de cultivo liquido en frascos con el medio basal (o GsLC-frascos ),
del cultivo liquido en Erlenmeyers de 500 ml con el medio basal (e GsLC-BAP 0), del cultivo liquido
estacionario (A GSLC- est.) y de granos de trigo biotransformados (o0 GSWG).
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3.2.3. Actividad antioxidante en Grifola frondosa

3.2.3.1. Actividad antioxidante en micelio de cultivo estacionario en fuentes

La CE50sg del extracto metandlico de micelio de G. frondosa proveniente del cultivo en medio
nutritivo liquido en fuente en condicién estacionaria (GfLC-estacionario) muestra que el micelio
obtenido con esta cepa y método de cultivo exhibié una mayor efectividad en la extincion de radicales
DPPH en comparacion a la informada por Mau et al. (2004a) para micelio de este hongo cultivado en
medio liquido, i.e. 3,6 vs. 4,9 mg/ml.

Por otra parte, el poder reductor del mismo extracto metanolico expresado en términos de
CE50rg, fue mas de tres veces superior a la hallada por aquellos autores para G. frondosa, i.e. 2,6
mg/ml vs. 10 mg/ml.

Huang et al. (2011) informaron que las concentraciones efectivas en las capacidades SR y PR de
micelio de G. frondosa obtenido del cultivo liquido eran muy diferentes entre si. Por ejemplo con su
extracto etanolico obtuvo CE50sg ¥ CE50p: de 2,4 y 17,2 mg/ml respectivamente; mientras que en su
extracto acuoso obtuvo los correspondientes valores fueron de 116,8 y 4,63 mg/ml. En el presente
estudio empleando extracciones metandlicas se hallaron concentraciones efectivas similares (GfLC-
estacionario: CE50sg: 3,6 mg/ml y CE50rr: 2,6 mg/ml, Tablas 43 y 44). La discrepancia en la
concentracion efectiva ante diferentes solventes extractivos seria entonces un factor determinante en la
extraccion cuali y cuantitativa de metabolitos activos para cada una de estas propiedades
antioxidantes.

El extracto metandlico del micelio de G. frondosa cultivado en fuentes exhibié una menor
actividad antioxidante estimada por el valor de 3,6 mg/ml CE50sg con respecto a la correspondiente
para G. sordulenta, de 3,0 mg/ml. Ademas, en el contenido de EqAAsg, el extracto metandlico del
micelio de G. sordulenta resulté ser superior al correspondiente de G. frondosa: 47,5 y 30,2 mg/g,
respectivamente (p<0,05, Tabla 43). Lo mismo fue hallado en la comparacién de la actividad de PR,
con una menor actividad antioxidante en el micelio de G. frondosa respecto al de G. sordulenta siendo
la CE50pR similar en ambos casos (2,6 y 2,2 mg/ml, Tabla 44) pero con EGAARr menor en G. frondosa
(89,3 vs. 134,1 mg/g, Tabla 44).

3.2.3.2. Actividad antioxidante en harina de granos de trigo biotransformados por Grifola frondosa
y en harina control

La CE50sg del extracto metanolico de la harina de granos de trigo biotransformados por G.
frondosa fue comparable al obtenido con el extracto de la harina de G. gargal, 0,8 y 0,6 mg/ml,
hallandose sin embargo contenidos en EqQAAsr cinco veces mayores en G. frondosa (Tabla 43).
Huang et al. (2011) informaron que el extracto etandlico de la harina de granos de trigo
biotransformados por G. frondosa exhibia una CE50sg de 2,8 mg/ml, y otro més elevado, de 7,3

mg/ml para el caso del extracto acuoso.
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Figura 82. Actividad SR y PR de Grifola frondosa y harina de trigo control en funcion de la
concentracion del extracto metandlico, y de las soluciones de sustancias patrones disueltas en metanol.
Se muestran los valores medios (n=3) de actividad antioxidante determinada al extracto metanélico del
micelio de cultivo liquido estacionario de G. frondosa (A GfLC- est.) y del extracto metandlico de granos
de trigo biotransformados (o GfWG), harina control (m WF). Las sustancias antioxidantes fueron: acido

ascorbico (¢ AA), hidroxianisol butilado (¢ BHA) y alfa tocoferol (x aT).
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Por otro lado, la harina de granos biotransformados de ambas especies G. frondosa y G. gargal
desarrollaron excelentes valores en cuanto a su poder reductor, exhibiendo una CE50pr en ambos
casos de 0,6 mg/ml. Sin embargo cabe sefialar que en esta propiedad antioxidante G. frondosa tenia un
contenido en EqQAARr que fue seis veces superior al hallado en G. gargal, 193,7 vs. 31,4 mg/g. Huang
et al. (2011) también hallaron un excelente poder reductor en sus muestras de harina biotransformada
por G. frondosa; ademas sus extractos etandlicos y acuosos tenian alto PR, siendo mayor el poder
reductor del extracto acuoso, con CE50pr de 2,0 vs 1,1 mg/ml. Notese que tanto estas concentraciones
efectivas para el PR informadas por estos autores como la obtenida en la presente tesis resultaron ser
més bajas que las correspondientes concentraciones efectivas para el SR, independientemente del
solvente utilizado para realizar la extraccion.

Al estudiar las capacidades antioxidantes de la harina de trigo control (WF) que se utiliz6 como
control en el presente estudio, los valores obtenidos de su actividad antioxidante fueron: CE50s : 57,6
mg/ml, y CES50pg: 55,0 mg/ml; mientras que los contenidos en EqQAAsr Y EQAApR para esas

actividades fueron despreciables, 0,3 y 0,6 mg/g respectivamente. En la Figura 82 se muestran las
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curvas de actividad SR y PR en los tres extractos metandlicos de las muestras de GfLC y GfWG y
también las obtenidas para las sustancias patrén y el control de harina de trigo control (WF).

Huang et al. (2011). analizando las capacidades antioxidantes de la harina de trigo control (WF)
informaron una buena actividad SR, que fue mayor en el extracto etandlico en relacion al acuoso con
un moderado PR en el extracto etandlico, siendo muy bajo en el extracto acuoso. Un aspecto que es
necesario mencionar es que el tratamiento térmico al cual se sometio el trigo a utilizar como control
(90 minutos a 121°C, ver 2.1 en el capitulo 1V) puede haber afectado marcadamente el contenido
antioxidante original del grano de trigo.

3.3. Compuestos antioxidantes de Grifola spp.

En los hongos la actividad antioxidante se atribuye generalmente a la presencia de compuestos
fendlicos y polisacaridos (Barros et al., 2007a; Heleno et al., 2010; Tseng et al., 2008; Liu et al., 2010,
Liu et al., 2010b); aungue también pueden existir otros compuestos antioxidantes y en cantidades
variables segun la especie, p.e. B-caroteno, &cido ascérbico, &cidos organicos y/o alcaloides (Elmastas
et al., 2007; Barros et al., 2007b; Ribeiro et al., 2008).

Los compuestos fendlicos se solubilizan tanto en sustancias polares como apolares, y ello
depende de la sustitucion de los hidrégenos del anillo fendlico por diferentes grupos moleculares. Es
asi gue son mas apolares cuando predominan los grupos CHs, como seria el caso de BHA y TBHQ; y
aumentan en polaridad al incrementar el nimero de grupos OH™ y COOH’, como ocurre p.e. con el
acido galico, el &cido tanico y el pirogalol. Ademas los compuestos fenélicos pueden ser pequefios,
i.e.: un solo anillo con grupo fendlico p.e. el &cido gélico, o bien pueden unirse numerosos monémeros
-de manera similar a lo que ocurre en la lignina de los vegetales- alcanzando tamafios moleculares de
0,5-4 KDa (Haslam y Cai, 1994; Quideau et al., 2011). Los resultados del contenido de fenoles totales
en los extractos metandlicos de las distintas muestras conteniendo micelio de las especies de Grifola
bajo estudio se muestran en la Tabla 45, y en las Figura 83 y 84 se muestran las correlaciones para G.
gargal y G. sordulenta entre la actividad antioxidante expresada por ambas la EQAAsz ¥ la EQAARr
vs. la presencia de compuestos fendlicos medida en EQAG en los extractos.

Los polisacaridos de los hongos son en general moléculas de alto peso molecular y por ello
solubles en agua a bajas concentraciones, aunque existen también ciertos polisacéaridos de relativo bajo
peso molecular, de alrededor de 5 KDa, que poseen propiedades antioxidantes (Liu et al., 2010b). Para
su solubilidad dependen de la habilidad que tiene el agua libre para formar uniones por puentes de
hidrogeno, por eso no es esperable la presencia de polisacaridos de este tamafio molecular en los

extractos metandlicos, si bien podrian encontrarse algunos oligosacaridos mas pequefios.
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Tabla 45. Contenido de compuestos fendlicos en muestras conteniendo micelio de Grifola gargal, G.
sordulenta y G. frondosa. Valores promedio expresados en equivalentes de &cido galico por gramo de
muestra seca obtenida de los tratamientos correspondientes al cultivo de micelio en medio nutritivo
liquido en “frascos”, al cultivo de micelio en medio nutritivo liquido agitado conteniendo “BAP”, al
cultivo de micelio en medio nutritivo liquido “estacionario” y a las harinas de trigo control (WF) y de
trigo biotransformado (GgWG, GsWG y GfWG). Columna I: comparacion de los valores medios de
todos los tratamientos. Columna Il: comparacion de los valores medios dentro de cada grupo de

tratamientos. Las letras indican las diferencias estadisticas entre las medias (Tukey, 0=0,05).

Especies y muestras * ——

mg/g | 11
Grifola gargal
GgFB 34 jkim® -
GgLC-frascos | 53 f A°
GgLC-frascos Il 5,4 f A
GgLC-frascos IlI 3,4 jkim B
GgLC-frascos IV 4,0 ijk
GgLC-BAP 0 mg/l 103 b ce
GgLC-BAP 0,1 mg/I 78 ¢ D
GgLC-BAP 1 mg/I 5,0 fgh E
GgLC-BAP 5 mg/l 51 fg E
GgLC-BAP 10 mg/l 4,3 ghi E
GgWG 33 kim  G°
Grifola sordulenta
GsLC-frascos | 5,7 def J!
GsLC-frascos Il 2,9 m L
GsLC-frascos 111 4,2 hij K
GsLC-frascos IV 3,7 ijklm K
GsLC-BAP 0 mg/I 59 def MN ¥
GsLC-BAP 0,1 mg/l 3,9 ijkli o
GsLC-BAP 1 mg/l 6,4 d M
GsLC-BAP 5 mgl/l 5,6 ef N
GsLC-BAP 10 mg/I 3,0 Im P
GsL C-estacionario 10,3 b Q"
GsSWG 1,0 n H
Grifola frondosa
GfLC-estacionario 6,4 de R
GfWG 19,6 a F
Wi 0,1 n I

8 Gg: G. gargal; Gs: G. sordulenta; Gf: G. frondosa. FB: fructificaciones; LC: cultivo liquido; WG: cultivo de
micelio en granos de trigo; WF granos de trigo control. I-1V: cultivo agitado en frascos con: medio basal (l);
vitaminas y aminoéacidos (11); reguladores (1) o vitaminas, aminoacidos y reguladores (V). BAP 0-10: cultivo
agitado en Erlenmeyers con bencilaminopurina en concentraciones desde 0 a 10 mg/l. Estacionario: cultivo en
fuentes sin agitacion.

El error estandar de los valores medios se calculd con la formula EEanova = (CMerror /ni)  y fue: 0,2,¢0.2, ¢
0,2,°0,1,0,1,90,2y " 0,2.
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Figura 83. Analisis de regresion de actividad SR (EgAAsgr) Vs. contenido de compuestos fendlicos
(EQAG) en Grifola spp. Grifola gargal (o, linea solida), G. sordulenta (#, linea punteada), G. frondosa
(w) y harina de trigo control “WF” (A).
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Figura 84. Andlisis de regresion de actividad PR (EqAAgR) vs. el contenido de compuestos fendlicos
(EgAG) en Grifola spp. Grifola gargal (o, linea sélida), G. sordulenta (#, linea punteada), G. frondosa
(w) y harina de trigo control “WF” (A).
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3.3.1. Compuestos antioxidantes en Grifola gargal

El extracto metanolico de micelio obtenido mediante cultivo liquido de G. gargal presentd un
mayor contenido de compuestos fendlicos que el proveniente del micelio de la fructificacion y también
mayor que el obtenido de la harina de granos de trigo biotransformados. En especial los tratamientos
GgLC-frascos | y GgLC-frascos Il presentaron valores promedio de 5,3- 54 mg/g EQAG, y los
tratamientos GgLC-BAP 0 y GgLC-BAP 0,1 produjeron contenidos tan altos como de 10,3 y 7,8
mg/g, respectivamente. En comparacion, los contenidos en EQAG en la fructificacion y en la harina
biotransformada fueron un 40-60 % menores, c.a. 3 mg/g (Tabla 45).

El contenido de compuestos fendlicos en EQAG en la harina de granos de trigo biotransformados
(GgWG) fue menor respecto al obtenido en los micelios provenientes de los otros tratamientos de G.
gargal, asi como lo habia sido el contenido medido en EqAAsgr Y EQAAq: (Tablas 43 y 44). Mas alla
de la baja concentracion de estos compuestos fendlicos, presumiblemente formen parte de los
compuestos responsables de la alta capacidad antioxidante observada por los valores bajos de CE50s
y CE50pr (Tablas 43 y 44).

El contenido de compuestos fendlicos de las fructificaciones de G. gargal fue en promedio de 3,4
mg/g EQAG sobre la base de peso seco; Brujin et al. (2008; 2009) obtuvieron valores de contenidos en
compuestos fendlicos de 60- 77 mg/ 100 g sobre la base de peso fresco en extractos de basidiomas- de
G. gargal obtenidos con 20% de etanol. Estos valores expresados sobre la base de peso seco
(considerando un contenido relativo de agua de 85 %) representarian un contenido de 4- 5 mg/g
EqgAG. Ademas, en una extraccion con 90% etanol obtuvieron valores de 3,6 mg/g EQAG, valor muy
similar al mencionado precedentemente para el extracto en metanol. Segin los estudios de estos
autores un 5 a 10 % de este contenido fendlico serian flavonoides Brujin et al. (2009).

Es interesante sefialar que en casi todas las muestras de los tratamientos analizados, los
contenidos altos de compuestos fenolicos expresados en EGAG fueron consistentes con los valores
bajos de las CE50sg ¥ CE50pr y valores altos de EQAAsr Y EQAARg, €s decir que las muestras de
origen tenian una alta actividad antioxidante. Sin embargo se hallé una excepcién en el caso de GgLC-
BAP 10 mg/ml, porque a pesar de que exhibié un bajo contenido en EQAG mostrd poseer una buena
capacidad antioxidante expresada en términos de CE50pr, EQAAsr Y EQAARR. Puede argumentarse
que ello seria causado por la presencia de uno o més metabolitos antioxidantes no fendlicos cuya via
de biosintesis resultaria inducida por la concentracion més elevada de BAP.

El andlisis de regresion de la propiedad de extincion de DPPH de los extractos metandlicos de las
muestras de G. gargal expresado mediante el contenido en equivalentes de acido ascorbico EQAAgr
vs. EQAG indico que gran porcentaje de la variacion en los valores de EQAAsgr podrian explicarse por
el contenido de compuestos fendlicos (Figura 83, R*=0,67). La extrapolacion de la curva de regresion
al eje de EqQAAsr (valor cero para EQAG, Figura 83) indica que en ausencia de fenoles la actividad
antioxidante resulté ser equivalente a 11 mg/g de &cido ascorbico; de manera que también participan

de la respuesta SR global otros metabolitos no fendlicos.
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En el analisis de la regresion de la propiedad del poder reductor de los extractos metandlicos de
las muestras de G. gargal expresado mediante el contenido en equivalentes de &cido ascorbico
EqAAg vs. EQAG, el coeficiente de regresion hallado indico que el contenido fendlico explicaria en
un 53 % la variacion del PR. Ademas por extrapolacion de la curva de regresion se muestra que el PR
debido al contenido de compuestos fendlicos se desarrollaria a partir de 2 mg/g EQAG (Figura 84).

En la Tabla 46 se muestran los resultados de las sustancias patrones separados y revelados en
cromatografia en TLC y en la Tabla 47 se muestran los resultados de la cromatografia en el mismo
sistema de TLC con extractos metandlicos de G. gargal. Algunas imagenes ilustrativas de los
cromatogramas de G. gargal, G. sordulenta, G. frondosa y la harina control se muestran en la Figura
85.

En el conjunto de muestras de G. gargal se encontraron 16 manchas con actividad antioxidante,
de las cuales 11 fueron de muy alto poder antioxidante (valor +++ en la columna de DPPH, Tabla 47).
Los extractos metandlicos de las muestras provenientes de los diferentes grupos de micelios de
cultivos liquidos mostraron patrones similares de bandas entre ellos, por este motivo se muestran los
resultados para todo el conjunto i.e. I, II, IIT y IV para “frascos” y 0, 0,1, 1, 5y 10 para “BAP” (Tabla
47). De igual manera se procedié mas adelante para G. sordulenta (Tabla 48).

En el cromatograma se hallaron manchas con actividad antioxidante cuyas caracteristicas de
revelado, en comparacion a los patrones empleados y a la literatura (ver item 2.6.), indicaban la
existencia de compuestos fenolicos. Los més reactivos al DPPH fueron los compuestos polares. En
ellos se observd que eran de color beige-marrdn que se oscurece en presencia de amonio, la reaccién
con cloruro férrico- ferricianuro de potasio daba colores fuxia- rosa y la de antrona-acido sulfurico
colores verde pardos, ademas fueron UV, y UVzes positivos. Dos de estos compuestos con
caracteristicas de fenoles mostraron ademas, aumento en la fluorescencia en UV3g Seguida a una
exposicion al amonio, lo cual se lo relaciona con compuestos flavonoides (ver item 2.6.2.).

Si bien se intentd separar las manchas por su grado de polaridad, no hubo una separacion clara
entre las bandas. Este efecto fue mas marcado en el caso de GgWG donde se hallé que la banda
antioxidante forma un continuum de compuestos desde el sitio de siembra hasta la altura
correspondiente al Rf: 0,80, siendo los més polares los més reactivos al DPPH (Rf: 0,00 hasta 0,40)
(Tabla 47). Es necesario mencionar que el control del extracto metandlico de la harina de trigo control
(WF) solo mostr¢ actividad antioxidante moderada en la fraccion polar (Tabla 49).

Los compuestos fenolicos y en especial los flavonoides son compuestos del metabolismo
secundario de los reinos Plantae y Fungi y por ello estan presentes en el género Grifola. El analisis
comparativo del contenido de fenoles y en particular de flavonoides, en extractos con diferentes
solventes vs. la respuesta en la actividad antioxidante fue estudiada en fructificaciones de G. gargal
por Brujin et al. (2008 y 2009). Estos autores observaron que en extracciones de agua/etanol en
diferentes proporciones el contenido de fenoles y flavonoides permanece constante, asi como el PR,

mientras que la actividad SR aumenta a mayor proporcion de etanol (Brujin et al., 2009).

253



Tabla 46. Resultados del analisis de la cromatografia en capa delgada de las sustancias empleadas
como patrones. Las sustancias con resultado positivo en el revelado con DPPH fueron registradas y la
velocidad de esta reaccién antioxidante se dividié en rapida e intensa: +++ (lectura realizada a los 30
minutos); lenta e intensa: ++ (la lectura se realiz6 a las 16 h) y débil: + (lectura realizada a las 16 h).
Se indican los colores de las bandas en luz blanca, antes y después de una exposicion a vapores de
amonio, a UV, Yy UV3g6. El revelado con ferricianuro de potasio y con la antrona-sulfarico se realizd
para la deteccion de compuestos fendlicos y polisacéridos, respectivamente.

Ferricianuro Antrona

Controles Rf DPPH Visible Amonio UVis UVag de potasio  sulfdrico
Ac. ascérbico 0,20 +++ - - violeta ' celeste azul gris
a-tocoferol 0,95 +++ - - violeta - violeta negro
jB-caroteno 0,95 ++ | &mbar - azul  negro admbar negro
BHA 0,85 +++ - gris  violeta negro beige violeta
TBHQ 0,75 +++ azul  violeta violeta negro violeta beige
Ac. gélico 0,35 +++ | beige ocre  violeta negro ocre violeta
Ac. tanico 045 + marrén  ocre  violeta negro ocre pardo
Pirogalol 0,65 +++ | beige = marrdn marrdn negro ocre pardo
Sulfato de dextrano 010 - i i violeta | - i "

0,20 - - - - - - gris
Glicol quitosano - - - - - - - -
G. gargal polisacarido 828 nd z:g:g:g celt_aste g;:z
G. fronggsa 0,95 nd - - v!oleta celeste - -
polisacéarido 0,20 - - violeta - - -

S 0,95 - - violeta celeste - -

A. blazei polisacérido 0.20 nd i i violeta X i i

0,95 - - violeta celeste - negro
L. edodes polisacarido nd

0,20 - - violeta - - gris

Lo anterior es coherente con los datos obtenidos trabajando en esta tesis con extractos
metandlicos, que indican una mayor dependencia de la presencia de fenoles para el PR que para la
actividad SR. Con otros solventes de diferentes polaridades (de mayor a menor): agua, etanol, acetona,
etil acetato y hexano hallaron distinta capacidad antioxidante en cuanto a SR y PR asi como
contenidos de fenoles y flavonoides (Brujin et al., 2009). En la extraccion acuosa hallaron valores
altos de fenoles y flavonoides y no se detectd una actividad SR importante e incluso nada de PR; en
etanol y acetona hallaron menor contenido de fenoles y flavonoides que en la extraccion acuosa y con
estos solventes obtuvieron los mayores valores de SR y PR, finalmente con etil acetato y hexano
obtuvieron valores despreciables de fenoles y flavonoides, y sin embargo los valores de SR fueron c.a.
del 20% correspondiente a los extractos con mayor actividad (etanol y acetona).

Los resultados obtenidos sobre la actividad antioxidante de las fructificaciones de G. gargal
indican que el contenido de compuestos fendlicos no puede estar completamente asociado con la
actividad SR y PR. La actividad antioxidante de extractos ricos en compuestos fendlicos se ha

relacionado cominmente con el contenido fenélico determinado con la reaccion de Folin—Ciocalteau;
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sin embargo se ha argumentado que la variacion de cada compuesto fenolico influye en la actividad
antioxidante resultando en sinergismo, antagonismo, co-antioxidacion y retardo en la oxidacion
(Becker et al., 2004).

En el estudio de TLC se hallé que la banda apolar del extracto metandlico de fructificaciones de
G. gargal posee una actividad antioxidante muy buena y no esta relacionada con fenoles, su
coloracion roja en respuesta al reactivo de antrona sulfdrico sugiere para aquella banda una identidad

compatible con oligosacaridos.

Tabla 47. Resultados del analisis de TLC de Grifola gargal. Las sustancias con resultado positivo en
el revelado con DPPH fueron registradas y la velocidad de esta reaccion antioxidante se dividi6 en
rapida e intensa: +++ (lectura realizada a los 30 minutos); lenta e intensa: ++ (la lectura se realizé a las
16 hs) y débil: + (lectura realizada a las 16 hs). Se indican los colores de las bandas en luz blanca,
antes y después de una exposicion a vapores de amonio, a UVas, Y UV3gs. El revelado con ferricianuro
de potasio y con la antrona-sulfirico se realiz6 para la deteccién de compuestos fendlicos y

polisacaridos, respectivamente.

Ferricianuro de Antrona

Grifola gargal Rf DPPH Visible Amonio UV, UV potasio sulfarico
GgFB

m. polares | 0,00-0,20 +++ marron ocre  violeta azul fuxia verde
m. polares |1 0,20- 0,45 +++  beige = marrén celeste - rosa pardo
m. apolares 0,95-1,00 +++ - beige azul = celeste - rojo
GgLC-frascos

m. polares | 0,00-0,10  ++ beige = marrén  celeste - fuxia verde
m. polares 11 0,10- 0,20 +++ marron ocre  violeta azul rosa pardo
m. polares Il 0,20-0,40 ++ marrdon  ocre  violeta azul - pardo
m. apolares 0,95-1,00 +++ beige = marron azul = celeste - rojo
GgLC-BAP

m. polares | 0,00-0,20  ++ - beige  violeta celeste* fuxia verde
m. polares Il 0,20-0,40 +++ beige = marron violeta celeste* fuxia pardo
m. polares 111 0,50- 0,60 +++ marrén  ocre azul - rosa -
m. apolares 0,95-1,00 +++ - beige | celeste - - -
GgWG

m. polares | 0,00- 0,20  +++ marrén  ocre gris azul fuxia verde
m. polares Il 0,20-0,40 +++ marrébn ocre violeta azul fuxia pardo
m. polares 1l 0,40-0,60 ++ marréon ocre  violeta - rosa pardo
mieeﬂzgiad 0,60- 0,80 + - beige gris - rosa pardo
m. apolares 0,95-1,00 +++ beige = marron violeta celeste - pardo

(*) Respuesta asociada a flavonoides: celeste brillante en UV g5 que aumenta luego de exposicién al amonio, y
ademas con caracteristicas de fenoles en la reaccion con cloruro férrico- ferricianuro de potasio.
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3.3.2. Compuestos antioxidantes de Grifola sordulenta

El contenido de compuestos fendlicos en los extractos metandlicos de G. sordulenta fue variable
entre las diferentes bioformas de micelio. EI mayor contenido en EqAG fue el hallado en GgLC-
estacionario: 10,3 mg/g, mientras que el micelio proveniente del cultivo liquido en frascos (GsLC-
frascos) y el proveniente del cultivo liquido en Erlenmeyers (GsLC-BAP) mostraron un contenido en
EQAG que vari6 desde 2,9 a 6,4 mg/g. Cabe sefialar que el extracto metandlico de las muestras
correspondientes a los medios basales de ambos grupos de tratamientos, tenian un contenido similar de
compuestos fendlicos de 5,7-5,9 mg/g EqAG. El extracto metandlico con menor contenido en EQAG
fue el de GSWG con un contenido de apenas 1,0 mg/g en EQAG (Tabla 45).

Para comparar la magnitud de la actividad antioxidante de los compuestos fendlicos entre G.
gargal y G. sordulenta (EQAAsr 0 EgAAr vs. EQAG) es Util considerar la pendiente de las
correspondientes ecuaciones de las curvas de regresion. En efecto, considerando la capacidad de
extincién de radicales DPPH en términos de contenido de 4cido ascérbico (EqQAAsgr), para un mismo
contenido de compuestos fendlicos (EQAG), puede apreciarse que los compuestos fendlicos de G.
sordulenta son mas activos que los que presenta G. gargal (Figura 83). Similarmente, al considerar al
PR desde este enfoque, se encuentra que los compuestos fendlicos presentes en G. sordulenta, poseen
menor actividad de PR en relacion a la encontrada para los compuestos fenélicos de las muestras de G.
gargal (Figura 84).

Las curvas de regresion de G. sordulenta mostraron un ajuste moderado y bajo, siendo los
coeficientes de regresion de 0,57 para SR y de 0,26 para PR; sugiriendo la presencia de fenoles
inactivos para estas actividades antioxidantes y ain también que otros compuestos no fendlicos
participan de las actividades SR y PR del extracto metanélico. En adicidn, la extrapolacion de las
curvas de EqQAAsr Y EqAArR vs. EQAG, indican que en ausencia de compuestos fendlicos —
determinados por el reactivo de Folin-Ciacolteau - existe una actividad antioxidante de 14 mg/g
EqAAsr v 45 mg/g EqAAsR. En G. gargal se habia determinado tal presencia de actividad
antioxidante en ausencia de compuestos fenolicos sélo para el caso de la actividad antioxidante
expresada mediante el contenido EqAAsg.

Otro argumento a favor de la presencia de fenoles inactivos o compuestos no fenolicos activos
para SRy PR es que de manera global, las diferencias estadisticas halladas en el anlisis grupal de
“frascos” y “BAP” para las CE50sg, CE50pr y l0s contenidos en EQAAsg Y EQAAR: (Tablas 43 y 44)
fueron coherentes entre si, pero todas esas diferencias no fueron consistentes con los contenidos de
compuestos fendlicos (Tabla 45). Por lo que podria adjudicar a los medios utilizados una modulacién
cualitativa del contenido de fenoles y/o una modulacién cuantitativa de compuestos antioxidantes no

fendlicos.
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Tabla 48. Resultados del andlisis de TLC de Grifola sordulenta. Las sustancias con resultado positivo
en el revelado con DPPH fueron registradas y la velocidad de esta reaccion antioxidante se dividid en
rapida e intensa: +++ (lectura realizada a los 30 minutos); lenta e intensa: ++ (la lectura se realizo a las
16 hs) y débil: + (lectura realizada a las 16 hs). Se indican los colores de las bandas en luz blanca,
antes y después de una exposicion a vapores de amonio, a UV,s, ¥ UV3g6. El revelado con ferricianuro
de potasio y con la antrona-sulfirico se realizd para la deteccion de compuestos fendlicos y

polisacéridos, respectivamente.

gr';z'lzm . Rf  DPPH Visible Amonio UV  UVsss Ferr;)‘gf‘ar‘sli‘g° EE Q’I‘ftl:‘r’lr;i
GsLC-frascos

m. polares | 0,00-0,20  ++ beige = marron celeste - azul verde
m. polares Il 0,20-0,30 +++  beige = marrén violeta azul fuxia pardo
m. polares Il 0,30- 0,60 + marréon ocre | violeta azul rosa pardo
m. apolares 0,95-1,00 +++ beige = marron azul  celeste* rosa rojo
GsLC-BAP

m. polares | 0,00- 0,20 +++ marron ocre | celeste  rosa azul verde
m. polares 11 0,20-0,40 +++  beige = marron violeta celeste* rosa pardo
m. polares Il 0,50- 0,60 ++ beige - celeste  verde rosa -
m. apolares 0,95-1,00 +++ - - azul rosa - -
GsLC- fuentes

m. polares | 0,00- 0,10 +++ marrén ocre  celeste - rosa pardo
m. polares Il 0,10- 0,20 +++ marrébn ocre  violeta celeste* rosa verde
m. polares 111 0,30-0,50 +++ marron ocre  violeta azul rosa verde
miepr(r)]:z:ji;ad 0,60- 0.80 + - beige celeste  azul - beige
m. apolares 0,95-1,00 +++ beige = marron = azul  celeste - rojo
GsWG

m. polares 0,00-0,50 ++ - - azul - rosa -
miepr(r)]:zg;ad 0,60- 0.80 + - - celeste  azul - rojo
m. apolares 0,95-1,00 +++ beige - violeta celeste* naranja rojo

(*) Respuesta asociada a flavonoides: celeste brillante en UV3ss que aumenta luego de exposicién al amonio, y
ademas con caracteristicas de fenoles en la reaccion con cloruro férrico- ferricianuro de potasio.

En la cromatografia en capa delgada se pudieron distinguir 16 bandas de compuestos con
actividad antioxidante, de los cuales 10 mostraron muy alto valor antioxidante ante la reaccion con
DPPH (Tabla 48). El efecto de bandas antioxidantes formando un continuum también fue registrado
en todos los extractos de esta especie, especialmente en los provenientes de las muestras de GsLC-
fuentes.

En todas las bandas altamente reactivas con DPPH se encontraron caracteristicas de compuestos
fenolicos, como ser el color beige-marrdn que se oscurecia en presencia de vapores de amonio o las
bandas fuxia-rosadas ante la reaccion con ferricianuro de potasio y verde-pardo en la reaccién con el
revelador de antrona- acido sulfarico. Con DPPH también aparecieron bandas apolares altamente

reactivas con una coloracion roja en la reaccion de antrona- acido sulfarico, que fueron de color rosa
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anaranjado o bien con reaccion negativa al ferricianuro de potasio, y que estarian relacionadas con
oligosacéridos, solos o combinados con compuestos fendlicos.

La presencia de fenoles, con aumento de fluorescencia en UVsq6 luego de la exposicion al amonio
compatible con una respuesta flavonoide- positiva, fue encontrada en bandas polares para las muestras
de micelio de cultivo liquido y una banda apolar en el caso del grano de trigo biotransformado. En los
5 casos en que se encontrd esta respuesta, también se hall6 que la actividad antioxidante era la méas
potente del extracto cromatografiado (Tabla 48), lo cual enfatiza el papel antioxidante de los
flavonoides presentes en G. sordulenta.

3.3.3. Compuestos antioxidantes de Grifola frondosa

El contenido de compuestos fenélicos de 6,4 mg/g EQAG en el extracto metandlico del micelio de
G. frondosa obtenido con la metodologia de cultivo liquido estacionario (GfLC-estacionario) fue
marcadamente menor que el obtenido en el extracto de G. sordulenta utilizando la misma metodologia
de cultivo (GsLC-estacionario) (10,3 mg/g EqAG), siendo ademas el mas elevado de toda la serie de
muestras analizadas para esta Ultima especie. Por otra parte, cabe recordar que el mayor contenido en
compuestos fendlicos en G. gargal fue el del extracto metandlico del micelio proveniente de cultivo
liquido en Erlenmeyers (GgLC-BAP 0) también con 10,3 mg/g EQAG.

El contenido de compuestos fendlicos en un extracto metandlico de micelio de G. frondosa
hallado por Lin (1999) fue menor (1,6 mg/g EQAG). Este autor ademas encontrd un contenido muy
elevado de compuestos fendlicos en las fructificaciones de esa especie (12,3 mg/g EQAG).

La harina de granos de trigo control exhibid el contenido méas bajo en compuestos fendlicos: 0,1
mg/g EqAG. El extracto metandlico de la harina de grano de trigo biotransformado con G. frondosa
(GfWG) exhibi6 el contenido mas alto de compuestos fendlicos (19,6 mg/g EQAG, Tabla 45). Este
particularmente alto contenido en compuestos fendlicos no fue hallado en las harinas de grano de trigo
biotransformado por G. gargal ni por G. sordulenta, con 3,1y 1,0 mg/g EqAG, respectivamente. Otros
autores (Huang et al., 2011) determinaron que en los extractos etanélicos y acuosos de harina de trigo
biotransformada con G. frondosa habia contenidos de 13 y 23 mg/g EQAG, tan altos como los de las
extracciones metandlicas de estos ensayos.

El valor del contenido en compuestos fendlicos correspondiente a las muestras de GfLC-
estacionario en la gréfica de actividad EqQAAsr de vs. EGAG se ubico entre las dos curvas de regresion
de G. gargal y G. sordulenta (Figura 83), de manera tal que se considera que la actividad antioxidante
en su capacidad SR expresada en contenido equivalente de acido ascorbico de estos compuestos es
similar en estas especies.

En el caso de GfWG, se observd mayor contenido en compuestos fendlicos, que seguia la

tendencia global de las curvas EQAAgr para las otras especies (Figura 83).
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Tabla 49. Resultados del andlisis de TLC de micelio de cultivo liquido de Grifola frondosa y harina
de granos de trigo biotransformados por esta especie y la harina de granos de trigo control (WF). Las
sustancias con resultado positivo en el revelado con DPPH fueron registradas y la velocidad de esta
reaccion antioxidante se dividio en rapida e intensa: +++ (lectura realizada a los 30 minutos); lenta e
intensa: ++ (la lectura se realiz6 a las 16 hs) y débil: + (lectura realizada a las 16 hs). Se indican los
colores de las bandas en luz blanca, antes y después de una exposicion a vapores de amonio, a UVs, y
UV3e6. El revelado con ferricianuro de potasio y con la antrona-sulfarico se realizé para la deteccion
de compuestos fendlicos y polisacaridos, respectivamente.

Col Bk i eniess R DPPH Visible Amonio UVis UVsge Crricianurode  Antrona
Harina control potasio sulfdrico
GfLC-fuentes

m. polares | 0,00-0,20 +++ beige  marron = azul | celeste* azul -

m. polares Il 0,20- 0,60 ++ - - celeste  azul rosa pardo
m. apolares 0,95- 1,00 + - beige azul | celeste - rojo
GfWG

m. polares | 0,00-0,20 +++  marrén = ocre  celeste celeste* - marrén
m. polares |1 0,20-0,40  +++ beige = marron = azul azul rosa marrén
miee?riig%ad 0,60- 0,90 + beige | celeste = celeste marrén
m. apolares 0,95- 1,00 +++ beige - azul rosa rosa rojo
WF

m. polares 0,00- 0,20 + - - - - rosa rojo
m. apolares 0,95-1,00 ++ amarillo - azul | celeste - rojo

(*) Respuesta asociada a flavonoides: celeste brillante en UV3s que aumenta luego de exposicién al amonio, y
ademas con caracteristicas de fenoles en la reaccién con cloruro férrico- ferricianuro de potasio.

En cuanto al PR se observo que ambos extractos metandlicos de los micelios provenientes, ya sea
de GfLC - estacionario o de GfWG, se ubicaban en la curva de regresién obtenida al relacionar
actividad antioxidante (PR) con el contenido fendlico de G. sordulenta (Figura 84). En otras palabras,
G. frondosa y G. sordulenta poseen similares capacidades en cuanto a PR a causa de sus compuestos
fendlicos, siendo ademas menos potentes en comparacion a la capacidad en PR que poseen los
compuestos fenolicos en los extractos metanolicos de micelios de G. gargal.

En ambas gréaficas que muestran las capacidades de los compuestos fendlicos en términos de sus
capacidades SR y PR (Figuras 84 y 85, respectivamente), se destaca que el valor correspondiente al
extracto metandlico preparado con la harina control (WF) se encontré cerca del origen en ambos ejes,
indicando que no posee contenido fendlico ni actividad antioxidante importantes.

El andlisis del cromatograma de los extractos metandlicos desarrollado en capa delgada reveld
que tanto el micelio de cultivo liquido como la harina de granos de trigo biotransformados de G.
frondosa poseian 7 bandas de compuestos con actividad antioxidante, de los cuales cuatro mostraron
muy alto valor antioxidante ante la reaccion con DPPH (Tabla 49). El efecto de bandas antioxidantes
formando un continuum, también fue registrado en todos los extractos de esta especie, especialmente

en los provenientes de las muestras de GfWG.
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En todas las bandas altamente reactivas con DPPH (+++) se encontraron caracteristicas de
compuestos fendlicos, como las mencionadas para G. gargal y G. sordulenta (Tabla 49). En el
extracto proveniente del GfLC-estacionario se detectaron compuestos no fendlicos apolares asociados
a oligosacaridos con baja actividad antioxidante. En cambio, se encontr6 una banda apolar en el
cromatograma del extracto correspondiente a GfWG que fue de alto poder antioxidante y que estaba
asociada a fenoles y oligosacaridos. En dos bandas con polaridad alta separadas en los cromatogramas
del extracto de GfLC-estacionario y GFfWG se hall6 actividad asociada a compuestos flavonoides.

Por su parte, el cromatograma del extracto de harina de granos de trigo control reveld una
moderada actividad antioxidante en la banda apolar con caracteristicas de compuestos carotenoides
(Tabla 49); como es ampliamente conocido estos compuestos estan presentes en el grano de Triticum
durum. Este analisis en cromatografia de capa delgada permitié ademas mostrar la presencia en los
extractos metanolicos de compuestos antioxidantes que se mantuvieron activos luego del proceso al
gue fueron sometidos los granos de trigo y demostrar ademas que el incremento sobre tal actividad

antioxidante basal en los granos biotransformados fue producto del metabolismo de los hongos.

4. Conclusiones

Los resultados presentados en este capitulo permitieron comprobar las hip6tesis formuladas, a
saber: i) que G. gargal y G. sordulenta son especies de hongos que poseen muy buenos atributos
antioxidantes especialmente poder reductor; ii) que esta actividad antioxidante se debe en parte a la
presencia de compuestos fenolicos pero no son los Gnicos compuestos activos; iii) que las diferentes
bioformas de micelio como las formas de cultivo modifican cuali y cuantitativamente el contenido de
antioxidantes causando variaciones en la actividad SR y en el PR, iv) que el micelio puede ser inducido a
modificar su contenido en antioxidantes usando reguladores de crecimiento vegetal, y v) que la variacion
en el contenido de una propiedad antioxidante es independiente de la producida en otra propiedad
antioxidante.

Fue particularmente notable la actividad antioxidante de metabolitos apolares constatada en todos
los extractos metandlicos de G. gargal y G. sordulenta; que en algunos casos podria asociarse a
compuestos fendlicos, mientras que en otros podria deberse a metabolitos no fendlicos, explicando en
este Ultimo caso algunas inconsistencias encontradas entre los contenidos de compuestos fenolicos y
las CE50sg, CE50pr, EQAASRY EQAARR.
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Figura 85. Cromatografia en capa fina de los extractos metandlicos de Grifola spp. para la corrida
separativa de los estadndares y extractos metandlicos fueron sembrados en placas de silicagel y
desarrollados en una solucién de cloroformo:metanol:agua (65:35:10).

A: las iméagenes I, Il 'y 1l muestran las corridas cromatograficas de los estdndares quimicos: (1) acido
ascorbico , (2) a-tocoferol, (3) p-caroteno,(4) BHA, (5) TBHQ, (6) &acido galico (7) acido tanico, (8)
pirogalol, (9) dextrano, (10) quitosano; en luz visible (1), UVys, (I1), y luego de 16 hs del rociado con
DPPH (I11). Las imagenes IV y V muestran las corridas cromatograficas de extractos de micelio de

cultivo liquido de G. frondosa (1), harina biotransformada por G. frondosa (2) y harina control (3) en
UV, (IV) y después de 30 minutos del rociado con DPPH (V).

B: imagenes del espectro visible (1) y del UV, (1) de las corridas cromatograficas de extractos
metandlicos de G. gargal: cuepos fructiferos (1), micelio de cultivo liquido en frascos (2, GgLC I 11 111
y 1V) y harina biotransformada (3), y su respuesta al rociado con DPPH a los 30 minutos (I11) y a las
16 horas (IV). La presencia de compuestos fenolicos (V) fue revelada con el rociado de una solucion
de Cl3Fe-K3(CN)s.

C: idem (B) con los extractos metandlicos de G. sordulenta: micelio de cultivo liquido en frascos (2,
GgLC I 11 'y 1V), harina biotransformada (3) y micelio de cultivo liquido en fuentes (4).

2«14 3 [= 2 <14 3 > 2 <14 3
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Capitulo VII

Propiedades antigenotdxicas en Grifola spp.

1. Introduccion

Grifola gargal y G. sordulenta son considerados hongos comestibles segun los habitantes de los
bosques patagdnicos. El conocimiento sobre el estatus toxico y genotoxico de estas especies permitiria,
en el caso que fueran atdxicas, el desarrollo de nuevos productos alimenticios y eventualmente
medicinales en base a estos hongos. Grifola frondosa, por su parte, es un conocido hongo medicinal, y
existe suficiente evidencia de su efecto como inmunomodulador y antitumoral (Kodama et al., 2003), y
de sus efectos benéficos derivados de sus propiedades antioxidantes (Mau et al., 2002; 2003), sin
embargo, hasta el presente hay pocos estudios de su accidén genotdxica/antigenotéxica (Jin y Qian,
1994).

1.1. Genotoxicidad y hongos como alimentos funcionales

La sintesis y replicacion del ADN no son procesos infalibles, las alteraciones genéticas pueden
ocurrir espontdneamente durante las divisiones celulares. Ello se debe en parte a que en condiciones
normales del metabolismo aeroébico las células producen especies reactivas de oxigeno (en inglés ROS)
capaces de reaccionar y alterar al ADN (Wallace Hayes, 2008). Algunos ejemplos de estas moléculas
reactivas de oxigeno son el anion superoxido (O), el radical hidroxilo (OH-), el singlete de oxigeno
(10,), y el perdxido de hidrégeno (H,0,). La fidelidad e integridad de la informacién genética se
mantiene mediante varios tipos de reparaciones enzimaticas del ADN. Esta caracteristica de auto-
reparacion enfatiza la importancia de la integridad de esta molécula para la supervivencia del
organismo. Algunos sistemas de reparacion de ADN son constitutivos de las células, y otros pueden ser
adaptativos o inducidos por la exposicion a genotoxicos (Wallace Hayes, 2008).

La genotoxicidad es la capacidad relativa de un agente de ocasionar dafio en el material genético,
originando efectos bioldgicos adversos, entendiéndose por “material genético” no solo al ADN, sino
también a todos aquellos componentes celulares que se encuentran relacionados con la funcionalidad y
comportamiento de los cromosomas dentro de la célula. Los genotdxicos o xenobidticos se clasifican
entonces en tres categorias de acuerdo a su origen: quimicos, fisicos y bioldgicos; y otras tres de
acuerdo a su modo de accion o efectos: mutagenos, carcindgenos o teratdgenos, que dan lugar a tres
tipos de procesos: mutagénesis, carcinogénesis y teratogénesis (Abrevaya, 2008)

La antimutagénesis consiste en la inhibicion de la tasa de mutacion y consecuentemente influye
disminuyendo la incidencia de céncer y otras afecciones (Vogel y Nivard, 2000). Kada y Shimoi
(1987) propusieron diferenciar estos agentes segun su actividad antigenotdxica en dos categorias: los
desmutagénicos que son aquellos que previenen el dafio al ADN actuando sobre el agente mutagénico
antes que ocurra el dafio; y los bioantimutagénicos que acttan luego que el dafio al ADN se produjo,
regulando los procesos de reparacidn que suprimen la fijacion de la mutacion.

Una dieta funcional con propiedades desmutagénicas y bioantimutagénicas ayudaria a inhibir o
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reparar los dafios provocados por los agentes genotoxicos. En efecto, algunos alimentos han sido
efectivos en modelos de estudios preclinicos (de Flora et al., 2001). Entre los alimentos funcionales
figuran ciertos hongos medicinales que han demostrado poseer muchos ingredientes
quimiopreventivos que inhiben la actividad de varios mutadgenos y carcindgenos (Chang, 1996;
Zjawiony, 2004). En la actualidad, basado en descubrimientos cientificos existe un continuo desarrollo
de medicinas, alimentos funcionales y suplementos dietarios derivados de los hongos (Chang, 1996;
Wasser., 2010).

Taira et al. (2005) encontraron que las fructificaciones de Agrocybe cylindracea, Pleurotus
ostreatus y Lentinula edodes inhiben el dafio al ADN causado por varios mutagenos. Efectos similares
se han descriptos para Agaricus blazei (Delmanto et al., 2001; Menoli et al., 2001; Martins de Oliveira
et al., 2002; Guterrez et al., 2004) y varias especies de hongos investigadas por Griiter et al. (1990).

Los resultados presentados en el capitulo anterior indican la presencia de diferentes sustancias
antioxidantes con diferentes contenidos segun el medio de crecimiento del micelio empleado y cuya
presencia también varia cuali y cuantitativamente con las condiciones del cultivo. Las sustancias
antioxidantes suelen ser las responsables de la desmutagénesis al reaccionar con el agente genotdxico
interrumpiendo su llegada a la cadena de ADN, evitando asi el consecuente dafio (Lohman et al.,
2001). Asimismo existen otras sustancias en el micelio que tienen efecto mediante la biomodulacién de

enzimas involucradas en el metabolismo de xenobiéticos (Lakshmi et al., 2006).

1.2. Bioensayo SMART (somatic mutation and recombination test)

Un agente genotoxico puede dafiar las cadenas de ADN de cualquier organismo mas alla de las
diferencias en el metabolismo celular; por ello para su estudio se pueden usar células vegetales,
bacterias, hongos, invertebrados (especialmente nematodos y Drosophila spp.) y vertebrados (ratas,
ratones, y células humanas). Sin embargo, la prediccién de los efectos carcinogenéticos entre especies
requiere que el metabolismo y el mecanismo de accién de los agentes quimicos sea igual tanto a altas
dosis (como ocurre en los bioensayos) como a bajas dosis, siendo estas Gltimas las exposiciones mas
frecuentes para el ser humano (Wallace Hayes, 2008).

De los bioensayos disponibles para la prueba de geno/antigenotoxicidad del material fngico
correspondiente a G. gargal y G. sordulenta obtenido durante la realizacion de esta tesis, se eligio el
test de mutaciones y recombinaciones sométicas (SMART) en el tejido del ojo de la mosca Drosophila
melanogaster. Existen evidencias que ciertos alimentos, incluyendo los hongos medicinales, son
capaces de reducir la genotoxicidad inducida en larvas de Drosophila melanogaster cuando se les
suministra un carcinégeno quimico. Con el SMART es posible revelar si un alimento es inocuo en
cuanto a genotoxicidad y/o presenta actividad antigenotdxica.

Los materiales a evaluar y el agente carcindgeno se agregan al medio nutritivo donde crecen las
larvas (Vogel y Nivard, 2000). Es un test rapido, econdmico que permite facilmente encontrar entre
diferentes materiales cuales presentan agentes activos y se basa en el computo de la frecuencia de

manchas blancas, (light spots) producto de una recombinacion somatica, en los ojos de moscas
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hembras heterocigotas para el color de ojos. (Taira et al., 2005).

En efecto, este test in vivo ha demostrado ser una herramienta eficiente en la deteccion de
actividad genotoxica de compuestos puros o mezclas complejas asi como en el estudio de las
propiedades y mecanismos de sustancias antimutagénicas en la inhibicion de la genotoxicidad de
compuestos carcindgenos (Vogel y Nivard, 1993; 2000; Taira et al., 2005; de Rezende et al., 2009). El
SMART también fue exitoso para demostrar los efectos genotodxicos de diferentes radicales libres
(Palermo et al., 1994; Fragiorge et al., 2007; Valadares et al., 2008). Drosophila melanogaster es un
organismo que comparte los mecanismos del metabolismo de los compuestos xenobioticos con los
vertebrados y este hecho permite la extrapolacion de los resultados obtenidos en el SMART (Vogel y
Nivard, 1993; Kaya et al., 2004; Palermo et al, 2004).

1.3. Agentes genotoxicos

Para evaluar los efectos antimutagénicos de las sustancias hipotéticamente medicinales se utilizan
diferentes agentes genotdxicos. Algunos de estos agentes son inocuos en si mismos y requieren una
activacién metabodlica en el organismo para adquirir la actividad mutagénica; estas sustancias se
conocen como promutagénicas o procarcinégenas.

En esta tesis se utiliz6 como promutagénico el 7,12-dimetilbenzo(a)antraceno (DMBA). Esta
sustancia es un hidrocarburo policiclico aromatico que luego de la oxidacidn biolégica se transforma
en un epdxido muy reactivo que puede unirse covalentemente al ADN causando mutaciones y/o
aberraciones cromosomicas. En el ambiente, el DMBA, asi como otros hidrocarburos policiclicos
aromaticos, se produce por la combustion incompleta de combustibles fésiles, carbén, durante la
coccion de comidas fritas o asadas y también estd presente en el humo de cigarrillo (Zakrzewski,
2002). Este tipo de sustancias ingresan en la cadena alimentaria y se depositan en los tejidos, siendo
entonces un riesgo para el ser humano cuando se alimenta de productos asi contaminados (ibid.). En
Drosophila spp. y en humanos la activacion de este tipo de promutagenos se lleva a cabo mediante el
sistema enzimatico citocromo P-450. Existen antecedentes en el uso de DMBA para el bioensayo
SMART en Drosophila (Taira et al., 2005; Vogel y Nivard, 1993; 2000). Cabe mencionar ademas que
el DMBA es ampliamente usado en ratas como agente causante de tumores de mama (Russo y Russo,
2000).

1.4. Hipotesis

Grifola gargal y G. sordulenta son inocuos en cuanto a toxicidad y esto puede ser demostrado
evaluando la mortalidad en larvas de Drosophila expuestas al crecimiento en medios de cultivo
conteniendo el micelio de estos hongos.

Grifola gargal y G. sordulenta son inocuos en cuanto a genotoxicidad y esto puede ser
demostrado evaluando la mutagénesis en moscas que crecieron durante todos los estadios de larva y

durante este proceso fueron expuestas a medios de cultivo conteniendo micelio de estos hongos.
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Grifola gargal, G. sordulenta y G. frondosa poseen agentes quimiopreventivos que pueden
disminuir la tasa de mutacion causada en moscas que fueron expuestas a un agente genotdxico

antropogeénico.

1.5. Objetivos

El propdsito del estudio que se presenta en este capitulo fue evaluar diferentes fuentes de micelio
de G. gargal, G. sordulenta y G. frondosa en cuanto a sus propiedades antigenotoxicas. Asimismo se
indago sobre su inocuidad tdxica y genotoxica. Para el estudio se utilizd el bioensayo SMART en 0jos
de Drosophila melanogaster.

2. Materiales y métodos

2.1. Promutageno

El 7,12-dimetilbenzo(o)antraceno (DMBA, CAS N° 57-97-6) se obtuvo de Sigma Chemical Co.
St. Louis, MO. EI solvente para el DMBA se prepar6 con etanol, polisorbato 20 (Tween 20, CAS N°
9005-64-5), dimetil sulfoxido (DMSO, CAS N° 67-68-5) y dimetil formamida (DMF, CAS N° 68-12-
2) en una proporcion 12:3:1:1. Se utilizaron como controles agua destilada y el solvente del DMBA.

Las de dosis de DMBA utilizadas en la evaluacién de toxicidad fueron de 12,5, 25, 50, 75 y 100
pumol/vial. El objetivo de este andlisis fue evitar resultados falsos negativos debido a alta toxicidad del
promutageno. Seguidamente se realiz6 una evaluacién de genotoxicidad del DMBA empleando una
serie de dosis de 12,5, 25, y 50 umol/vial. A partir de los resultados obtenidos se selecciond la dosis de

25 pmol/vial para la evaluacion de los materiales con el SMART en su efecto antigenotdxico.

2.2. Fuentes de micelio de Grifola spp.

Las bioformas del micelio de G. gargal empleadas durante este estudio fueron obtenidas de
fructificaciones (GgFB), de cultivo liquido (GgLC) y de cultivo de micelio en granos de trigo
(GgWG).

Las fructificaciones de G. gargal (GgFB) se recolectaron en el Parque Nacional Lanin, Neuquén,
Argentina (ver capitulo | item 6.3.). El cultivo liquido de G. gargal (se us6é micelio proveniente de
GgLC-frascos I, ver capitulo I11.B) se realiz6 en frascos de 3 litros con 500 ml de medio basal; el
micelio obtenido se liofiliz6, se pulveriz6 en mortero, se tamizé (20 mesh) y se mantuvo en un
desecador hasta su uso.

En los casos de G. sordulenta y G. frondosa el test se hizo sobre micelio cultivado en granos de
trigo (GSWG, GfWG, respectivamente). EI micelio de G. gargal, G. sordulenta y G. frondosa
proveniente del cultivo en medio sélido en granos de trigo se obtuvo como se describe en el item 2.1.
del capitulo 1V. Los granos colonizados se secaron a 60°C en estufa con ventilacion forzada. Se
incluy6 un control de granos de trigo (WF) que consistio en aplicar a los granos el mismo tratamiento
a excepcion de la inoculacion. La harina de estos granos se obtuvo utilizando un molino Udy Cyclone
Mill (USA).
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2.3. Cultivo de Drosophila

Las cepas de Drosophila melanogaster utilizadas en este ensayo fueron gentilmente donadas por
la Comisién Nacional de Energia Atomica (CNEA) de Argentina.

La solucién a emplear en el medio de cultivo se prepard con agua (815,4 ml) y &cido lactico (3,08
ml). Esta solucion (pH 3) se entibi6 a 70°C en microondas (BGH, Mod. 16600, 1250 watts) y segun
los tratamientos se agregd 36,9 ml de solucion de DMBA, de su solvente o agua. Finalmente, una
mezcla de 136,74 g de puré de papas hecho con “escamas de papa deshidratada del tipo puré
instantdneo” y 17,09 g de agar se agrego a la solucion tibia y se homogeneizé completamente. Para los
tratamientos GgLC o GgFB, a 15,38 g de medio so6lido se lo reemplazd con micelio liofilizado y
pulverizado. Para GgWG, GsWG y GfWG y el control de esta serie WF, se hizo el reemplazo de 76,9
g de medio sélido por la misma cantidad de la harina correspondiente.El pH final resulté 35y la
densidad de los medios de 1 g/ml. Los medios se colocaron en tubos de vidrio (21 x 100 mm) de 30 ml
y fondo chato, a razén de 6,5 ml por tubo; una vez frios, se agregaron 60 mg de extracto de levadura
seco a la superficie a los medios.

Los tubos se mantuvieron en una camara de cultivo a 60% RH y 25°C y semanalmente se
agregaron 50 pl de la mencionada solucion de acido lactico (pH 3) en cada tubo para mantener la

humedad de los medios y para prevenir la contaminacion de los cultivos de Drosophila.

2.4. Evaluacion de la toxicidad

Para los bioensayos de genotoxicidad/antigenotoxicidad es un pre requisito conocer la toxicidad
de las sustancias empleadas en las condiciones del test (Zeiger, 2007). Para tal fin, se estudié la
mortalidad de larvas de D. melanogaster mediante el cultivo de larvas en el tercer estadio en presencia
de las diferentes sustancias utilizadas como tratamientos: agua, vehiculo, la solucién de DMBA en el
rango de dosis y los tratamientos conteniendo micelio de hongos en presencia y en ausencia de DMBA.

Los medios con los materiales a evaluar fueron inoculados con larvas de 64-72 h. Para ello, las
larvas provenientes de medios de cultivo stock se lavaron con una solucién acuosa de sacarosa 20%, y
luego se inocularon en los medios tratamientos y control, con la ayuda de un pincel y una lupa
(aumento 40x). Los frascos, con 50 larvas cada uno, se incubaron hasta la produccién de pupas. La
toxicidad se evalu6 determinando el porcentaje de larvas que murieron sin alcanzar el estado de pupa.
Para producir la genotoxicidad con DMBA en los tratamientos con materiales fungicos y la harina de
granos de trigo control se empled la dosis de 25 pmol/vial de DMBA. Este método permitié conocer
que ningun tratamiento super6 la DL, y asi poder evitar la obtencion de resultados falsos negativos
en el analisis de genotoxicidad. En la Figura 86A se muestran imagenes de la cdmara de cultivo de
Drosophila, la siembra de larvas en viales y cultivo al tiempo del recuento de las larvas que

empuparon.
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2.5. Bioensayo SMART eyes

Para estudiar el efecto de las diferentes fuentes de micelio sobre el dafio genético inducido por el
DMBA, se utilizd el test white/white” (w/w") en Drosophila melanogaster (Vogel y Nivard, 1993;
2000). Este test mide la existencia de clones de omatideos blancos conocidos como light spots (LS) en
0jos de hembras heterocigotas w/w+.

Para su desarrollo se toman hembras virgenes de genotipo w/w (white) y se las cruza con machos
y/Y (yellow) por 72 +4 h en viales de tratamientos o controles. Luego se remueven los adultos y las
larvas se desarrollan hasta su eclosion. En este momento las hembras F1 son anestesiadas con CO, y
sacrificadas por inmersion en una solucion de etanol, agua y Tween 20 (90:9:1). Este procedimiento
permite una buena observacion de los spots blancos (LS) entre los spots normales, rojos. En la Figura

86B se muestran imagenes de spots blancos de gran tamafio.

2.6. Anélisis de los datos

Las comparaciones estadisticas del porcentaje de mortalidad para la evaluacion de la toxicidad se
realizaron utilizando el test exacto de Fisher segin Lowry (2011) (a=0,05). El error estandar de los
porcentajes de mortalidad, porcentaje de moscas con LS y el porcentaje de 0jos con LS se determiné
con la ecuacion ES (%) = (Psobrevivientes) X Pmuertos) /M) ** % 100.

Para la evaluacién estadistica de las frecuencias de LS se empled el test Chi-cuadrado para
proporciones y cada serie se comparoé con el correspondiente control (a=B=0,05; Frei y Wiirgler, 1988;
1995). Se analizaron las frecuencias en los tamafios de LS (nimero de omatidios afectados) mediante
la comparacion de a pares de las frecuencias entre tratamientos y controles de cada serie (Vogel y
Nivard, 1993).

Los datos de cada serie se agruparon en tres categorias correspondiendo con los estadios larvales
segun el criterio de VVogel y Nivard (2000) para facilitar la interpretacion de resultados. Se compararon
estas frecuencias utilizando también el test Chi cuadrado mencionado anteriormente (Frei y Wurgler,
1988; 1995).

Las mutaciones somaticas se expresaron como el nimero de LS cada cien ojos (LS/100 ojos) y

como el nimero de ojos con LS dividido el nimero total de 0jos (% ojos con LS).
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Figura 86. Bioensayo SMART. Las placas fotograficas muestran imagenes representativas del sistema
usado para el ensayo de la mutacion somatica y recombinacion en ojos de Drosphila melanogaster
utilizado en el estudio de la geno y antigenotoxicidad de micelios de diferentes cepas del género
Grifola .

A: cultivo de Drosophila melanogaster. I: fuente de humedad, fuente de calor, termémetro y envases.
I1: siembra de larvas de 72 hs de vida para la evaluacion de la toxicidad. Ill: vista de una larva de 60-
72 hs aliment&ndose cerca de la superficie. IV: marcas hechas sobre el vidrio para el recuento de las

larvas que empupan.

B: SMART eyes. I: lupa y cama de tela con suministro constante de dioxido de carbono humidificado
para mantener las moscas dormidas y himedas durante su manipulacién 1l y 11l: moscas presentando

cada una un spot blanco de gran tamafio indicando una mutacion temprana.

3. Resultados y discusion

3.1. Toxicidad

3.1.1. Toxicidad del DMBA

En la comparacion de los resultados de mortalidad en el control con agua y en el solvente del
DMBA (DMBA 0) se hall6 que las sustancias del solvente de la droga no incrementaron la mortalidad
(Tabla 50).

En cambio, todas las dosis de DMBA empleadas elevaron de 2,3 a 2,8 veces los valores de
mortalidad, si bien ninguna de estas lo hizo por encima de la DLs, (31-36%, Tabla 50). Por otra parte,

la comparacion de a pares de los valores de mortalidad obtenidos con las diferentes dosis de DMBA no
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mostraré diferencias entre ellos (p>0,05). Los resultados también indicaron que aun cuando se usé un
rango de dosis de DMBA relativamente amplio (12,5-100 pmol/vial), la toxicidad no aumento,
mostrando su independencia de la dosis aplicada (Tabla 50). Las mortalidades similares observadas
entre las diferentes concentraciones es coherente con el hecho de que el metabolismo de este
xenobidtico y por lo tanto su efecto potencialmente tdxico, depende de su activacion metabolica en el
tejido de la larva (Rodriguez-Arnaiz y Telléz, 2002).

3.1.2. Toxicidad de las muestras en presencia del solvente del DMBA

La comparacion de a pares entre las proporciones de mortalidad debida a los tratamientos GgFB,
GgLC, GgWG o WF en combinacion con el DMBA 0 versus los valores de mortalidad hallados en el
DMBA 0 no mostrd diferencias significativas que indiquen algun incremento en la mortalidad originada
por estos materiales, quedando demostrado que los mismos son atoxicos (Tabla 50).

En un ensayo posterior se compararon los valores de mortalidad de las harinas colonizadas por G.
sordulenta y G. frondosa versus los valores respectivos de WF+DMBA 0. Se hallé que GSWG y
GfWG, vy la otra harina de GgWG ensayada previamente, disminuyeron la mortalidad hallada en los
controles (Tabla 50).

Esto no fue asi en el caso de las respuestas de toxicidad al micelio de GgFB y GgLC, en parte
posiblemente porque este Ultimo material fue ensayado en concentraciones menores en el medio de
cultivo en relacion a las usadas con las harinas.

El efecto benéfico de las harinas biotransformadas por estas tres especies podria deberse a un
mejor aporte nutricional y también a una suplementacion con una cantidad significativa de metabolitos
antioxidantes. Es conocido que los antioxidantes son muy importantes para la extension de la vida de
Drosophila melanogaster (Bonilla et al., 2002) y que estos metabolitos se encuentran presentes en la
harina de granos de trigo biotransformado por estos y otros hongos medicinales (Huang et al., 2011;

Halpern, 2007; capitulo VI de esta tesis).

3.1.3. Toxicidad de las muestras en presencia de 25 pmol DMBA

Los resultados del bioensayo realizado con la serie de material fangico correspondiente a G.
gargal, i.e. GgFB, GgLC y GgWG en presencia de 25 pmol/vial de DMBA se compararon con los
valores de mortalidad hallados en sus respectivos controles en ausencia del promutégeno. Del andlisis
de estas comparaciones, se pudo concluir que las tres bioformas de micelio de G. gargal disminuyen la
mortalidad del DMBA 25 (Tabla 50). En los casos de las respuestas al micelio de fructificaciones y al
micelio proveniente del cultivo liquido, los valores de sobrevida no se diferenciaron del hallado con los
controles en ausencia del DMBA, indicando un notable efecto protector de estos micelios contra el
efecto letal del promutagénico.

Por otra parte la combinacion de 25 umol de DMBA con harina de granos de trigo control no se

diferencid de los valores del DMBA 25, lo cual manifiesta claramente que solo se encuentra un efecto
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protector en la harina que fue biotransformada por G. gargal. Todas estas determinaciones indican que
G. gargal posee un importante efecto protector en las larvas contra la toxicidad del DMBA.

La comparacion de la mortalidad causada por 25 pmol de DMBA en presencia de la harina de
granos de trigo biotransformados por G. sordulenta o G. frondosa, fue menor respecto a los respectivos
valores de mortalidad de esta dosis de DMBA en presencia de harina de trigo control (WF), aunque no
alcanzaron a establecer diferencias significativas (Tabla 50).

Los valores de mortalidad estas muestras no pudieron compararse con los obtenidos en el
tratamiento de DMBA 25, ya que provenian de un ensayo posterior en el cual no se pudieron obtener
datos por problemas de contaminacién de los cultivos.

Finalmente, es importante mencionar que ninguno de los tratamientos evaluados superd la DLsy,
por lo que quedaron habilitados para ser investigados luego con el SMART en sus posibles efectos

geno/antigenotoxicos en Drosophila melanogaster.

3.2. Genotoxicidad

Los resultados de genotoxicidad evaluados con SMART eyes en Drosophila se muestran en la
Tabla 51. Los parametros utilizados para la comparacién de las respuestas de eventos genotoxicos
fueron numero de LS/100 ojos y % de ojos con LS. Asimismo, para el analisis de la significacion
bioldgica de las frecuencias de mutaciones observadas se introdujo el “factor de multiplicacion” que es
el cociente entre las frecuencias de mutaciones de los tratamientos que se compararon (fm=f1/f2). Asi,
se ha considerado por convenio que si este valor es estadisticamente igual o superior a 2 0 menor o0
igual a 0,5 entonces existirian efectos bioldgicos importantes (Frei y Wirgler, 1988). El diagndéstico
estadistico de la genotoxicidad también depende del nimero de ojos contados, del nimero de LS
causados, y del error estadistico que en este estudio fue a=p=0,05. En el desarrollo estadistico para
SMART, las hipotesis analizadas son dos y los resultados posibles de cada andlisis son cuatro. En otras
palabras, se podra obtener i) un resultado positivo que implica el rechazo de la hip6tesis Ho (f1=f2) y la
aceptacion de la hipotesis Ha (f1£4f2 x factor de multiplicacion); ii) resultados negativos aquellos que
aceptan Ho y rechazan Ha; iii) también resultados positivos débiles que si bien rechazan Ho también

rechazan Ha; y finalmente iv) los resultados inconclusos porque éstos aceptan ambas hipétesis.
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Tabla 50. Mortalidad en larvas de Drosophila melanogaster. Las larvas en el tercer estadio fueron

expuestas a agua, al solvente del DMBA, a diferentes dosis de DMBA, al material fungico en estudio

y a la harina de granos de trigo en combinacion ya sea con el solvente del DMBA o con una uUnica

dosis de 25 umol de DMBA.

Tratamientos® Larvas Mortalidad E,rror . Compgrgciédn Fisher®
sembradas % estindar® estadistica” 2 colas 1 cola
1 Agua 300 9 2 -
2 DMBA 0° 250 11 2 vs. 1 Ns
3a WF + DMBA 0 150 9 2 VS. 2 Ns
3b WEF + DMBA 0 100 32 5 -
4 GgFB + DMBA 0 150 15 3 Vs. 2 Ns
5 GgLC + DMBA 0 50 8 3 Vs. 2 Ns
6 GgWG + DMBAO 150 2 1 vs.3a **
7 GsWG + DMBA 0 100 15 4 vs.3b kel
8 GfWG + DMBA 0 200 19 3 vs. 3b *
9 DMBA 12,5 50 32 7 Vs. 2 *
10 DMBA 25 200 34 3 Vs. 2 **
11 DMBA 50 150 36 4 VS. 2 wx
12 DMBA 75 150 31 4 VS. 2 *x
13 DMBA 100 200 33 3 Vs. 2 **
142  WF+DMBA25 100 26 4 o .
14b WF + DMBA 25 100 45 5 vs.3b *
15 GgFB+DMBA25 200 18 3 \)’55_'140 L.
16 GgLC+DMBA25 100 8 3 ST
vs. 6 **
17 GgWG + DMBA 25 100 21 4 vs. 10 *
vs.14a Ns
18 GsWG + DMBA 25 100 38 5 vgslz,b Ns -
19 GfWG+DMBA25 100 41 5 Mo .

8 GgFB: G. gargal, fructificaciones; GgLC: G. gargal, micelio de cultivo liquido; GgWG: G. gargal, micelio en
granos de trigo; WF: harina de trigo control; GSWG: G. sordulenta, micelio en granos de trigo; Gf\WG: G.

frondosa, micelio en granos de trigo.

®DMBA, dosis expresada en pmol/vial.
“El error estandar se calculé con la formula ES(%) = (P (sobrevivientes) X P(Muertos) /M) %% 100.

9 Comparaciones de a pares realizadas entre el tratamiento de cada fila versus el n° de tratamiento sefialado.

® Diagndstico del test exacto de Fisher: * p<0,05; **p<0,01; Ns: no significativo.
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Tabla 51. Resultados obtenidos con el SMART eyes en Drosophila melanogaster bajo exposicion
cronica a diferentes tratamientos conteniendo bioformas de Grifola gargal, G. sordulenta y G.
frondosa en presencia de DMBA. Controles: Agua, harina sin colonizar (WF), y DMBA (12,5, 25, 50
pumol/vial). Para el andlisis de antigenotoxicidad los materiales fueron combinados con 25 pmol/vial
DMBA.

N° LS /100 ojos ¢ _ Geno/antigenotoxicidad
Tratamientos®  N°ojos N°LS° - C % Ojos

ratamientos 0jos Estadio larval Tota) CoNLS' Compa- Diagnos- fm=
3 2 1 racion?  tico"  fo/ft’

1 Agua | 383 82 16 4 1 21 19
2 DMBA0®| 326 122 34 2 1 37 28 vs.1 + 1,7
3 WF + DMBA 0| 450 90 16 2 2 20 19 VS. 2 + 0,5
4 GgFB + DMBA 0| 304 52 14 3 0 17 15 vs. 2 + 0,5
5 GgLC + DMBAO| 450 105 19 3 1 23 18 vs. 2 + 0,6
6 GgWG +DMBAO| 450 94 17 4 0 21 17 VS. 2 + 0,6
7 DMBA 12,5| 480 260 47 6 1 54 38 VS, 2 d+ 14
8 DMBA 25| 545 482 77 | 10 |1 88 57 VS, 2 + 2,3
9 DMBA 50| 550 603 99 | 10 | 1 | 110 65 VS. 2 + 3,2
10 WF+ DMBA 25| 375 298 67 | 11 | 1 79 60 i * B2
vs. 8 - 0,9
11 GgFB+DMBA25| 513 221 | 31 11 1 43 3 | V4 N 2
vs. 8 + 0,5
12| GgLC + DMBA 25| 422 295 61 8 1 70 50 U5 N ol
vs. 8 d+ 0,8
Vs. 6 + 2,7
13 | GgWG + DMBA 25| 450 255 49 7 1 57 42 vs.8 + 0,6
vs.10 d+ 0,7
vs. 8 + 0,7
14 | GSWG + DMBA 25| 453 294 64 1 0 65 35 vs.10 i 0.8
vs. 8 d+ 0,7
15| Gf\WG + DMBA 25| 429 268 55 7 1 62 42 vs.10 d+ 0.8

8 GgFB: G. gargal, fructificaciones; GgLC: G. gargal, micelio de cultivo liquido; GgWG: G. gargal, micelio en
granos de trigo; WF: harina de trigo control; GSWG: G. sordulenta, micelio en granos de trigo; Gf\WG: G.
frondosa, micelio en granos de trigo.

®DMBA, dosis expresada en pmol/vial.

°LS: spots blancos.

Y Ntmero de LS /100 ojos: [(LS x 100)/ Nimero de ojos contados].

® Ntmero de LS/100 ojos por estadio larval: ler estadio incluye LS de 33- >64 omatideos, 2do estadio incluye
LS de 5-32 omatideos y 3er estadio incluye LS de 2-4 omatideos (Vogel y Nivard, 2000).

"Ojos con LS (%): [(Ojos con LS/Niimero total de ojos contados) x100].

9 Las comparaciones de a pares se realizaron entre los tratamientos de cada fila versus el que figura entre
paréntesis.

" D: El diagndstico estadistico de la comparacion de frecuencias de LS de acuerdo a Frei y Wiirgler (1988) = +,

~ positivo; d+, positivo débil; -, negativo; i, inconcluso; P < 0,05.

"El factor de multiplicacidn fm es la razdn entre las frecuencias de LS en controles y tratamientos (fc/ft) (Frei y
Wiirgler, 1988).
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3.2.1. Genotoxicidad del DMBA

La genotoxicidad del DMBA fue evaluada para establecer, en las condiciones del ensayo, cuél
seria la dosis mas conveniente para combinar con los materiales que se querian ensayar por su efecto
geno/antigenotdxico. Para ello se analizaron las curvas de genotoxicidad del DMBA con los resultados
de LS/100 ojos, % ojos con LS, % de moscas con spots y % de ojos con spots, que se muestran en la
Figura 87.

En los controles agua y solvente del DMBA, se observd un incremento de 21 a 37 LS/100 ojos,
respectivamente (Figura 87 y Tabla 51). Todas las dosis de DMBA causaron efectos genotoxicos, los
que pueden observarse en las curvas obtenidas con el nimero de LS/100 ojos y % de ojos con LS
versus la dosis de tratamiento con DMBA.

En las comparaciones con el solvente, la concentracion de 12,5 umol/vial dio como resultado un
efecto genotdxico calificable como positivo débil, y ambos 25 pumol/vial y 50 pmol/vial produjeron un
efecto genotoxico claramente positivo.

Luego, en la comparacion de a pares entre las dosis de DMBA se hallaron resultados de
genotoxicidad positiva solamente entre las dosis de 12,5 y 50 umol /vial DMBA. Cuando se considera
la respuesta del % de ojos exhibiendo LS, se observa un paralelismo con los LS/100 ojos lo cual
demuestra una fuerte respuesta genotoxica de este compuesto para esta cepa y rango de dosis, segln
Vogel y Nivard (2000).

La dosis de exposicion por vial calculada en términos de concentracion molar de DMBA fue de
2,4; 3,8y 7,6 mM, para 12,5 25y 50 umol/vial, respectivamente. A los fines de permitir la comparacion
con resultados de la literatura existente, se buscd expresar la genotoxicidad del DMBA con estos
valores de exposicion en términos de molaridad y entonces se calculd que la respuesta mutagénica al
DMBA para cada nivel de dosis resultd ser de 22,5; 23,2 y 14,5 LS/mmol DMBA, respectivamente;
siendo entonces la dosis de 25 pumol /vial DMBA la que causo el efecto con el mayor nimero de
LS/mmol DMBA.

Por otra parte esta dosis produjo resultados positivos en la comparacion con el solvente del
DMBA. A partir de esta informacién, para los ensayos de geno/antigenotoxicidad de los materiales
fangicos y de WF con el SMART eyes en D. melanogaster, se encontr6 adecuado utilizar la dosis de 25
pmol /vial DMBA, i.e. 3,8 mM, ya que sin producir una mortalidad significativamente excesiva
mostraria resultados significativamente diferentes a los debidos al solvente del DMBA.

Utilizando diferentes cepas de Drosophila melanogaster, Vogel et al, (1991) encontraron
respuestas muy variables entre frecuencias de LS en ojos en respuesta a DMBA y otros hidrocarburos
aromaticos policiclicos. Esta variabilidad genotipo-dependiente en la respuesta a diferentes pro-
carcindgenos es un fendmeno conocido y es debida a diferencias en el metabolismo de estos
promutégenos mediada por el citocromo P450 (Hallstrom et al., 1984; Zjilistra y Vogel, 1984).

Existe una relativa independencia entre la toxicidad, el dafio al ADN vy las cepas de Drosophila
segun el compuesto quimico y el manejo del protocolo experimental. Por ejemplo, Vogel y Nivard

(1993) realizaron extensivos estudios de SMART eyes en los cuales emplearon una cepa susceptible,
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llamada Leiden Standard, y entre las drogas evaluadas emplearon DMBA. Los autores hallaron
tolerancias de dosis de hasta 2 MM DMBA que ademas resultaban en una alta respuesta genotoxica de
41 LS/mmol.

Otros autores hallaron con la cepa Leiden Standard que podia tolerar la toxicidad de 4 mM de 1-
2;5-6 dibenzo(a)antraceno, un compuesto muy relacionado al DMBA, lo cual ilustra que las diferencias
quimicas en el promutageno influyen en la toxicidad que producen en las larvas (Arnaiz y Telléz,
2002). Nuestro estudio fue realizado con una cepa mas resistente a la toxicidad del DMBA, dado que
tolerd una dosis de 3,8 a 7 mM de DMBA, y ademas mostré menor susceptibilidad al dafio genotéxico,
porgue produjo c.a. 40 % menos de LS/mmol.

Figura 87. Genotoxicidad del DMBA evaluado mediante SMART eyes en Drosophila melanogaster.
Las barras de error de los porcentajes representan el error estandar ES (%) = [(P sjos con Ls ¥ Pojos sin Ls)
/n)] *x 100.
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3.2.2. Genotoxicidad de las muestras en presencia del solvente del DMBA

El solvente incrementd la genotoxicidad 1,7 veces por encima de la producida en ausencia del
mismo y en presencia de agua (tratamiento n°1 Agua). No se hallaron incrementos en la genotoxicidad
en las muestras GgFB, GgLC, GgWG o WF. Es mas, se hall6 que todas ellas disminuian la
genotoxicidad basal causada por el solvente del DMBA, desde 37 a 17-23 LS /100 ojos y desde 28 a
15-19 % ojos con LS (Tabla 51). De esta manera quedd demostrado para el caso de G. gargal la
ausencia de genotoxicidad.

Para las muestras de micelios correspondientes a GSWG y GfWG no fue posible obtener datos de
la genotoxicidad de los materiales en interaccion sélo con el solvente. Sin embargo, si pudo inferirse

que el micelio no es genotdxico porgue no causé incrementos en la genotoxicidad de una dosis de 25
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umol /vial DMBA, en efecto produjo menores frecuencias de mutaciones que la harina de trigo control

(ver item siguiente).

3.2.3. Geno/antigenotoxicidad de las muestras fungicas en presencia de 25 pmol/vial de DMBA

Los diferentes materiales fungicos y la harina de trigo se probaron en combinacion con una dosis
de 25umol/vial de DMBA en el estudio de su hipotética actividad antigenotoxica con el SMART.

Como era esperable, en todas las comparaciones de las frecuencias de mutaciones
correspondientes a los tratamientos conteniendo solvente del DMBA (ver tratamientos 3 al 6 en Tabla
51) se hall6 que aquellas fueron incrementadas cuando se aplico a estos materiales una dosis de 25
umol/vial DMBA (ver tratamientos 10 al 13 en Tabla 51); el resultado del diagnéstico fue positivo en
todos los casos. La harina de granos de trigo control fue el material que obtuvo mayor aumento, como
lo muestra su factor de multiplicacion que fue de fm = 4,2 (ver tratamiento 10 Tabla 51).

Luego, en las comparaciones de las frecuencias de mutaciones entre el DMBA 25 vs. los
materiales combinados con 25 pmol/vial DMBA, se hallaron reducciones en las frecuencias de
diagnostico positivo, que implican una actividad antigenotéxica bioldgicamente significativa en:
GgFB, GgWG, GsWG, con reducciones del 30-50 %. Otras reducciones en la frecuencia, esta vez con
diagnostico positivo débil se hallaron en GgLC y GfWG (con reducciones del 20%). En el caso de la
harina de trigo control se hall6 una reduccion del 10% que fue de diagndstico negativo, y por ende no
tuvo un efecto antigenotdxico, ademas en este caso se encontré que se incrementaba el % de ojos con
LS.

Al compararse los tratamientos con harinas de granos de trigo biotransformados (tratamientos 13,
14y 15, Tabla 51) vs. el tratamiento de WF +DMBA 25 (tratamiento 10, Tabla 51), se hallé que en los
tres materiales se redujeron las frecuencias de mutaciones, con diagndstico positivo débil. De manera
que los granos de trigo biotransformados poseen un nivel de metabolitos antigenotoxicos que pudo
manifestarse a pesar de la baja cantidad de micelio (c.a. 0,4% en base seca, segin datos propios).
Segun argumenta Halpern (2007), el sistema de cultivo en granos posee una gran ventaja respecto a las
fructificaciones y al micelio recolectado de cultivo liquido, ya que durante el cultivo en fase sélida se
conservan metabolitos bioactivos que bajo las otras formas de obtencion de micelio son normalmente
secretados al medio y se pierden. Investigaciones recientes hallaron que la actividad antioxidante en los
granos de trigo biotransformados por G. frondosa es comparable, y en algunos casos mayor, a la
obtenida en las fructificaciones y en micelio del cultivo liquido (Huang et al., 2011).

Como se habia descripto en la introduccion, las actividades antigenotdxicas que se encuentran en
los hongos y en otros materiales bioldgicos puede ser calificada como desmutagénica y
bioantimutagénica, dependiendo la forma en que protegen contra los mutagenos (Kada y Shimoi,
1987).

La actividad observada en los materiales de estos ensayos podria estar mediada por una via
desmutagénica, es decir por la presencia de factores antioxidantes que inhiben que el agente mutageno

alcance la cadena de ADN, en este caso podria tratarse de polifenoles, especialmente algunos
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flavonoides que reaccionarian con sustancias de este tipo (Ferguson, 2001). También, otra via posible
de accion seria a través de una actividad bioantimutagénica, que regularia la actividad de enzimas
metabdlicas como el citocromo p-450 y la superdxido dismutasa, entre otras, y reduciria de esa manera
la cantidad de mutageno activado capaz de dafiar el ADN.

Esta actividad antigenotdxica seria una forma alternativa y no excluyente para la prevencion de
cancer a la planteada por la hipétesis de la regulacion del sistema inmune, en la cual el papel de los
polisacéridos y las células del sistema inmune juegan un papel central (Inoue et al., 2002).

Varios ejemplos de géneros de hongos con propiedades desmutagenicas fueron descriptos por
Grdter et al. (1990).

Por su parte las propiedades bioantimutagénicas pueden deberse a péptidos o proteinas como fue
descripto para Agrocybe cylindracea en un modelo de Drosophila que emple6 al DMBA como
promutdgeno (Taira et al., 2005). También estas propiedades bioantimutagénicas pueden ser
adjudicadas a polisacéridos, tal es el caso de Phellinus linteus, Agrocybe cylindracea, Phellinus
igniarius (Shon y Nam, 2001), Ganoderma lucidum (Lakshmi et al., 2006) y Pleurotus cornucopiae
(El Bohi et al. 2005).

En el caso de Agaricus blazei se hallaron ambas propiedades, desmutagénicas Yy
bioantimutagénicas, debidas a la presencia de polisacaridos (Luiz et al., 2003; Menoli et al., 2001),
manifestandose en forma variable segun las diferentes cepas (Delmanto et al., 2001).

La variabilidad bioldgica que se encuentra en la interaccion modelo biologico de estudio,
sustancia mutagénica, mecanismo de bioactivacion si fuera el caso, bioforma del hongo, y/o fraccion
extraida de alguna de las bioformas, asi como la cepa empleada, generan un amplio espectro de
posibilidades que merecen una profunda investigacion para finalmente poder transferir estos resultados
a una aplicacion valiosa, como seria en la produccion de alimentos funcionales que prevengan contra el
dafio genotoxico, por ejemplo pastas y productos de panificacion elaborados con harina de trigos

biotransformados por estos hongos.

3.3. Analisis de la geno/antigenotoxicidad en diferentes estadios larvales

El conglomerado de células que da forma a los omatideos del ojo se denomina “disco imaginal” y
en el primer estadio larval esta compuesto por apenas 20 células, que luego durante el crecimiento
contindian multiplicAndose con cuatro divisiones mitéticas hasta llegar a unos 800 omatideos, cuando
alcanzan el tercer estadio larval. De esta manera el tamafio (nUmero de omatideos/spot) de los LS
depende del momento en el cual se presenta el evento mutagénico, y entonces conociendo el nimero
de omatideos blancos se puede conocer el momento, i.e. el estadio larval en que la droga interfiere en
el metabolismo del ADN (Vogel y Nivard, 1993).

La Figura 88 y la Tabla 51 muestran la distribucion de los valores de LS /100 ojos para cada
estadio larval en los tratamientos con Agua y diferentes dosis de DMBA/vial. La genotoxicidad
registrada como eventos espontaneos en el tratamiento Agua fue de 1, 4 y 16 LS/100 ojos para el

primero, segundo y tercer estadio respectivamente; las dosis crecientes de DMBA elevaron
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especialmente las mutaciones en el tercer estadio. Por ejemplo para el caso de 25umol/vial de DMBA
se observo que el nimero de LS/100 ojos fue de 1, 10 y 77 para el primero, segundo Yy tercer estadio
respectivamente, es decir que la genotoxicidad fue elevada siendo de aproximadamente 5 veces en el
tercer estadio, s6lo 2 veces en el segundo y no present6 cambios en el primero. Esto es consistente con
el modo de accion del DMBA que requiere una activacion previa, lo cual implica un tiempo de retraso
y también la larva al crecer puede activar mayor cantidad de este compuesto; la tercera posibilidad es
que en el tejido ocular en maduracion hay mas células diana para el efecto genotoxico de los epdxidos
de DMBA.

La accion genotoxica del DMBA se caracterizd por una incidencia baja de mutaciones en los
primeros estadios y una gran incidencia de mutaciones en el tercer estadio. En los tratamientos de
aplicacién crénica con promutagenos los LS pequefios pueden originarse por aneuploidia de
segmentos de los cromosomas, la cual resulta en una no disyuncién y produce una reducida capacidad
de proliferacion o también por un dafio tardio por los metabolitos activados (del DMBA en este caso)
(Graf y Singer, 1992; Vazquez-Gémez et al. 2010).

Por otra parte la antigenotoxicidad producida por los tratamientos conteniendo micelios
correspondientes a GgFB y GgLC se manifestd principalmente en la reduccion de la frecuencia de
mutaciones en el tercer estadio. En efecto, el tratamiento GgFB redujo 2,5 veces la frecuencia de
mutacion del DMBA 25 en el tercer estadio, mientras que GgLC lo hizo en 1,3 veces (Figura 89). Por
otro lado, mientras que el micelio correspondiente a GgLC disminuy6 los valores de mutaciones
producidas por el DMBA 25 en el segundo estadio, el micelio del GgFB las incrementd. Estos
resultados enfatizan el hecho de que las diferencias en el método de cultivo originan la aparicion de
diferentes metabolitos con diferentes propiedades biolégicas, en particular antigenotéxicas contra el
DMBA en el caso que nos ocupa, Yy de potencia, dependiendo de sus contenidos relativos.

En la Figura 90 se muestran los valores del nimero de LS/100 ojos de las muestras de harina de
los granos de trigo biotransformados por G. gargal, G. sordulenta y G. frondosa. Al observar el
grafico, es evidente la actividad antigenotoxica contra 25 umol /vial DMBA de estas muestras de
granos colonizados con respecto a la harina de granos sin colonizar. Entre éstos el micelio de GgWG
fue el que mayor reduccion produjo en el tercer estadio, de 77 a 49 LS/100 ojos; mientras que el

micelio de GSWG redujo la frecuencia de mutaciones de 10 a 1 LS/100 ojos en el segundo estadio.
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Figura 88. Distribucion del nimero de LS/100 ojos para cada uno de los tres estadios larvales de
Drosophila. Los valores corresponden a los tratamientos con Agua, con el solvente de DMBA y con
diferentes dosis de DMBA.
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Figura 89. Distribucion del namero de LS/100 ojos para cada uno de los estadios larvales de
Drosophila. Los valores corresponden a los tratamientos DMBA 0 (0 pumol/vial) y DMBA 25 (25

pmol/vial) en ausencia y presencia de micelio proveniente de fructificaciones y de cultivo liquido de

Grifola gargal.
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Figura 90. Distribucion del nimero de LS/100 ojos para cada uno de los estadios larvales de
Drosophila. Los valores corresponden a los tratamientos de DMBA 0 (0 pmol/vial) obtenidos en
presencia de harina de granos de trigo control y harina de granos de trigo biotransformados por Grifola
gargal y DMBA 25 (25 pmol/vial) obtenidos en presencia de harina de granos de trigo control y de
harinas de granos de trigo biotransformados por G. gargal, G. sordulenta o G. frondosa.
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4. Conclusiones

A lo largo de este estudio se pudo obtener evidencias acerca de la presencia de factores
antimutagénicos en estas especies fungicas previamente poco estudiadas, G. gargal y G. sordulenta, y
también nuevos resultados que confirman otros precedentes para el caso de G. frondosa; estos factores
antimutagénicos se muestran asi como responsables de una posible via de accidon anticancerigena
previniendo la generacion de células tumorales, especialmente en sus fases iniciales.

Una manera de ampliar este estudio con Drosophila implicaria evaluar otras drogas mutagénicas
gue no requieren activacion metabdlica, y asi conocer en mayor extension las cualidades de las
propiedades antigenotoxicas de estas especies, especialmente en los estadios iniciales.
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Conclusiones finales

Cultivo en medios nutritivo semisdlido (Capitulo II)
1. Se demostr6 una dependencia de la tasa de crecimiento y la acumulacion de biomasa con el pH 'y
la temperatura del cultivo. El agregado de 0,4% de polvo de céascara de girasol incrementé la
velocidad de colonizacion y la acumulacion de biomasa.
2. Ambas especies no perdieron vigor después de varios subcultivos. En el caso de G. sordulenta se
observé una mayor velocidad de colonizacion.
3. No se hallaron diferencias entre las cepas de G. gargal (cepas A, B y G9) en cuanto a la velocidad
de colonizacion.
4. Entre todos los caracteres taxondmicos comparados, se hallaron algunos que indican cierta
variabilidad morfolégica entre las cepas de estas especies.
5. La tincion de colonias permitio distinguir el micelio vegetativo del micelio reproductivo.
6. La irradiacion con luz blanca previno la demora del crecimiento de las colonias de G. gargal
cuando las temperaturas son desfavorables.
7. La ausencia o presencia de estimulos luminicos produjo cambios morfogénicos, sin embargo
dichos cambios fueron mayores en las colonias irradiadas, especialmente en el caso de irradiacion
con luz blanca.
8. La cepa A de G. gargal fue mas sensible que la B en la presentacion de respuestas
fotomorfogénicas.
9. Los resultados obtenidos en distintos anchos de banda sugirieron la participacion de méas de un
fotorreceptor.
10. Ambas especies poseen actividad asociada a la enzima LiP y lacasas.
11. Grifola gargal crecié mejor en xilulosa, mientras que G. sordulenta creci6 bien en celulosa y
xilulosa y ademas pudo demostrarse en esta especie la presencia de la enzima celulosa

deshidrogenasa.

Cultivo en medios liquidos (Capitulo 111)

1. Ambas especies presentaron distintas tasas de crecimiento y la acumulacion de biomasa segun la
temperatura del cultivo en Erlenmeyers de 250 ml. Ambos parametros aumentaron con el agregado
de un aditivo de caldo de semillas de girasol.

2. Con el cultivo de micelio en frascos se obtuvo micelio de manera més sencilla, pero con
rendimientos de biomasa menores a los hallados con Erlenmeyers de 250 ml. Los suplementos
nutritivos organicos no incrementaron biomasa.

3. Con el cultivo en Erlenmeyers de 500 ml se obtuvo un menor rendimiento de biomasa que se
adjudicd al homogenado del micelio empleado como indculo, si bien en términos experimentales
este procedimiento fue favorable ya que redujo la variabilidad en la cantidad de biomasa entre las

muestras del mismo tratamiento. Por otra parte la bencilaminopurina no estimul6 el crecimiento del
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micelio.
4. Con el cultivo estacionario se obtuvo menor biomasa de micelio de G. sordulenta y G. frondosa en
comparacion con la obtenida en cultivo agitado; sin embargo presentdé muy buena actividad

antioxidante como fuera determinado a posteriori.

Cultivo en granos de cereales y/u oleaginosas (Capitulo 1V)
1. El cultivo en granos de trigo fue mas rapido a 24 °C que a 20°C.
2. En ambas condiciones de pH, todos los granos evaluados pueden emplearse para la obtencién de
blanco de hongo.

Cultivo en medio sélido sobre sustratos a base de cascara de girasol (Capitulo V)

1. Grifola gargal y G. sordulenta colonizaron la cascara de girasol sin que fuera necesario el empleo
de aditivos y suplementos. No obstante en G. gargal se hallé una mejora en la colonizacion con el pre
tratamiento acido del sustrato, el agregado de Mn(Il), de Zn(ll), o de roble, alamo y/o paja de trigo.
En el caso de G. sordulenta se hallé una mejora con el pre tratamiento acido, también con el agregado
de NHy(), Mn(11) y/o Zn(I1).

2. La velocidad de colonizacién, densidad aparente, el contenido de proteinas y analisis de fibra
fueron pardmetros que permitieron establecer la degradacion de cada uno de los sustratos evaluados.
3. En el cultivo en troncos sintéticos a base de cascara de girasol se pudo establecer de manera
preliminar que es posible la obtencion de fructificaciones morfolégicamente aceptables con este tipo

de sustratos.

Propiedades antioxidantes en Grifola spp. (Capitulo VI)
1. Se hall6 que G. gargal y G. sordulenta poseen en general muy buen poder reductor y buena
actividad secuestrante de radicales libres.
2. La actividad antioxidante estuvo relacionada con la presencia de sustancias fendlicas y con otras
moléculas activas como sacaridos.
3. Las propiedades antioxidantes varian entre las bioformas de micelio y entre las metodologias para la

obtencion de micelio de cultivo liquido.

Propiedades antigenotdxicas en Grifola spp. (Capitulo VII)
1. Las muestras de micelio no mostraron toxicidad y en las dos muestras evaluadas de G. gargal se
hallé una disminucion a la causada por el DMBA.
2. En todas las muestras que poseian micelio se encontrd una disminucion en la tasa de mutacion que
fué méas marcada en el cuerpo fructifero y harina de granos de trigo de G. gargal.
3. En el caso del control con harina comin no se hallaron resultados que indiquen propiedades

antimutagénicas.
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Apendice 1

Caracteristicas taxonomicas de Grifola spp.

Grifola frondosa (Dicks.: Fr.) S. F. Gray., G. sordulenta (Mont.) Singer y G. gargal Singer son
especies que fueron descriptas por primera vez por Dickson, Montagne y Singer en 1785, 1850 y
1969, respectivamente. Los caracteres taxondémicos y de cultivo de G. sordulenta y G. gargal fueron
descriptos por Rajchenberg y Greslebin (1995) y Rajchenberg (2002, 2006).

A continuacion se describen los caracteres taxondmicos comunes entre estas tres especies. Poseen
un sistema hifal con presencia de células generativas engrosadas e interpretadas o no, como hifas
esqueletales lo cual ha llevado a diferentes autores a considerar este sistema como monomitico
(Rajchenberg, 2006), dimitico (Gilbertson y Ryvarden, 1986) y también descripto como
sarcodi(tri)mitico (Corner, 1966). Las enzimas oxidasas extracelulares que exudan en un sustrato son
caracteristicas que comparten con otros hongos de la pudricion blanca. Estas especies del género
Grifola, en medios de cultivo semisolido son capaces de degradar tanto el acido galico como el acido
tanico; también decoloran los colorantes poly R478 (enzimas ligninoliticas) y azure B (lignina
peroxidasa). La sexualidad es heterotalica de polaridad desconocida, y se desconoce el
comportamiento nuclear de los micelios (Rajchenberg, 2006). Los primordios se diferencian desde el
sustrato como una serie de protuberancias macizas, raras veces claras y mas cominmente pigmentadas
de color violeta, marrén, y/o gris oscuro. Esta formacién pasa por diferentes estadios: los primordios
comienzan a diferenciarse con proyecciones que dan origen a la forma de cerebro, que continla
creciendo formando un pequefio coliflor, hasta llegar a una estructura de racimo que prosigue
creciendo hasta su tamafio final. El basidiocarpo es del tipo poroide a folioso lamelado, anual,
multipileado, constituido por numerosos pileos dispuestos en forma arrosetada y/o imbricados con un
pie central o lateral. Los pileos son carnosos y aromaticos, lefiosos al secarse, marrones, amarillos,
beige claro a grisaceos, el contexto color blanco. La pigmentacion esta influenciada por las
condiciones luminicas. El micelio de fructificaciones posee hifas generativas fibuladas, de paredes
delgadas o engrosadas homogéneamente, hialinas, de reaccién negativa al reactivo de Melzer (IKI-),
acianofilas, metacromaticas. Sin cistidios, los basidios son pedunculados y con cuatro esporas.
Basididsporas ovoidales, elipsoidales a anchamente elipsoidales, con pared delgada a ligeramente
engrosada, IKI-, aciandfilas. En el contexto y el micelio cultivado en agar se encuentran hifas
gloeopleuras y clamidosporas.

En la Tabla 1 se muestra un resumen de las caracteristicas taxonémicas de Grifola gargal y G.
sordulenta cultivadas en agar, con informacion obtenida en el transcurso de realizacion de esta tesis y
su comparacion con la obtenida por Rajchenberg (2006) y Rajchenberg y Greslebin (1995). En la
Tabla 2 se comparan las observaciones en cultivos de G. frondosa realizadas durante el desarrollo de
esta tesis, con las de Nobles (1948), Stalpers (1978), Chang y Chou (2003). En la Figura 1 se

muestran imagenes del cultivo de G. gargal y G. sordulenta en medio MYPA modificado, y en las
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Figuras 2 y 3 se muestran las imagenes del cultivo de G. gargal, G. sordulenta y G. frondosa en

medio de &cido galico, &cido tanico y de los colorantes poly R478 y azure B.

Tabla 1. Caracteristicas taxondémicas de Grifola gargal y G. sordulenta en cultivo en agar.

G. gargal G. sordulenta

Caracteristicas taxonémicas Raégt:en- Esta Rg.j;ge; Esta

(200%) tesis Greslebin tesis

(1995)

Enzimas
Lacasa + + + +
Tirosinasa - Nd + Nd
Medio galico colorea + + - -
Medio galico decolora - + - +
Medio ténico colorea + + + +
Medio tanico decolora - + - +
Crecimiento
25-40 mm en 14 dias + (+) (+) +
>40 mm en 14 dias - + (+) +
Las cajas de Petri no se cubren en 6 semanas + - + -
Las cajas de Petri se cubren en <5 semanas - + - +
Caracteristicas macroscépicas
Reverso de la caja de Petri blanqueado + + + +
Reverso de la caja de Petri oscurecido - - - -
Olor almendrado + + + +
Micelio aéreo lanoso - + + +
Micelio aéreo algodonoso - + + +
Micelio aéreo afelpado - (+) + +
Micelio farindceo + - - -
Hifas y mata de micelio blanca + + + +
Hifas con otras coloraciones, al menos en partes - + - +
Caracteristicas microscopicas
Paredes finas, fibuladas + + + +
Ancho de la hifa 1,5-3 um + + + +
Ancho de la hifa 3-5 um + + + +
Fibras esqueletales - ) + ()
Hifas gloeopleuras - + + +
Hifas encrustadas en la zona del in6culo + - - -
Alocistos + - -
Clamidosporas + + - +
Cristales en el agar - - - -
Otros
Sexualidad heterotélica de polaridad desconocida + Nd Nd Nd
Esporulacion en cultivo en menos de 6 semanas - + - +
Sustrato angiospermas (pudricion blanca) + + + +
Mata de micelio se despega facil del agar Nd + Nd +

Claves: Presente + ; presente a veces (+); ausente -; no observadas (-); Nd.: no determinado.
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Tabla 2. Caracteristicas taxondmicas de Grifola frondosa en cultivo en agar.

Nobles Stalpers  Changy Esta

Caracteristicas taxonémicas (1948) (1978) Chou (2003) tesis

Enzimas

Lacasa + + + +
Tirosinasa Nd - - Nd
Peroxidasa Nd + + +
Reaccion al KOH Nd + + Nd
Medio galico colorea + Nd + -
Medio galico decolora - Nd - +
Medio tanico colorea + Nd + -
Medio tanico decolora Nd Nd - +
Crecimiento

> 70mm en 7 dias + - - -
> 70mm en 14 dias + - - +
40-70mm en 14 dias - (+) (+) +
25-40mm en 14 dias - (+) (+) -
Tasa de crecimiento Mea:Cha Nd 0,8-1,2 0,8-1,2 Nd
Caracteristicas macroscopicas

Hifas marginales apresadas o sumergidas + + + +
Distancia separada entre apice de hifas + + + +
Micelio aéreo lanoso + + + +
Micelio aéreo algodonoso - - - +
Micelio aéreo afelpado + + + (+)
Colonia blanca + + + +
Colina cremosa + + + +
Colonia naranja o colorada - + - -
Colonia amarilla u ocre + + (+) -
Olor distintivo definible + + - -
Reverso blanqueado - - - +
Reverso oscurecido + + + -
Caracteristicas microscopicas

Fibulas + + + +
Fibulas en verticilos Nd + + )
Fibulas en germinacién Nd + (+) )
Ratio diam hifa:diam fibula =1 Nd + + (+)
Hifas esqueletales ramificadas - (+) (+) -
Hifas generativas con paredes finas Nd + + +
Lumen meéndrico - - - -
Ramificacion inequivalente Nd (+) (+) +
Ancho de la hifa <1,5 um - (+) (+) -
Ancho de la hifa 1,5-3 um + + + (+)
Ancho de la hifa 3-5 um - + + (+)
Cristales en micelio aéreo - (+) (+) -
Cristales en el agar + + + -
Clamidosporas + + + +
Otras

Esporulacion en cultivo en menos de 6

semanas + (+) - -
Sustrato angiospermas + + + Nd
Mata de micelio se despega facil del agar + Nd Nd +

Claves: Presente + ; presente a veces (+); ausente -; no observadas (-); Nd.: no determinado.
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Figura 1. Imagenes representativas del micelio en cultivo de Grifola gargal y G. sordulenta sobre
medios nutritivos semisolidos. A: G. gargal (cepa A), B: G. gargal (cepa B), C: G. gargal (cepa G9),
D: G. sordulenta. El cultivo se realizdé durante 28 dias en medio MYPA modificado, a 18°C y en

oscuridad.
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Figura 2. . Imagenes representativas del micelio en cultivo de Grifola spp. en medios de acido galico,
acido tanico y los colorantes poly R478 y azure B (de arriba hacia abajo), a los 3, 11 y 18 dias de
cultivo (de izquierda a derecha).

A: Grifola gargal cepa A.

Iy

I

B: Grifola gargal cepa B.
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C: Grifola gargal cepa G9.

-

D: Grifola sordulenta.

i ‘ i ‘ i
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E: Grifola frondosa.

288



Figura 3. Grifola gargal (Cepas A, By G9), G. sordulenta y G. frondosa a los 46 dias de cultivo, las

fotografias se tomaron del lado inferior de la caja de Petri. Cuando el contraste de la fotografia lo

permite es posible observar el proceso de decoloracion.

G. gargal cepa A

G. gargal cepa B

G. gargal cepa G9

G. sordulenta

G. frondosa
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Apéndice 2

Ensayo de fotomorfogénesis

A continuacion se muestran algunas imagenes representativas del ensayo de fotomorfogénesis
tratado en el Capitulo 11.D. Se muestran los cultivos de Grifola gargal y G. sordulenta a los 120 dias
desde la inoculacién, que fueron sometidos a una exposicion durante los Ultimos 62 dias a un
fotoperiodo de7 horas con luz blanca, azul, verde o roja; un grupo control que fue cultivado en
oscuridad.

Figura 1. Colonias de Grifola gargal (cepa A) cultivadas bajo condiciones de luz blanca, azul, verde,

rojo y en oscuridad (de arriba hacia abajo).

G.gargal cepa A

G. gdrgal cépa A

G. gargal cepa A

G. gargal cepa A
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Figura 2. Colonias de Grifola gargal (cepa B) cultivadas bajo condiciones de luz blanca, azul, verde,

rojo y en oscuridad (de arriba hacia abajo).
G.gargal cepa B
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Figura 3. Colonias de Grifola sordulenta cultivadas bajo condiciones de luz blanca, azul, verde, rojo
y en oscuridad (de arriba hacia abajo).

G. sordulenta

G. sordulenta

G. sordulenta

G. sordulenta
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Tabla 1. Fotomorfogénesis en hongos. Condiciones experimentales y referencias bibliograficas.

Flujo de

. . o . Respuesta :
Especie irradiacion y Tiempo - Referencia
tipo de luz morfogénica
Induccidn de
o 160 umol m?s* 1,5h primordios. Miller y Palmer,
PEIYS firEl i Fluorescente blanca. 12 h Maduracién completa 1973.
de primordios.
0,1 -1 umol m?s™
Pleurotus Luz azul Ciclosde 12 h, Inducci6n de Arjona et al.,
ostreatus (incandescente o 4 dias primordios. 2009.
fluorescente)
7 umol m2s™ [I)Dllllzeorenuauon del
Coprinus Fluorescente blanca  Ciclos de 12 h : R y
macrorhizus  con filtro 440 - Shock dS 5°C induce  Tsusué, 1969.
mayor n° de
485nm. - .
primordios.
2. Kamada et al.

. 7 pmol m%s™* » '
Coprinus Induccién a la 1978.
macrorhizus FlrsresgenE ilanes, - EUs fructificacion. Morimoto et al.,

1973.
2a-1
Coprinus Igyli#r?s%lenmtesblanca 1h Diferenciacion y Lu, 1974.
lagopus ' fructificacion. Madelin, 1956.
16 pmol m?s™ 3-4 dias, Regulacion del
Cercospora Fluorescente blanca. | contante. desarrollo. Bluhmy
zeae-maydis | 0,05 pmol m™s™ 30 min Proteccion del dafio | Dunkle, 2008.
Fluorescente UV. uv
Flammulina
velutipes L
. Induccién y q
Schizophyllum 15 W 60 cm. ] 82 Croan y Kim,
commune Fluorescente blanca. el B 12 5 ::Tlae(iuga}:]l?unc?i?eros 1997.
Trametes P
versicolor
. 0.7 umol m?s™ »
Nectria ; ; Induccion de :
Xenon con filtro 5 min - Curtis, 1972.
haematococca 350-480nm. peritecios
40 pmol m*s™, 24 h Expresion de
Fluorescente blanca. fitocromos. .
Neurospora e Eototronismo de Froehlich et al.,
crassa. 40 umol m™s™. Ciclos de 12 h, otrop 2005.
Fluorescente blanca. | 14 dias peritecios.
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Apendice 3

Contenido nutritivo de Grifola spp.

Composicion proximal

En la Tabla 1 se presentan los contenidos de carbono, nitrégeno, la relacion entre el contenido de
carbono y nitrégeno y los contenidos de proteinas, quitina, carbohidratos, y grasas totales de distintas
bioformas de micelios de Grifola spp.

El contenido de carbono estuvo entre el 40 y el 48 % en el conjunto de muestras. EI contenido de
nitrégeno fue mas variable estuvo en el rango de 1,4- 4,1 % sobre la base de peso seco (Tabla 1). La
relacién de C/N fueron c.a. de 17 para los granos de trigo (control y biotransformados), c.a. de 11 para
el micelio de cultivo liquido, 29 para las fructificaciones de G. gargal y 18 en aserrin de Nothofagus
obliqua.

El contenido proteico y de quitina se estim6 mediante la multiplicacién del contenido de
nitrogeno por factores apropiados. En el micelio de cultivo liquido o de cuerpos fructiferos se empleo
el factor 4,38 y 1,87 para el contenido de proteina y quitina, respectivamente; en grano de trigo
biotransformado se utiliz6 el factor: 5,7 (Danell y Eaker, 1992, Owusu-Apenten, 2002) y en este caso
el contenido de quitina fue despreciado (ver en el Apéndice 4 el contenido de micelio en grano). El
contenido de proteina en aserrin de N. obliqua se calcul6 con el factor 3,19 % (Dill et al., 1984). El
contenido de proteinas de los cuerpos fructiferos de G. gargal, sobre la base de peso seco, fue de 6,1
%; otros autores informaron un valor similar del 5% y otro mucho mas elevado del 28% (Schmeda-
Hirschmann et al., 1998; Harada, 2007, respectivamente). Para los basidiomas de G. frondosa, Harada
(2007) y Stamets (1993) reportaron valores de 22 y 27%, respectivamente. EI micelio de cultivo
liquido tuvo valores altos de proteina: 14-18%. Finalmente en los granos de trigo control se hallé un
contenido proteico de 14,3%, hallandose valores similares en las muestras de trigo biotransformado.

El contenido de carbohidratos (%) se calculd por diferencia: 100% - [% proteina + % quitina + %
grasa + % ceniza]. En cuerpos fructiferos de G. gargal fue de 84,3 %; un valor mas bajo fue
informado por Harada (2007): 53% y otro més alto por Schmeda-Hirschmann et al. (1998): 90,4%. La
bibliografia respecto a las fructificaciones de G. frondosa menciona contenidos de carbohidratos de
50, 60 y 74% (Stamets 1993; Harada, 2007; USDA 2009, respectivamente). En el micelio de cultivo
liquido y granos de trigo control se hallaron contenidos similares de carbohidratos, entre 75-81 %. El
contenido energético estéd relacionado con el contenido de carbohidratos. Harada (2007) determind
valores similares de contenido energético entre las fructificaciones de G. gargal, G. frondosa, y
Lentinus edodes: de 180 kcal por 100 g de hongos secos. La pagina web de USDA (2009) muestra
valores mayores para estas tres especies de: 329, 296, 300 kcal %.EI contenido energético del trigo es
339 kcal % (USDA, 2009).

Como se menciond anteriormente el contenido de quitina se estim6 en base al contenido de

nitrégeno utilizando el factor 1,87 propuesto por Danell y Eaker (1992) para el micelio y cuerpos
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fructiferos, de esta forma mostraron valores del 6 al 10 % sobre la base de peso seco que son
consistentes con los determinados para otras especies (Vetter, 2007).

La materia grasa total fue extraida con éter de petréleo y en el caso de cuerpos fructiferos de G.
gargal se realiz6 también una extraccion en cloroformo segin Folch et al. (1957). En las
fructificaciones de G. gargal se determind un contenido graso de 5,4 y 6,3 % (técnica de Folch, y
extraccion con éter de petréleo, respectivamente); otros autores reportaron valores menores, de 2,5 %
(Schmeda-Hirschmann et al. 1998) y 4,8 % (Harada, 2007). En G. frondosa también se hallaron
valores bajos de 2,2 % (USDA, 2009) y 3,9 % (Harada, 2007). Estos niveles de fraccion lipidica son
similares a los hallados en la mayoria de fructificaciones de hongos comestibles que es de 2- 8% sobre
la base de peso seco (Breene, 1990). Para el micelio de cultivo liquido el contenido de materia grasa
fue similar con valores de 5y 7% para las tres especies. El trigo control mostré un valor del 3% de
materia grasa que no fue modificado por la biotransformacion de Grifola spp. Es importante
mencionar que la proporcién de acidos grasos no saturados en los hongos es alta c.a. 80 % y con un
alto contenido de acido linoleico de 30 a 70% (Chang y Miles, 2004), lo cual es un factor significativo

como alimento saludable.

Contenido de fibra dietaria

En la Tabla 2 se muestran los valores del contenido de fibra dietaria determinados siguiendo la
técnica de Van Soest et al. (1991). La fibra dietaria esta constituida por compuestos que son sélo
parcialmente digeribles por la flora intestinal, su andlisis se realiza segin su insolubilidad en
detergentes neutros (FDN), acidos (FDA) y en &cido sulfarico al 72% (ver detalles del método en el
Cap. V). En el micelio proveniente del cultivo liquido se encontré que estaba compuesto casi en su
totalidad por la fraccién nutritiva correspondiente al contenido celular con valores entre 87- 95 %. El
contenido de FDN en el basidioma de G. gargal fue de 22%, mayor al 10% reportado por Schmeda-
Hirschmann et al. (1998) y menor al 37 % que fuera obtenido por Harada (2007). Este altimo autor
también obtuvo valores altos en G. frondosa: 41%. Cabe mencionar que los valores de FDN hallados
en G. gargal son similares a los de Lentinula edodes, que posee entre 19-23% de FDN (Escobar et al.,
2007).

El valor de FDA indica porciones de fibra muy dificilmente digeribles (en materiales vegetales
corresponden a la lignina y las partes de las cadenas de celulosa menos accesibles a la degradacion
bacteriana). Los granos de trigo control y los granos biotransformados por Grifola spp. se
caracterizaron por una baja relacion de FDA/FDN que indica una mejor palatabilidad dada la mayor
proporcion de fibras mas facilmente digeribles

El tratamiento con 72 % SO,H, del residuo FDA solubiliza la materia orgénica a excepcion de
ciertas moléculas recalcitrantes como la lignina y algunos polifenoles producidos por el hongo. En los
materiales fangicos estudiados se hallé un contenido muy bajo de estas sustancias recalcitrantes. Los

valores més elevados fueron los de las fructificaciones de G. gargal con apenas 1%. Notese en la
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Tabla 2 que el basidioma de Ganoderma lucidum, de consistencia mas lefiosa, posee un 6 % de estos

compuestos y a su vez un alto contenido en cenizas.

Tabla 1. Contenido de carbono, nitrégeno, relacion C/N y composicion proximal de nutrientes de

muestras secas de cuerpos fructiferos de G. gargal y G. frondosa y de micelios de G. sordulenta, G.

gargal y G. frondosa cultivados en medio liquido y en granos de trigos biotransformados por estas tres

especies. Se incluyen los correspondientes valores para el trigo (control) y el aserrin de Nothofagus

obliqua.

Materiales ® 9aD NHAC Prote-  Quit- Grasa Carbohi-
C%" N%" CIN 110596° na%® total %' dratos %°

Grifola gargal

Cuerpos fructiferos 40,7 14 28 6,1 2,6 6,3- 5,4 84,3

Micelio de cultivo liquido 405 3.2 13 14,0 6,0 7 78,1

Granos de trigo biotransformados 439 2,7 13 15,4 - 3 79,6

Grifola sordulenta

Micelio de cultivo liquido 428 41 10 18,0 7,7 6 75,0

Granos de trigo biotransformados 423 2,6 17 14,8 - 3 79,2

Grifola frondosa

Cuerpos fructiferos S 27 11,5 2,2 50

Micelio de cultivo liquido 422 40 11 17,5 7,5 5 76,5

Granos de trigo biotransformados 416 24 18 13,7 - 3 81,3

Trigo control 424 25 17 14,3 - 3 80,7

Nothofagus obliqua 477 26 18 8,2 - - -

& Cuerpos fructiferos de G. gargal corresponde a “GgFB” (Cap. I, VI, VII), los micelios de cultivo liquido de G.
gargal, G. sordulenta y G. frondosa corresponden a “GgLC-frascos I, GSLC-frascos | y GfLC-fuentes”(Cap. 111,
VI1y VII), los granos de trigo control y biotransformados corresponden a “Wf, GgWG, GsWG y Gf WG (Cap.
IV, VI y VII). Los valores para cuerpos fructiferos de Grifola frondosa fueron tomados de Stamets (1993).

Nothofagus obliqua virutas del xilema de roble pellin.
® Valores obtenidos con un analizador Leco Carbon Analyzer en el laboratorio LANAIS, CONICET-UNS.

¢ Valores obtenidos con el método Kjeldahl en el laboratorio LANAIS, CONICET-UNS.
¢ Protefna micelio y basidioma= N x 4,38 y proteina granos de trigo = N x 5,7, acorde con Dannell y Eaker
(1992) y Dannell (1994); Nothofagus obliqua N x 3,19 acorde con Dill et al. (1984).

¢ Quitina basidioma de G. gargal y micelios = N x 1,87.

" Extraccién exhaustiva en éter de petréleo; en el caso de cuerpos fructiferos de G. gargal ademés con
cloroformo metanol acorde con Folch et al. (1957), respectivamente.
9 Carbohidratos = 100 % - [proteina + quitina + grasa + cenizas], en el caso del basidioma de G. gargal se
empled el valor de la extraccion en éter de petroleo.

"No reportados.

f No posee 0 es muy bajo,
) No determinado.
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Tabla 2. Fibra dietaria, porcentaje en base seca de fibra detergente neutra y acida de G. gargal, G.
sordulenta y G. frondosa. Los valores de contenido celular, y fibras estan corregidos por el contenido
de cenizas (metodologia en Cap. V.)

Contenido Insolubles

S .
Materiales celular FDN FDA en SO,H," Cenizas
Grifola gargal

Cuerpos fructiferos 76 22 19 1

Micelio de cultivo liquido 95 4 3 0 1
Granos de trigo biotransformados 60 38 11 1

Grifola sordulenta

Micelio de cultivo liquido 94 5 3 0 1
Granos de trigo biotransformados 57 43 13 0 3
Grifola frondosa

Cuerpos fructiferos - - - - 1
Micelio de cultivo liquido 87 12 6 1
Granos de trigo biotransformados 62 36 10 1 2
Trigo control 63 35 12 1 2
Nothofagus obliqua 16 76 68 19 10
Ganoderma Iledum 38 62 a1 6 3
Cuerpos fructiferos

Pleurotus ostr,eatus 60 40 21 0 1
Cuerpos fructiferos

Agaricus blazei 77 23 12 0 2

Cuerpos fructiferos

& Cuerpos fructiferos de G. gargal corresponde a “GgFB” (Cap. I, VI, VII), los micelios de cultivo liquido de G.
gargal, G. sordulenta y G. frondosa corresponden a “GgLC-frascos |, GsLC-frascos | y GfLC-fuentes”(Cap. III,
VI y VII), los granos de trigo control y biotransformados corresponden a “Wf, GgWG, GsSWG y Gf WG (Cap.
IV, V1 y VII). El valor para cuerpos fructiferos de Grifola frondosa fue tomado de Stamets (1993). Nothofagus
obliqua virutas del xilema de roble pellin. Fructificaciones de Ganoderma lucidum, Pleurotus ostreatus y
Agaricus blazei obtenidas con el cultivo en fase semisolida en cascara de girasol.

® Corresponde a la fraccion de lignina o compuestos fendlicos complejos e insolubles en detergentes.

°No reportados.

Contenido de vitaminas

Si bien durante el trabajo de desarrollo de esta tesis no se realizaron determinaciones del
contenido de vitaminas, vale aqui hacer una breve referencia a la informacion existente al respecto en
general y por estas especies fungicas. En general, los hongos cultivados constituyen una buena fuente
de vitaminas: C y D, complejo B, ergoesterol y provitamina D (Koyyalamudi et al., 2009). Otras
vitaminas como A, C y D son detectables solo en algunas especies (Mau et al., 2001).
Especificamente, en la literatura existe también informacion relativa al contenido de vitaminas de G.
gargal, G. frondosa (Harada, 2007; Stamets,1993; USDA, 2009). Los valores de requerimientos
diarios y maximos permitidos que se mencionan a continuacién en relacion a las especies de Grifola
de interés, se obtuvieron de reportes de FAO-WHO (1998), Recommended Dietary Allowances
(1989).

El contenido de vitamina B1 (tiamina) en G. gargal es de 1,2 mg %, y en G. frondosa de 1,2- 1,5

mg %. Su ingesta diaria recomendada es 1,2 mg, siendo que 100 g secos cumplen con esta. La ingesta
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diaria recomendada de vitamina B2 es 1,7 mg, ambos G. gargal (2,3 mg %) y G. frondosa (1,9 mg %)
superan esta medida en 100 g secos. La dosis recomendada de vitamina B3 es de 16 mg diarios y es
toxica por encima de 1,5-6 g diarios. El contenido de B3 en 100 g en G. gargal o G frondosa secos
supera c.a. de 3 veces la dosis diaria (y es 23 veces menor que la dosis tdxica). EI contenido de
vitamina C en G. frondosa es de 63 mg %, que supera la dosis diaria recomendada de 40 mg y no se
conoce su contenido en G. gargal. La cantidad recomendada de vitamina D (10 pg) se halla en 100g
de cuerpos fructiferos secos de G. frondosa, siendo su contenido semejante al hallado en pescados. La
irradiacion con UV A 254 nm a cuerpos fructiferos de G. frondosa y G. gargal aumenta c.a. de 70
veces su contenido (Harada, 2007) de manera tal que en este producto irradiado con solo 1,5 g secos se

cumple el requerimiento diario.

Contenido de minerales

Las propiedades gquelantes Unicas que poseen las paredes celulares de los hongos ha llevado a
considerar que en ellas se encuentra cada mineral que haya estado presente en el sustrato (Mattila et
al., 2001), y en términos nutritivos esto trae consigo la desventaja de concentrar también metales
peligrosos. Por eso en términos biotecnoldgicos los hongos se han empleado para la biorremediacién
de suelos o efluentes contaminados (Baldrian, 2003). Teniendo en cuenta que los minerales estan
adheridos por a las paredes celulares del micelio sus propiedades quelantes (y no formando sales
precipitadas) es de esperar que el contenido de cenizas en el analisis de fibras haya resultado muy bajo
de 1 a 2%, ya que los minerales fueron lavados durante las solubilizaciones en los detergentes (Tabla
2).

En las Tablas 3 y 4 se presentan contenidos de algunos minerales presentes en fructificaciones de
G. gargal, G. frondosa, en micelio de cultivo liquido y en granos biotransformados de G. gargal, G.
sordulenta, G. frondosa, en la harina de granos de trigo control, en aserrin de Nothofagus obliqua, en
micelio de cultivo liquido de Ganoderma lucidum de las cepa E47 y S (ver Cap.l), los valores
maximos y minimos de un grupo de cuatro hongos lignicolas y también los valores de las dosis diarias
recomendadas. Los valores estan expresados en miligramos del elemento mineral contenidos en 100
gramos de materia seca (mg %).

Calcio. El contenido de calcio en los cuerpos fructiferos analizados de G. gargal: 53 mg %, fue
superior al reportado en G. frondosa de 10 mg %. Estos contenidos representan el 1-5 % del
requerimiento diario. Las fructificaciones de G. gargal no presentaron un efecto de acumulacion de
calcio comparadas con el contenido hallado en N. obliqua. En el micelio de cultivo liquido de las tres
especies de Grifola se obtuvieron valores similares de calcio, de entre 35 a 38 mg %. En los granos de
trigo control se midieron valores de calcio semejantes a los reportados en la literatura: 260 mg % en
estas determinaciones y 340 mg % acorde con White y Broadley (2005). Sin embargo en los granos
biotransformados el contenido de calcio si aumento respecto a los granos control a 347, 713 y 855 mg
%, para G. gargal, G. frondosa y G. sordulenta, respectivamente. El requerimiento diario de calcio

estaria cubierto con el consumo de 120-300 g de estas harinas biotransformadas.
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Potasio. Los cuerpos fructiferos de G. gargal contienen 900 mg %, menor al determinado en G.
frondosa y en otras especies lignicolas. EI micelio de cultivo liquido de Grifola spp. , y G. lucidum
contienen cantidades similares a las mencionadas en cuerpos fructiferos: 1000-2140 mg %. Los granos
de trigo control y biotransformados mostraron los valores méas bajos de potasio entre: 390-610 mg %.

Magnesio. La dosis diaria recomendada de magnesio para adultos es de 220 mg; cantidades
mayores a 380 mg producen sintomas negativos. Los cuerpos fructiferos de G. gargal no acumularon
mayor contenido que el presente en N. obliqua (179 y 205 mg %, respectivamente). Comparado con
otros hongos lignicolas los valores fueron bajos, no obstante el consumo de 100 g secos de este hongo
aportaria el 81 % de la ingesta diaria recomendada para adultos. Los cuerpos fructiferos de G.
frondosa aportan cantidades menores a G. gargal. El micelio cultivado en medio liquido mostré ser un
buen acumulador de este i6n encontrandose en las tres especies de Grifola contenidos de 218-260 mg
%. Usualmente los granos de trigo contienen 144 mg % de este elemento (USDA, 2009), aungue en
estas determinaciones se hallaron contenidos superiores de: 270 mg % que no aumentaron luego del
proceso de biotransformacion con Grifola spp. (230-330 mg %).

Sodio. El basidioma de G. gargal presentd bajos valores de sodio (40,3 mg %), similares a los
medidos en N. obliqua. Harada (2007) reportd un contenido de sodio aln menor: 5 mg % para esta
especie. Los hongos lignicolas y G. frondosa presentan contenidos bajos de sodio 10 a 22 mg %. En
cultivo liquido se hallaron los valores mayores de 121-173 mg % para Grifola spp. y Ganoderma
lucidum. En los granos de trigo control se hallé un contenido de 43 mg %, y el crecimiento del micelio
no incremento la concentracion de este elemento. La dosis diaria de sodio es de 115-500 mg.

Fosforo. El contenido de fosforo en los hongos se ubica en el rango de 200-800 mg % alcanzando
la dosis diaria recomendada (800 mg adultos, 1200 mg mujeres en lactancia). Los cuerpos fructiferos
de G. gargal tienen contenidos de 222 mg %, mientras que otros autores determinaron 22 y 705 mg %
(Schmeda-Hirschmann, 1998; Harada 2007). En el caso de G. frondosa el contenido en este mineral es
mayor posiblemente debido al mayor contenido de proteinas. En el micelio cultivado en medio liquido
se encontraron contenidos similares entre las tres especies de Grifola y G. lucidum: 465 y 692 mg %.
En los granos de trigo se midieron contenidos de fosforo de 300 a 400 mg %.

Azufre. Dado que las dietas cumplen con el requerimiento no existen dosis recomendadas, y la
toxicidad solo ocurre en determinado tipo de enfermedades congénitas. El contenido de azufre en los
granos de trigo biotransformados aument6 con G. sordulenta y G. frondosa de 318 mg % a 652-589
mg % respectivamente, mientras que se mantuvo en valores similares al trigo control en el caso de G.
gargal (318 y 370 mg %, respectivamente). En cuanto al cultivo liquido de micelio, las especies de
Grifola mostraron contenidos de 375 a 426 mg %, mientras que las cantidades de azufre de G. lucidum
estuvieron por encima y por debajo de estos valores para cada una de las cepas (Tabla 3). Los cuerpos
fructiferos de G. gargal no concentraron el azufre que estaba disponible en N. obliqua (88-93 mg %,
respectivamente).

Cromo. No se detectd presencia de cromo por encima de la sensibilidad del método analitico
usado, de 0,05 mg %.
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Cobre. La dosis recomendada de cobre es 1,15 mg, siendo la dosis toxica de 10 mg diarios.
Usualmente los granos de trigo contienen 0,5 mg % de Cu (USDA, 2009), en el nuestro el contenido
en granos enteros sin colonizar fue de 0,97 mg %. En los granos colonizados por G. gargal y G.
frondosa este contenido aumento6 a 2-3 mg %. En cambio en los granos de trigo biotransformados por
G. sordulenta los valores se mantuvieron iguales al del grano de trigo control. En las muestras de
micelio de Grifola spp. los valores variaron entre 0,76-1,19 mg %. Estos valores fueron superados en
G. lucidum y otras especies de hongos lignicolas (Tabla 4). El contenido de cobre en G. gargal fue de
3,4 mg %, la bibliografia sefiala para G. frondosa cantidades c.a. 2,5mg %. Los cuerpos fructiferos de
G. frondosa y G. gargal acumulan méas cobre que el micelio cultivado en medio liquido y que los
granos de trigo biotransformados.

Hierro. El consumo diario recomendado de hierro varia segun el tipo de dieta y oscila entre 5y
70 mg diarios. Los cuerpos fructiferos de G. gargal contienen mas hierro que G. frondosa con valores
promedio de 11,7 y 0,5 mg %, respectivamente. En cambio en medios liquidos G. gargal acumula
menos que G. frondosa y que G. sordulenta en promedio 4, 21 y 24 mg %, respectivamente. La
concentracion de hierro en las tres especie de Grifola supero a la de los granos sin colonizar: c.a.: 25,
15y 12 vs. 10 mg %.

Selenio. No se encontraron cantidades superiores a 0,025 mg %, que es el limite de deteccién del
analisis empleado y en el caso de G. frondosa los contenidos reportados son mas bajos que estos de:
0,022 mg %.

Cinc. Los requerimientos diarios son de 15 mg %. Los granos de trigo convencionales aportan
4,2 mg % (USDA, 2009), en nuestro trabajo se encontraron valores similares en granos de trigo
control y biotransformados con G. gargal. Estos valores aumentaron a 5,6 y 6,3 mg % en trigo
biotransformado con G. frondosa y G. sordulenta, respectivamente. EI micelio de cultivo liquido de G.
sordulenta acumul6 mas cinc que el resto de los micelios cultivados (15,1mg %). El basidioma de G.
gargal concentrd este elemento en comparacién con el medido en N. obliqua de 3,02 a 5,95 mg %.

Otros hongos presentan valores de 4 a 14 mg %.
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Tabla 3. Contenido de minerales con dosis diaria recomendada mayor a 220 mg %. Los valores de G.
gargal, G. sordulenta, G. frondosa, granos de trigo control, aserrin de Nothofagus obliqua, micelio de
cultivo liquido de dos cepas Ganoderma lucidum, y rango de valores de hongos lignicolas) estan
expresados en mg % (peso seco).

miligramos de mineral por 100 g de materia seca”

Materiales

Ca K Mg Na P S
Grifola gargal
Cuerpos fructiferos 53 900 179 40,3 222 879
Micelio de cultivo liquido 38 1480 230 173 465 405
Granos de trigo biotransformados 347 390 229 34 303 370
Grifola sordulenta
Micelio de cultivo liquido 36 1300 260 150 692 426
Granos de trigo biotransformados 855 580 330 45,7 415 652
Grifola frondosa
Cuerpos fructiferos 10 2040 100 10 740 -
Micelio de cultivo liquido 35 1090 218 121 616 375
Granos de trigo biotransformados 713 610 307 39,5 440 589
Trigo control 260 414 270 43,3 339 318
Nothofagus obliqua 183 170 205 34 112 93

Ganoderma lucidum
Micelio de cultivo liquido
Hongos lignicolas
Cuerpos fructiferos

Dosis diaria recomendada 1000 24000 220 2000-3500 800 - ¢

69-189 980-2140 82-173 <0,5-131 538-710 197-633

84-3900 1750-2400 140 -330 3-22 326-345 -¢

& Cuerpos fructiferos de G. gargal corresponde a “GgFB” (Cap. I, VI, VII), los micelios de cultivo liquido de G.
gargal, G. sordulenta y G. frondosa corresponden a “GgLC-frascos I, GSLC-frascos | y GfLC-fuentes”(Cap. 111,
VI y VII), los granos de trigo control y biotransformados corresponden a “Wf, GgWG, GSWG y Gf WG (Cap.
IV, VI y VII). Ganoderma lucidum: valores de las cepas E47 y S, respectivamente. Grifola frondosa cuerpos
fructiferos: valores obtenidos de Harada (2007), Stamets (1993) y MedRat® NutriArchives
(http://medrat.com/nutrition/sr20/). Nothofagus obliqua: virutas del xilema de roble pellin. Hongos lignicolas:
seleccion de los valores maximos y minimos de un conjunto de cuatro especies lignicolas (Polyporus squamosus,
Lentinus tigrinus, Pleurotus ostreatus y Pleurotus eryngii.) reportados por Gengcelep et al. (2008). Los valores
de dosis diaria recomendada fueron tomados de FAO-WHO (1998); O'Dell (1997); Prasad, (2008);
Recommended Dietary Allowances (1989).

® Analisis realizado con espectrometria de emisién atémica por plasma inducido (Shimadzu mod. ICPS - 1000
111, en el LANAQUI, CONICET-UNS, a excepcion de las fructificaciones de G. frondosa y de hongos lignicolas.
¢ Valores no reportados.

?Valores de la dosis diaria recomendada de azufre son cumplidos en dietas normales.
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Tabla 4. Contenido de algunos minerales con dosis diaria recomendada menor a 30 mg. Los valores
de G. gargal, G. sordulenta, G. frondosa y controles (granos de trigo control, aserrin de Nothofagus
obliqua, micelio de cultivo liquido de dos cepas Ganoderma lucidum, y rango de valores de hongos
lignicolas) estan expresados en mg % (peso seco).

miligramos de mineral por 100 g de materia seca”

Materiales *

Cr Cu Fe Se Zn
Grifola gargal
Cuerpos fructiferos <0,05°¢ 3,37 11,7 <0,025° 5,95
Micelio de cultivo liquido <0,05° 1,19 3,8 <0,025°¢ 4,64
Granos de trigo biotransformados  <0,05 ° 1,16 25,2 <0,025° 4,53

Grifola sordulenta
Micelio de cultivo liquido <0,05 ¢ 0,95 24,1 <0,025 ° 15,1
Granos de trigo biotransformados  <0,05 ° 0,87 14,7 <0,025 ¢ 6,23

Grifola frondosa

Cuerpos fructiferos - 2,52 0,5 0,022 7,5
Micelio de cultivo liquido <0,05 ¢ 0,76 216  <0,025° 5,96
Granos de trigo biotransformados  <0,05 ° 1,26 12,0 <0,025° 5,58
Trigo control <0,05 ¢ 0,97 10,1 <0,025°¢ 4,72
Nothofagus obliqua <0,05°© 1,68 25,6 <0,025° 3,02
Ganoderma lucidum d d d

Micelio de cultivo liquido - U ° ° =
Hongos I|gn|c,olas e 1-6 35 -70 e 4-14
Cuerpos fructiferos

Dosis diaria recomendada 0,035 1,15 14 -30 0,05-,026 15

& Cuerpos fructiferos de G. gargal corresponde a “GgFB” (Cap. I, VI, VII), los micelios de cultivo liquido de G.
gargal, G. sordulenta y G. frondosa corresponden a “GgLC-frascos I, GSLC-frascos | y GfLC-fuentes”(Cap. 111,
VI y VII), los granos de trigo control y biotransformados corresponden a “Wf, GgWG, GSWG y Gf WG (Cap.
IV, VI y VII). Ganoderma lucidum: valores de las cepas E47 y S, respectivamente. Grifola frondosa cuerpos
fructiferos: valores obtenidos de Harada (2007), Stamets (1993) y MedRat® NutriArchives
(http://medrat.com/nutrition/sr20/). Nothofagus obliqua: virutas del xilema de roble pellin. Hongos lignicolas:
seleccion de los valores maximos y minimos de un conjunto de cuatro especies lignicolas (Polyporus squamosus,
Lentinus tigrinus, Pleurotus ostreatus y Pleurotus eryngii.) reportados por Gengcelep et al. (2008). Los valores
de dosis diaria recomendada fueron tomados de FAO-WHO (1998); O'Dell (1997); Prasad, (2008);
Recommended Dietary Allowances (1989).

® Analisis realizado con espectrometria de emisién atémica por plasma inducido (Shimadzu mod. ICPS - 1000
111, en el LANAQUI, CONICET-UNS, a excepcion de las fructificaciones de G. frondosa y de hongos lignicolas.
¢ Valores no detectados por ser menores a la sensibilidad de esta metodologia.

?Valores no analizados.

®Valores no reportados.
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Apendice 4

Cuantificacién de micelio en granos de trigo

Los granos de trigo biotransformados pueden secarse y molerse para obtener un alimento
funcional con los beneficios nutritivos que resultan de la combinacién del trigo y del micelio. En
efecto, este tipo de trigo en su forma de grano entero posee buen contenido de proteina, fibras
dietéticas beneficiosas para el correcto funcionamiento del sistema digestivo, y un importante
contenido de beta-carotenos con propiedades antioxidantes, ademas de otras moléculas bioactivas. El
micelio por su parte provee esteroles (ergoesterol, provitamina D, vitamina D), aminoacidos esenciales,
polisacéridos, polifenoles y otras moléculas bioactivas derivadas de su metabolismo secundario, como
por ejemplo los triterpenoides.

Un beneficio extra de esta combinacion de cereal- micelio es que en la preparacién del spawn se
utilizan sales de calcio, el cual necesita para su absorcion de la vitamina D producida por los mismos
hongos (asi como también de sus precursores) (Harada, 2007); de manera tal que la harina preparada a
partir de los granos de trigos biotransformados por hongos comestibles en general y por especies de
Grifola también, colaboraria en la calcificacion o sea al proveer el mineral y la vitamina necesarios
para su asimilacion. Este ultimo efecto combinado entre el mineral y el micelio fue reportado
recientemente por Lee et al. (2009) quienes pudieron prevenir la osteoporosis de ratones expuestos a

sistema experimental siendo alimentados con shiitake y calcio mineral.

Cuantificacion de micelio en granos de trigo biotransformados

Para estimar el contenido de micelio en granos de trigo biotransformados se realiz6 una
cuantificacion del contenido de glucosamina. La glucosamina proviene de ciertos biopolimeros
fangicos: la quitina y el quitosano. De manera que previo a su cuantificacion fue necesario producir la
solubilizacién de glucosamina con enzimas hidroliticas de Trichoderma harzianum siguiendo
esencialmente el protocolo de Dillon et al (2003). El trigo contiene pequefias cantidades de
glucosamina en sus glicoproteinas (Muzzarelli y Peter, 1997), de manera que también se determind el
contenido de glucosamina en granos de trigo control. El contenido de glucosamina medido en estos
granos sin colonizar fue sustraido del contenido de glucosamina obtenido en los granos colonizados.
La deteccion colorimétrica de glucosamina se realizd usando el reactivo de Erlich (Chen y Johnson,
1983). El contenido de glucosamina determinado a muestras de micelio de cultivos liquidos fue
utilizado como patrén de referencia. La curva de calibrado de glucosamina se muestra en la Figura 1.

El contenido de glucosamina en el trigo control fue de 1,86 mg/g sobre la base de peso seco y en
el micelio de cultivo liquido de las tres especies se ubicaron entre 37 y 39 mg/g (Figura 2).
Empleando éstos valores y los del contenido de glucosamina en granos de trigo control y
biotransformados, se calculd el contenido de micelio en los granos de trigo biotransformados de

acuerdo con la siguiente formula:
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mg micelio (b.s.)/ g spawn (b.s.) =
= (mg micelio (b.s.) /ng GIU micelio (b.s.)) x (llg GIU spawn (b.s.)/ g spawn (b.s.) — Hg GIU trigo (b.s.)/ g trigo (b.s.))

Donde:

MY miceliob.s)! I spawn (bs)) - CaNtidad de micelio en un gramo de spawn sobre la base de peso seco.

MY micelio (b.s.) 'HY GlU micerio (0.s): Cantidad de micelio por cada pg de glucosamina sobre la base de peso
seco.

Mg GlU spawn bs)/ 9 spawn (b5 Cantidad de glucosamina en un gramo de spawn sobre la base de peso seco.
Mg GlU tigo v.s)/ 9 trigo (bs): Cantidad de glucosamina en un gramo de granos de trigo control secos y con
el tratamiento para elaborar spawn sobre la base de peso seco.

Determinandose finalmente que el contenido de micelio en los granos de trigo biotransformados
por G. gargal, G. sordulenta y G. frondosa es: 4,0, 3,6 y 4,4 mg/g, respectivamente; sin hallarse
diferencias entre ellos (p>0,05, Anova simple, Figura 3).

Figura 1. Curva estandar de glucosamina. La recta y su formula fueron calculados con los valores de
0- 20 pg /ml de glucosamina-Cl.

0.6 y =0,02x + 0,005
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Figura 2. Contenido de glucosamina (miligramos por gramo de peso seco) en trigo control y en

micelio de cultivos liquidos de G. frondosa, G. sordulenta y G. gargal.
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Figura 3. Contenido de micelio en miligramos por gramo sobre la base de peso seco en granos de trigo
biotransformados por Grifola frondosa, G. sordulenta y G. gargal.
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