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RESUMEN 

La li&nina representa una barrera para el uso eficiente 

de lo• desperdicio• lianocelulOsicos, debido a que en esto& 

aateriales se encuentra asociada a la celulosa y hemiceluloaa. 

Existen auy pocos aicroorcanismos capacea de atacar a la lignina, 

pero desafortunadamente en estos casos los polieacBridos 

aon dearadadoa. Se han tratado de obtener cepas que 

aeleetivamente a la lignina para dejar disponibles 

también 

degraden 

a loe 

poliaacAridoa, 

acelulolitica 

lle&Andoae inclusive a obtener una mutante 

del honno de la pudriciOn blanco s. pq.lverulentua 

de&radadora de licnina • Sin embarco, no se ha desarrollado un 

proce•o industrial de delignificaciOn, debido en parte a que se 

ha trabajado con honcos senéticamente poco conocidoa. 

El objetivo del presente trabajo consieti6 en obtener cepas 

del honao comestible Pleurotua oetreatue capacea de producir una 

dea;radacion selectiva en la lisnoceluloaa. Para ello, primero se 

produjeron autantea de P. oatroatua utilizando N-metil-N'-nitro 

H-nitroao suanidina (HNNO) y se locro recuperar una mutante 

~cclulol1t~co total. K8tft mutnnte ae aejorO genéticamente por 

h1bridizac16n para GBtudiar su descendencia y conocer al nómero 

de cenes involucrados en el car6cter (C-). Dicha descendencia se 

hibridiz6 nueva•ente para obtener cepas dicariOticas y 

seleccionar las de tipo (C-). Finalmente, se determinaron los 

patrones de consumo de 11 dicariotes ce-) y 2 cepas testiso. Se 

encentro que una de las cepas consumiO un 46n do li~nino y tan 

s6lo un 30~ de celulosa, en comparación con las cepas testi•o que 

conauaen entre 41 y 44~ de celulosa y de 44 a 48~ de lisnina. 



I IHTROOUCCION Y ANTECEDENTES 

La utilización de los desperdicio• a&ricolaa en loa Paises 

en Vi•• de desarrollo por •edio de tecnolosiaa 

auaentar la producci6n de alimentos b6sicos. 

que permitan 

adquiere una 

importancia cada dia mayor. La productividad asricola en estos 

pai••• esta caracterizada por rendiaientos •uY inferiores a loa 

obtenidos por loa paises industrializados tDOAF. 1983). lo que 

aunado a lau altas taaaa de crecimiento demosr6fico ha causado un 

deterioro •radual de au aituaci6n aliaentaria. Aai, aatoa pa~a•• 

ae encuentran !aportando cantidades considerables de productos 

alimenticio• para cubrir aua neceaidadea b6aicaa. 

Por otro lado con la mayoria de los cultivos agricolaa, a6lo 

ae cosecha un 30~ de la bioaaaa total producida y las perdida• 

del material cosechado se acercan a un SO~ (Stanton. 1977); 

aientraa que con la actividad forestal, la proporci6n de biomaaa 

desperdiciada ea todavia mucho mayor. Bato si&nifica que con la 

mayor parte de loa cultivos en promedio, la aitad de la bioaaaa 

total producida permanece deaaprovechada (HarkhiJani y Poole, 

1975) y period.icaaunte ae acumulan cantidades conaiderablea de 

desperdicios ve~etalaa a cauna del car6cter intensivo - periodico 

de la aaricultura. 

Debido a que loa procesos de degradac16n natural no pueden 

funcionar efectivamente en las situaciones en que son producidos 

y acuaulado• los desperdicios asricolas y forestales, 

llesado inclusive a convertirse en un pelicro para el 

éstos han 

equiiibrio 

ecol6sico. La implementación de tecnologias que puedan usar estos 
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materiales de desecho para aumentar la producción de alimentos 

b&aicoa ea de interés primordial. Esto no únicamente reaolveria 

loa problemas ecológicos causados por la acumulación de crandes 

cantidades de desechos, sino que aumentaria el rendimiento 

econó•ico de la asricultura. 

Loa alcances de uno tecnoloaia efectiva para el 

todavia aprovechamiento de loa desperdicios agricolas, serian 

mucho mayores, ya que por este medio se tendr~ nccono ~ len 

vastos productos vegetales generados continuamente como resultado 

de la actividad Cotoaintética de lae plantas, permitiendo au 

utilización m6a completa y racional. El volumen de estos recursos 

ea auy considerable, Ya que la biomasa total producida 

lotosintéticamente aobre la superficie terrestre se calcula que 

sobrepasa las 1oau toneladas/ano (Walton y Blackwell, 1973). 

De eata biomaaa sólo al 10~ es nintotizada por loa cultivos 

•&ricolas y la mayor parte de ella (75~) es producida en las 

zonas boscosas (Bassham, 1975). 

Los volúmenes enormes de estos recursos ha motivado la 

realización de numeroaas investicaciones orientadas hacia el 

desarrollo de tecnologias para su aprovechamiento. Haciendo una 

similitud con atrae •reas de la induetri~ Qui~lca y 

biotecnológica, se han tratado de desarrollar procesos para 

utilizar estos materiales en la produccion de proteine unicelular 

(PUC) a escale industrial, Para ello, se dieenaron plantas de 

capacidades gicantescas con tecnolocia sumamente 

costosa <Hateles y Tannenbaum, 1958; Callihan y 

2 
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Tannenbau• y Wan&, 1975). 

No obstante el interés en esta 6rea, no se ha logrado 

desarrollar hasta la fecha un proceso practico debido a que no 

so han conaiderado varios factores de suma importancia. Uno de 

ello• es el car6cter disperso con que ao producen eatos doaechoa, 

lo que aunado a su baja denoidad, ocasiona que loa costos de 

tranoporte se conviertan an una de las variables m6e iaportantes 

que afectan a la economia del proceso. Esto factor ea todavia de 

aayor iaportancia al considerar plantas da eran capacidad donde 

ae tienen que transportar srandes cantidades de auatrato, ea 

decir, al ae~uir el enfoque de llevar el auatrato al proceao. 

Dada la dispersión con que aon generados loa desechos 

acricolaa, la implemontac16n de un proyecto viable requiere 

poaiblemente de un cambio de enfoque: siendo tal vez necesario 

llevar el proceso al sustrato. Para esto ae requiere de una 

tocnolosia susceptible de aer implementada en pequeftos modules en 

el campo después de la cosecha. Adem6s, tal tecnologia debe ser 

simple, de fácil operacion y requerir de poco capital. Las 

reparcuaiones socioecon6micaa de tal tecnologia aerian su•amente 

positivas para el modio rur~l. ya que loa mismos campeeinoa 

podrian procesar loo desecho& de sus cosechas permitiendoles 

ocuparse en una actividad econ6micamente redituable durante el 

periodo entre las cosechas. Desde ente punto de viata, las 

tecnoloaias de gran escala son tambien desfavorables, ya que 

crean relativamente muy pocas fuentes de trabajo en comparaci6n 

con las crandes inversiones. Adem6s, la mano de 

debe: tener cierta especialización debido al 
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complicaciOn tecnológica de tales procesos. 

Otra de las razones que han contribuido al fracaoo de lao 

tecnologias desarrolladas para el aprovechamiento de loe 

desperdicios agricolas lo constituye el enfoque unilateral con el 

cual ha sido atacado el problema de los desperdicios vegetales. 

Estos matarialas estan compuestos principalmente de tres tipos de 

biopolimeros: hemicelulosa. celulosa y lignina, por lo que 

también se les conoce como lignocelu16sicos. No obstante lo 

anterior, únicamente se ha estudiado el problema en términos de 

la desradaciOn biológica o quimica de los polisacAridos, 

principalmente la celulosa (Wilkie, 1975}. Aunado a esto, se ha 

adoptado· el planteamiento meramente bioquimico de hacer un 

componente, en este caso la celulosa, más fácilmente accesible a 

un sistemn enzimático, lao celulasas. El objetivo seguido ha sido 

degradar la celuloaa de los desechos lignocelulOsicos para la 

liberación de azúcar~s. En un siguiente paso, estos azúcares son 

utilizados como fuente ener&ética por microorganismoo para 

producir proteina unicelular {PUC} (Wilkie, 1975). 

La inoperabilidad económica de aste esquema se debe a que no 

obstante la celulosa esta presente en un alto porcentaje· en los 

tejidos vecetales, la lignina se encuentra intimsmente unida a la 

celulosa y hemicelulosa en las paredes celulares (Cote, 

Los polisacéridos vecetales son protegidos en esta forma 

lianina centro el ataque microbiano (Kirk, 1977), por 

1977}. 

por la 

lo que 

sólo una parte de ellos es susceptible a la degradación biológica 

o quimica. Esto es consecuencia de que la mayor parte de lo~ 



ílg,1.1. "OOELO ESQ.UE"ATICO DE LA LIGHINA DE AIETO {rreudenberg,1968). 



microoraanismoo de1radadores de polisac&ridos no son capaces de 

atacar sustancialmente a los tejidos vegetales fibrosos a menos 

que también posean actividad ligninolitica. 

La lignina es un polimero estructural de las plantas 

vasculares, formada por unidades de renil propano. Por su 

estructura proporciona a las plantas ricidez y unión entre sus 

c6lulaa. Do acuerdo a la definición de Sarkanen y Ludwin&. la 

lisnina ea un pol1aero natural for=ado por la polimerización de 

tres precursores primarios; alcohol-trans-para-cum&rico, 

trana-coniferilico y alcohol-trans-sin~pico. Por 

alcohol­

G~. la 

mol6cula de li&nina presenta una estructura ramificada irregular 

(Fic. 1.1) 

La asociación intima de la lignina con la celuloao 

repraaenta también un obatbculo para la utilización directa de 

loa deoechos lignocelulOsicos en la alimentación animol. No 

obatante que la celulosa puede ser utilizada como fuente de 

enersia por loa rumiantes, la lignina también presente en los 

deaechoa vesetales impide que sean usados como forrajea, ya que 

su diseatibilidad disminuye conforme aumenta el contenido de 

lisn~na tKirk y Hoore, 1972). 

Las consideraciones anteriores subrayan la importancia de 

la 11snina, ya que eate póliaero no únicamente repreaenta una 

fuente de carbono organice considerable, sino que ne encuentra 

controlando la degradación de una gran parte de los poliaac6ridoa 

vegetales. se puede establecer sin lugar a dudas, que la lignina 

conatitu~e el obotbculo m&n serio para el desarrollo exitoso de 
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proceso• para la utilizaciOn de desperdicios vecetalea. 

Loa arsumentos mencionado a permiten visualizar l• 

conveniencia del desarrollo de un proceso de delignificacion que 

•e pueda implementar a nivel rural. Set han 

inveatisaciones sobre la delisnificaciOn 

realizado numerosas 

de desperdicios 

vesetalea, por métodos fiaicos (tratamientoa fisicos, moliendas 

de vario• tipos, radiaciones} o con la ayuda de auatanciaa 

qui•icaa alcalinas como: NH.., NaOH y NH.... entre 

Callihan, 1974¡ HcHanus, 1976}. Por •ed.io da coto~ 

aOlos o en combinaciOn, es posible disminuir el 

otros (Han y 

tratamiontoa, 

contenido de 

licnina de loa deai>erdicios licnocelulOsicoa causando un auaento 

en la di&estibilidad. A pesar de ello, la utilizaciOn extensiva 

de métodos fisicos o quimicoa para la deli&nificaciOn de 

desperdicios 11gnocelul6aicos no se ha implementado a nivel 

pr•ctico. 

Por otro lado, la dearadaciOn biolOsica de la li&nina oa un 

proceso que sucede en la naturaleza bajo ciertas condiciones, ya 

que de otra forma se presentaria una acumulacion continua de este 

aaterial en el medio ambiente. La ainteais de tejidos vesetalea 

coao resultado de la íijaciOn de carbono atmosrerico, ae 

encuentra en equilibrio con su decradaciOn que resulta en la 

liberaciOn de co_. y KzQ, completando as~ el cic!o d~l carbono. 

El proceno de biodearadacion de loa tejidos vecetales ae debe a 

la acción de varias clases de microorganismos que muestran una 

ea;>ociíicidad sobre cada uno de loa principalea componentes de 

loa tejidos vegetales. hemicelulo~a. celulosa y li&nina. La 

biode~rsdaciOn de cada uno de estos biopolimeros ocurre con uno 
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cinética especifica. En general las hemiceluloaas son el polimero 

que mas répida y f6cilmente se degrada siguiéndole la celulosa, y 

por ~ltimo la li&nina como el m6s resistente a la biodegradaciOn. 

A peaar de la importancia que reviste la biodearadac16n de 

la lignina con el reciclaje del carbono orgénico y la utilizaci6n 

do deaperdicioa vegetales, su estudio h• sido relativamente 

Zeikua, 1977; 

ello son la 

número reducido 

lignina y la 

descuidado haata rechaa recientes tKirk, Connors, 

Andar y Erikeaon, 1978). Posibles causas de 

complicada naturaleza quimica de la lignina, el 

de microorganismos que aon capacea de atacar a 1• 

lentitud con que se lleva a cabo su biodeeradación. 

En loa ~ltimoa anoa se ha obtenido algo de información sobre 

el tipo de organismos capaces de degradar la lignina y varios de 

loa factores que controlan este proceso en la naturaleza. Se ha 

encontrado qua anicamontc cicrtoa hon:os pueden atacAr a la 

lisnina. Ratos honcoa ae encuentran clasificados dentro de doa 

catecoriaa: hongoa de la pudrici6n blanca y honeos de la 

pudrición oscura. Esta denominaci6n ae basa en loe cambio• 

fiaico• causados en la madera por la acción de eatos honcoa. Loa 

honcos de la pudrición oscura causan únicamente cambios menores 

en la estructura de la licnina, mientras que los de la pudrición 

blanca aon capaces de degradarla completamente (Kirk, Connore y 

Zeikua, 1977). 

El mecanismo preciso con que este biopolimero ea degradado 

no se conoce con exactitud. Se ha postulado 

sobre el mecanismo de degradaciOn de la 

7 
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o•tudio• en donde se incubo el micelio de hongos de pudricion 

blanca u oscura con compuestos arom&ticos de bajo 

(de estructuras similares a la licnina) o bien 

peso molecular 

con ligninas de 

vario• tipos de vecetalea, analizando los 

eatructuralesº) en los sustratos usados (Kirk, 

1977; Ander y Erikason, 1978). Se ha visto 

cambioa (quimicoa y 

Connors y Zeikus, 

que ambos tipos de 

honsoa causan una diaminuciOn en el contenido de 

de la molecula de la li&nina (Andar y Eriksson, 

srupos metoxilo 

1978), aunque 

Onicamente loa honeos de la pudrición blanca han demostrado 

romper loa enlaces éter similares a loa de la licnina {del 

arilclicerol -B-aril) IKirk, 1971). 

poder 

tipo 

Por otro lado, sOlo los honeoa de la pudrlciOn blanca 

producen fenoloxidasas extracelulares. usando compuestos 

arom&tico• modelo, se ha comprobado que estas enzimas hidroxilan 

loa anillos arom&ticos y pueden causar una ruptura oxidativa de 

loa anillos arom&ticoa (Kirk y Chang, 1974, 1975); aai como, 

otraa relaciones de probable relevancia en la decradacion de la 

lienina, Tal ea el caso de la formacion de radicalea librea, los 

que pueden incluir la ruptura de loe enlacea entre el anillo 

arom&tico y la cadena lateral de fenil propano (Kirk, Harkin y 

Coulina, 19681. A pesar de ta1 información, ee desconoce la 

importancia de todas eatae reacciones en 18 decradaciOn de 

li&nina ~n eitu, ya que al incubar estas enzimas con lignina 

pur~Cicsda de tejidos vecetalea ae produce ~nicamente una 

diaminuciOn en el contenido de metoxiloe y una polimerizaciOn 

{Ander y Erikaaon, 1978). 
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Por medio del estudio de mutantes de un hongo de pudrición 

blanca, que eran incapacos de producir fenoloxidasas (Ander y 

Eriksson, 1976a, 1976b), se ha demostrado recientemente que la 

decradacion de la lignina in vivo requiere indispensablemente 

de la presencia de !enoloxidasas. También fue posible identificar 

otra función de las fenoloxidasas en la degradación de las 

lisnoceluloaas, la de recular la producción, tanto de las enzimas 

de1radadoras de la licnina como de los polisacéridos. De manera 

aicilar, el grupo do Ander y Erikason (1978) ha producido 

mutantes acaluloliticas del hongo S. pulverulentua y ha 

demostrado la existencia de una enzima, la celobiosa quinona 

oxidoreductasa, que funciona como enlace en las rutas del 

aetabolisao de los polisac&ridos y la lignina. 

A pesar de estos esfuerzos, hasta la fecha no se han loerado 

producir cepas o encontrar las condiciones en las 

posible inducir una eficiente dcli&nificaci6n selectiva 

al, 1980; Crawford, 1981: Erikason, 1981; Streater et 

Erikason y Vallander, 1982). En el caso de 

cuales es 

{Yang et 

al, 1981; 

las cepas 

aceluloliticaa de S. pulverulcntua, el problema ha consistido en 

la dificultad que presenta el mejoramiento genético de loe hongos 

en general, y el muy dificil manejo genético de S. pulvurulentu• 

en p~rti~ular. Por ello, estos inveaticadores se han limitado a 

la producción de varias mutantes aceluloliticas y la evaluación 

de aua correspondientes capacidades para atacar a la 

licnoceluloaa. Dado lo ineepecifico de loe agentes muta&6nicos, 

ea previaible que las mutantes oceluloliticas obtenidas, 

adolezcan de otro tipo da alteraciones es su genoma que ocasionen 
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una p6rdida generalizada de vi&or. Esto a su vez resulta en cepas 

incapaces de ser utilizadas directamente (sin mejoramiento 

genético) para un proceso industrial de biodacradaci6n (Cravford, 

1981¡ Eriksson, 1981}, 

se ha presentado previamente una descripci6n de loa 

diferentes esfuerzos realizados en los últimos 20 aftas en 

diferentes partea del mundo para el desarrollo de tecnoloc1aa que 

permitan l~ utilización del recurso tan valioso representado por 

loa poliaacAridos contenidos en los desperdicios li&nocolulO~icos. 

Se analizaron laa causas del fracaso de tales es!uerzoa, 

concluyendoae que esto se debi6 a que la presencia de la li&nina 

en loa tejidos vecetalea no fue considerada. O mejor dicho, no se 

conoider6 que al estar intimamente asociada con los polisacAridos 

veaetalea, obataculi~a su degradación ya sea por métodos 

quimicos, enzimáticos o microbiológicos. Consecuentemente, la 

llave que permit1ria tener acceao a estos recursos es el 

deaarrollo de un proceso que permita una degradación selectiva de 

la lianina. Este proceso podria ser de tipo microbiolOgico debido 

a la deaostrada ineficiencia y elevados costos de los procesos 

quimicos. 

Le bi<xlecradaci6n de la licnina ha sido en general poco 

estudiada. La mayoria de las investiaaciones en es~a ~re~ cst~n 

caracterizadas por un enfoque fuertemente bioquimico: se han 

estudiado principalmente los cambios producidos por diferentes 

tipos de honcos lo sus extractos) sobre compuestos aromAticos 

•odelo Y vario• tipos de lisn1nae purificadas. 
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Hasta la !echa no se ha hecho ningún es!uerzo para obtener 

in!ormaci6n sobre el mecanismo genético que controla la 

producción del sistema enzim6tico para la degradación de la 

li1nina, existiendo una aOla inveaticaci6n en esta brea en la que 

ae hace uso de técnicas genéticas. Precisamente la elucidaci6n de 

eate mecanismo es de gran importancia tanto por los aspectos 

cientiíicoa bbsicos, como los de la aplicación prActica da estos 

conocimientos. El desarrollo do una tecnologia a nivel comercial 

que permita la utilizaciOn de los recursos lignocelulOsicos 

resulta inconcebible sin que se haya obtenido tal iníormaci6n, ya 

que Unicamente a trav6s de una degradación microbiolO~ica de la 

li1nina se tienen buenas perspectivas de lograr este objetivo. 

Por las razones anteriores, se decid10 estudiar los 

mecanismos cen6ticos de control de los sistemas enzimAticos para 

la desradacion de lignocelulosa utilizando a los basidiomicetos 

co•o modelo experimental. Esta iníormacion, adembs de aumentar el 

conocimiento sobre un aspecto tan descuidado como es la &enética 

de honcoa superiores, es indiepenaable para la aelecci6n de 

oraaniamos capacee de desradar selectivamente lignina. 

La falta de estudios sobre la genetica de la 

la l!¡nina a& daba a qu~ la gran ma~oria de lo& 

pudrici6n blanca son basidiomicetos y el estudio 

decradac16n de 

hongos da la 

de la genética 

de loa baaidiomicetos ha sido una disciplina relativamente 

descuidada, en parte como consecuencia de las di!icultadea 

inherentes a su manejo. Numerosos basidiomicctos presentan 

requerimientos nutricionales complicados, lo que hace que su 

cultivo en el laboratorio sea muy problem~tico. La mayoria de loa 
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baaidio•icetoa son de crecimiento muy lento, por lo que no es 

poaible obtener generaciones en plazos cortos, como sucede con 

la• bacterias. Por ello los cultivos da basidiomicetoa son muy 

•uacaptibles a ser contaminados con mohos que pueden crecer 

r6pidamente en los medios usados. Un factor que introduce un 

mayor &rado de dificultad en el manejo de loa basidiomicetos, es 

la co•plejidad en el control cenético de sus reacciones sexuales. 

Asimismo, el ciclo de vida de la mayoria de los baaidiogicetos no 

puede ser completado en el laboratorio, ya que muchas veces se 

requieren condicionas ambientales muy especificas para inducir 

los estadios finales de su desarrollo sexual. 

Dentro de los diferentes tipos de hongos de la pudrición 

blanca, se seleccion6 al hongo comestible Pleurotus oatreatllll, 

como orsanismo modelo para la realización del presente proyecto, 

debido precisamente • BUS caractoriaticaa sen~ticas y 

fiaiol6gicas que permiten que las dificultades antes enumeradas 

disminuyan a un minimo. Plcurotuo ostre:atus ee el hongo de la 

pudrici6n blanca quo ha sido genéticamente mbs estudiado (Egar, 

Bden y Wissing, 1976; Eger, 197Ba, 1978b; Bcer y Leal-Lara, 1979; 

Leal-Lara, 1978 y Eser, 19781 Eger, Li y Leal-Lara, 1979; Eser y 

Leal-Lara, 1979; Leal-Lara y Kger, 19601 Li, l'JCO}. l!'.!!tOff 

eatudioa indican que la man1pulaci6n genética de este orcanismo 

es posible y no tan complicodo (LealRLara y Ecer-Hummel, 1982). 

Adem~a se cuentan con puntos de referencia en el cromosoma de 

Pleurotua ostreatua, unos corresponden a los genes que participan 

en el proceso de fructi{icac16n y esporulaci6n sexual (Leal-Lara, 

1900) y otros a los genes que determinan la tolerancia a 
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teaperaturaa elevadas {Li, 1980). Estos estudien han sido a su 

vez posibles debido a la existencia de suficiente informaciOn 

sobre la fiaioloaia de Pleurotua oatreatua que permitió 

desarrollar •étodoa para poder 

co•pletar su ciclo de vida en 

Wiaaing, 1976: Eser, 197Bbl. 

inducirlo rutinariamente • 
el laboratorio {Eger, Eden y 

Otro aspecto tomado en consideración en la selección de 

P1ourotua oatreatws, es su capacidad para degradar lignina 

aeloctivamente. Desde hace tiempo ee sabe que entre loa hongos de 

pudrición blanca existen diferencias respecto a au habilidad para 

atacar aelectivamente a la lignina o loa polisac~ridos VeGetales 

{Kirk y Hoore, 1972; Kirk y Harkin, 1972). Recientemente, Ander y 

Erikaaon (1977) doaarrollaron pruebas que permiten identificar a 

loa honaoa de la pudrición blanca que degradan selectivamente 

lignina, reportAndose que Pleurotua ostreatus ee encuentra dentro 

de ellos. 

Pleurotua oatreatuu es un hon&o eaprobio de la madera que en 

la naturaleza se encuentra fructificando en loa troncos de 

Arboles muertos (OuzmAn, 1977). Es un hongo comestible sumamente 

apreciado, que ha aido cultivado en Europa Central y Asia desde 

tiempos anticUos. En la actual~dad Be le cultiva principal=onte 

en JapOn e Italia utilizando desperdicios 

licnocelulOsicos como sustrato (Lelley y Schmaus, 1976; 

Hayea, 19781 Oelmas, 1979). 

Vegeta lee 

chane Y 

El ciclo de vida de Pleurotua oatreatua implica una serie 

de etapas que van deede la germinacion de las esporas hasta la 
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foraaciOn de loa cuerpos fructireros. La estructura visible 

conocida vu1aarmente como aetas, hongos o cientiricamente, como 

cuerpo rructirero o esporororo es la Ultima etapa de su ciclo de 

vida y corresponde a la rase reproductiva. Fuera del alcance 

vimual directo permanece casi la totalidad del tiempo en rase 

veaetativa. El micelio es runcionalmente similar al sistema 

reticular (raices) de los vesetalea, adem~a tiene como !unción la 

sujeción del eaporororo al suelo o sustrato. Al eadurara loa 

e•porotoros se producen las esporas sexuales en las lamela• del 

sombrero y son expulsadas al medio ambiente cuando se abre 

totalmente el esporo!oro. En condiciones adecuadas las eaporas 

cerminnn y dan lugar al micelio monocari6tico. El apar•a•iento 

entre monocariotea compatibles da ericen al micelio dicariOtico. 

Bate al ser sometido a condiciones ambientales adecuadas forma 

los esporo!oroa que nuevagonto producen esporas para que el ciclo 

vuelva a comenzar. Las principales estructuras de las diferentes 

etapas de au ciclo de vida se ilustran en la Ficura 1.2. 

Dados loa antecedentes del cultivo comercial de eate honao 

en deaperdicios vegetales, varios inveatisadorea "ª h•n 

interesado en el cultivo de Pleurotus oatreatua en el l~boratorio 

usando co•o sustrato varios tipos de mater!alag 11;noc~lU16~icoa: 

a•errin de varias clases de maderas (Block. Taao Y Han, 1958; 

Omori, 1974; Keneshiro, 1977), pajaa de casi todo tipo de 

cereales como arroz, avena, cebada, centeno, mijo, maiz (olotes 

tambien> y trice (Bano y Srivastana, 1962; Jabloneky, 1975; 

Zadrazil, 1975, 1976. 1977; Zadrazil y Brunnet, 1979) y 

desperdicios de la industria papelera IOmori, Sato e Yoshida, 
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1977¡ O.ori, Kanno e Yoehida, 1977) entre otros. En 1a mayor 

parte de estas investigaciones se han estudiado exclusivamente 

1aa cantidades de esporoforos (•cuerpos Cruct~feros) que se 

obtienen en los diferentes sustratos; mientras que los cambios de 

composiciOn del sustrato no han sido investigados, a excepciOn de 

1oa trabajos de Zadrazil. 

Una desventaja en comün a todas las investigaciones es que 

en casi ninguna de ellas se ha usado más de una cepn de Plcurotus 

oatreatua para comparar resultados. Esto es de suma importancin 

ya que la variabilidad genética de este organismo es enorme, come 

Cue demostrado en eatudios sobre el control genético de los 

procesos de fructificaciOn y esporulaciOn nexual do Pleurotua 

oatreatws (Loal-Lara; Li, 1980), Por lo tanto. ea de esperarse 

que al uaar varias cepas se presenten diferencias considerables 

on la cinética con que cada compononte del euetr~to eR deeradado, 

aai como, en los rendimientos de eeporoforos. 

En un trabajo previo se estudio el consumo de glucanos con 

respecto al de lignina de 5 diferentes cepas de Plcurotua 

oatreatua. Couo resultado de este eotudio se corroboro que 

Pleurotua oatreatua poeee la capacidad natural para consumir 

lisnina, con la desventaja de consumir de manera simultanea a los 

poliaacAridos celulosa y hemicelulosa. Ademas, loe reoultado de 

este trabajo permitieron seleccionar a la cepa: Hitex 3) x So.10, 

1a cual presento un menor consumo de carbohidratos por cantidad 

de lignina degradada con respecto a las otras cepas (Aguilera V. 

et al, 1902). 
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El objetivo de este trabajo consiatiO en obtener cepas del 

honso cometible Pluurotua oatreatua capaces de producir una 

decradac10n selectiva de la lienocelulosa. • •• los cepas 

obtenidas podr6n ser utilizadas posteriormente para transformar 

loa demperdicios agricolae o forestales resistentes • la 

desradaciOn biológica, en alimentos capaces de eer utilizados por 

loa rumiantes. Para ello se planteo en primer 

mutantes aceluloliticas debido a que este 

término, 

hongo 

producir 

posee la 

capacidad natural de consumir lignina, pero con la desventaja de 

consumir de manera simultanea a la celulosa. Una vez obtenidas 

las mutantes, se llevo a cabo un mejoramiento cenético para 

deterainar el n~mero de genes involucrados en el carActer 

acolulolitico, asi como, obtener cepas m6s vigoro:as que las 

mutantes. 



II MATERIALES Y HETODOS 

2.1. CEPAS FUNGICAS. 

2.1.1 Cepas de Pleurotua ontreatua utilizadas para producir 
mutantes aceluloliticaa. 

La producción de mutantes aceluloliticas se realizó con la 

cepa dicariOtica de Pleurotus oatreatun Hl(B x 3) x so. 18 

(denominada en este trabajo como B x 3). Esta cepa corresponde a 

un hibrido obtenido por ol Dr. Leal, el cual tiene las 

caracteriaticas de crecimiento Vi~orozo y facilidad para producir 

eaporoforos. Su aelecci6n se fundamento en loa resultados 

obtenidos en un trabajo previo (A~uilera V. et al., 1982) en 

donda, se comparo el consumo de celulosa con respecto al de 

licnina de 5 cepas da Pleurotus oetroatua. Loa r<ilt>u.i. tadu<.: 

obtenidos indicaron que la cepa HllB x 3) x· So. 18 coneumio 111enor 

cantidad de carbohidratoe por ~ramo de lignina degradada. 

La producción de mutanteo a partir de micelio monocar16t1co 

fraamentado ae llevo • cabO utilizando loo componentes 

monocari6ticoa de la cepa H1(8 x 3) X So. 18 denominados nh-1. y 

nh-4. Para producir mutanteo a partir de basidiosporao se 

utilizaron las eaporas provenlentca de un cuerpo fructifero de la 

copa dicariótica Hl.CB x 3) x So. 1.8. 
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2.1.2 Cepas •onocariOticas do Pieurotua otreatua utilizadas 
para el mejoramiento cenético. 

La Dalecci6n. del monocariote silvestre m6e adecuado Y 

co•patiblo con la mutante acelulolitica ae realizó a partir de 

1& cepa~ monocari6ticae de P1eurotua oatreatus donadaa por la 

Ora. Ksar. En la Tabla 2.1 se presentan nun princip&les 

caracteriaticaa y eua claves correspondientes. 

2.2 HEDIOS UTILIZADOS PARA EL DESARROLLO Y CARAC~KRlZAClOH 
DE LAS CEPAS. 

2.2.1 Medio de agar extracto de malta. 

Po.ra preparar 500 ml de medio de extracto de malta a.car, se 

pesan 7.5 " de extracto de malta y 10 s de agar y •e colocan en 

un matraz erlenmeyer de un 11.tro. se adi.cionan 500 ml de a&ua 

destilada .cre.dualmente, procurando disolver loe reactivos. A 

continuación ae tapa el matraz y •• deja reposar durante 20 

ainutos. Posteriormente, aa esteriliza en autoclave o 121•c y 15 

libras de presión durante 15 minutos. Bl medio estéril se vacia 

en cajas petri de plBstico de 9 cm de d16metro. Una vez 

solidificado el medio se guardan leo cajas petri en bolean de 

polietileno hasta su uno para uvlt..ar contar.!.inl'lciones y 

deahidrataclOn del medio. 
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TABLA 2.1 PRINCIPALES CARACTERISTICAS DE LAS CEPAS HONOCARIOTICAS 
DE Pleurotu& ostreatu& UTILIZADAS EN LA SELECCION DEL 
HONOCARIOTE COMPATIBLE CON LA MUTANTES& H1-N1. 

CARACTERlSTlCAS 

Honocariotee fructificantee 
con vigorozo crecimiento 
ziceliar. 

Honocariotea fructificantes 
con reducida producción de 
esporas. 

Componente& monocarioticos 
de · la cepa aeporogena 
42 X 11. 

CEPAS 

Mo. 24 

Mo. 36 

Mo. 37 

Mo. 127 

P2-lE 

P3-IR 

P4-nh1 

300t.-H2& 

42-Hl/Ho. 

42-Hl/Ho. 

Ho. 3 

Ho. & 

nh1/H1-0y. 

nh2/H1-0Y. 

nh-11 

nh-42 

12 
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2.2.2 Hedio de asar extracto de malta deproteinado (OPHAl. 

Se preparar primeramente una aoluciOn concentrada de 

extracto de malta deproteinado. Para eato ee pesan 20 a de 

extracto de malta y ae disuelven en 250 ml de asua destilada. Se 

•ida el pH de la solucion anterior y se eleva 1.s unidades con 

una aoluciOn da NaOH 1N. Después se Bdicionon 1.4 & de cacl••2H.o, 

aa mezcla y esteriliza en autoclave a 121•c y 15 libras de presión 

durante 20 minutos. Una vez frio se filtra para obtener la 

aolucion concentrada. Posteriormente ee toman 75 ml del !11trado 

y ae mezclan con 425 ml de asua destilada y 10 n de asar. Se deja 

reposar durante 20 minutos y ao esteriliza en autoclave a 121•c y 

15 lba de presión durante 15 minutos. El medio estéril ae vac1a 

en cajba petri desechables de 9 cm de dibmetro y ao cuardan en 

bolsas de polietileno. 

La preparación de loo medios de DPHA al 0.3 y 0.5~ ae 

realiza pesando 3 y 5 e de extracto de malta por cada litro de 

medio a preparar y procede de isual forma que para el medio de 

DPHA. 

2.2.~ Medio de agar aaua, 

Para preparar 500 al de medio oc peaan 10 & de acar en un 

•atraz erlenmeyer de 1 litro y so adicionan soo ml de a~ua 

deatilada. Se tapa el matraz y se deja reposar durante 20 minutos. 

Poateriormente. ae esteriliza en autoclave a 121•c y 15 libras de 

preeiOn durante 15 minutos. El medio estéril se vacia en cajas 
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petri de pl6at1co de 9 cm de ditsmet.ro. Una vez l!IOlidlficndo el 

medio se cuardan las cajae petri en bolsas de polietileno hasta 

su uso para evitar contaminaciones y deshidratación del medio. 

2.2.4 Hedio de salea minerales (primera capa). 

Para preparar un litro de la soluciOn de saleo minerales se 

disuelven en soo ml de a~u& destilada las siguientes sales en el 

orden indicad;j: 

SALES 

NH,.H:zPO,. 
K3HPO,. 
KH:.PO,. 
znso ... 7H,.o 
Hnso ... ~.H::.O 
Cuso ... 5H:sO 
Citrato !errico amoniacal 
CaC1:z 
HaS0 .. •7Hz0 

CANTIDAD 

4.0 g 
0.2 g 
o.o g 
4 . ..:. mg 
s. o mi,:: 
1.0 111: 
s.o ?llJ: 

20.0 mg 
o.99 r.ic 

Las últimas doo sales se deban de disolver por separado e 

intesrar al volumen total de un litro. 

Para praparar el medio se ~Justa el pH de la solución de 

salea a 4.5 y se adicionan 20 ~ de agar por cada litro de medio, 

ae deja reposar durante 20 111inutos y esteriliza en autoclave a 

121•c y 15 libra~ de preaion durante 15 minutos. A continuación 

se vierten 15 ml del ~edio en cada ceja petri desechable y se 

cuardan en bolsas de poliet!leno. 

20 



2.2.S Medio de carboximetil celulosa (segunda capa de CHC). 

Para la preparación de este medio se requiere someter a la 

CHC a un tratamiento &cido (Walseth) para permitir su hidrataci6n. 

Para el tratamiento Walseth se dejan enfriar ~ g de 

carboximetil celulosa (CNCJ y 51 ~l de 6c1do foaf6r1co durante 30 

minutos. Posteriormente oe vacía un poco de bcido fosfOrico en un 

vaao de precipitados de 100 ml previamente enfriado y se ·adiciona 

un poco de 1.;:HC, tratendo do inco:-po:-.3:-.:ilo. .:il Acido con la ayuda 

la CHC de un agitador. 

se incorporara 

Esta operaciOn se continúa ha~ta qua toda 

en forma ho~ogénea con el acido. La mezcla 

homocét;ea se deja enfriar durante dos horas. A continuaciOn se 

licua con 500 ml de aaua destilada y se filtra con vació para 

eliminar el exceso de 6cido. El precipitado obtenido ae lava de 

i&Ual !orma don vecea m6s y se deja en SOO ml de una aoluc!On de 

carbonato de sodio al lX durante 8 horas para neutralizar el 

exceao de acidez. Al dia siguiente ae lava nuevamente 3 veces mas 

con acu~ destilada. A continuación se determina la humedad del 

precipitado obtenido y éste ae suspende en 250 ml de la solución 

de aaleo. oeapuéa de conocer la humedad se adiciona la cantidad 

necesaria de uoluci6n do Dales para obtener unb suspensiOn de CHC 

al 11;. 

Para preparar el medio de CHC se ajusta el pH de la 

auapenaion de celulosa Waloeth a 4.5 y so le adiciona o.os~ de 

elucosa y 2~ de agar. se deja reposar durante 20 minutos y ~e 

calienta hasta ebulliciOn. Posteriormente, se vacian 10 ml del 

•odio en tubos do ensaye y se tapan para ser esterili:ados en 
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autoclave a 121•c durante 15 minutos. A cada tubo con medio 

estéril se le adiciona en condiciones asépticas 50 ul de una 

solución de deoxicolato de sodio al o.o~~ y 10 ul de aoluciOn de 

tiamina al 0.01 mg~. Finalmente ne agitan los tubos para 

hoao~eneizar el medio y se vac1a cada tubo sobre las cajas petri 

que contienen el medio de solee minerales o los medio de DPHA al 

o.3 o al o.s~. 

Se definieron como cepes con carActer acelulolitico aquella& 

que no formaron halo en el medio de celulosa, lo cual indica que 

•u metabolismo para consumir celulooa ha sido modificado. 

2.2.6 Medio de acar papel filtro. 

El papel filtro utilizado fue de la marca Selecta # 595 

(Carl Schleicher and Shull, marca recistrada en la RepOblica 

Federal de Alemania), debido • que de acuerdo • los 

eapecificaciones del provedor contiene mAs del 99~ de alfn 

celulosa. 

Rl papel filtro se corta en cuadros de 0.5 cm do lado 

aproximadamente y se introducen en un •atraz erlenmeyer de 25 ml 

con 10 ml de ~~u~ dc~~il~d~. s~ ~Rterilizan a 121•c durante una 

hora y se dejan enfriar a temperatura 

loa cuadros de papel filtro estéril se 

ambiente. Posteriormente 

colocan asépticamente en 

las cajas petri que contienen medio de peptona (O.OS y 0.1~) o en 

el medio de a=ar agua. Para colocar el papel no divide la caja 

petri en doa secciones iguales por medio de una linea vertical 
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que pase por el centro de la caja. Unicamente en la secciOn del 

lado derecho •e colocan de manera equidistante 3 cuadros de papel 

filtro esteril sobre una linea vertical imaginaria situada al 

centro de la sección. Una vez colocado el papel se incuban laa 

cajaa petri invertidas en una estufa a 2e•c durante 24 horas, 

para que el exceso de agua del papel sea absorvido por el medio. 

hl dia aiauiente cada caja es inoculada con 6 cilindros de asar 

con micelio de 0.5 cm de diémetro, cortados de la periferia de 

une colonia en crecimiento. Tres de loe cilindros se reparten, 

colocandolos sobre cada cuadro de papel filtro y loa otros tres 

cilindros se reparten sobre la sección del lado izquierdo de 

manera paralela a loe cuadros de papel filtro. 

Se consideraron como cepas acelulolitlcas aquella• que 

presentaron isual crecimiento sobro ambas secciones de la caja 

petri. 

2.2.7 Hed~o d~eptona al o.os 

Para prepar-ar 500 ml de medio 

y 0.1~. 

se pasan 0.25 o 0.5 de 

peptona de carne y 10 s de acar (en ambos casos) y se colocan en 

un matraz erlenmeyer de un litro. se adicionan soo ml de asua 

de:~!l~d: y ~e d~ja reposer.durAnte ?.O minutan. Posteriormente ae 

esteriliza en autoclave a 121•c y 15 libras de presiOn durante 15 

minutos, del medio estéril ae vacian 15 ml en cada caja petri. 

Una vez aolidiíicado el medio, se guarda en bolsas de polietileno 

haata su uso para evitar contaminaciones y deshidratación del 

•edio. 
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2.2.B Hedio de agar paja. 

Para preparar éste medio se muele la paja 

licuadora durante 5 minutos. A continuaciOn se 

de trigo en una 

pesa 1 aramo de 

paja y ee deja hidratar con 10 ml de agua dostilada durante una 

hora. Posteriormente se le adicionan 10 ml de medio de peptona al 

0.2~ con 4~ de acar y ae esteriliza a 121•c durante 30 minutos. 

Al mismo tiempo ae preparan 20 ml de medio de peptona al 0.1~ y 

ae eateriiizan de icual forma. Cada uno de loa medio ee vacian en 

una caja petri desechable y se dejan enfriar hasta que 

solidifiquen. Una vez frica, de cada uno de estos medios se 

cortan cilindros de 1 cm de di6metro con la ayuda de un horadador 

eetéril para ser colocados en cajas petri que contienen medio de 

peptona al 0.1~. Para ello se divide la caja petri en dos 

seecionea i&ualoe por medio de una linea vertical imaginaria que 

pase por el centro do la caja. En la Eeccion del lado 

colocan de manera equidistante 3 cilindros del medio 

derecho 

de 

sobre una linea vertical imacinaria situada al centro de 

paja 

l• 

aecciOn. En la aecciOn del lado izquierdo se colocan de igual 

Corma 3 cilindros del modio de peptona al O.lX. Eetaa cajas ae 

inoculan con 6 cilindros de agar con micelio de 0.5 cm de 

diimetro, cortadoe de la periferia de una colonia en creeimt~ntc. 

Tres de loa cilindros se rep~rten, colocandoloa sobre cada uno de 

los cilindros de paja y loa treo cilindros restantes ae colocan 

aobre loa cilindros de peptona. 
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2.3 CONDICIONES PARA PRODUCIR MUTANTES ACELULOLITICAS (C-}. 

2.3.1 Fracmentacion del micelio monocariOtico. 

Para obtener el micelio monocariótico fra&mentado primero ae 

inoculan 2 cajas petri con medio de OPHA con cuatro in6culoa cada 

caja de las cepas nh-1 o nh-4. Lea cajas inoculadas se incuban a 

20•c durante s diaa, Posteriormente, ae homogeneizan las a 

colonias obtenidas con 100 ml de ecua destilada durante 1 minuto. 

Por aoparado se preparan doa matraces erlenmeyer de 500 ml con 

100 ml de •edio de DPHA liquido. Cada matraz se inocula en 

condiciones asépticas con 10 ml del homogenado y se incuban a 

2a•c durante 5 diaa. Bl contenido de cada matraz se vierte en un 

frasco de centrifuca estéril de 250 ml de 

centrifuca a 10,000 rpm durante 10 minutos. 

capacidad y ae 

El aobrenadante 

obtenido ae descarta y el micelio precipitado ae lava 3 vecea con 

150 ml de agua destilada estéril, centri!ucando en cada lavado. 

Bl micelio precipitado después del Ultimo lavado 

con 100 ml de solución isotónica al 1~ durante 

ae homoceneiza 

J minutos. Por 

conteo al microscopio se determinó que la nuapenai6n miceliar 

contiene 10• fraamentos/ml aproximadamente. 

2.3.2 Obtenc10n de basidiosporae. 

Para obtener banidioaporas se inoculan en el centro 5 caJae 

petri con medio de asar extracto de malta con la cepa dicariOtica 

e x 3. Las cajas inoculadas se incuban a 2e•c hasta que el medio 
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es invadido por completo con el desarrollo miceliar de la cepa. 

En este momento las cajas se sacan de 1a estufa de incubac16n Y 

se colocan en una mesa para oer expuestas a la acción de la luz 

natural. Se dejan bajo estas condiciones hasta la aparición de 

loa primordios. Una vez que aparecen los primordios se le retira 

la tapa a la caja petri y ésta se coloca dentro de una bolsa de 

polietileno (15 cm de ancho por 25 cm de !arco). Para permitir el 

intercaabio •aneoso se le hacen 4 horadaciones a la bolsa 

situadas un centimetro arriba del borde de la caja petri. La 

humedad relativa dentro de la bolea ee eleva colocando tiras de 

papel absorvente a lo largo de la bolsa y adicionando agua en el 

fondo de la bolea. Las cajas asi preparadas se exponen a la luz 

natural y a la temperatura ambiente, para permitir el desarrollo 

de los cuerpos Cructiferos. Bajo estas condiciones el desarrollo 

de loa Primordios hasta cuerpos fructiforos maduros tarda de 3 a 

5 diaa. 

Las esporas de los cuerpos fructiferos maduros se colectan 

•obre un pape:l filtro estéril colocado dentro de una caja petri 

eatéril. Para ello la baee del pie del eeporoCoro se coloca sobre· 

un cuadro de vidrio para evitar que el papel se humedezca. La 

cajo con ol hcn~u ~u introduce en una cbmara hUmeda semejante a 

la uanda para la fructificación y se deja bajo las miomas 

condiciones de 12 a 24 hora~. Posteriormente se remueve el papel 

filtro con las esporas y se guarda dentro de un sobre estéril que 

ae introduce en una bolsa de polietileno con unos granos de 

•ilica cel. Las esporas se almacenan en refriceraci6n a 4•c. 
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2.3.3 Hetodolos1a de mutación. 

El acento mutasénico utilizado para la obtención de mutantes 

aceluloliticaa fue N-metil-N'-nitro-N-nitroeo suanidina (HNNC o 

nitroao guanidinal. El mutAgeno De prepara disolviendo s. me de 

HNHG en 25 ml de amortiguador de citratos 0.01H a pH S. 

61 proceso de mutación se realiza mezclando una parte de la 

soluciOn del mut6geno con una porte de la auspension de micelio 

monocariOtico fracmentado o de la euepensiOn de basidiosporae y 

se deja reaccionar durante &O minutos a temperatura ambiente. La 

accion del mut~;eno se detiene adicionando cuatro partee de agua 

deetilada catéril. Bajo estas condicioneo ee obtiene una 

euapensiOn de micelio fragmentado o basidioaporaa 

porcentaje de letalidad del 99.99. 

2.3.4 Hetodologia para 
aceluloliticae. 

l• recuperación de 

con un 

mutantes 

Una vez que se obtiene el material biológico mutado, la 

reeuperaciOn de mutantes aceluloliticaa ae lleva a cabo en un 

~edio de doe capas. El medio que resulto ser el m&e selectivo 

para la recuperación eeta compuesto por una primera capa de 15 

ml de medio de DPHA al o.s~ y una segunda ca?a de 10 ml de medio 

de CHC al 1~. Sobre el medio primera capa ee inocula 1 ml del 

material mutado y se esparce sobra toda la superficie de la placa 

con la ayuda de un bastOn de vidrio estéril. A continuación ee 

vierte la BBKUnd~ c~pa de CHC. Para la recuperaciOn de mutantes a 
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partir de esporas fue necesario dejar incubar las esporas mutadas 

en la primera capa del medio durante 5 dias, para permitir su 

germinaci6n y a continuaci6n oe adicionó la segunda capa del 

medio. 

Las cajas quo contienen el material mutado se dejan incubar 

a 2e•c durante 14 dias. Finalmente se examinan laa cajas y ae 

aialan como posibles mutantes a todas aquellas colonias que no 

rora•n un halo en al codio de celulosa. Las posibles mutantes ae 

siembran en medio de agar extracto de malta para obtener su 

crecimiento miceliar y poder realizar su caracterizac16n. 

2.4 MEJORAMIENTO OENETICO. 

2.4.l Hibridizaci6n de cepas monocar16ticas. 

Para hibridizar monocariotea se corta un cuadro de asar de 

O.S x O.S cm de lado de la periferia de una colonia en 

crecimiento, de cada uno de los don monocariotes a hibridizar. 

Estos cuadros de agar se colocan en una caja petri con medio de 

extracto de malta lo m6s cercano pasible. Por lo general se 

realizan en una misma caja petri entre 5 y 6 cruzas. A 

continuac16n se incuban las cajas petri a 2e•c por & dias porb 

aer observadas micrasc6picamente con el ocular de 16 campos de 

amplificaci6n. Una cruza se determina como posi~iva cuando al 

obaervarla al microscopio ae aprecian las coneccionea "clampa". 

Para evitar errores ee considera que la cruza es positiva cuando 

estes estructuras son observadas por lo menea en treo diferentes 
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puntoa •ituado• de manera equidistante en la periferia de la 

colonia. La• conecciones clamp aon estructuras que ae forman 

~nicamente cuando ae lleva a cabo una fusión celular entre las 

cepa• hibridizadaa. Ea por ello que su presencia implica que loa 

doa monocariotea apareados aon compatibles y por lo tanto dan 

origen a la formación de un dicariote. 

2.4.2 Germinación de esporas y aislamiento de monocariotes. 

Para la •erminaciOn de esporas se corta un pequeno pedazo 

del papel filtro que contiene a laa eaporaa y ae deposita en un 

tubo de ensaye con 1 ml de aaua destilada estéril y se acita, La 

auspensiOn de esporas resultante ae diluye hasta obtener por 

conteo al microacopio 30 eaporaa por cada 20 µl de euspena16n. 

Diez caJaa petri con medio de extracto de malta ae inoculan cada 

una con 20 µl de la auapension de esporas y se incuban a 2a•c 

durante 2 dias. A partir de este momento se examinan todos loa 

diaa y durante 10 diaa todas las caJaa con la ayuda de un 

eatereomicroacopio y se transfieren todas laa esporas que 

aerminen a c~j~e potri con codio d~ ~xtracto de malta. 

2.5. EVALUACION DE LOS PATRONES DE CONSUMO DE LOS 
OICARIOTES ACELULOLITICOS SOBRE PAJA DE TRIGO. 

2.5.1 Producción del inoculo de erano. 

So le conoce como inOculo de crano al crecimiento micellar 

obtenido en el •rano de al&ún cereal como trigo, centeno o miJo. 

29 



El inoculo de crano se utiliza para sembrar la cepa deseada en un 

sustrato determinado y asi evaluar la forma en que éste es 

consumido por la cepa probada. 

Para preparar el inoculo de grano se lava el grano de trigo 

y se cuece en acua a temperatura de ebullición durante SO 

minutos. A continuación se drena el agua caliente y se enfria el 

grano al chorro de agua. El grano frio se pesa y se le adicionan 

CaS04 al 1.3~ y cace>:, al o.3~, se mezcla y se coloca en 

frascos de vidrio, que se llenan hasta la mitad de su capacidad. 

Los frascos de vidrio se tapan con hule espuma y papel aluminio. 

Posteriormente se esterilizan loe frascos a 121•c y 15 libran de 

presión durante una hora. Una vez frie el srano se inocula cada 

franco con el micelio proveniente de una caja potri -resembrada 

una &emana ante&. 

duronto e dias. 

Los frascos inoculados se incuban a 2e•c 

2.5.2 Acondicionamiento e inoculocion de la paja de tri:o. 

Para el acondicionamiento la paja ae corta en pedazoe de 5 a 

a 10 cm de larco, se hidrata durante 90 minutos (oumerjiendola en 

acua a temperatura ambiente) y se paateuriza a es ± s•c durante 

45 minutos ¡por inmersión en agua a temperatura de ebullición). A 

continuación ne deja drenar el exceso de agua durante 30 minutos 

y se esparce Sobre una mesa Bséptica para bajar la temperatura 

ha~ta 2s•c. Pnra coda cepa se inoculan B Kc de la paja 

pasteurizada con 160 ~ de inóculo. empacandose el sustrato 

inoculado en e bolo~o de pl~ctico. Dcnpuoc de 25 y so diaG de 
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1ncubacion a 2a·c, ae toman 2 bolsas de cada cepa y se secan para 

determinar posteriormente la composiciOn del sustrato en términos 

de conizas, lianina, celuloaa y hemicelulosa. Se prepararon 4 

bolaae adicionales por cada cepa para asegurar la toma de muetras 

en cada tiempo, considerando la paüibilidad de contaminaciones. 

2.5.3 Determinaciones analiticas. 

2.5.3.1 DeterminaciOn de cenizas. 

Para cuantificar las cenizas ee coloca un crisol a peso 

constante en una mufla a sso•c. Una vez !rio ol crinol so pesa 1 

& de la auestra y se carboniza con la ayuda de un mechero. A 

continuaciOn se coloca nuevamente el crisol en la mufla hasta 

obtener cenizas de color blanco o gris. Finalmente se deja 

enfriar el crisol dentro de un desecador y se pesa nuevamente. 

2.5.3.2 OeterminaciOn de lignina (Método de Efflandl. 

Esta determinaciOn se basa en que al tratar un material 

11,nocelulOsico con un 6cido fuerte se hidrolizan todos los 

carbohidrato& y por lo tanto ne solubilizen, dejando un residuo 

insoluble que por definición ea la lign1na. Esta puede ser 

cuantificada gravimétricamente (Effland y col., 1977). 

Para determinar la lignina se pesa 1 g de muestra seca en un 

aatraz erlenmeyer de 500 ml y se le adicionan 10 ml de Acido 

aulfOrico al 72~. Se mezcla la muestra para que se humedezca con 
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el 6cido y se deja durante una hora. A continuaci6n se adicionan 

290 ml de agua destilada, se tapa el matraz con hule espuma y 

papel aluminio y se esteriliza a 121•c y 15 libras de pres10n 

durante una hora. Después del tratamiento térmico el contenido 

del matraz se filtra en caliente en papel Whatman No. 

previamente tarado. El sobrenadante se elimina y el precipitado 

de li&nina se lava con acua destilada hasta que el pH del agua de 

lavado alcance un valor cercano a 6. Posteriormente ae seca el 

papel filtro hasta peso conntante a &o•c. El material residual 

representa la lignina aparente. Para determinar la lignina real 

ae requiere cunatificar la cantidad de cenizas inoolublos que 

permaneciaron retenidas en la lignina aparente. Para ello ae 

toman entre 0.2 y 0,4 g de ligina aparente y se le determinan lan 

cenizas. La cantidad de lignina real se calcula de la si~uiente 

manera: 

~ lignina aparente ~ Peso lignina/peso de la muestra x 100 

~ li~nina real ~ ~ lignina aparente - ~ de cenizas en lignina 

2.5.3.3 ExtracciOn de carbohidratos. 

en 

con 

Para extraer loa carbohidratoa se pesan 200 mg de aueatra 

un tubo de centrifuca de 15 ml de capacidad y se le adicionan 

acitaciOn 10 ml de 6cido &ulfürico al 67~. La muestra ae 

reposar durante una hora a temperatura ambiente, agitando coda 

deja 

15 

Qinutos. A continuación se centrifuga a 5.000 rpm durante 20 

minutos y se elimina el precipitado obtenido. En la coluci~n 

resultante se determinan los ~lucanos y xilanoe. 
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2.5.3.4 Oeterm1nac16n de glucanos (Hétodo de Klein-Welssmanl. 

En el m6todo de Kle1n-We1ssman (1953), las hexosas son 

oxidada& por el beldo sulf~rico para dar orisen al formaldehido, 

el cual en presencia de beldo cromotrOpico produce una coloración 

violeta proporcional al contenido de hexosas. La eficiencia del 

método analitico seleccionado y de los factores que interfieren 

en el desarrollo del color fueron estudiados eo un trabajo previo 

tAsuilar, Hernandez y Ramirez, 19B2). Considerando loa resultados 

obtenidos en dicho estudio, las condiciones Optimas para la 

cuantif1caci6n de hexosas son las siguientes: 

- Tiempo de calentamiento: 50 minutos. 

Absorbencia mbxima: 570 nm. 

- Concentración de beldo cromotrOpicO: o.S gen 205 ml de 

beldo aulfUrico 15H. 

Con las condiciones Optimas se realizo una curva patron de 

slucoaa en acua. Esta aiguiO la Ley de Lambert-Beer hasta una 

concentraciOn de 40 Mg/ml que corresponde a una abaorbancia de 

1.20 (Tabla 2.2). 

La cuantificaci6n de hexosas se lleva a cabo colocando 1 ml 

de la solución problema en un tubo de ensaye y anadiendo a 

continuacion 5 ml del reactivo de Klein-~eissman. L09 tubos de 

ensaye se tapan y colocan en un bano de agua a temperatura de 

ebUlliciOn durante SO minutos. A continuac16n se enfrian loe 

tubos inaediatamente y se leen a 570 nm contra un blanco de agua. 
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TABLA 2,2 CURVA ESTANCAR PARA LA DETERHINACION DE OLUCANOS POR EL 
HETODO MODIFICADO DE KLEIN WEISSHAN, 

CONCENTRACION DE GLUCOSA 
( ma:;/ml) 

º·ºº 
o.os 

0,10 

0.15 

0.20 

0.25 

0.30 

0.35 

O.Loo 

CoeCiciente de correl~ci6n • 0,999 

Pendiente • 3.05 

Intercepto ~ -0.0022 

ABSORBANCIA 
( A "' 570 nm) 

º·ºº 
0,14 

0.34 

• o. Lo2 

0.60 

0.77 

0.90 

1.10 

1.20 



Para preparar el reactivo de Klein-Weissman se disuelven o.s 

a de icido cromotr6pico en s ml de acue destilada y se adicionan 

205 ml de icido sulr~rico lSM. El reactivo se debe de preparar al 

momento, de lo contrario se requiere euardarlo en refrigeraci6n 

por un m6ximo de dos semanas. 

2.5.3.S Determinac16n de xilanos (Método de Tracey). 

El método de Tracey se fundamenta en que al oxidarse las 

pentosas por la acción del ácido acetico en presencia de anilina 

y oxiaeno se produce un complejo colorido de color naranJa. Esta 

coloracion es proporcional a la cantidad de pentosas presentes en 

la muestra. De acuerdo a loa resultados obtenidos en un trabajo 

previo las condiciones Optimas para 

hemiceluloaa son las siguienteA: 

Aboorbancia m6xima: 475 nm. 

- Temperatura de reaccion: 30 ± 2•c. 

Tiempo de reacciOn: 24 horas. 

la cuantiCicacion de 

con aetas condiciones se realizo una curva eatandar con 

soluciones de xiloaa en ácido sulfúrico al 67X, debido a que la 

xiloaa es el componente que se encuentra en mayor proporción en 

la hemicelulosa. 

De acuerdo a los resultados obtenidos se puede observar que 

en el ranao de concentraciones de S a so µs/ml se cumple la Ley 

de Lambert-Beer (Tabla 2.3). 



TABLA 2,3 CURVA ESTANCAR PARA LA ·OETERMINACION ·DE ·XILANOS 
UTILIZANDO COMO REFERENCIA' UNA-SOLUCION -·DE -:XILOSA EN 
ACI.00_ SUL'f'URICc;>- AL 67~ (METODO DE TRACE'i)";·_,"_ 

CONciENTRACI0ff- DE XILOSA 
'lug/mll 

5 

10 

20 

25 

30 

40 

50 

-ABsóRBANCI.A 
_l ').. • 475 nm) 

0.045' 

0.100 

0,240 

0.2.95 

0.390 

0.600 

Coeficiente de correlaciOn • 0.9976 

Pendiente a 0.0136 

Intercepto = -0.026 



Para llevar a cabo esta determinación se colocan 2 ml de la 

muestra ~n un tubo de ensaye y se adicionan 6 ml del reactivo de 

• Tracey. Loa tuboa de enaaye ae dejan en la obscuridad a 30 ~ 2•c 

duarntc 24 horas. A continuación eo toman las lecturas de las 

mueatras a A75 nm contra un blanco de bcido sulfUrico al 67~. 

El reactivo de Tracoy se prepara mezclando en un !rasco de 

color ambar 100 el de &cido acético glacial, 5 ml de &cido ox&lico 

al s~. 24 ml de agua destilada y 16 ml de anilina incolora. El 

reactivo no debe usarse dospuéa de una aemana de su preparación. 
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III EXPERIMENTOS Y RESULTADOS 

3.1 DEFINICION DE LAS CONDICIONES 
ACELULOLITICAS (C-). 

PARA PRODUCIR MUTANTES 

Pleurotus oatreatua ea un hongo de la pudrición blanca que 

posee la capacidad natural para degradar lignina, con l• 

desventaja de consumir de manera aimultAnea los polis6caridos 

celulosa y hemicelulosa. Se planteó por ello en este trabajo la 

producción de mutantes aceluloliticaa (C-) , ea decir bloqueadas 

en su capacidad para consumir celulosa, con el objeto de obtener 

cepas que permitan una degradación selectiva de la lignina. 

En el caso de los Basidiomicetos como P. oetreatue, existen 

dos posibilidades para la producción de mutantes, ya sea a partir 

del micelio monocariOtico o de loe esporas sexuales 

C basidiosporas) . 

El uao de micelio monocari6tico presenta varias ventajas. El 

material inicial es senéticamente uniforme, debido a que todos 

loa núcleoa del micelio son idénticos. Adicionalmente, el micelio 

monocari6tico se puede obtener en un tiempo relativamente corto 

(1~, diea). No obAt111nte, la utilización del micelio monocari6tico 

requiere que éste sea fragmentado en seementos que contengan un 

s6lo núcleo. En caso contrario, loa fragmentos con mas de un 

núcleo requieren de un tratamiento mutacénico mas drastico, por 

lo que las cepas recuperadas se i:i:ncuentran generalmente 

alteradas de manera múltiple Y presentan baJas posibilidades de 

eer mejoradas genéticament~. AdemAa los fragmentoa mult1nuclc~doa 
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•obrevivientes presentan una mayor posibilidad de complementar 

sus alteraciones durante la recuperación, Por lo anterior, es 

necesario emplear condiciones de fragmentación en las cuales se 

aaesuare la obtención de una alta concentración de seementos en 

au mayoria uninucleadoa. 

La producción de mutantes a partir de basidiosporas 

uni.nucleado, 

presenta 

lo que a au vez la ventaja que éste es un material 

evita que una vez obtenida una mutante, ésta pueda ser 

enmascarada !bci.lmente por complementacion. Sin embargo, existe 

el gran inconveniente de la elevada diversidad ~enética del 

material inicial, ya que por ser el resultado del proceso 

meiótico, cada espora es un individuo con caracteristicaa 

propias. Una desventaja adicional es que ee requieren de 35 a 40 

diaa para obtener basidiosparas. 

3.1.1 CONDICIONES DE HUTACION PARA MICELIO HONOCARIOTICO. 

De acuerdo a la informaciOn disponible se utilizaron los 

componentes monocariOticoa de la cepa 8 x 3 para producir micelio 

monocariOtico fragmentado (Aviles Esqui.val, M.E.: comunicación 

personal). Este ae sometió a la acción del mutégeno N-meti1-N•­

nitro-N-nitroso ~ua.nldlna (Mtl?iOJ, ~1 0.02~ <E.ier, a .• 1970). De 

esta manera (Materiales y Hétodoe 2.3.1, 2.3.3 y 2.3.4), se 

obtuvo una curva de letalidad y se determinaron las ~ndiciones 

para producir mutantes acelulolíticae tC-). 

La curva de leta11dad se realizo sometiendo una alicuota de 
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la suspensión de micelio fragmentado con una concentración do 1.7 

X 10• fragmentoe/ml (cuantificados al microscopio), a la acción 

del mut~&eno durante diferentes tiempos, La cuantificación de los 

sobrevivientes para cada tiempo de mutación, incluyendo el tiempo 

inicial, se realizo por medio de diluciones de~de io-~ hasta 

10-•, Cada dilución se inoculó por cuadruplicado en el medio de 

recuperación de doble capa (primera capa de sales y segunda capa 

do ccrboximetil celulosa al l~ y clucoRA al O.OS~). 

En la Tabla 3.1 se presentan los sobrevivientes cuantificados 

para cada tiempo y dilución. En general se observa que al tiempo 

cero, el número de fracmentos viables con respecto al número de 

frasmenton cuantificados al microscopio es menor por cuatro 

ordenes de macnitud, 5.6 x 10• y l.7 x io• respectivamente. 

Kato implica que un elevado número de segmentos son !loados 

durante la rragmontaciOn. 

Adicionalmente ea importante hacer notar que al considerar 

loa aobrevlvientes obtenidos para la primera diluclOn a los 

diferentes tiempos de mutaciOn ae aprecia una incongruencia. Pare 

tiempos de mutación menores a 35 minutos se presenta un nómero 

incontable de sobrevivientes, en tanto que, a partir de 40 

minutos no se obtiene aobrevivlente alcuno. Sin embarco, al 

considerar las siguientes diluciones (l0-2 y io-2¡ 1 si se 

detectaron eobrevivlentes para tiempos de mutación mayores de 

35 minutos. Bote hecho se puede explicar considerando que el 

nomero de fragmentos viables es tan elevado al inicio, que un 

tiempo de mutación menor de 35 minutos 

causar una el~vada taza de mortandad. 
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TABLA 3.1: CUANTIFICACION DE SOBREVIVIENTES DE MICELIO 
HONOCARIOTICO A DIFERENTES TIEMPOS DE EXFOSICION AL 
HUTAGENO HNNG (0.02~). 

TIEMPO COLONIAS CUANTIFICADAS A DIFERENTES DILUCIONES 
DE 

HUTACION -· -4 

(111in) 10 10 10 10 10 10 

o 557.B ± e.6 50.3 • 4.1 5.3 • 0.5 o 

10 116.B • 9.5 11.0 • 1.6 1.0 • o.e o 

20 120.0 • 1.6 15.0 • 1.6 1.0 • o.o o 

30 42.S • 4.4 5.0 • o.e o o 

35 250,0 • 3.3 2.4.3 • 2.5 2.5 • 0.5 o o 

40 o 20.0 • o.e 1.e • o.s o o o 

45 o 18.0 • o.e 1.e • 0.5 o o o 

so o 2.5 • 0.6 o o o o 

.60 o 0.5 • 0.6 o o o o 

• NOmero incontable de co1onias. 

-· 



acc16n del mut~geno continua aún después de agregar las cuatro 

partes de agua destilada y los fragmentos viables en la primera 

dilución son eliminados por la acción del mutageno. 

En la Tabla 3.2 se observa una relación inversa entre el 

tiempo de mutación y la cantidad de sobrevivientes. Esta 

disminuye en un orden de magnitud al pasar de 20 a 30, de 35 a 

40, de 45 a SO y de 50 a 60 minutos de mutación. 

En la Tabla 3.2 y la Figura 3.1 se presentan los porcentajes 

de sobrevivencia y letalidad obtenidos para cada tiempo de 

nutacion. como ne puede observar, a partir de los 40 minutos cie 

mutación se obtiene més del 99?. de letnlidad. A los 60 minutos se 

alcanza un 99.?9~. valor que de acuerdo a la bibliogrnfia (Raper 

and Hiles, 1959; Raper, Raper and Millar, 1972), 

pora aseaurar la obtención de mutantes. 

se recomiendB 

En conclusión, ea puede decir que para producir mutantes 

aceluloliticas <C-) a partir de micelio 

condicione& más adecuadas consisten en: 

- Utilizar una suspensión 

concentración inicial 

de 

de 

micelio 

monocariótico l•• 

fragmentado con una 

fraemantoA/ml 

(cu1·1-t:uopondiente a una concent:raciOn die 10• f:ra:;rnentos 

viables/mll. 

- He=clar alicuotas igualec de micelio fracmentado con el 

mutageno HNNG al 0.02~ y dejar reaccionar durant~ bO 

minutos. 

- Parar la reacciOn con custro partes de agua destilada 
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TABLA 3.21 LETALIOAO DEL MICELIO HONOCARIOT!CO A DIFERENTES 
TIEMPOS DE EXPOSICION AL HUTAGENO HNNG l0.02~). 

TIEHPO DE SOBREVIVIENTES- -
HUTACION 

·~-,_-
__ LETALIOAD 

l111in) NUMERO -LOGAR_l~MO ;-{~) 

- ·'--·-__'.._~----

-o 5.570 X 10 5o7S 100.000 oo. 000 

10 1.160 X 10 5~07 20-.939 79.0&1 -20 1.200 X 10 5.oe 2.1. 513 78.t.87 

30 4.250 X 10 t..63 7.619 92.381 

35 2.500 X 10 4.40 t.. t.82 95.518 

40 2.000 X 10 3.30 0.358 99.b4Z 

~ 

45 1.800 X 10 3.26 0.323 99.677 

50 2.500 X 10 2. "º 0.045 99.955 

&O 5.000 X 10 1. 70 0.009 99.991 



f'lg. 3.1 

i Solore11l•t11ch, (los) 

1 Ltt.aliolU CO 

• .. 
.. 
,. 
• 

18 

Curva da letalldad del micelio monocarlotico 
el 9omet1rlo a la acción del mutageno MNNQ. 



' - - -

' .---- ,'' 
estéril -y diluir haat·a 10-a 

Recuperar- ·laB_ inUta'nteS ·en· iiledio de doble cape que contiene 

(Materiales y Métodos 

3.4). 

3.1.2 CONDICIONES DE HUTACION PARA BASIDIOSPORAS. 

De manera similar a como se procedió con el micelio 

raonocariOtico, se obtuvo la curv<1 de letdlllJad para determina1· 

las condiciones de produci6n de mutantes aceluloliticas IC- l a 

p~rtir do basidiospores. Eotao fueron obtenidas de la copa 

dicar16t1ca ex 3 !Materiales y Hdtodos 3.2). La curva de 

letalidad se realizó sometiendo al.icuotaa i¡::u3lee de l• 

sucpenoiOn de esperan con una concentración de 2 x 10• csporas/ml 

(contadas al ~icroscop.iol. a la acción del mutágeno HNNO al 0.2?. 

durante difcrcntca t:icmpO!:l. Lo c•.Janti fica:ic-n do 'º" 
sobrevivientes para cada tiempo de mutación, incluyendo el tiempo 

inicial, ee realizó por medio de diluciones desde 10-• hasta 

10-• Cada dilucion se inoculo por cuadruplicado en la primera 

capa del medio de recuperaciOn y 5 diee deepuée Be adiciono la 

eegunda capa del medio. Esta modificación en la forma de 

recuperar permitió la germinación de las eoporas y su posterior 

propasaciOn, ya que al trat~r de recuperar las colonias de rn3nera 

semejante a la realizada para el micelio monocariOtLco no se 

obtuvo sobreviviente alguno {Materiales y Métodos 3.4). 

En la Tabln 3.3 se presentan los sobrevivientes cuanti{icadoE 

para cada tiempo y dilucion. En general se observa que al tiempo 



TABLA 3.3: 

: '.-.- ' - . . . • . e· - -:-;- -~-,:." - , .: ',_.'.-

CUANTl FlCACION- ,DE :.';SoBREVIVIENTES" DE -'.BASIDIOSPORAS- A. 
DIFERENTES TIEMPOS-~. DE'· EXPOSICION ,- AL:~·.MUTAOENO . MNNG 
(0.02Rl .-

·· .. <.,.~;;,·· > .:. :;· .·•. ;. .·· .. ;· 
. '.-,-.;,_-

TIEMPO DE' 
MUTACION - .. ·. . --"..:-;., ;·~ ~'._., · -· -- ~~ :.:::·-;-- ·::::o'f•-;:-.;;i, -ci"~~-· 

(minl .10'·_. __ ,_-, '-10·; -- '"'iQ «:~ ·. :},~:;-~c,:-.1_0_;¡¿·-·; ------
. __ ,, :",')_. ~",-,._~--- - --- ~'.< _:;~,;~: ,~,_,,."o;-~i:,<~~i:C; -~,,:~- ___ , 

. ·---e 

10·. __ -_ 10 

o .. _, 

. --' ,,_,_ 
: -: • -~ _·_;.O. __ '._-,-~·.',; '" ' • 'i: i::,.: 
s6:~, :!: ::~,;-Q-:~ '-:'ss #::s ~ .. o 5 • o o o 

·- . . _,,,, 

• '.-o ;o 1 • o ·• o o 
-··-

20 .. ·-- • 12-~-o 1 • o. o o 

30 

: __ ._,. 

40- ± 4.0 4 ±~i~~- o o 

35 290.0 ± o.o 30 ±·0.6- o; o_, .O 

40 22.0±1.0 2:0.0. o o o 

45 201 ± 5.1 20.0 ± 0.6 -2 = o.o o o o 

so 9 ± 1.0 1.0 ± o.o o o o o 

&O 6 ± 0.6 0.7 ± o.s o o o o 

•Numero ineon~able de-colonias. 
. 



cero, el numero de esporas viables con respecto al numero de 

esporas cuantificadas al microscopio es nuevamente menor, 

ordenes de magnitud, 2 x io~ y 5.6 x 1oe respectivamente. 

por 3 

En la Tabla 3,4 se observa una relaei6n inversa entre el 

tiempo de mutación y el numero de sobrevivientes. Este 

en un orden de magnitud al pasar de 20 a 30, 35 a 40 y 

disminuye 

45 a so 

minutos de mutación. En la misma Tabla y Figura 3.2 se presentari 

los porcentajes de oobreviviencia y letalidad obtenidos para cada 

tiempo de mutacion. Como se observa, a partir de los 40 minutos 

de mutación se obtiene m6s del 99~ de letalidad y a los 60 

minutos se alcanza un 99.989~. 

En conclus10n se puede decir que para producir mutantes 

aceluloliticsa IC-), a partir de basidiosporae las condiciones 

m6B adecuadas conaieten en: 

- Utilizar una suspensión de esporas con una concentracion 

inicial de iow 3 io- esporae/ml (~oriespondicntc a una 

concentración de 10º Cragmentoa vi~blea/mll 

- Mezclar Bl1cuotae iguales de la auepension de esporas con 

el mut~geno HNNG al 0.027. y dejar reaccionar 60 minutos. 

- Parar la reaccion con cuatro partea de agua destilada 

estéril. 

- Rc:upc~~r 13~ A~~or~P mut~das sobre la primera capa dal 

medio e incubar a 20•c por 5 diau y hasta entonc~e 

adicionar la segunda capa que contiene celulosa al 17. y 

glucosa al 0.05~. 
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TABLA 3.4: 

TIEMPO DE 
MUTACION 

tmin) 

o 

10 

20 

30 

35 

40 

45 

so 

60 

. ..,. 

L.ETAL10~~ DE e~s1~·~6.SP0RAS-- .A DIFERENTES-, TIEMPOS_ DE 
EXPOSICIOU AL--MUTACiENO_,t:fNNG .. t0.02?.l. 

NUHE~O 

5.60 X 10 

1.20 X 10 

• 
1.00 X 10 

4.00 X 10 

2:90 X 10 

2.20 X 10 

~ 

2.01 X 10 

9.00 X 10 

6.00 X 10 

- LOGARITMO __ º-· 

·s.75 

s-.oe 

s.oo 

4.60 

4.46 

3.34 

3.30 

1.95 

1. 76 

'~-:~ '. · LETAL.IDAD 
l~l-

- ·-- - =-"-' ---~'". 

100 .. ooo· oo;o_oo. 

·;_ .:,--'.·_.--<---' . . 
'c2i"-i 42e' ;:;~~~~::7~.-5.-72_ 

·.--: . 

17.8_57 -82.143' 

7.143 92.857 

s.-17e 94.022 

0.393 99.607 

0.359 99.6'-1 

0.016 99.984 

0.011 99.989 



.&. So\n11i111nch. (109) 

I ~Ulld1• CXl 
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• 
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• 
• .. 

Ti1"" •• .... uc1on Cid-> 

Fig. 3.2 curv:i de lete1 ldad de besldlosporas al aome -

terlaa a 1 a acción del mutageno MNNO. 



3.2 PRODUCCION DE MUTANTES ACELULOLITlCAS (C-}. 

La produccion de mutantes aceluloliticae se realizo 

utilizando las condiciones determinadas en los curvas de 

letalidad (para micelio monocariotico o basidiosporas). Pora los 

eKperimentos de mutaciOn se somet.10 la suspensiOn de micelio o 

esporas a la acciOn del mutágeno durante 60 minutos y 

posteriormente oe inoculo l ml de la suopensi~n sobre el medio 

de recuperaciOn. A continuncion se incubaron las cajas petri a 

2a•c durante 15 dias, para permitir el dcearrrollo miceliar. Oe 

loa sobrevivientes obtenidos, se sclecciona1•on como poaibles 

mutantes aquellao colonias que no desarrollaron halo en el medio 

de celuloaa. Estas se conservaron en rcfricernci6n en medio de 

eKtracto de malta. Posteriormente se cvaluO en diferentes medios 

su capacidad para consumir celulosa. 

3.2.1 EXPERIHEtlTOS DE MUTACION CON MICELIO MOHOCAR!OTICO. 

Para los experimentos de mutación oe ?rodujo el micelio 

monoceriOti.co fracmentado (Materiales y Métodos 2.3.l), 

utilizando en forme alterna los monocariotes nh-1 y nh-4. 

Con las condicione!! determinadas en la curv3 de let:nlideid se 

realizaron inicialmente un total de 8 e~pc~tmcn~o~ cl~ mut~~iOn 

!Tabla 3.5). Cabe aclarar que los experimentos codiílcarjos como 1 

y 2 no oe reportan en esta parte del trobajo, Ya que forDan parte 

de un trabajo previo (Avilés Eequivel, H.E.; 1987). 



TABLA 3.S: PRODUCCION DE MUTANTES ACELULOLITICAS lC-l A PARTIR DE 
MICELIO HONOCARIOTICO lRECUPERACION SOBRE MEDIO DE 
DOBLE CAPA: SALES HINERALES-CHCl. 

EXPERlHENTO HONOCARIOTE CAJAS COLONIAS RECUPERADAS 
SOMETIDO A INOCULADAS 

NUMERO HUTACION <Nol POR POR CARACTER• 
CAJA EXPERlHENTO {C-) 

Hl 400 20-30 10.000 •• 
H4 200 30-50 B,000 17 

5 Hl 400 10-20 6,000 26 

H4 300 20-30 7,500 13 

7 Hl 300 10-20 4,500 50 

B H4 300 20-30 7,500 2 

9 Hl 300 100-zoo "45,000 26 

10 H4 350 200-300 67,500 42 

L~s colonias de tipo IC-1 ee caracterizaron por la ausencla de 
halo o aclaramiento del raedio de celuloaa. 



En los experimentos 3 el e se utilizó una suspensión de 

micelio fragmentado con una concentración inicial da i x 101.n 

fragmentoa/ml, mientras que para los experimentos 9 y 10 ésta fue 

da 1 X 10'"· Por ello se observa un incremento en el númgro do 

colonias recuperadaa por ceja. 

En la Tabla 3.5 se puede observar que el número total de 

coloniaa recuperadas es mayor para el monocariote nh-4. A peaar 

de ello, el numero de coloninc recuperadas con ceracter 

mayor pare el monocarlote nh-1. 

(C-) CB 

Al mismo tiempo que se realizaron estos experimentos de 

mutación, se caracterizaron las posibles mutantes aceluloliticen. 

Dur3nte dicha carncterización se encontró que el medio de 

recuperación podia ser modificado para 

(Experimentos y Aesultados 3.3.2). 

experimento de mutación número 11 

aumentar uu 

Por el.lo a 

se modifico 

ael.ect.lvidad 

partir del 

el w.t:Sdiv de 

recuperación en la primera capa. En vez de uoar el medio de salea 

se uso un medio de DPHA al 0.5~ (Materiales y Métodos 2.2.21. 

un 

con 

total 

el medio de recuperación modificado ª'°" 
de 7 experimentos de mutación, bajo 

reuli.zaro11 

las rni.omae 

condiciones que loe primeros experimentos y con una conc~n~racion 

inicial de 1 X 10• 0 fragmentoa/ml. En la T~bln 3.6 ne obaervs 

que el numero de coloniaB recupGradas por caJ~ en muy DCC~jantc 

a loe experimentos 3 al 8 {Tabla 3.5). Sin embargo. la cantidad 

de posibles mutantea recuperadas dis~inuye notablemente. 



,, 
TABLA J.6: PRODUCCION.OE MUTANTES ACELULOLITlCAS'(C~l A PARTIR DE 

HICELIO HONOCARIOTICO · '.(RECUPERAClON ._SOBRE MEDIO DE 
DOBLE CAPA:: DPMA, o-·.os~:.._cHc_J-~--. -

EXPERIHENTO 

11 

12 

13 

1< 

15 

1& 

17 

MoNOé::AR"10TE
0

•• 

SOMETIDO A 
-HUTAClON 

H1 

. H4 

H1 

H4 

111 

H4 

H1 

Las colonias de tipo íC-l 

"._·-,-:_,·_::,.:::·--
·_-,·.CAJAS COLONIAS RECUPERADAS 
INOCULADAS ~~~~~~~~~~~~~ 

(NO) POR, POR CARACTER• 
- .CAJA EXPERIMENTO {C-) 

250 ZS-30 6.875 8 

200 20-30 S,000 10 

300 10-30 6,000 10 

300 i0-35 8.250 24 

250 10-20 3,750 5 

300 20-35 8,Z50 5 

200 10-20 3,000 2 

se cilracterizaron por lo ausencia de 
halo o aclaramiento del medio de celulooa. 



En Tabla 3.7, al comparar el namero de posibles mutantes 

recuperadas se observa que cuando se uaa como medio primera capa 

DPtlA al o.s~. este valor disminuye en una tercera parte 

aproximadamente (de o.~SOS a 0.1556 respectivamente). De lo 

anterior se concluye que la modificaciOn realizada al medio de 

recuperaciOn contribuye a que se reduzca nignificativamente la 

cantidad de cepas identificadas con aceluloliticas en el primer 

paso de la caracterizaciOn. 

3.2.2 EXPERIMENTOS DE HUTACION CON BASID~OSPORAS. 

La razOn principal de realizar en forma paralela mutaciones 

con aicelio monocar10tico y basidiosporas fue para comparar la 

proporciOn de Posibles mutantes con respecto a las colonias 

recuperadas para ambos casos. 

Con lao condiciones determinadas en la curva de letalid3d 

l6xperisentoa y Resultados 3.1.2) y con una concentracion de 

109 eaporaa/ml (cuantificadas al microscopio), se realizaron 3 

experimentos de mutación. La recuperación se llevo a cabo sobre 

el medio de doble capa modificado (DPHA 0.5%-CHCl, 

Como se puedo observar en la Tabla 3.8, la relación entre ~l 

numero de pooibles mutantes y el total de colonias recuperadas es 

semejante a las mutaciones con micelio monoc"'r10t1co fragmentado 

(Tabla 3.6). Por ello se puede predecir que la probabilidad para 

obtener mutantes aceluloliticaa (C-l posiblemente sea la misma 

tanto para micelio como para esporas (O. 15% aproximadamente J •• 

Implicando a la vez que lao ventnjas y/o desventajas que preeent .. 
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TABLA 3.7: EFECTO DE LA COMPOSICION DE LA PRIHERA CAPA SOBRE 
LA IDENTIFICACION DE POSIBLES HUTANTES. 

COHPOSICION DE 
LA PRIHERA 

CAPA• 

SALES HINERALES 

DPHA !O.OS"°) 

SOBREVIVIENTES 
RECUPERADOS 

43,500 

41,125 

Experimentos consideradoo: 
- Sales minerales: 3 al e (Tabla SJ 
- DPHA COSX.l; 11 al 17 (Tabla 6). 

CEPAS CARACTERIZADAS 
COMO MUTANTES (C-) 

No. "" 

106 Q.4505 

64 Q.1556 



TABLA 3.Bi PRODUCCION DE MUTANTES ACELULOLITICAS (C-) A PARTIR DE 
BASIDIOSPORAS lRECUPERACION SOBRE MEDIO DE DOBLE CAPA: 
OPHAS O . S~-CHC) . 

CAJAS COLONIAS RECUPERADAS 
EXPERIMENTO INOCULADAS 

NUMERO (NO.) POR- POR CARACTER• 
CAJA EXPERIMENTO (C-) 

1 350 30-50 14,000 15 

"2 300 20-40 ; 9,000 29 

3 300 40-50 13,500 11 

TOTAL 950 20-50 36,500 55 

• Lao coloniao con carActer (C-}' corresponden aquellas ·que no 
aclaran el medio de celulosa. 



el uso de cada •aterial. no influyen en la obtención de mutantes 

aiempre y cuando-se manejen las condiciones requ&ridas para cada 

caao. 

3.3 CARACTERIZACION DE LAS POSIBLES MUTANTES ACELULOLITICAS. 

Era importante conocer con la mayor veracidad, la capacidad 

que poseen para consumir celulosa las posibles mutantea aisladas 

en los oxperimentoa previos. Por ello se ovalu~ el c~r6cter (C-l 

por medio do resiembras sucesivas en el miamo medio de 

recupcraci6n aal como, en medios con diferente fuente de 

celulosa. De esta manera Cue posible determinar las colonias con 

caracter CC-l por dos métodos de dValuación dife~entes. 

3.3.1 EVALUACION DEL CARACTER (C-) POR RESIEMBRAS SUCESIVAS EN EL 
MEDIO DE RECUPERACION. 

Para poder determinar la capacidad para coneucir celulosa 

por cada posible mutante fue necesario propagarlas y conservarlas 

en un medio nutritivo (Extracto de Halta). Una vez aisladas y 

obtenido suficiente crecimiento miceliar se probó su capacidad 

para consumir la celulosa del medio. Para ello se realizaron 

resiembras sucesiva• en el medio de doble capa, debido o l~ 

poaibilidod de una evaluación errónea de la ausencia de halo. 

Esta ae pod~a presentar en las cepas con elevada velocidad de 

crecimiento, que por lo general son de tipo celulolitico ya que 

al desarrollarso con mayor rapidez su crecimiento miceliar puede 

ocultar el halo formado inicialmente. Aei, cada posible mutante 



se probó en el medio de recuperaciOn {utilizado para su 

obtencion> en dos ocacionea m6s y por duplicado, evaluandose la 

formación de halo cada 2 diaa durante 10 dias. 

La totalidad de las cepas recuperadas en cada experimento de 

mutación fue sometida a esta evaluación, preeentendose una 

diaa1nuci6n en la cantidad de cepas caracterizadas como (C-} 

deapuéa de cada resiembra (Tabla 3.9}, 

Considerando loa experiaentoe 1 al 10, la cantidad 

con carActer (C-J disminuye de 370 con la evaluacion 

de cepas 

inicial a 

45 y 18 para la primera y aegunda resiembra respectivamente. Por 

ello ae puedo concluir que la pocibilidad de evaluar erróneamente 

un cepa por este método ea bastante elevada, Sin e~b~rgo, en los 

experimentos del 11 al 17 en donde se utilizo el medio do 

recuperacion modificado ee observa que las 64 colonias con 

cnrécter (C-) en la evaluacion inicial disminuyen a 7 y 2 para 

la• resiombraa sucesivas. Eeto corrobora la mayor selectivid~d 

del medio de recuperación modificado. 

En loa experimentos de mutación con baeidiosporae, la 

cantidad de coloniae con car6cter (C-) diominuye de SS con la 

evaluación inicial a B para la primera resiembra y ninguna cepa 

CC-) deapuée de la segunda evaluación. Estos resultados no 

permitieron deter~inar la probabilidad que existe para obtener 

mutantes (C-) al usar baBidioaporae. Sin embargo, por las 

ventajas que presenta la obtención de micelio monocariótico me 

continuo realizando loe experimentos de mutaciOn con micelio. 



TABLA J.9: EVALUACION DEL CARACTER 
RESIEMBRAS SUCESIVAS. 

EXPER IHENTO MATERIAL COMPOSICION 
SOMETIDO DE LA 

ACELULOLITICO (C-) POR 

COLONIAS CON CARACTER lC-) 

NUMERO A HUTACJON PRIMERA EVALUACION PRIMERA SEGUHOA 
CAPA INICIAL RESIEMBRA RESIEMBRA 

1 H1 Saleo 61 8 4 
Hinera:lc::: 

2 H4 45 6 1 

3 Hl 88 2 1 

4 H4 17 5 1 

5 H1 26 4 2 

b H4 13 5 o 

7 Hl so o o 

8 H4 2 2 1 

9 Hl 26 7 5 

10 H4 42 6 3 

11 H1 DPHA {0.5~) 8 1 o 

12 H4 10 o o 

13 Hl 10 3 o 

14 H4 24 2 1 

15 Hl 5 o o 

16 H4 s· 1 1 

17 Hl 2 o o 

1 Baaidionporas 15 4 o 

2 Baaidiosporas 29 3 o 

3 Baaidiosporas 11 1 o 



En la Tabla 3.10 se indica la nomenclatura dada a las cepas 

con carActer (C-1, que fueron !inalmente seleccionadas después da 

de la aeaunda resiembra, en el medio de doble capa. La clave 

aaicnada esta compuesta por el nümero de colonia aislada como 

posible mutante, la letra y nümero siguientes corresponden al 

•onocariote utilizado en cada experimento (Hl o H41 y la letra y 

nümero final corresponden al nomero de experimento de mutacion. 

3.3.2 EVALUAClON DEL CARACTER lC-1 MODIFICANDO EL MEDIO O.E 
RECUPERACION EN LA PRIMERA CAPA. 

Ea necesario aclarar que en la medida en que se obtuvieron 

las poaiblea mutantes se llevo a cabo su caracterizaciOn. De esta 

manera, después de la evaluaciOn por resiembras sucesivas en el 

medio de doble capa sin modificar (Experimentos 1 al 10), se 

detecto que la mayoria de las mutantes presento un bajo 

desarrollo miceliar. Con el objeto de conocer si esto 

comportamiento era ocasionado por falta de nutrientes, o bien por 

incapacidad para conaumir celulosa, se modif1c6 el medio do 

detecc1on en la primera capa. Para ello se sustituyeron las sales 

minerales de la primera capa del medio por OPHA al 0.3X y O.SX. 

Al mismo tiempo, ea util1z6 como medio control para detectar la 

formacion cte halo, el nietdJ..o dts dobl.:r co.pd dts Sal.t:iti Hluurt1lut11-CHC. 

En la Tabla 3.11 se presentan los resultados obtenidos. Para 

el medio co~trol (Sales minerales CMCI a loa S dian de 

incubac10n ninguna de las cepas desarroll6 halo Y a los 10 dias 

solamente la cepa 23 Hl-Nl formo halo celulolitico. Sin embarao. 

47 



TABLA 3,10: CEPAS CON CARACTER ACELULOLITICO (C-l DESPUES 
DE LA SEGUNDA RESIEHBRA. 

EXPERIHENTO CEPAS CON CARACTER CC-} 

NUMERO CANTIDAD CLAVE 

1 4 B H1-N1 
23 H1-N1 

... .,.. 56 H1-N1 
61 H1-N1 

2 1 9 H4-N2 

3 1 6 H1-N3 

4 1 11 H4-N4 

s 2 16 H1-N5 
21 Hl-NS 

B 1 2 H4-NB 

9 s 6 H1-N9 
14 Hl-N9 
20 Hl-N9 
22 H1-N9 
26 H1-N9 

10 3 33 H4-N10 
37 H4-N10 
40 H4-N10 

14 1 24 H4-N14 

16 1 2 H4-N16 



TABLA 3.11: EFECTO DE LA COMPOSICION DE LA PRIMERA CAPA SOBRE 
LA· FORMACION DE HALO CELULOLITico•. 

FORMACION DE HALO CELULOLITICO 

e COHPOSICION DE LA PRIMERA CAPA 
E 

p SALES DPHA DPHA 
A MINERALES (0.3~) (0.S'X.) 

s 
TIEHPO DE INCUBACION <DIASl 

s 10 20 5 10 20 5 10 20 

e Hl-Hl • • • • • 
23 Hl-ffl • • • • • • + 
56 Hl-Hl 
61 Ht-Nl • • • • • • • 

9 H4-N2 -1+. 
6 Hl-ff3 • • • • • • + 

11 H4-H4 • • • • • • + 
18 Hl-NS • • • • • • + . 
21 Hl-NS • • • • • • + 

2 H4-NB • • • • • • + 
6 H1-ff9 • -,,+ + 

14 H1-N9 + • • • + + 
20 Hl-H9 " 

.. - -1+ 
22 Hl-N9 ~1+ 

26 H1-N9 • • • • • + 
33 H4-Nl0 • • + .-.- • • .. 
37 H4-N10 • • + + + + 
40 H4-N10 + • • • + • + 
24 H4-Nl4 

2 H4-Nl6 

. FORMACION DE HALO: • positivo 
negativo 

-1• difuso 



para tiempos de incubacion mayores de 10 

fueron capacee de consumir celulosa. 

utilizar esta prueba como método de 

diaa 13 de las cepas 

Esto implica que para 

selecciOn se requiere 

proloncar el tiempo de incubación a 20 dias o mée. En el medio de 

CHC enriqueeido con DPHA se observo que a medida que se 

incrementa la concentración de nutrientes disminuye el tiempo de 

formación de halo (para las cepas de tipo celulolitico). 

En la Tabla 3.12 se presenta en forma resumida la capacidad 

de cada cepa para formar halo (o consumir celulosa) en función de 

la composición del medio primera capa y del tiempo de incubación. 

Para las cepas correspondientes a los primeros experimentos de 

mutación oe observo que las cepas 9 H~-N2, 20 H1-N9 y 22 H1-N9 

tenian parcialmente bloqueada su capacidad para consumir 

celulosa. La ünica cepa de los primeros experimentos de mutación 

que presento car&cter acelulolitico total fue la 5& H1-N1. 

Para los experimentos de mutación del 11 al 17, en donde la 

recuperación se realizo en el medio de doble 

(debido a que con loa resultados anteriores se 

capa modificado 

determino una 

mayor selectividad), al probar las dos cepaa obtenidas en ambas 

concentraciones de DPHA se confirm6 su car&cter (C-). Sin embargo 

ae observo que a diferencia de las demas cepas, éstas presentaron 

caracteristicas da desarrollo miceliar muy pobre. 
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TABLA J,121 ·INFLUENCIA DE LA COMPOSICION DE LA PRIMERA CAPA SOBRE 
LA FORMACION DE HALO CELULOLITICO POR LAS POSIBLES 
MUTANTES. 

CONDICIONES• 
FORHACION POSIBLES 

DE HALO MUTANTES MEDIO TIEMPO 
PRIMERA CAPA (OIAS) 

• 61 Hl-Nl DPHA 0.3~ s 
6 Hl-N.3 

11 H4-N4 
18 Hl-NS 
21 Hl-NS 

2 H4-N8 
40 Hl.o-NlO 

23 Hl-Nl DPHA o.s,;. 
14 H1-N9 
26 H1-N9 
33 Hl.o-N10 
37 H4-N10 

a Hl-Nl DPHA 0.3~ 10 
6 H1-N9 OPMA o.s~ 

-/• 9 H4-N2 DPMA o.sx 20 
20 Hl-N9 
22 Hl-N9 

56 Hl-Nl 
24 Hl.o-Nl4 

2 H4-Nl6 

Condiciones de 1dent1ficaci6n de halo celulolitico en el menor 
tiempo. 



3.3.3 EVALUAClON DEL CARACTER (C-) MODIFICANDO LA FUENTE DE 
CELULOSA. 

Con el objeto de confirmar el caracter acolulolitico do las 

po•~bles mutantes fue necesario implementar una forma alterna 

para evaluar el car6cter cc-J. Para ello se uso como fuente de 

celulosa papel filtro colocado sobre medica base de: 

- A&ar agua 

- Acar peptona al O.OS?. 

- Asar peptona al o.1X 

La prueba conaistiO en detectar diferencias de crecimiento 

debido a la presencia y ausencia de la fuente de carbono 

(Materiales y M6todos 2.&). Con el objeto de poder detectar las 

posibles limitantea de la prueba se utilizaron & cepas de tipo 

(C-J y e cepas de tipo silvestre (C+). De manera simultánea ae 

probo nuevamente la capacidad do formae10n de halo de cada cepa 

en el medio de doble capa modificado {OPHA 0.5~ - CHC). Además se 

considero la incapacidad que presentaron algunas copas para 

deaarrollarse, por lo que ee midiO para todos los caeos el 

crecimiento miceliar a los 25 dias de incubaciOn. 

Como se observa en la Tabla 3.13 para el medio de doble capa 

a pesar de que el tiempo de incubaciOn se prolongo hasta 25 dias. 

En el medio de papel filtro sin suplementos, no se modifico el 

de9arrollo miceliar por ninguna de las cepas. Es decir la falta 

de nutrientes impide que se exprese la capacidad para consumir la 

celulosa. El comportamiento de la mayoria de las cepas sobre el 
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TABLA 3.13: CRECIMIENTO MICELIAR Y CARACTER ACELULOLITICO EN 
DIFERENTES MEDIOS. 

e CRECIMIENTO MICELIAR•/CARACTER ACELULOLITICO 
E 

p MEDIO DOBLE AOAR PAPEL FILTRO 
A CAPA TIPO 
s CDPMA o.sx- SIN PEPTONA PEPTONA 

CMCJ SUPLEMENTOS (0.0SX) (Q.lOX) 

TESTIGOS --------
· Hl 3 I C+ 2 I e- 3 I C+ 4 I C+ Silvestre 

H4 2 I C+ 2 I e- 2 I e~ 3 '· e_+. Silvestre 

SILVESTRES 
----------
e Hl-Nl 3 I C+ 2 I C-. 3 I e+. L/ I C+ Silvestre 
6 Hl-N3 2 I C+ 2 I e- 3 1 e+ 4 ¡· C• Silvestre 

11 H4-Nl.i 2 I C+ 2 I e- 3 I C+ 4. I C+ Silvestre 
33 H4-N10 2 I C+ 2 I e- 3 I C+ 4 I C+ SilvcGtre 
37 H4-U10 2 I C+ 2 I e- 3 ., C+ 4 I C+ Silvestre 
40 H4-Nl0 2 I C+ 2 1 e- 3. I C+;_ 4 I C+ Silvestre 

CARACTER C-
-----------
56 Hl-Nl 3 I e- 2 I e- 2 I e- 3 I e- Total 

9 H4-N2 2 I C-1+ 1 i e- 2 il e- 2 I e- Parcial 
20 Hl-N9 3 I c-/+ 1 / e- 2 I e- 2 I e- Parcial 
22 Hl-N9 3 I C-1+ 2 I e- 2· I e- 2 I e- Parcial 
24 H4-Nll.i 1 I e- 1 I e- 1 I e- 1 I e- Def. met. 

2 H1.i-tH6 1 I e- 1 I e- 1 '/ e- 1 I e- !Jef. met. 

Crecimiento 111iceliar: 
1 . nulo 
2 pobre 
3 . bueno 
4 . abundante 



medio de Papel Filtro - Peptona al o.os~ fue similar al observado 

en el medio de doble capa, con excepcion de las cepas Hl, 

9 H4-N7, 20 Hl-N9 y 22 Hl-N9 que se comportaron como 

aceluloliticas. Al aumentar la concentracion de peptona al 0.1~. 

todaa las cepas se comportaron de manera semejante al medio do 

doble capa, con la ventaja de presentar un deGarrollo miceliar 

m~s vigorozo. La desventaja de este medio en comparaciOn al de 

doble capa se fundamenta en la imposibilidad pare detectar cepas 

con carécter acelulolitico parcial. 

Con respecto a las cepas 24 H4-N14 y 2 H4-Nl6 se present6 

nuevamente una [alta de desarrollo miceliar, razOn por la cual se 

considero que estaban alteradas de alguna forma en su metabolismo 

debido posiblemente al proceso de mutacion. 

Como resultado de las evaluacioneG realizadas ae puede 

concluir que la evaluacion del carécter (C-) se debe de realizar 

al inicio (cuando ne tiene un eran numero de cepas por probar> 

en el medio de Papel Filtro Peptona al 0.1% debido a lo 

economice que resulta este tipo de medio. En tanto que la 

confirmaciOn del caracter lC-} se debe de reali:ar usando el 

medio de doble capa modificado COPHA 0.5% - CHCI, 

3, 4 SELECClON DE LAS C~~A~ A Ht:JORAE\ GEf.;ETICAHEl~7E 

Para seleccionar las cepas que eeran mejoradas g~néticamente 

• es necesario definir las caracteristicaa que se desean obtener en 

la descendencia. Para ello se requi~re considerar las eventuales 

alteraciones ~rodueidas por el agente mutagénico a la mutante 

so 



seleccionada y tratar de eliminarlas por complementación con la 

ayuda del monocariote apareante. 

Para seleccionar la mutante acelulolitica se consideraron 2 

caracterieticas: la incapacidad para consumir celulosa y el 

desarrollo miceliar. Con los resultados obtenidos durante 13 

evaluación del car&cter (C-), se seleccionó la mutante 56 Hl-Nl 

por aer la ünica cepa que no consumió la fuente de celulosa bajo 

las condiciones probadas. Ademas, presentó el desarrollo miceliar 

mba abundante comparado con el resto de las mutantes (Tabla 3.13). 

3.4.1 SELECCION DEL HONOCARIOTE SILVESTRE COHPATIBLE 

Dado que la velocidad de desarrollo de le mutante es lenta 

comparada con las cepas de tipo silvestre, se requerin 

~elcccionar para su apareamiento un monocariota con abundante 

desarrollo miceliar. Para ello se probo el crecimiento miceliar 

de 16 monocariotee de tipo silvestre len la Tabla 2.1 de 

Hateriales y Métodos se indican lae principales caracter1aticae 

de cada cepa) sobre un medio a base de paja de trigo (Hateriales 

y Hl!ltodoa 2.B). 

Loa resultados obt ... 11ldui1 111d.1.con qu""' loa Lionocaric:..t..::.c 

denominados: Ho. 24, P2-IE, P4-nhl y 3004/H-26 fueron len que 

presentaron el desarrollo miceliar más vigorozo en paja de trigo 

(Tabla 3.14). Adicionalmente a un buen desarrollo vegetativo el 

monoc5riote a seleccionar debe de ser compatible con la mutante y 

dar origen a un dicariote con crecimiento vigorozo en pajo Y 
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TABLA 3.14: CRECIMIENTO HICEHIAR DE MONOCARIOTES SILVESTRES 
(C+) SOBRE PAJA DE TRIGO. 

HONOCARIOTES 

Ho. 3 

Mo. 127 

Ho. 6 

Mo. 37 

nh-11 

nh-42 

42 Hl/Ho.12 

42 Hl/Ho.41 

. nh 2/Hl-Gy. 

Ho. 36 

P3-IR 

nh 1/Hl-Oy. 

Mo. 24 

P2-IE 

P4-nh1 

3004/H-26 

Crecimiento miceliar: 
l. nulo 
2 pobre 
3 • bueno 
4 • abundante 

CRECIMIENTO MICELIAR 

1 

1 

2 

2 

2 

2 

2 

2 

2· 

3 

3 

3 

4 

·4 

4 

4 



buena fructificacion. Asimismo. con el objeto de proteger la 

cepa desarrollada es conveniente qu~ el dicariote seleccionado 

también presente esporulaciOn deficiente en caso de ser 

Cesto ayudar1a a evitar posibles monipulaciones genéticas 

cepas obtenidael. 

posible 

de las 

Aui los 16 monocariotes silvestres fueron apareados con la 

mutante s& H1-Nl para determinar su compatibilidad !Materiales 

y Métodos 4.1). Co=o se observa en la Tabla 3.15 las únicos cepas 

que no ae aparearon con la mutante fueron la nh-ll y nh-42. Ello 

descarto la posibilidad de obtener descendencia con eeporulaciOn 

deficiente, debido a que estas cepas eran las Unicas de tipo 

asporoa:eno. 

Los 14 dicariotes obtenldos se inocul.aron en cajau petri que 

contentan paja de trigo para observar sus caracteristicas de 

fructificacion y recolectar SUR esporas. Denpuée d• 

inoculaciOn las cajoe ae incubaron a 2a•c en obscuridad hasta su 

total invasiOn con micelio. A continuación se expusieron a la lu: 

para permitir la formación do primordio1J. Finaltnente se 

incremento la aereacion y la humedad relativa para promover el 

desarrollo de los cuerpos fructifet·os y BU esporulación 

{Materiales y Métodos 5.1, 5,2 y 3.2). En la Tabla 3.16 se 

presenta el tiempo que requirió cada dicariote para form~r 

esporo foros ••• como, ""ª principales caracteristicee 

morfológicas. Los dicariotee que produjeron osporoforos de tipo 

ncirmBl corresponden a los apareamientos en'!:re la ~Ut3ntc 56 Hl-lll 

con las cepas; 110. 6, Ho. 24 y .!i2 Hl/Ho. 12. 
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TABLA 3.15: COMPATIBILIDAD DE LA MUTANTE ACELULOLITICA 
56 Hl-Nl CON DIFERENTES MONOCARIOTES SILVESTRES. 

APAREAMIENTOS 
(56 Hl-Nl X -~--~' 

Ho. 3 

Ho. 6 

Ho. 24 

Ho. 36 

Ho. 37 

HO. 127 

P2-IE 

P3-IR 

P4-nh1 

300'4/H-26 

nh-1/Hl-Gy. 

nh-2/Hl-Gy. 

42 Hl/Ho. 12 

42 Hl/Mo.41 

nh-11 

nh-42 

COMPATIBILIDAD. 

+ 

+ 

+ 

• 
+ 

+ 

+ 

+ 

• 
+ 

+ 

+ 

• 
• 
-



TABLA 3.16: FRUCTIFICACION DE LOS APAREAMIENTOS POSITIVOS CON LA 
HUTANTE Só Hl-Nl. 

FRUCTIFICACION 
DICARIOTES 

TIEMPO HORFOLOOIAª 
f Só Hl-Nl X 

___ ) 
{DlASI FORMA TAHARO 

Ho. 3 26 • • 
Ho. 6 26 n n 

Ho. 24 22 n n 

Ho. 36 22 • • 
HO. 37 23 • • 
Ho. 127 17 a • 
P2-IE 24 • • 
P3-IR 23 • • 
P4-nhl 23 • • 
3004/H-26 26 • • 
nh l/Hl-Gy. 23 n • 
nh 2/Hl-Oy. 22 n • 
42 Hl/Ho.12 23 n n 

42 lll/fk.1 • .'.ol 26 n a 

Horío1ogia: 
n . normal 
• . anormal 



Como resultado de las pruebas realizadas se observo· que la 

cepa Ho. 2~ presento las siguientes caracteristicas: 

- Vicorozo crecimiento en paja de trigo. 

- Compatibilidad con la mutante 56 H1-N1. 

- El dicariote resultante produce cuerpos fructiferos 

normales en un tiempo corto. 

Por todo lo anterior el apareamiento de la cepa Ho. 24 con 

la mutante 56 Hl-Nl fue seleccionado para llevar a cabo el 

mejoramlento genético. 

3.5 MEJORAMIENTO GENETICO. 

El mejoramiento genético se realizo con el objeto de obtener 

cepaa capaces de producir una degradación selectiva de la 

111nocelulosa. Es decir bloqueadas en ou capacidad para consumir 

celulosa. con vicorozo desarrollo miceliar y con capacidad para 

consumir lignina semejante a la cepa 8 x 3 (Cepa prosenitora de 

de la mutante 56 Hl-Nl). Para el mejoramiento ~enético el hibrido 

resultante de la cruza entre la mutante (C-) 56 Hl-Nl y el 

aonocariote s1"lveetre Ho. 24. fue propagado para posteriormente 

:clccc!on:r ~e :u prc;cn!c :qucll~= ccp~= con c~r!ctcr (C· : . 

3.5.1 OBTENCION DE LA PROGENIE. 

progenie del dicariote portador del carácter 

acelulolitico 156 Hl-Nl M Mo. 241 se obtuvo germinando las espora 

recol~ctodas do un cuerpo fructifero maduro (Materia1es y 



Métodos 4.1 y 4.2). El aislamiento de la progenie se realizo a 

partir de las esporas de dos diferentes cuerpos fructiforos. De 

esta manera se recuperaron dos poblaciones. Para la primera 

poblaciOn se aislaron 204 cepas y 275 para la segunada población. 

3.5.2 SELECCION DE HONOCARIOTES PROGENIE DE TIPO (C-}. 

La determinacion del caracter (C-) en la progenie se llevo a 

cabo considerando los resultados obtenidos durante la evaluación 

del caracter de las mutantes (Experimentos y Resultados 3.3.3). 

Por ello se utilizo inicialmente el medio de Peptona Papel 

filtro para descartar las cepas de tipo celulolitico. Las cepas 

de tipo IC-l se probaron posteriormente en el medio de DPHA 

CHC. 

La ev~luaci6n inicial del carActer (C-) par~ cada un~ de las 

poblaciones se realizó en el medio de peptona al 0.1% con papel 

filtro (Hateriales y Métodos 2.6 y 2.7). La prueba se llevo n 

cabo dos veces, 

durante 35 dias. 

observandose su comportamiento cada 7 diao 

En la primera evaluncion se pretendia descartar a todas 

aquellas cepas que presentaran un marcado caracter celulolittco. 

Como s"' e>b!H?r'ta c:i l;:i. T.'.l.bl.-.. :J.17 d.::c.µu<"=:. dts ~sta. primera 

evaluaciOn se descarta.ron 131 y 188 cepas de tipo celulolitico en 

cada población respectivamente. 

La. seGunda evaluac10n se realizó con el proposito de 

verificar y seleccionar las ~epas de tipo tC-l. En la Tabla 3.17 

S< 



TABLA 3.17: EVALUACION DEL CARACTER ACELULOLITICO (C-) EN LA 
PROGENIE DEL OICARIOTE S& Hl-Nl x Ho. 24 SOBRE AGAR 

.PEPTONA 0.1~ - PAPEL ~ILTRO. 

CEPAS CON CARACTER (C-) 
CEPAS 

POBLACION - AISLADAS FINALES 
[TOTAL) INICIALES 

NUHERO CLAVE 

1 204 73 13 12 48 86 

18 68 92 

27 71 104 

32 74 

33 ;B4 

2 275 87 .-1e. ·-_,'.3 ._47, 71 

'5':"' .. 49 72 

6 -. 51, . so 

18 55 92 

·:19 62 

45 65 



se observa que después de esta evaluación ünicamente se 

obtuvieron 13 cepas de tipo (C-) para la primera población y 16 

para la segunda poblaci6n. Los números indicados en la Ultima 

columna de la Tabla 17 corresponden a las claves asignadas a las 

cepas de tipo (C-). 

Las cepas que resultaron aceluloliticas en la evaluación 

inicial ruaron probadas en el medio de DPHA (0.5~) CMC. La 

prueba conaisti6 en evaluar la posible formaci6n de halo de las 

29 cepas (C-). La evaluacion se realizo cada 7 dias durante 35 

dias. 

Los resultados de la Tabla 3.18 indican que s y e cepas de 

cada poblaciOn formaron halo a los 7 dias de 1ncubaci6n. El resto 

de las cepas se comportaron como aceluloliticae durante toda la 

evaluacion. 

Copparando los resultados obtenidos en los medios a base de 

papel filtro y de CHC ~e observ6 que éste Ultimo permiti6 

descartar algunas cepas con cierta capacidad para consumir 

celulosa. Ademas de reducir el tiempo de detecciOn de 35 a 7 dias 

da incubaci6n. 

3.5.3 DEFINICION DEL NUMERO DE GENES INVOLUCRADOS 
CARACTER fC-). 

EN EL 

Es importante determinar con la mayor exactitiud posible la 

cantidad de cepas de tipo (C-) dentro de una pobloci6n. Esta 

informaciOn permite calcular el numero de genes invo1ucrados en 

la segregación del cer~cter {C-l por medio de la f6rmula: 

SS 



TABLA 3.18: FORMACION DE HALO CELULOLITICO POR LA PROGENIE DEL 
DICARIOTE 56 Hl-Nl x Ho. 2~ SOBRE DPHA 0.5%-CHC. 

CEPAS FORHACION DE HALO 
POBLACION HONOCARIOTE COHPORTAHIENTO 

CCLAVE) (OPMA O.SX.-CMC) 

1 12 • Silvestres 
18 
27 
32 

104 

33 Acelulol.1.t.1.cas 
48 
68 
71 
74 
84 
86 
92 

2 3 • Silvestres 
s 
6 

47 
49 
6S 
71 
80 

10 Acelulol.1.ticas 
19 
4S 
S4 
SS 
62 
72 
92 



en donde: 

n • namero de cenes 

El valor que ne obtiene de esta fOrmula representa la 

fracciOn de la poblaciOn que debe contener el caracter deseado. 

Considerando la cantidad de cepas (C-) obtenidas en las dos 

poblaciones estudiadas, estas representan entre 3 y 4~ del numero 

total de coloni&B aisladas (0 capas aceluloliticas en capa 

poblaciOn con reapecto a 204 y 275 colonias totales aisladas para 

.la primara y segunda poblaciOn respectivamente),/ Al compar3r 

estos valores con los datos presentados en la Tabla 3.19 es 

factible predecir la participacion de 5 z::enes en el caracter (C- l 

de esta progenie, ya que en este caso se esperaria un 3.125~ de 

la poblaciOn con carácter CC-). 

Ea importante que esta estimaciOn del numero de genes sea 

avalada por medio de una prueba estadistica, que nos proporcione 

un rango de confiabilidad. La prueba estadistica que se utiliza 

ceneralmente para determinar en forma confiable el nümero de 

cenes involucrados en la eegreeaciOn de un carácter determinado 

dentro da un& Procenie se conoce como x~ (Chi cuadrada). En esta 

prueba se coapara la relación que existe dentro de una poblaciOn 

entre el numero total de colonias y las cepas de tipo (C-). Esta 

comparaciOn se reali2a considerando los valores teóricos que ne 

esperarian para un numero determinado de genes con respecto a los 

datos ~btenidos experimentalmente. Dicha comparacion se reali2a 

d~ acuerdo a la siguiente fórmula: 

Só 



TABLA 3.19: PROPORCION ESPERADA DE UNA POBLACION CON EL CARACTER 
DESEADO DE ACUERDO AL NUMERO DE GENES INVOLUCRADOS. 

NUMERO VALORES PORCION DE LA POBLACION CON EL CARACTER DESEADO 
DE DE 

CENES 2" FRACCION (1/2") PORCENTAJE 

1 2 1/2 50.000 

2 • 11• 25.000 

3 a 1/8 12.500 

• 16 1/16 6.250 

5 32 1/32 3.125 



en donde: 

"'" 
o 

• Chi cuadrada 

' V~lor observado 

x 2 • co - e)2 /e 

• Valor esperado te6ricamente 

Finalmente el valor de X2 calculado ae compara con reape;cto 

al valor de la Tabla de X2 para un erado de libertad. Si el valor 

calculado ea menor que el de tablas ae concluye que no exi•te 

diferencia significativa entre lo esperado y lo obtenido. Cabe 

aclarar que en la medida en que disminuye el valor de X2 aumenta 

el grado de confiabilidad con que la hip6teeia ea acoptada. 

En la Tabla 3.20 se preaantan loa valorea de X3 para el caso 

de que estuvieran 4, s o 6 eenes involucrndoo en el car6cter 

CC-). Analizando loa resultados obtenidos, en la primera población 

ae presentó la posibilidad de que fueran 4 o S ~enes loa 

involucrados, siendo mayor la probabilidad para S genoa debido a 

que el valor de X2 es menor. Sin embargo, para la aeaunda 

población y loa datos de ambas poblaciones conaideradoe 

conjuntamente, a6lo ea posible concluir que existen s e•n~e 

1nvolucradoa en la expresión del car~cter acelulolitico. 
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TABLA 3. 20 1 DETERHINACION DEL NUMERO DE GENES POR SEGREOACION DEL, 
CARACTER lC-) EN LA PROGENIE DEL OICARIOTES 56 Hl-N1 
X Ho. 2t.. 

NUMERO SEGREGACION DE HONOCARIOTES (C-l VALOR 

DE VALOR ESPERADO VALOR EXPERIMENTAL DE 

GENES RELATIVO ABSOLUTO RELATIVO ABSOLUTO Xª• 
(~l (~) 

Primera Población: 1:1onocariotes aislados 204 

4 6.2500 13 1. 92 

5 3 .1250 • 3.92 8 0.66 

• 1.5625 3 8 . .33 

Secunda Población: monocariotes aiaalados 275 

4 &.2500 17 t..76 

s 3 .1250 9 2.90 8 o .11 

• 1.5&25 4 4.00 

Ambas Poblaciones: monocariotes aisaladoa 479 

4 6.2500 29 5.82 

5 3 .1250 15 3.34 l& 0.06 

• 1. 5625 7 11.57 

Valores de xa ) 3.84 indican una diferencia aicniCicativa 
entre lo esperado y lo obtenido experimentalmente. 



3.5.4 DETERHINACION DE LOS TIPOS DE COMPATIBILIDAD 
PROOENIE (C-). 

OE LA 

La determinacion de los tipos de compatibilidad se realizo 

con el objeto de clasificar las cepas (C-) en los cuatro tipos de 

compatibilidad. con esta información es posible hibrtdizRr las 

cepas de cada uno de los grupos compatibles (progenitores o 

recombinantes) para obtener cepas dicari6ticas. Las cepas 

dicariOticas en comparacion con la~ monoc~riO~~C3S pre~en~Bn la 

ventaja de tener un desarrollo miceliar més répido y vigorozo. 

Ademas. por lo ceneral son capaces de producir cuerpoB 

fructiferos. 

Los tipos de compatibilidad se determinaron apareando en 

primer lucar las cepas tC-) con las cepas progenitoras 56 Hl-Nl y 

Ho. 24 (Materiales y Métodos 4.ll. Las cepas tC-l cuyo 

apareamiento fue poisitivo (formaron un dicariotel con la mutante 

5& Hl-Nl corresponden al tipo de compatibilidad Ho. 24. mientras 

que las cepas de tipo 56 Hl-Nl fueron aquellas que ge aparearon 

poisitivamente con la capa Ho. 24. De esta manera se identificaron 

las cepas con tipos do compatibilidad progenitores. Las cepas 

cuyos apareamientos resultaron negativos en ambos casos Cno 

formaron dicariotea) corresponden al 1;r-uµu de. rcco::.bin:ln't~l'I Su 

tipQ de compatibilidad dentro de este grupo se determiru. 

apareando una de ellas con el resto de las cepas. Los 

apareamientos positivos indicen que ln cepa pertenecen al grupo 

111 y los necatiVOE al grupo IV. 
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Sn la Tabla 3.21 ae presenta la clasificaciOn de la progenie 

acelulolitica de laa dos poblaciones en los cuatro tipos de 

co•patibilidad. Para la primera poblacion las cepas con clave 68 

y 71 pertenecen al tipo progenitor 56 Hl-Nl y las cepas 33 y 48 

pertenecen al tipo progenitor Ho. 24. Las cepas restantes (74, 

84, 86 y 92) pertenecen al grupo de loe recombinantes. Su tipo de 

compatibilidad se determino apareando la cepa 84 con las cepas 

74, 86 y 92. Las cepas que formaron dicariotes fueron la 74 y B& 

por lo que pertenecen al tipo III. consecuentemente las cepas 84 

Y 92 pertenecen al tipo IV de loa recombinantes. 

En la segunda poblaciOn la distribuciOn de las cepas en los 

4 tipos de compatibilidad fue de 4 para los procenitoree y 4 para 

loa recombinantes, Dentro de los progenitores 3 fueron de tipo 

56 Hl-Nl (45. 54 y 62) y 1 de tipo He. 24 172); para loe 

recombinantee 1 fue de tipo III 192) y 3 fueron de tipo IV 118, 

19Y55). 

3.5.5 APAREAMIENTOS ENTRE HONOCARIOTES COMPATIBLES CON DIFERENTE 
CAPACIDAD PARA CONSUMIR CELULOSA. 

con el objeto de observar la posibilidad que existe para 

obt'!n~r l'ICRluloli ticoe se hibridize.ron ceper.s 

monocar10ticas de tipo progenitor o recombinante con carbcter 

(C-J y IC•I. En la Tabla 3.2Z se da una lista de la& cepas 

aonocariOticas de cada poblacion que se utiliz~ron para la 

obtenc10n de dicariotes. En la Tabla 3.23 se presenta de manera 

resumida la cantidad de apareamientos reali~ados en cada caao. 
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TABLA 3.21: CLASlFICACION DE LOS HONOCARIOTES ACELULOLITICOS EN 
LOS CUATRO TIPOS DE COMPATIBILIDAD. 

HONOCARIOTES ACELULOLITICOS 
TIPOS DE 

POBLACION 1 POBLACION 2 
COHPATIBILIDAD 

CLAVE TOTAL CLAVE· TOTAL 

PROGENITORES 

56 H1-N1 &8 45 
2 

71 54 3 

&2 

Ho. 24 33 1 

48 

RECOHBINANTES 

II1 74 

86 

IV 84 

92 

•''---C:C--'-··-' 
- - __ ,,:-



TABLA 3,221 HONOCARIOTES UTILIZADOS PARA HIBRIDlZAR Y SELECCIONAR 
DlCARIOTES ACELULOLITICOS. 

TIPOS DE HONOCARIOTES (CLAVES)ª -
CARACTER 

COHPATIBILIDAD POBLACION 1 POBLAClON 2 

PROGENITORES 

56 Hl-Nl e- 68, 71 45, 54, 62 

C+ 32, 37, 44 2, s. 29, 46, 49 

53, 57, 59, 71, 88 

Mo. 24 e- 33, 48 72 

C+ 10, 18, 65, 81 20, 40. 47, so. 74 

RECOMBINANTES 

III e- 74, 86 92 

C+ 26, 69 3. 16 

IV e- 84, 92 18, 19, 55 

C+ 12, 56. 73, 104 6. 12, 14, 39, 65 

73, 77. 80 

. Honocariotes descendientes del dicariote 56 H1-N1 X Ho. 24. 



TABLA 3.23: APAREAMIENTOS ENTRE MONOCARIOTES CELULOLITICOS Y 
ACELULOLITICOS. 

POBLACION 

1 

2 

TIPOS DE 
COHPATIBII..IDAD 

Progenitor 
(56 Hl-Nl X Ho. 

Recombinante 
( I II X IVl 

Progenitor 

APAREAMIENTOS 

CARACTER 

e- X C-
24) 

e- X e+ 

C+ X C+ 

e- X e-

e- X e+ 

C+ X e+ 

-c-:~x c-
(56 H1-N1 x Ho. 24)'.· ::·.c;;\~~ ·. C+· ' 

Recombinante 
( III X IV>. 

C~\:x ·e+ 

;. e;.;:' JC e~ 

:·e~ '·~': C+ 

-·,.:,:·:·~;:'X .. d~ 

CANTIDAD 
REAL.IZADA 

14 

12 

4 

12 

B 

3 

25 

so 
3 

14 

16 



3.5.6 SSLECClOH DE DICARIOTES ACELULOLITlCOS. 

Una vez obtenidos loa 54 dicariotea de la 

y 111 de la secunda población se procedió 

primera poblacion 

a determinar su 

capacidad para consumir celulosa. Para ello, la evaluacion se 

realizo utilizando doo métodos con el objeto de comparar los 

resultadoa obtenidos. La primara evaluociOn oo llevo a cabo en el 

medio de peptona - papel !iltro cada 7 dias durante 35 diaa. La 

necunda evaluación se realizó en el medio de DPMA - CHC a los 7 Y 

14 diaa de incubacion. 

Los resultados obtenidos se presentan en las Tablas 3.24, 

3.25, 3.2& y 3.27. Cabe ee~alar que en las dos evaluaciones 

realizadas un numero elevado de cepas se comportaron de manera 

diferente en ambos métodos. Es decir, parte de las cepas se 

comportaron como tC+I en el medio do papel filtro y como tc-1 en 

el medio de celulosa. En este caso posiblemente en el medio de 

CHC el halo oe formo durante loa primeros dias de incubación Y 

debido al abundante deearrollo miceliar, este fue ocultado y la 

cepa se evaluO erroneamente como (C-J. También se presento el 

caso contrario, en donde las cepas se evaluaron como (C-) en el 

medio u~ p~pc! ~ ~~~o IC+l en el medio de celuloaa. Eote tipo do 

comportamiento posiblemente se debo a que el papel filtro en una 

fuente do celulosa monea disponible que la CHC debido a que la 

celulosa fue aometida a un tratamiento bcido (tratamiento 

Walseth). Ello explica la razón por la cual la ovaluacion en 

papel rcqu1Qre de 7 a 35 dias en tanto, que la evaluaciOn en el 

medio do CHC requiere eol~manotc de 7 a 1~ diae. Por ello es 

•o 



TABLA 3.24; EVALUAC:ION DEL CARACTER ACELULOLlTICO/CELULOLITlCO--DE 
LOS APAREAMIENTOS ENTRE PROGENITORES (PRIMERA 
POBLACIONl EN MEDIO CON PAPEL FILTRO Y __ C~_N' CHC::~, 

MONOCARlOTES CARACTER 

TIPO 

Ho. 24 

(CLAVE) 

33 

4B 

10 

1B 

65 

Bl 

DE 

HONOCARlOTES 

APAREADOS 

e-

C+ 

6B 

e-

e-_-

C+ 

C+ 

C+ 

C+ 

-· ';·: .· .. , "., .. ----~ .-. 

71 32 >~? -:--_:37;: ~;;:~~-~-44. 

e-

C+ '~ c..:t+)· ··c.f. C+ 

C+(-) C-(+) C- C+C-) 

C+ C+ C+-(-) C+ 

C+ C• C+ C+(-) 

El sicno indicado entre paréntesis corresponde al carécter del 
dicariote en medio de DPHA 0.5~ - CHC en caso de haberse 
resistrado diferente resultado en medio de peptona papel 
f'iltro. 



TABLA 3,25: EVALUACION DEL CARACTER ACELULOLITICO/CELULOLITICO 
DE LOS APAREAMIENTOS DE TIPO RECOHBINANTE (PRIMERA 
POBLACION) EN MEDIO CON PAPEL FILTRO Y CON CMCª. 

HONOCARIOTES CARACTER MONOCARIOTES RECOHBINANTES TIPO III 

RECOHBINANTES DE 
74 86 27 69 

TIPO IV HONOCARIOTES 

(CLAVE) APAREADOS e- C+ 

84 e- e- e- C-{+)· e+-

92 e- e- c-(+J 

12 C+ ·C+ e+ C-(4-) e+ 

SS C+ C-(+) C-(+) C+ 

73 C+ C-(+) e- C+ 

104 e+ e-<+> C-C+) C-(+) 

El aicno indicado entre paréntesis corresponde al car6cter del 
dicariote en medio de DPHA o.s~-CHC en caao de haberse 
registrado diferente reaultado en medio de peptona - papel 
filtro. 



TABLA 3.261 EVALUACION DEL CARACTER ACELULOLITICO/CELULOLlTlCO 
DE LOS APAREAMIENTOS DE TIPO PROGENITOR (SEGUNDA 
POBLACION) EN MEDIO CON PAPEL FILTRO Y CON CHCª. 

HONOCARIOTES CARACTER 

TIPO 

56 H1-N1 

(CLAVE) 

45 

62 

2 

5 

29 

46 

49 

53 

57 

59 

71 

•• 

DE 

HONOCARIOTES 

APAREADOS 

e-

C+ 

HONOCARIOTES 

72 20 40 

e-

e- C+ C+ 

e-
_?_-. ~-_,-,-_ 

C- _ e+-.:· 

C+ 

C+ C+ e+·-

C+ c+·t-) c'+c-f 

C+ C+ C+ 

C+ ·e+· C+ 

C+ C+ e-

c-C•l c-<+l e-

C+ C+ C• 

TIPO Ho. 21.o 

47 so 74 

e+ 

C+ 

C~--~-, ·--C+ -_ 

-·--.: 

e+:. 

:e+ 

C+ --, . e'..: C+ .,-,-. 

e+ C+ e+ 

c..:;<+l C+ e-

C+ C+ C+ 

·C• C+ C+ 

C+ C+ C+ 

C-(+) C-(+) C+ 

C+ C- (+) C-t 

El signo indicado entre parént~sis 
dicariote en medio DPMA o.s~-CHC 
diferente en medio peptona - papel 

corresponde 
cuando el 

filtro. 

a) ca.ract.er del 
resultadv fue 



TABLA 3.27: EVALUACION DEL CARACTER ACELULOLITICO/CELULOLITICO 
DE LOS APAREAHXENTOS DE TIPO RECOHBINANTE (SECUNDA 
POBLACION) EN MEDIO CON PAPEL FILTRO Y CON CHC•. 

MONOCARIOTES CARACTER 

RECOHBINANTES DE 

Tfp0 IV 

{CLAVE) 

18 

19 

6 

12 

14 

39 

65 

73 

77 

80 

HONOCARIOTES 

APAREADOS 

e-

C+ 

HONOCARIOTES RECOHBINANTES TipO III 

92 

e-

e-

e-

e-

C+ 

C+ 

C+ 

C+ 

C+ 

e-

e+ 

C-l+l 

3 16 

C+ 

C-(+) e+ 

"C.;.t+l"-,--- ~--C+(-) __ 

- -- -~. ,., .. ~~---;- -· 
. C-'(+ .. (-

': _: -:-:'', 
'._ "..;._(+) 

.-c.~/:-

C+l-l. 

e+ 

e+ 

C• 

C-t•l 

C+ 

.-_;. 
::.:-:···e:;:;· 

' _e+' 

C• t-l 

e+ 

e-

C+ 

C+ 

C+ 

El signo indicado entre paréntesis corresponde al car~cter del 
dicariote en medio de DPMA O. 5~ - CHC en caso de haberse 
registrado diferente resultado en medio de peptona-papal filtro. 



factible que si el tiempo de incubación en el medio de papel se 

hubiera proloncado m&s de 35 diss, este tipo de cepas 

poaiblemente consumrian la celulosa del papel de igual forma que 

consumieron la CHC. considerando los problemas anteriores se 

determinaron como dicariotea aceluloliticos únicamente a las 

cepa a que en ambas evaluaciones se comportaron como 

sceluloliticaa. 

En &endlral f:ldl observó que los dicariotei; provenientes de 

monocariotee con carácter (C-) siempre son de tipo· acelulolitico. 

Para el caso de loa dicarioten resultantes de apareamiento& de 

tipo e- x C• ao observo que Unicamente 4 de loe &4 dicariotea 

fueron de tipo acelulolitico. De manera semejante para lon 

dicariotea resultantes de apareamientos C+ x C+ solamente se 

obtuvieron & dicariotes aceluloliticos de loa B& dicariotes 

probados. Eatoa resultados indican que exi~te una probabilidad 

muy baja de obtener dicariotes aceluloliticoe a partir de 

aparea~ientos que involucren monocariotes de tipo CC+). 

En la Tabla 3.28 ae presenta una lista de loa dicariotee que 

preaentaron carbcter (C-) en loa dos métodos de evaluación. Al 

mismo tiempo se indica el carbcter de los monocariotes apnreados. 

3.& COHPORTAHIENTO DE LOS DICARIOTES CC-) SOBRE PAJA DE TRIGO. 

Una vez que se obtuvieron dicariotos 

sceluloli tico 

desarrollan y 

era importonte 

consumen los 

evaluar la 

componentes 

61 
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que se 
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TABLA 3.29: DICARIOTES ACELULOLITICOS (C,-) EN' LOS DOS HETOOOS DE 
EVALUACION'•, 

ORIGEN TOTAL DE CEPAS ACELULOLITICAS 
(CARACTERES APAREAMIENTOS 
APAREADOS) REALIZADOS NUMERO TOTAL CLAVE 

e- x e- 14 14 45 X 72 
54 X 72 
62 X 72 
66 X 33 
68 X 48 
71 X 33 
71 X 48 
74 X 84 
74 X 92 
86 X 84 
86 X 92 
92 X 18 
92 X 19 
92 X 55 

C- X C+ 65 4 27 X 92 
32 X 33 
62 X 47 
92 X 73 

C+ X C+ 86 6 16 X 65 
27 X 73 
37 X 18 
49 X 74 
59 X 40 
71 X 40 

~todoe de deteceiOn: 
- Peptona 0.1~ - papel filtro. 
- DPMA 0.5~ - CHC. 



acricola. Ello permitiria determinar objetivamente las ventajas 

y/o -desvetajaa de someter una cepa a un tratamiento mutacénico y 

posterior mejoramiento genético. 

3.6.1 EVALUACION COMPARATIVA DEL DESARROLLO HICELIAR DE LOS 
DICARIOTES (C-) EN MEDIO DE PEPTONA Y DE PAJA DE TRIGO. 

Los 24 dicariotes aceluloliticos se evaluaron en medios de 

peptona - paja de trigo y pepetona sOla (Materiales y Métodos 

2.2.7 y 2.2.8), Esto se reali:O con el objeto de conocer Y 

comparar la capacidad de cada cepa para desarrollarse en paja de 

trigo y en medio de peptona. 

En la Tabla 3.29 se presentan los resultados de dicha 

evalueciOn a los 7 dias de 1ncubac10n a 2a•c. Los datos 

presentados son el resultado de 3 mediciones. En la Ultima 

columna de la tabla se presentan las diferencias en crecimiento 

observadas al comparar el desarrollo miceliar en el medio de paja 

con respecto al de peptona (las diferencias en crecimiento se 

determinaron por medio de una Prueba "T"). En la evaluaciOn de 

los 24 dicariotes probado& se observo que 1~ presentaron meyor 

desarrollo micellar sobre el modio de paja (con una P•95 o 

P•99~}; 7 ee desarrollaron de igual forma en ambos medio y 3 

presentaron menor desarrollo ~1ccl1ar en el medio de paja que en 

peptona. 

Con base en los resultados obtenidos, en la Tabla 3.30 se 

presenta una clasificación de los dicariotes (C-) de acuerdo a su 

desarrollo miceliar sobre el medio de paja de trigo. Dentro de 

6Z 



TABt.A-3.29: KVALUAClON DEL DESARROLLO HICELIAR DE LOS DlCARlOTES 
ACELULOLITICOS SOBRE HEDIO DE PAJA Y DE PEPTONA. 

ORIOEN CEPAS DESARROLLO HICELlAR (cm) CRECIMIENTO 
(CARACTERES ACELULO- ------------------------ RELATIVO 

APAREADOS} LITICAS PAJA PEPTONA {PAJA/PEPTONA) 

e- X C- 45 X 72 3.93 • 0.11 3.73 • 0.06 Ic:ual 
54 X 72 3.76 • o .11 3.26 • 0.1.1 Hayor (P•99~) 
62 X 72 4.00 • O.DO 4.00 • º·ºº Igual 
68 X 33 3.70 • º·ºº 2.73 • 0.25 Hayor (p .. 99~1 
68 X 48 3.73 • 0.25 3.56 • 0.11. Igual 
71 X 33 3.&6 ± 0.23 3.06 • o. l.l. Hayor {P•95'l.) 
71 X 48 4.00 • 0.00 3.06 • 0.11 Hayor (p:a99-,:.1 
74 X 84 3.43 ± 0.06 2.50 • 0.10 Hayor 1 P•99":t) 
74 X 92 3.03 • O. l.5 2.1.6 • 0.20 Hayor (p .. 99-,:.) 
86 X 84 4.1.0 • 0.10 3.07 • 0.15 Isual 
86 X 92 3.47 ± 0.06 4.53 • 0.06 Henor CP•99~l 
92 X 18 3.86 • 0.15 3.53 • 0.06 Hayor {P•95~) 
92 X 19 4.03 • 0,06 3.46 ± 0.06 Hayor ¡p .. 99~} 
92 X 55 3.66 • 0.15 3.73 • 0.06 lgu11l 

e- x c+ 27 X 02 4.23 ± 0.21. 4.1.0 • O. l.O I¡:ual 
32 X 33 4.00 • º·ºº 3.00 • O.DO Hayor (p.99-,:.) 
62 X 47 3.20 ± O.DO 3. 70 ± O.DO Henor <P•99~J 
92 X 73 2.40 • 0.10 1.00 • º·ºº Hayor IP•99~) 

e+ x C+ 16 X 65 3.63 • 0.15 4.2& ± 0.1.1 Hanor !P•99'l.l 
27 X 73 4.1.& • 0.15 3.60 • 0.10 Mayor (p .. 99~) 
37 X 18 3.20 • 0.20 3.50 • O.DO tau al 
49 X 74 4,43 • 0.11 3.33 • 0.06 Hayor !P•99%) 
59 X 40 4.43 • º· 11 3.50 • 0.00 Hayor IP:s99~) 

71 X 40 4.00 • º·ºº 3.00 • O.DO Hayor tP=99%1 

ttota: La dif'erencias observadas en crecimiento miceliar en el 
11.ed1o de paja con respecto al de peptona •e determ.inaron 
por medio de una Prueba T. 



TABLA 3.30: CLASIFICACION Y SELECCION DE LOS DICARIOTES 
ACELULOLITICOS DE ACUERDO A SU DESARROLLO EN PAJA. 

DESARROLLO 
HICELIAR EN 
PAJA (cm) 

pOBRE 
(2.40 - 3.20) 

BUENO 
(3 • .t.3 - 4.00) 

ABUNDANTE 
(4.03 - 4.43} 

•cepas seleccionadas. 

CRECIMIENTO 
RELATIVO 

(PAJA/PEPTONA) 

Honor (P•99X) 

Igual 

Hayor (P•99"-) 

Henar (P•99X) 

Ia:ual. 

Hayor (P•95X) 

Hayor (P•997') 

Icual 

Mayor (P•99X.) 

DICARIOTES 

ACELULOLITICOS 

62 X 47 

37 X 10• 

74 X 92• 
92 X 73• 

16 X 65• 
86 X 92" 

45 X 72 
62 X 72 
68 X 48 
92 X 55• 

71 X 33 
92 X 19 

32 X 33 
54 X 72 
68 X 33 
71 X 40 
71 X 48" 
74 X 84 

27 X 92" 
86 X 84" 

27 X 73• 
49 X 74 
59 X 40" 
92 X 19 

Nota: La diCerenciaa observadas en crecimiento miceliar en el 
medio de paja con respecto al de peptona se determinaron 
por medio de una Prueba T. 



cada crupo ae clasificaron nuevamente las cepae, considerando las 

diferencias en crecimiento observadas al comparar el medio de 

paja con respecto al medio de peptona s6lo. como se puede 

observar laa caracteriaticaa de desarrollo de loa 24 dicariotea 

(C-> aon muy distintas. Por ello se elicieron cepas de cada uno 

de loa srupo obtenidos para evaluar la forma en que son 

eonsumidoa loa componentes de la li~nocelulosa. En la Tabla 3.30 

ae indican con un asterisco loa 11 dicariotes (C-) aeleccionadoa 

para la aicuiente evaluacion. 

3.6.2 PROPAGACIOH DE LOS DICARIOTES {C-) KH PAJA DK TRIGO. 

La propacaci6n de loa dicariotea (C-) en paja de tri10 

De realizo con la finalidad de evaluar la capacidad de cada cepa 

para consumir loa componentea de la lignoceluloaa. Al mismo 

tiempo se incluyeron 2 ccpaa toDti~o con el objeto de observar 

laa ventajas y/o desventajas del proceso de mutación y 

•eJoramiento son6tico por el cual se obtuvieron los dicariotea 

(C-1. Las cepas teati&o utilizadaa fueron loa dicariotes ex 3 y 

56 Hl-Hl x Ho. 2~. El primoro correaponde al dicariote prosenitor 

de la mutante 56 Hl-Nl y el aenundo al dicariote procenitor de 

loa 11 dicariotes aceluloliticos. 

La propaaacion de las cepas en paja de trico 

producción de la aeailla o in6culo de crano de cada 

ello laa cepaa se inocularon en arana de trigo 

hervido y esterilizado CHateriales y Métodos 2.5.1) y 

requiere la 

cepa. Para 

previamente 

finalmente 

se incubaron a 2a•c durante B diaa para permitir su invasión con 
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mice1io vegetativo, Una vez obtenido e1 in6cu1o de srano se 

acondiciona 1a paja de trigo e inocu1a con cada una de las cepas 

(Hateriales y Hétodos 2.5.2). Para observar las diferencias en 

crecimiento miceliar de las cepas probadas, este !ue evaluado en 

cada muestreo antes de secar el material. Esta evaluaci6n se 

realizó de manera subjetiva por medio de una escala hed6nica. A 

los 25 dias de incubación el desarrollo miceliar de las cepao 

controles fue mbs abundante; para 4 cepas fue bueno (27 x 73, 27 

x 92, 59 x 40 y 86 x B4); con 3 cepas fue muy pobre (71 x 4B, 96 

92 Y 92 X 55), mientras que las~ cepas restantes no presentaron 

desarrollo miceliar alguno (16 x 65, 37 X·1B, 74 x 92 y 92 x 73) 

razón por la cual no se realizaron los an&lisis quimicos para 

estas ~ltimas cepas. A los SO dias de incubacion las cepas 

control al icual que las cepas 27 x 73, 27 X 92 y 59 X 40 

preoentaron el mayor desarrollo miceliar; para 4 cepas fue bueno 

Y las cepas que no habian crecido al primer tiempo presentaron un 

desarrollo miceliar muy pobre (Tabla 3.31). 

3.6.3 EVALUACION OUIHICA DE LOS PATRONES DE CONSUMO DE LOS 
DICARIOTES IC-) SOBRE PAJA DE TRIGO. 

Una vez evaluado el desarrollo miceliar de los 11 dicariotes 

IC-) v laR dos cepaa testigo, la paja de trigo se secó a 5o•c 

hasta peso constante, Posteriormente se analizo el sustrato en 

términos de cenizas (A.0.A.C.), lignina <Hétodo de Effland> y 

carbohidratos por medio de una hidrOlisis total con 6cido 

sulfurico al 67~ y posterior determinación de slucnnoo {Hótodo de 

Klein-Weissmanl y xilanos {Método de Tracey). Cada determinación 
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TABLA 3.31: DESARROLLO HICELIAR DE DICARIOTES ACELULOLITICOS EN 
PAJA DE TRIGO. 

e 
• p 

A 
s 

TESTIGOS --------e X 3 

56 Hl-Nl X Ho.24 

DICARIOTES C-
-------------16 X 65 

27 X 73 

27 X 92 

37 X 18 

50 X 40 

71 X 48 

74 X 92 

86 X 84 

86 X 92 

02 X 55 

92 X 73 

Desarrollo m~celiar 
1 • nulo 
2 • pobre 
3 • bueno 
4 • abundante 

. DESARROLLO HICELIAR• 

-----------------------------TIEHPO DE INCUBACION (DIAS) 

25 50 

4 4 

4 4 

l 2 

3 4 

3 4 

l 2 

3 4 

·2 3 

l 2 

3 3 

2 3 

2 3 

l 2 



ee realiz6 por triplicado para las dos replicas de cada cepa en 

cada tiempo de incubación. Ademé& ee analizó la paja de tri&o 

original (paja de trico sin aer hidratad.a y pasteurizada) y la 

paja de trigo sin inocular (denominada como testigo de paja al 

tiempo O), tomando de igual forma doa muestras de cada tipo que 

se analizaron por triplicado. 

El an6linis de la paja de trigo original con respecto a la 

paja da trigo al tiempo o se realiz6 para determinar la pérdida 

de componentes originada por los tratamientos de hidratacion y 

pasteurizac16n. La determinación de humedad de cantidades iguales 

de ambaa muetras revel6 que la paja oricinal present6 un 10.l~'IC:I de 

humedad y la pérdida en peso de la paja tratada fue de 14.37~. 

El an6liais proximal de la paja original fue el Bi&Uiente 

(expreaado en ~I: ceniza B.53 t O.OB; licnina 19.34 t 0.19; 

alucanoa 53.36 t 0.95 y xilanos 29.24 t 0.41. En tanto que para 

la paja tratada fue: cenizas 4.35 t 0.04; licnina 20.70 t 0.12; 

slucanos 49.54 t o.o y xilanos 25.95 t 0.41. Al comparar ambas 

pajas y correlacionarlas con la perdida en peso debida a la 

hidratac16n y pasteurizaciOnee se calculo la pérdida de cada 

componente. Asi se determin6 que el tratamiento de hidrataci6n y 

paeteurizac16n dado a la paja ocasiono una pérdida de 56~ en 

cenizas, e~ en lignina, 20& en clucanos y 21% en xilanos. 

En lae Tablau 3.32 y 3.33 se reporta la composición del 

sustrato en base seca al tiempo O y después de 25 y 50 dias de 

incubacion con las diferentes cepas. La interpretaci6n de loe 

resultados se realizo por medio de un an6liaia de varianza para 
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TABLA 3.32: COHpOSJCION DE LA PAJA DE TRIGO DESPUES DE 25 DIAS DE 
lNCUBAClON CON PICARIOTRS ACELULOLITlCOS. 

e COHPOSICION tg/100 g de paje seca) 

" -----------------------------------------------------p CARBOHIDRATOS 
A CENIZAS LIGNIHA ------------------------s O LUCANOS XILANOS 

TESTIGOS --------
Paja 
(tiempo Ol 4.23 • 0.23 20.34 • 0.33 50.17 • 1.36 26.73 • 0.53 

8 X 3 6.17 • 0.25 18.39 • 0.23 47.44 • 0.42 26.42 • O. lB 

56 Hl-Nl X 
Ho 24 6.39 • 0.40 lB.89 • 0.38 38.42 • o.et. 25·.33 • 0.37 

DICARIOTES <C-J 

---------------16 X 65 "º ND "º "º 
27 X 73 5.02 • 0.09 22.39 • 0.36 46.90 • 0.94 26.02 • 0.34 

27 X 92 6.18 • 0.35 21.66 • 0.33 48.13 • 1.00 2-4.55 • 0,35 

37 X 18 4.98 • 0.14 20.19 • 0.67 51.50 • 0.7t. 25.85 • 0.37 

59 X 40 5.44 • 0.24 19.81 • 0.6& 42.49 • 1.15 25.43 • 0.47 

71 X 48 6.36 • 0.10 23.92 • 0.95 39.93 • 0.82 23.85 • 0.34 

74 " 02 5.02 • 0.17 20.0B • 0.19 43.89 • 0.84 25.03 • 0.19 

86 X 94 "º HD HD HD 

86 X 92 HD "º "º HD 

92 X 55 6.11 • o .17 21.27 • 0.91 46.49 • 0,61 23.49 • 0.46 

92 X 73 HD NO ND HD 

"º . "º determinado 



TABLA 3.33: COMPOSICION DE LA PAJA DE TRIGO DESPUES DE SO DIAS DE 
INCUBACION CON DICARIOTES ACELULOLITICOS. 

e COHPOSICION (g/100 g de paja seca) 

• ---------------------------------------------------p CARBOHIDRATOS 
A CENIZAS LIGNINA --------------------------s GLUCANOS XILANOS 

TESTIGOS --------
Paja 4.23 • 0.23 20.34 • 0.33 50.17 • 1.36 26.73 • 0.S3 

8 X 3 6.69 • 0.13 17.83 • 0.32 44;04 • 1.99 18.72 • 0.60 

56 Hl-Nl X 
Ho 24 6.88 • 0.31 17 .04 • o.s3 47.S4 • 0.87 18.42 • O.S6 

DICARIOTES CC-> 

---------------
16 X 65 5.79 • 0.06 19.99 • 0.11 53.63 • 1.30 18.74 • O.SS 

27 X 73 S.51 • o.os 20.96 ± o.os 42.38 • 0.98 16,65 • 0.32 

27 X 92 6.45 • 0.31 20.61 • 0.15 so.os • 1.25 19.09 • 0.28 

37 X 18 S.40 • 0.20 18.53 • 1.28 54.23 • 1. oe 16.39 • 0.30 

59 X 40 6.05 • 0.23 lS.66 • 0.27 50.30 • O.SS 17.99 • 0.34 

71 X 48 6.41 • 0.19 19.61 • o.30 Sl.14 • 1.53 15.61 • 0.23 

74 X 92 6.25 • 0.17 20.14 • 1.12 S3.00 • 0.46 16.00 • o.os 

06 X 04 4.S3 • 0.17 20.46 • 0.21 41.93 • 0.77 17.36 • 0.49 

86 X 92 6.69 • 0.03 16.34 • o.27 49.48 • 0.66 18.2S • 0.34 

92 X SS 6.31 • 0.24 19.91 • 0.42 52.97 • 2.l.6 19.83 • o. 19 

92 X 73 4.97 • 0.07 20.59 • 0.42 S3.03 • 1.09 16.06 • 0.20 



observar si existian diferencias en cada componente debidas al 

desarrollo miceliar de las diferentes cepas. En todos los casos 

OD presantaron diferencias 6ltamente aicnificativas entre la paja 

sin inocular y lo paja inoculad8 por los diferentes cepas. Se 

8Pl1c6 entonces un prueba de cunean pera determinar las cepas 

que consumieron lo meyor, o menor centidad de cada uno de los 

componontea de lo paja. !En el Anexo 2 •• presentan los 

rosultlldoe del an,lisis estadietico). 

cuando los resultados se expresan en porcentajes de cada 

componente <Tablas 3.32 y 3.33), la proporcion de cenizas es la 

'1nica que aumenta con el desarrollo ve¡¡;etativo. Este 

comportamiento indica que los otros componentes del sustrato 

eatan siendo consumidos, incrementandose asi la proporcion o 

porcentaje de cenizas. Por ello no ea posible determinar el 

consumo de cada componente del sustrato considerando Unicamente 

los d8tos de composiciOn del sustrato. Esto se logra calculando 

los porcentajes do pérdida de cada componente en base conatante, 

ea decir con respecto al contenido de cenizas. Bate tipo de 

calcules ea semejante al obtenido por medio de la pérdida en 

peso. Bn el Anexo 1 se detalla la forma en que fueron calculados 

loa porcentajes de pérdida de cada componente en base al 

incremento de cenizas y se compara con las pérdidas en base a 

peao. 

Es importante aenalar que las cenizas son al único componete 

en el sustrato cuya cantidad neta no varia debido al desarrollo 

vacetativo de las cepas. Las cenizas al ser metabolizados por el 

aicroor•aniamo son incorporadas eventualmente al micelio, pero en 
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nin.Un momenr.o ae Procon~on perdidas o ganacias del sistema por 

lo que su cantidad permanece constante en el sustrato. 

En las Tablea 3.34 y 3.35 se presentan la forma en que 

fueron consumidos loa componentes del sustrato a los 25 y 50 dias 

de incubación por las diferentes cepas. Loa porcentajes da 

p6rdida de cada componente en los dos tiempos de muestreo se 

avaluaron por medio de un análisis de varianza y la prueba de 

Duncan (comparación múltiple de medias}. 

En relación a la de&radaci6n de la li~nina. a los 25 diaa de 

incubación laa cepas que consumieron la mayor cantidad fueron los 

controles (B x 3 Y 56 Hl-Nl X Ho. 24), se&~idas por las cepas 27 

x 92 Y 92 X 55. A loa 50 dias de incubación el mayor consumo 

correspondió a las cepas 86 X 92 y 56 Hl-Hl x Ho. 24, seguido por 

las cepas 59 x 40 y 8 x 3. Estos resultados indican qu~ al 

seaundo tiempo, catea dos dicariotes (C-l consumieron cantidades 

similares a las cepas testigo. Al comparar el consumo de lignina 

de cada cepa para loa dos tiempos de muestreo, todas las cepas 

presentaron un aayor consumo de ligninB al segundo tiempo de 

incubación (diferencias Altamente sicnificativaa). 

Con respecto al consumo da glucanoa se observa que a loe 25 

dias de incubaciOn le cepa t.eet.11;;0 !:.& 111-?ll ~: Ho. 21, y 11'1 cepa 

71 x 48 presentaron el mayor consumo de este componente (49~). En 

tanto que a loe 50 diaa de incubación las cepaB que presentan el 

mayor consumo da clucanos corresponden a la e x 3 y 56 Hl-Nt x 

Ho. 24. Estos rasultados demuestran que todos los dicariotes <C-l 

presentan alte~acicnee en su metabolismo p~rB consumir glucanoe. 
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TABLA 3,34: PERDIDA DE LIGNINA Y CARBOHIDRATOS DE LA PAJA DE 
TRIOO DESPUES DE 25 DIAS DE INCUBACION_ CON DICARIOTES 
ACELULOLITICOS, 

e p E R D I D A (~) 

B -------------------------------------------p CARBOHIORATOS 
A LIONINA ----------------------------s O LUCANOS XILANOS 

TESTIGOS --------
a X 3 38.09 • 0.73 35.19 • 0.57 32.27 • 0.49 

S6 H1-N1 X Ho. 24 38.56 • 1.2s 49.30 • 1.09 37.29 • 0,90 

DICARIOTES (C-) 

---------------
16 X 6S ND ND ND 

27 X 73 B.03 • 1.14 21 .41 • 1.SS 10.12 • 1.13 

27 X 92 27.05 • 1.oe 34.33 • 1.38 37 .18 • 0.93 

37 X 18 18.19 • 0.79 12.80 • 1.27 17.06 • 1.19 

so X 40 24.91 • 1.20 33.0S • 0.69 25.63 • 1.03 

71 X 48 20.59 • 1.78 47.25 • 1.09 40.82 • 0.77 

74 X 92 16.83 • 0.76 26.31 • 1.43 21.12 • 0.60 

86 X 84 ND ND ND 

86 X 92 ND ND ND 

92 X SS 25.57 • 1.46 35.88 • o.es 39.16 • 1.22 

92 X 73 ND ND ND 

HD . No determinado 



TABLA 3.35: PERDIDA DE LIGNINA Y CARBOHIDRATOS DE LA PAJA DE 
TRIGO DESPUES DE 50 DIAS DE INCUBACION CON OICARIOTES 
ACELULOLITICOS. 

e p E R o I o A ,., 
E -------------------------------------------------p CARBO~IDRATOS 

A LIGNINA -----------------------------s O LUCANOS XILANOS 

TESTIGOS --------
8 X 3 44.66 • 1.05 ~4.52 • 2.52 55.75 • 1.42 

S6 H1-N1 X Ho. 24 4B.5B • 1.61 41.78 • 1,09 57,70 • 1.29 

OlCARIOTES <C-J 
---------------
16 X 65 2B.27 • 0.41 21.89 • 1.88 8.78 • 1.55 

27 X 73 20.92 • 0.31 35.16 • 1.52 52.21 • 0.95 

27 X 92 33.61 • 0.49 34.54 • 1.61 53.22 • 0.66 

37 X 18 31.49 • 2.94 16.33 • 0.66 51.97 • 0.91 

59 X 40 46.81 • 0.95 29.90 • 0.77 52.98 • 0.93 

71 X 48 36.34 • 0.97 32.72 • 2.00 61.49 • 0.56 

74 X 92 34.01 • 3.45 28.62 • 0.63 59.54 • 0.21 

86 X 64 6.09 • 1.06 21.86 • 1.41 39.40 • 1.71 

86 X 92 49.34 • o.e3 37.66 • 0.84 56,BS • 0.87 

92 X SS 34.41 • 1.40 28.39 • 2.27 52.77 • 0,-48 

92 X 73 14.27 • 1.32 11.07 • 0.19 48.53 • 1.05 



Al considerar loa dicariotes 66 x 92 y 59 x 40 que fueron loa que 

presentaron un mayor consumo de lilnina. el pri•ero consume un 

37~ de slucanos y el secundo un 30~. Satos resultado• permiten 

visualizar que la capacidad para conau•ir lisnina en eatoa dos 

dicariotes no fue alterada pero fue posible disminuir el 

consumo de clucanos con respecto a las cepas testigo. Al comparar 

el consumo de slucanoa a loa 25 y SO dias para cada cepa, ae 

obaervo con 4 cepas que el consumo aumento con el tiempo de 

incubaciOn. con otras 4 cepas se presento un eventual incremento 

en la cantidad de clucanoa pres•nte en •l sustrato y con la cepa 

27 x 92 el consu•o fue de 34~ para ambos tiempos. 

Para el consumo de xilanos se observa que la cepa 86 x 92 

consumiO una cantidad semejante a la cepa 56 Hl-Hl x Ho.24 (56~) 

y la cepa 59 x 40 comaumiO menor cantidad t53~). Conforme aumento 

el tiempo de incubacion se observo que todas 

conauaieron mayor cantidad de xilanoa. 

l•• cepas 

Finalmente ae comparo el conuumo de 

ret1pecto al conau•o de licnina. Esto se realizo 

carbohidrato• con 

para seleccionar 

aquellas cepas capacea de consumir menor cantidad de •lucanos por 

sra•o de lisnina consumida. 

Bn la Tabla 3.36 se presenta la cantidad residual de alucanoa 

y xilanos por gramo de li&nina. Con la prueba de Duncan se 

d•terminO que a los 50 dias las cepas que pre•entaron un menor 

con•uao de slucanoa por cremo de liunina consumido corresponden a 

la 59 x 40 &aEUida por las cepas 66 x 92 y 37 x 18. Las cepaa 

te•~isos 56 Hl·Hl x Ho.24 y e x 3 ocuparon el cuarto y décimo 
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TABLA 3.36: 

e 
E 

p 
A 

s 

TESTIGOS 
--------

Paja 
(tiempo o> 
8 X 3 
S6 Hl-Nl X 
Ho 24 

DICARIOTES 

CAMB 'i:~ Et'' LA PROPORCION DE CELULOSA 
CON RESP!tCTO A LIONINA. EN LA PA.JA DE 
DE 2S ·Y SO DIAS DE INCUBACION 
ACELULOLI'lICOS. 

Y HE!1ICELULOSA 
TRIGO DESPUES 

CON DICARIOTES 

CANTIDAD RELATIVA DE CARBOHIORATOS 
{g de carbohidrato/g de lignina) 

OLUCANOS XILANOS 

2S DIAS 50 DIAS 2S DIAS SO DIAS 

2.46 • 0.07 1.31 • 0.03 
--------------------------------------------------2.S8 • 0.02 2.47 • 0.11 1.44 • 0.01 1.05 • 0.03 

2.03 • o.os 2.79 • o.os 1.34 • 0.02 1.00 • 0.03 

(C-) 

---------------
16 X 6S ND 2.68 • 0.06 ND 0.94 • 0.03 

27 X 73 2.09 • 0.04 2.02 • o.os 1.16 • 0.01 0.79 • 0.01 

27 X 92 2.22 • o.os 2.43 • 0.06 l. ,13 • 0.01 0.92 • 0.02 

37 X 18 2.55 • 0.04 2.92 • 0.06 l. .28 • 0.01 o.ea • 0.02 

S9 X 40 2.14 • 0.06 3.22 • 0.03 1.20 • 0.02 1.15 • 0.03 

71 X 48 1.67 • 0.03 2.61 • o.os 1.00 • 0.01 0.79 • 0.01 

74 X 92 2.18 • 0.04 2.63 • 0.02 1.24 • 0.01 0.79 • 0.01 

86 X 84 ND 2.05 • 0.03 ND o.es • 0.02 

86 X 92 ND 3.02 • 0.04 ND 1.12 • 0.02 

92 X SS 2.18 • 0.02 2.66 • 0.11 1.10 • 0.02 0.94 • 0.01 

92 X 73 ND 2.57 • o.os ND 0.79 • 0.01 

ND . No determinado 



!usar reapectivamente. Kate tipo de comparacion permite concluir 

que loa procesos de mutación Y mejoramiento genético lograron 

alterar la capacidad de los dicariotes (C-} para permitir una 

desradac16n colectiva de la paja de trigo lo cual puede ser 

aplicado a otros sustratos de tipo lignocelulOaicos. 

Para los Xilanos las cepas que consumieron menor cantidad 

corresponden a la 59 x ~o secuida de la 86 x 92. 

Con respecto al ticQpo en que son consumidos loa 

carbohidrato& se obaerva que loa xilanos se conaume en mayor 

proporción durante loa primeros 25 dias, En tanto que los 

slucanos se consume en mayor proporcion a partir de loa 25 dias 

de incubación (Anexo 2: Pérdida de celulosa y hemiceluloaa en 

base a licnina}. 
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IV DISCUSION 

En el presente trabajo se aislaron y estudiaron varias 

mutantes aceluloliticaa de P. oatreatu11, elucidendose algunos 

aspectos básicos de la genética del carActer cc-J y lograndose al 

mismo tiempo obtener algunas cepas capaces de consumir de manera 

selectiva a la licnoceluloaa. Laa diferentes etapas que ae pueden 

diatinsuir en el desarrollo del proyecto fueron: 1) ProducciOn de 

autantes <C-1 a partir de micelio fragmentado Y basidioeporas; 

2) Optimizaci6n de loa medios utilizados para caracterizar a las 

c•paa; 3) Determinacton del nümero de cenes involucrados en el 

car•cter {C-); ~) Hibrid1zac16n de la pri~era progenie de la 

•utante (C-) y S) Doterminac16n de los patrones de consumo de los 

dicariote11 ce-). 

En los experimentos para producir y caracterizar a las 

mutantes aceluloliticaa ae observaron algunas diferencias en 

condiciones experimentales dependiendo de la naturaleza 

i .. 

del 

aaterial mutado. AB1 para producir mutantes (C-) a partir de 

micelio monocariOtico fracmentado se requiere que la cantidad de 

fracmentoa de la suspensión inicial sea 10 veces més concentrada 

que la suapensiOn de basidioeporae. Este requerimiento ea debe a 

que la cantidad de fragmentos viables en la suspensión de micelio 

fragmentado eo 10 veces menor al nümero de 

menor viabilidad de la suspensión de 

eaporas 

micelio 

vinblea. La 

frogmentado 

probablemente se deba a que el proceso de fracmentacion rompe una 

gran cantidad de celula~. las cuales al ser cuantificadas 

microscOpicamente no pueden ser diferenciadas entre viables y no 
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v~ables. Ka decir. el nU•ero de unidades viables ea igual para 

a•bo• caaoa. 

Con respecto al proceso de mutación como tal. se observo que 

la cantidad de sobrevivientes y el tiempo de mutación no varian 

con la naturalc:a del material biolocico. Sin embarco, para 

detener la acción del •UtA&eno al unar micelio monocariOtico ae 

requiere que la suspensión miceliar después del tratamiento 

•utagenico ~ea d~luida en una proporcion de 1:10. De lo contrario 

ae eliainan tOdaa lae posibilidades de recuperar aobrevivientes 

autadoa. Laa baoidioaporaa presentan una mayor rea~atencia a la 

acción del mut6ceno ya que, requieren solo una 

para detaner la acción del mutAgeno. Esta 

dilución de 1:4 

ea, poaible•ente 

propiciada por la pared celular que recubre a laa eaporaa y que 

en el caso del aicolio Cracmentado éata no existe. 

En la recuperación e identificación de lae posibles autantea 

se observo que laa eaporaa necesitan un cierto tiempo para 

carminar. Por ello el •edio de identificación se adiciona hasta 

que las esporas han cer•inado. Esto se debe a que las eaporaa aon 

un material biolOaico que se encuentra con vida latente y au 

aera1nac10n se lleva a cabo cuando ee preaentan lae condicionee 

favorablP•. Rn ente caco laG ~apora~ son euePf!lndidaa en a1ua 

osteril y ao•etidaa a la acción del aut~geno durante 60 ainutoa. 

Rataa adveraaa condiciones del proceso de mutación ocasionan que 

la• eaporaa necoaiten de mayor tiempo para ger•inar, ya que 

primero ae deben de recuperar do la acciOn del mutAceno. 
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Al observar la probabilidad que existe para obtener mutantes 

ce-> a partir de micelio fracmentado y de baaidioaporaa ae 

encontró que que únicamente para el micelio monocariótico fue 

posible obtener mutantes <C-). As!, para micelio monocariótico 

ae recuperaron en 17 experimentos de mutación un total 235,125 

colonias, de las cuales se identifico l sola mutante como 

acelulolitica total y 3 cepas 

parcial. Ello implica, que la 

••• con car6cter acelulolitico 

probabilidad 

(C-) total a partir de micelio frocmentado ec 

de obtener 

do l X 

mu tantea 

o 

expresado de otra forma de 0.0001~. Para las basidioaporas no ae 

obtuvo ninguna mutante pero únicamente se recuperaron 36,500 

colonias. Probablemente el namero de experimentos de mutación con 

baaidioaporas fue insuficiente para obtener mutantes (C-). Sin 

e.barso, la juatificac!On de realizar un mayor nomero de 

experi•entos con micelio fragmentado se fundamento en la 

facilidad para obtener el material y el tiempo tan reducidc para 

uu obtención. 

Considerando que la probabilidad para obtener mu tantea 

aceluloliticaa fue auy baja para laa condiciones manejadas en el 

presente trabajo, aeria recomendable que el tiempo de mutación a~ 

redujera a 40 minutos. Bajo estas condiciones es posible que se 

aumentara la probabilidad para obtener mutantes (C-) y al mismo 

tiempo ae ovitaria que las mutantes 

alteraciones mOltiplea. 

obtenidas presentaran 

De los 2 métodos utilizados para evaluar el carActer CC-), 

el medio de papel filtro y el medio de CHC-OPHA, ae determino el 

segundo como el m6a adecuado. Dicho medio caracterizo a las 
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mutantes en forma mas riguroza, es decir permitió discriminar 

entre laa de tipo acelulolitico total y parcial. El medio de 

papel filtro indentific6 a todaa laa cepaa que presentaron alauna 

deficiencia para conau•ir celulosa como aceluloliticaa. Con baae 

en lo anterior se auaiere utilizar 

complementaria. Es decir la prueba de 

preliminar para descartar el mayor 

loa dos medio en forma 

papel filtro de manera 

n~mero posible de cepas 

celuloliticaa, cuando la masnitud de la poblacion es muy srande. 

A continuación se debiera evaluar nuevamente el carActer CC-> en 

el medio de CHC - DPHA. Con este criterio se evaluó el carActer 

(C-) de la progenie obtenida durante el mejoramiento cen&tico. 

Loa resultados obtenidos indicaron que exiatian B cepao en cada 

población con car6cter (C-). 

Pera probar el car6cter acelulolitico de 

progenie ae utilizaron aimult6neamente amboa 

loa dicarioton 

medios. Los 

resultado• indicaron en este caso, que las doa pruebaa fueron 

co•plementariaa y necesaria& ya que con cada medio por separado 

ae presento la pooibilidad de evaluar erróneamente el carActer de 

una cepa. Por ello aeria indiepenaable optimizar en un futuro 

loa métodos de evaluación del carbcter (C-) para que cada uno 

proporcione resultados independientes y ae puedan utilizar como 

m6todoa alternos de evaluación. 

Pera determinar el nümero de genea que deben estar alterados 

para obtener cepas aceluloliticaa fue necesario evaluar con la 

mayor preciaiOn posible este car6cter en la progenie de la 

autante 56 Hl-Nl. Por ello la capacidad o incapacidad para 
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-..... __ __ 

con•u•ir celulo•a de cada cepa progenie ae prob6 pri•ero en el 

medio de papel filtro y laa cepas do tipo ce-) •• probaron 

nueva•ente en el aedio de CHC. De esta rorma ae conaideraron como 

copa• con caracter acelulolitico aquellas que no conau•ieron la 

celulosa en ninsuno de loa dos aedioa. Como ya ae habia .indicado 

e cepa• de cada población presentaron car6cter acelulolitico. En 

la priaera poblaciOn la prueba de xa indico que era ractible qua 

.. ~uvieran involucrado• 4 o 5 1enea en el carActer (C-). Lo• 

resultado• de la aeeunda población aólamente indicaron que 

existen S 1enea involucrados en dicho carActer. Batea Ultimo• 

resultado• ae consideran a6a confiables debido al aayor taaafto de 

••ta poblaci6n. La presencia do loa 5 aenea fue corroborada al 

conaidorar l•• doa poblaciones como una a6la de mayor macnitud. 

Considerando lo anterior ae au&iere que cuando el nU•ero de senes 

involucrados en una caracteristica determinada ea aayor de 3 el 

tamafto de la población recuperada debe aer aayor de 300 cepas. 

Ello ae Cundaaenta en loa datos de la Tabla 19 <Experi•entos y 

Reaultadoa) en donde ae determino por ejemplo que cuando existen 

na• de 4 senos involucrados en un carActer determinado Unicamente 

•• obtendra el 6~ de la poblaci6n con dicha caracteriatica. Por 

ello para obtener un •ayer n~•ero de cepa• con una caracteri•tica 

deterainada •• requiere increaentar de •anera proporcional el 

taaafto de la pob1ac10n recuperada. Otra de laa razones por las 

cuale• el ta•afto de la poblac16n debe aer incre•entada ea cuando 

ae denean obtener cepaa (C-) de loe 4 tipos de coapatibilidad. 

Como en este caao, en donde uno de los obJetivoa del mejoramiento 

senético era obtener dicariotee (C-). Por ello se requeria que 

dentro de la progenie aeelulolitica se obtuvieran cepas de loa 
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cuatro tipos de co•patibilidad para hibridizarla• y obtener 

dicariote•. Por eata razOn era indiapenaabla que •l taaafto de 1• 

población bajo eat•• condicione• pueda aaesurar la obtención de 

cepas (C-) y de loa ~ tipo• de compatibilidad. 

Al hibridizar •onocariotea con diferentes capacidades para 

con•u•ir celulosa ae obaerv6 que la probabilidad de obtener 

dicariote• (C-) varia de acuerdo al ccráctcr do los aonocariotes 

apareados. Aai cuando loa doa monocariotea hibridizadoa aon de 

tipo {C-) el lOOX de los dicariote• reaultantea fueron de tipo 

(C-J. Ello indica que probableaente en este ca•o loa doa 

aonocariotea preaentan alteracionea en loa 5 sanea neceaarioa 

para que el caricter (C-J aa expre•e· Cuando D•tos •• aparean 

•Ola reaultan dicariotea incapaces de conau•ir c•luloaa. Sin 

.. barco, cuando 1 o loa 2 •onocariotea hibridizadoa aon de tipo 

celulolitico, la probabilidad de obtener dicariotea (C-) 

dia•inuye a un ?X aproxi•adaaente. Este resultado aparentemente 

contradictorio pu-Se axplicaraa en t6r•inos de que las cepas (C+J 

capacea de producir dicariote• (C-) contienen en au cenoaa 

alsunoa de loa sene• qua deter•inan el car&cter (C-J. Aai, al 

hibrldizarae ea poaible que ae reunan todos lo• cene• necesario• 

para que se exprese el caricter <C-J. Tambien existe la 

posibilidad de que los aenoa mutadon no ae encuentren por 

duplicado, es decir en loa cenom•• de los 2 monocariotea, lo que 

auaiere que alsuno de ellos es de car6cter dominante. 

Despu6s de hibridizar los monocariotes y caracterizar loa 

dicariotea resultantes se obtuvieron 24 dicariotes con car6cter 
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CC-). Dado que el n~mero de cepas era muy elevado como para 

evaluar su capacidad para consumir los componentes de la 

11anoceluloaa se realizó una prueba preliminar para llevar a cabo 

una selección. Por ello se evaluó el desarrollo miceliar de cada 

cepa en un sustrato licnocelulósico y simult6neamente en.un •edio 

ai•ple de peptona. El desarrollo aieeliar presentado en el medio 

de paja permitió clasificar a los 24 dicariote• (C-). Asi se 

obtuvieron 4 cepas con pobre desarrollo miceliar; 14 con buen 

desarrollo y 6 con abundante desarrollo. Ademas al comparar el 

desarrollo en el medio de paja con respecto al de peptor.a en cada 

arupo ae encontraron cepas con menor, isual y mayor desarrollo 

•iceliar. Con base en el heterogéneo desarrollo micelisr de lo• 

24 dicariotea aceluloliticoa se conaider6 pertinente evaluar 

Onicamente loa patronea de consumo de 11 diferentes cepas 

correapondientes a cada uno de lo• diferentes 

creciaiento. Asi 3 de las cepas seleccionadas 

desarrollo aiceliar en paja; 4 presentaron un 

4 abundante desarrollo. 

comportamientos en 

presentaron pobre 

buen deaarrollo y 

Una vez seleccionados loa dicariotes (C-) y 2 cepas testigo; 

todas la• cepas se inocularon en paja de triso para peraitir su 

desarrollo miceliar durante 25 y so diaa. El material resultante 

•e analizO para determinar la forma en que son consumidos los 

coaponentea de la lianocaluloaa. 

Al comparar al consumo de celuloaa a los 

incubación de las 2 cepas testigo ae observó que fue 

la cepa S& H1-N1 x Ho. 24. Este resultado indica que 

50 diaa de 

me~or para 

posiblemente 

la mutante acelulolitica influyó pa~a que el' consumo de celuloaa 
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fuera aenor. Cuando •e comparó el consumo de celulosa de todos 

lo• dicariotes (C-) con respecto a las cepas teatico se encontrO, 

qua todos los dicariotes (C-) consumieron menor cantidad. Las 

cepas testiso consu•ieron de 42 a 44% en tanto que loa dicariotea 

(C-} conaumieron de 11 a 37%. Si se comparan estos resultados con 

el comportamiento de una cepa acelulolitica de s. pulverulantu• 

obtenida por Eriksaon (1978), ae sabe que en esta Ulti•a cepa el 

consumo de celulosa esta 

nueatros 11 dicariotea 

bloqueada su capacidad 

totalmente bloqueada, 

aceluloliticoa tienen 

para consumir celulosa. 

•ientraa que 

parcialmente 

Una poaible 

explicaciOn de ello ea que la cepa le-> de Erik••on ea una 

mutante y nuestras cepas {C-J fueron obtenidas de la prosenie de 

un dicariota formado por una mutante (C-) y un monocariote 

silvestre. Ello posiblemente ocasionó que la incapacidad para 

con•umir celulosa da la mutante se modificara durante el 

mejoramiento &enético. Sin embarao. el mejoramiento senético fue 

indispensable ya que, la mutante 56 Hl-Nl presento caracteristicaa 

de desarrollo muy lentas en loa sustratos licnocelul6aicos. Ello 

hacia iDposible su desarrollo en un sustrato pasteurizado, debido 

al elevado nivel de contaminaciones qua se presentaban y seria 

incoateable para un proceso practico llevar a cabo su desarrollo 

en condiciones de esterilida~. 

Otra de las causas de la detección de un consumo parcial de 

celulosa por dicariotes (C-} puede ser el resultado de una 

deficiencia en loa m~todoa de evaluaciOn del car6ctor (C-). Con 

ya •e habla indicado los medios de 

dificultades para evaluar el 
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independiente. Por ello se hace patente que la selectividad de 

loa medios de caracterización debe ser incrementada en un futuro 

para detectar cepae totalmente aceluloliticea. 

Por otro lado con respecto al consumo do li~nina ~ de los 

dicariotes (C-) consumieron menor 

cepaa teatiao. Loa dicariotea 59 X 

cantidad 

40 y 

de 

•• 
licnina que las 

92 consumieron X 

Hl-ftl 

(C-) 

cantidades semejantes a las cepas testi~o 56 

e x 3. Ello sugiere que en dichos dicariotel!I 

para consumir li&nina no fue alterada durante 

X 

la 

el 

Ho. y 

capacidad 

proceso de 

autación. Al comparar el consumo 

59 x 40 y 86 x 92 con el de la 

de licnina de loa dicariotea 

mutante (C-} de Eriksaon ee 

observó que nuestras cepas consumen mayor cantidad de 

menor tiempo. •• 
coneumieron de 46 

decir 

a .t.9X 

los 

de 

dicariotea 59 X 40 

de 

y 

50 

licnina 

86 X 

diaa 

en 

92 

de 

incubación, en tanto que la 

lig:nine 

mutante 

despuéa 

44 de Eri.kaaon consumió 

Unicaaente 32X de licnina después de 70 diaa. 

Con respecto a la evolución que presenta el 

componentes de la licnocelulosa a los 25 y so dias 

consumo de lo• 

Be observó que ten to el consumo 

ho¡¡:¡icaluloaoa "º incro;;cnt:i.ron do 

de 

le:; 

licnina, 

25 :i lo:: 

de 

como 

50 

1ncubación 

el de 

do 

1ncubac16n. Sin embargo, tal 1ncremento en el consumo de celulosa 

no se observó con las 9 cepas evaluadas. De estas anicamente con 

4 se incremento el consumo, con 1 cepa no varió el consumo y con 

laa 4 restantes se presentó una di.sminución en el consumo. cabe 

aenalar que el desarrollo miceliar de estas ~ltimae cepas en el 

auatrato fue bueno o abundante. Esto suguiere que el sustrato al 
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•esundo tieapo de incubación habia sido invadido fuertemente por 

el de•arrollo miceliar de las cepaa, lo cual probablemente 

ocasiono que la cantidad de &lucanos en el sustrato auaetara. 

Dicho au•ento se debe a que la pared celular del honco esta 

constituida principalmente por clucanos y por ello ae detecta un 

incrtdento en la cantidad de celulosa del nuctrato que en 

proporcional al desarrollo miceliar. En realidad esto a6lo 

refleja un buen desarrollo de las cepas en el sustrato. 

Con respecto al periodo en el cual aon consumido• loa 

carbohidratos de la lisnoceluloaa se detectó, que la celulosa en 

&enoral ea consumida en mayor cantidad a lo• so diaa de 

incubación. Sin embarco, la hemiceluloaa se consume en mayor 

cantidad durante loa primeros 2S dias de 1ncubaci6n (Tablas A.2.4 

y A.2.s del Anexo II). 

Finalmente resulta interesante comparar el consumo de loa 

componentes de la licnoceluloaa por las 11 cepas <c-J con 

reapecto al crecimiento miceliar en los medio• de paja y de 

peptona. Esta comparación poaible~ente permita determinar si 

exiate una relación que sirva como par6metro para eeleccionar las 

cepas con •aYor consumo de licnina y menor de celulosa. 

Coao ea puede observar en l~ Tobla 4.! le~ cep~R que 

proaon~aron un crecimiento pobre en paja se caracterizaron por 

consumir menor cantidad de celulosa. Sin embargo, las cepas con 

crecimento bueno o abundante en paja conaumieron de aanera 

oemajante todos los componentes de la lignocelulosa, pero en 

comparación con las cepas de crecimiento pobre consumen mayor 
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TABLA 4.1: CONSUMO DE LOS COHPONENTES DE LA LIGNOCELULOSA POR 
LOS OICARIOTES ACELULOLITICOS BN FUNCION DE SU 
CRECIMIENTO EN EL MEDIO DE PAJA. 

CRECIMIENTO C O N S U H O {~) 

EN PAJA LIONINA GLUCANOS XILANOS 

POBRE 26.33 :t 10.78 18.33 :t 8.73 53,0o ± s.56 

SUENO 36. 75 :t. B.84 30.00 :t 6.48 54. 75 :t S.31 

ABUNDANTE 39.00 :t 15.25 30.00 :t 6.37 49.50 :t 6.35 



cantidad de licnina. Dentro del crupo de cepas con bueno o 

abundante desarrollo en el medio de paja se encontraron las cepas 

que consUmieron menor cantidad de celulosa por cramo de lignina 

conau•ida. 

Bn la Tabla 4.2 se relacion6 el consumo de los componentes 

de la licnocelulosa por los 11 dicariotes {C-} con respecto al 

creci•iento presentado entre el medio de paja y el •edio de 

peptona. Cuando el crecimento fue menor en el medio de paja las 

cepas consumen mayor cantidad de ligninB y celulosa. Para un 

i~ual crecimiento en ambos medios el consumo de licnina Y 

celulosa son menores que los anteriorea. Finalmente cuando el 

crecimento es aaYor en paja el consumo de licnina y celulosa ea 

semejante al crupo de menor crecimiento en paja. Resumied.o lo 

anterior la selecci6n de loa dicarioten tC-} para evaluar la 

forma en que es consumida la licnocelulosa se deberia llevar a 

cabo tomando las cepas con bueno y abundante de•arrollo en p•ja. 

Al mismo tiempo se deben de considerar aquellas que presentaron 

menor o •ayer desarrollo en el medio de paja que en peptona. Con 

este criterio hubiera sido Onicamente neceaario evaluar loa 

patrones de conauao de 7 dicariotea (C-J en vez de laa 11 cepas 

evaluadas. Por lo t~nto, 

experi•entoa futuros puede 

81 uso 
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TABLA 4.2: CONSUMO DE LOS COMPONENTES DE LA 
LOS OICARlOTES ACELULOLlTICOS 
CRECIMIENTO OBSERVADO EN EL 
RESPECTO AL DE PEPTONA. 

LIGNOCELULOSA 
EN FUNCION 

MEDIO DE PAJA 

POR 
DEL 
CON 

CRECIMIENTO C O N S U H O (~l 

EN PAJA/PEPTONA LIONIHA GLUCANOS XlLANOS 

MENOR 39.S :t 14.84 29.5 ± 10.60 53.0 :t 5.60 

IGUAL 26.0 :t 13.39 24.7 :t 7.89 49.2 :t 6.18 

MAYOR 30.2 :t 12.69 27.4 ± 9.55 54.6 :t S.31 



V CONCLUSIONES 

1.oa re•Ultados obtenidos con loa experimentos de mutación 

11uaieren que la probabi.lidad de obtener mutantes (C- l a partir de 

a1cel1o monocar16tico tue muy baja (1 x 10•), Para las 

basidioaporaa no fue posible determinar dicha probabilidad, 

debido a que el nümaro de experimentos de mutaci6n que ae realiz6 

fue insuficiente. Por otro lado en loa experimentos de mutación 

con aicelio monocari6t1.co fue posible obtener 3 mutantes con 

car6cter acelulolitico parcial, 

utilidad en estudios posteriores. 

las cuales podrian oor de 

BaJo la• condiciones estudiadas sa encontr6 que loa 2 aedioa 

para avalumr el car6cter acelulolitico fueron utilizados de 

aanora coaplementarin. Por ello ae concluye que eatoa deberan de 

optimizarse para ser empleados en un futuro como 

alternativos de ovaluaci6n. 

m6todoa 

Con el mejoramiento senético se elucidaron algunos aspectos 

b6aicoa relacionados con la senetica del car6cter (C-). La 

mutante acelulo11.tica S& Hl-Nl, íua hibridiz.-¡da con un :=onocariotieo 

silvestre para estudiar en su descendencia la aecresaci6n del 

car6cter acelulolitico. Asi, se determinó que son S genes los que 

deben ser alterados para que el caracter acelulolitico ee 

exprese. Bate resultado indica que la probabilidad para obtener 

cepas (C-) en un primer paso de mejoramiento genético, es decir 

en la priaera progenie, es muy baja (3.3~). No obstante, esta es 

todavia muy superior a la probabilidad de obtener cepas (C-l por 

mutacionea, la cual ruede 1 x 106 
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Coao resultado de la hibridizaciOn de la prosanie del 

dicariote 56 H1-N1 x Ho.24 con diCerente capacidad para consumir 

celulosa na determino que la probabi1idad que existe para obtener 

dicariotea <C-) depende del caracter de loa monocariotea 

hibridi:adoa. Asi cuando ae aparearon monocariotea aceluloliticos 

se tuvo una probabilidad del 100~ de obtener dicariotea (C-). 

Sinembarco, cuando uno o loa dos monocariotes Cueron de tipo (C+) 

esta probabilidad disminuye a 7~ aproximádamente. 

Con el trabajo de mejoramiento genético 

obtuvieron 24 cepas dicari6ticas con carácter (C-} 

erado de vigor. De estas cepas 11 dicariotes 

Cueron seleccionados para propagara e en 

lisnocelulOsico y evaluar aus patrones de consumo. 

realizado se 

y con distihto 

acelulol~~~c~a 
un sustrato 

Los rouultadoD obtenidos indican que la capacidad para 

conauair lisnina de la mayoria de los dicariotes (C-l fue menor 

que las cepas teatiso. Sin embarco, 2 de los dicariotes 

presentaron un conaumo aemejate a las cepas teatico (59 x 40 y 

86 x 92) . late tipo de resultados eran de esperarse debido a que 

la aeleccion de cepas después del tratamiento de mutación y el 

mejoramiento &enetico se realizó considerando ~nicamente una 

diaminuciOn de la capacidad para consumir celulosa y sin 

considerar el consumo de lignina. 

Al analizar la capacidad de los dicariotes (C-) para 

consumir celulosa, se observo una disminución en todos los casos 

como era de esperarse. Sin embarco. no Cue posible obtener cepas 
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totalmente acelulo1iticaa. Por ello se concluye que loa m~todoa 

para la aelecciOn del carbcter (C-} que a futuro se utilicen 

deberan de ser mba selectivos o posiblemente de tipo cuantitativo 

y no cualitativo. 

Con respecto al consumo de celulosa de las 11 cepas probadas 

se observo para el caso concreto de las cepas 56 Hl-Nl x Ho. 24. 

S9 x 40, 71 x 48 y 92 x ss que la cantidad da caluloua an vez de 

dia•inuir aument6 al secundo tiempo de incubaciOn. Eate tipo de 

coaportamiento ae puede explicar debido a que al desarrollarse el 

aicelio ve•etativo se eleva la cantidad de &lucanos en el medio 

por la formaciOn de pared celular. 

No obstante las consideraciones anteriores fue posible 

obtener una cepa capaz de consumir un 46~ de lianina y tan solo 

un 30~ de celulosa, en coaparaciOn con una de las cepas toatiso 

que consume 44~ de li•nina y 44~ de celulosa. La cual se ha visto 

que ae comporta de manera semejante bajo las miamaa condiciones. 
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SUGERENCIAS 

Con el trabajo realizado a la fecha ae han sentado laa baaea 

para realizar la ~!tima fase de este proyec~o, lo cual nos 

permitira arribar a un proceso de tipo préctico. 

neceaari.o iniciar pruebas 

diaponiblea para determinar 

con las 

los cambios 

cepan 

en la 

Por -ello ea 

aceluloliticas 

dic:estibilidad 

in vitro y poateriormente in vivo d& diferentes materiales 

li&nocelul6aicoa. Simultáneamente debe continuarse con el estudio 

y aeJoramiento cenético de laa cepas (C-) con el objeto de 

obtener cepa• con un menor consumo de celUloaa y que presenten 

mayor vi cor. 
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VI ANEXO 1 

CALCULOS PARA OBTENER LA COHPOSICION DEL SUSTRATO EXPRESADA EN 
BASE CONSTANTE (CENIZAS), LOS PORCENTAJES DE OEGRADACION DE CADA 
COMPONENTE Y LA CANTIDAD RELATIVA DE CARBOHIDRATOS EN BASE A 
LIGNINA. 

Durante el periodo de incubación, loa componentes org6nicoa 

del •uatrato son desradadoa a biOxido de carbono y asua, de la 

cual parte se evapora y parte queda retenida on el sustrato, Sin 

embar&o, el contenido absoluto de minerales se mantiene constante, 

no asi su porcentaje en relaci6n con loa dem6s componentes, ya 

que al disminuir au cantidad la proporción o porcentaje de 

cenizas ae incrementa. Considerando entonces que la cantidad 

absoluta de cenizas se mantiene constante durante todo el 

experimento, ea posible determinar la pérdida de cada uno de loa 

componentes del austrato. 

1.- CALCULOS PARA EXPRESAR LA COHPOSICION EN BASE CONSTANTE. 

La compoaiciOn en base a cenizas para cada cepa ae calculo 

dividiendo loa 6 valorea de cada componente entre el valor 

pro•edio de aua cenizas. De esta forma es posible determinar las 

variaciones en el consumo de cada componentes a los diferente& 

Aai, por ejemplo para calcular la composiciOn en base a 

cenizas de la paja sin inocular, cada uno de loa datos de 

composición se dividiO entre su valor promedio de cenizas (Tabla 

A.1.1). 

es 



VI ANEXO 1 

CALCULOS PARA OBTENER LA COHPOSICION DEL SUSTRATO EXPRESADA EN 
BASE CONSTANTE (CENIZAS), LOS PORCENTAJES DE DEORADACION DE CADA 
COHPONEHTE Y LA CANTIDAD RELATIVA DE CARBOHIDRATOS EN BASE A 
LIGNINA, 

Durante el periodo de incubaci6n, loa componentes org6nicoa 

del •Uatrato aon decradados a biOxido de carbono y agua, de la 

cual parte ae evapora y parte queda retenida en el sustrato. Sin 

embarco, el contenido absoluto de minerales se mantiene constante. 

no asi su porcentaje en relaciOn con los demas componentes, ya 

que al disminuir su cantidad la proporciOn o porcentaje de 

cenizas ae incrementa. Considerando entonces que la cantidad 

absoluta de cenizas se mantiene constante durante todo el 

experimento, es posible determinar la pérdida de cada uno de los 

componentes del sustrato. 

1.- CALCULOS PARA EXPRESAR LA COHPOSICION EN BASE COHSTANTE. 

La composic16n en base a cenizas para cada cepa se calculo 

dividiendo los 6 valores de cada componente entre el valor 

pro•edio da sus cani:~=- De c:t~ forme e~ poAible determinar las 

variaciones en el consumo de cada componentes a los diíerentee 

tiempos de 1ncubaci6n. 

Aai, por ejemplo para calcular la composic16n en base a 

cenizas de la paja sin inocular, cada ~no de los datos de 

co•posiciOn se divid16 entre su valor promedio de cenizas (Tabla 

A.1.1). 
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TABLA A.1.1 ca POSICION EN BASE CllNIZAS DE 'LA.;PAJ_A DE TRIGO .SIN 
IN ULAR. 

REPLICAS 

1 
2 
3 
A 
s 
6 

COHfOSICION DE LA PAÍA DE TRIGO- SIN-INOCULAR 

COMPONENTES 

CENIZAS LIGNINA GLUCANOS XILANOS 

4.41 19.85 50.16 26.66 
4.00 20.13 51.Bl 26.30 
4.23 20.71 46.54 26.30 
4.03 20.57 51.00 26.30 
4.60 20.59 51.00 27.39 
4.12 20.21 46.54 27.39 

COHPOSICION EN BASE A CENIZAS 

X • 4 .23 4.59 
4.76 
4.69 
4.86 
4.67 
4.78 

11.66 
12.25 
11.47 
12.06 
12.06 
11.46 

6.30 
6.22 
6.22 
6.22 
6.46 
6.46 

4.81 ± 0.07 11.86 ± 0.32 6.32 ± 0.13 



2.- CALCULOS PARA OBTENER LOS PORCENTAJES DE PERDIDA DE 
CADA COHPONENTE. 

Los porcentajes de pérdida de cada componente ae calcularon 

a partir de la compoaici6n en base constante por medio de la 

sicuiente fórmula: 

g componente g componente 
e cenizas C t•O) g cenizas lt•tJ 

Desradación • ----------------------------------------- X 100 
g componente 

g cenizas {t•O) 

B:n donde: 

t•O Componente en base cenizas de la paja sin inocular. 

t•t Componente en base cenizas para cada cepa a los 25 o 50 

dias de incubaciOn. 

Con el propósito de conocer las variacioneD en cada cepa 

debido a las repeticiones se apli~O la fórmula anterior para cada 

uno de los 6 valores de cada componente con respecto al valor 

promedio de cada componente de la paja de trigo sin inocular. 

Aei, por ejemplo el porcentaje de degradación de lá lianina 

para la cepa e Y. 3 a loe Z5 dia& du incubación se calculo de la 

1!11111:uiente forma: 

Datos: 

g componente 
• -4. 81 

g licnina lt•OJ 

•• 



a eomponence Pérdida de lignino (%) 
s lignina (t•2S dias) 

2.98 
2.98 
2.95 
3.03 
2.93 
3.00 

4.81 
4.81 
4.81 
4.91 
4.81 
4.81 

~Pérdida de ligoina • 38.08 ± 0.73 

- 2.99/4.81 
- 2.98/4.81 
- 2.95/4.81 

3.03/4.81 
- 2.93/4.81 
- 3.00/4.81 

• 38. 04 
• 38.04 
• 38.67 
- 37.00 
• 39.08 
• 37.63 

En la Tabla A.1.2 se presenta una comparaciOn de lns 

pérdidas en peao calculadas por el incremento de cenizas con 

respecto a las pérdidas ob~enidas por la d1sm1nuc16n en peso 

debida al coneumo de loe componentes del sust~to por lae 

diferentes cepas. Como se puede observar, no existen diferencia& 

si&nificativas entre ambos valores. Por ello _el!' factible 

concluir que los resultados de desradaci6n calculados con base en 

el incremento de cenizas también representan la forma en que 

fueron consumidos cada uno de loa componentes de la paja por las 

diferentes cepas. 

3.- CALCULO DE LA PROPORCION RBLATIVA DS 
HEHICELULOSA EN BASE A LIGNINA. 

CELULOSA 

Bate tipo de cAlculos ue realizaron para seleccionar las 

cepas que presentaran un menor consumo de carbohidratoa por cada 

eramo de lienina consumida. Adem6s ea posible vizualizar el 

tiempo en que son consumidos en mayor proporción cada tipo de 

carbOhidrato. Asi por ejemplo los c6lculoa de consumo de celulosa 

en base a libninn ne realizaron por medio de la ai&uiente 
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TABLA A.1,2 PERDIDA EN PESO DE LA PAJA DE TRIGO DESPUES DE 25 
OIAS IHCUBACION CON OICARIOTES ACELULOLITICOS 
CONSIDERANDO EL IHCREHENTO DE CENIZAS Y EL PESO 
PERDIDO POR EL CONSUMO DE SUS COMPONENTES. 

PERDIDA EN PESO (~) 

CEPAS 
INCREMENTO DJi CENIZAS PESO PERDIDO 

6 X 3 31.44 • 1.12 31.35 • 3.18 

56 H1Nl X Ho.24 33.80 • 1.31 33.57 :t 4.72 

16 X 65 "º "º 
27 X 73 15.73 • o 38 15.79 • 0.41 

27 X 92 31.55 :t 0.9& 31.&l • 1.22 

37 X 18 15.06 :t 1.14 14.93 • 0.86 

59 X 40 22.24 • 1.18 21.94 :t 0.97 

71 X 46 33.70 • o.78 33.&6 • 0.21 

74 X 92 15.74 • 0.32 15.73 • 0.17 

66 X 64 NO NO 

66 X 92 NO NO 

92 X SS 30.77 :t 1.43 31.11 • 0.59 

92 X 73 NO NO 



f'6rmula: 

g celu1012a 
e cenizas (t•t> 

Celulosa en base lignina • -----------------

En donde: 

• celulosa • 
& cenizas <t•tl 

¡; ligninl!!t 
e cenizas (t•tl 

g lignina 
g cenizas (t .. t) 

Cantidad de celulosa en base a 
2S o so dias de incubac16n. 

cenizas • 
Cantidad promedio de la lignina en base 

cenizas a los 25 o 50 dias de incubaciOn. 

loo 

• 

De esta forma es posible determinar las variacioneu que 

existen entre las replicas debido al consumo de carbohidratos con 

respecto a la licnina. A11i para calcular la celulosa en base a 

li&nina de la cepa 8 x 3 a los 25 dtas de incubaciOn se procedio 

de la sicuiente manera: 

Datos: 

Li&nina en base a cenizas • 2.98 

Celulosa en base a cenizas 

7.60 
7.73 
7.60 
7.73 
7.73 
7.73 

calculoa de celulosa en 
ba&e a lignina 

7.60/2.98 • 2.55 
7.73/2.98 • 2.S9 
7.60/2.98 2.55 
7.73/2.98 • 2.59 
7.73/2.98 • 2.59 
7.73/2.98 • 2.59 

Celuloaa en base li&nina de la cepa B x 3 a los 25 dias de 

incubaciOn • 2.58 ~ 0.02. 
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ANEXO 11 

Para comparar el consumo de los componentes de la paja de 

triso por los 11 dicariotes <C-) y las cepas controles, se 

realizo un an611sis de varianza para cada componente. En todos 

loa an611sis de varianza se encontraron diferencias 6ltamente 

micnificativas <P•99%). Por ello que se aplico una prueba de 

comparaciOn m~ltiple de medias tDuncan). Los resultados do esta 

pruoba pcroitirbn eeleccionar a las capan con un consumo mayor de 

lisnina y menor de celulosa. Adem6s se comparo para cada cepa la 

p6rd1da de capa componente a los 25 y so diaa de incubaciOn por 

•edio de una prueba "T". 

El an611sie estadistico se realizo con la ayuda del 

estadistico S.P.S.S. (Statistical Packace for the 

Scienceal en la computadora eurroughs 7800. 

paquete 

Social 

A continusciOn se presentan loa resultados del an&lisia 

estadistico que se llevo a cabo para determinar el consumo de 

cada componente por las difer_entea cepas aai como, para el 

consumo de loa carbohidratos celulosa y hemicelulosa con reapecto 

a la li&nina. 
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·TABLA A.2.1 ANALISIS ESTADISTICO PARA EL CONSUMO DE LIGNINA DE 
LOS 11 OICARIOTES ACELULOLITICOS Y LAS DOS CEPAS 
CONTROL. 

PRUEBAS ESTAOISTICAS 

ANALISIS DE VARIANZA 

PRUEBA DE OUNCAN 

27 
37 
74 
71 
S9 
92 
27 

8 
S6 HlNl 

PRUEBA "T" 
S& 

RESULTADOS 

DIFERENCIA ALTAHENTE 
SIGNIFICATIVA (P,.99%) 
EN CADA TIEMPO DE 
I?/CUBACION. 

Tiempo 1 Ti.empo 2 

X 73 • 86 X 84 • 
X 18 b 92 X 73 b 
X 92 b 27 X 73 e 
X 48 e 16 X 6S d 
X 40 e 37 X 18 d 
X SS d 74 X 92 e 
X 92 d 27 X 92 e 
X 3 e 92 X SS ef 
X Ho.2.to e 71 X 48 f 

8 X 3 e 
S9 X 40 G 

S6 HlNl X Ho.24 h 
86 X 92 h 

8 X 3 Mayor (P•99~) 

H1N1 X Ho.2.to Mayor (Pm99~) 

27 X 73 Mayor (p .. 99~¡ 
27 X 92 Mayor lP•99~) 
37 X 18 Mayor (P•99~1 
S9 X 40 Mayor lP•99~) 
71 X 48 Mayor CP•99"*) 
7'• .. 92 M!'lyor IP•991.) 
92 X SS Mayor <P•99'X) 

que existia 
entre los 

de las 

ANALISIS DE VARIANZA: Este an3lisis indicó 
una diferencia altamente significativa 
sustratos debido al desarrollo miceliar 
diferentes cepas. 

PRUEBA DE DUNCAN: Las letras diferentes para un mismo 
tiempo implican diferencias significativas entre las 
cepas CPG99~). Las cepas se ordenaron de menor a mayor 
pérdida considerando su media (X). 

PRUEBA "T": Esta prueba se utili=o para comparar el 
aumento en la degradaciOn de lignina entre los 25 y SO 
di.as de incubaciOn para cada cepa. 



TABLA A.2.2 ANALISlS ~StADlSTICO PARA EL CONSUMO DE 
LOS 11 DICARIOTES ACELULOLITICOS Y LAS 
CONTROL. 

OLUCANOS DE 
DOS CEPAS 

PRUEBAS ESTADISTICAS 

ANALISIS DE VARIANZA 

PRUEBA DE OUNCAN 

37 
27 
74 
27 
S9 

8 
92 
71 

S6 HlNl 

PRUEBA "T" 
S& 

RESULTADOS 

DIFERENCIA ALTAMENTE 
SIGNIFICATIVA CP•99~) 
EN CADA TIEMPO DE 
INCUBACION. 

Tiempo l Tiempo 2 

X 18 • 92 X 73 • 
X 73 b 37 X 18 b 
X 92 e 86 X 84 e 
X 92 d 16 X &S e 
X 40 d 74 X 92 d 
X 3 de 92 X SS d 
X SS e S9 X 40 d 
X 48 f 71 X 48 e 
X Ho.24 e 27 X 92 • 27 X 73 er 

86 X 92 r 
S& HlNl X Ho.24 • 8 X 3 h 

8 X 3 Mayor (P•99~) 
HlNl X Ho.24 Henar CP•99Xl 

27 X 73 Hayc.r C P•99~l 
27 X 92 1cua1 
37 X 18 Hayor CP•99Xl 
S9 X 40 Menor CP•99'!{.l 
71 X 48 Menor CP,,.99%) 
74 X ., MaYUr ( f',;.9"':0 J 
92 X SS Henar !P=99%l 

que existia 
entre los 

de las 

ANALISIS DE VARIANZA: Este an8lisis indico 
una dlferencla Altamente siunificativa 
sustratos debido al· desarrollo miceliar 
diferentes cepas. 

PRUEBA DE DUNCAN: Las letras diferentes para un mismo 
tiempo implican diferencias significativas entre las 
cepas IP•99~J. Las cepas se ordenaron de menor a mayor 
pérdida considerando su media !Xl . 

PRUEBA "T'": Esta prueb<t se utilizó para comparar la 
degradación de los glucanos entre los 25 y 50 dias de 
incubación para cada cepa. 



TABLA A.2.3 ANALISIS ESTADISTICO PARA EL CONSUMO DE XILANOS DE 
LOS 11 DICARIOTES ACELULOLITICOS Y LAS DOS CEPAS 
CONTROL. 

PRUEBAS ESTADISTICAS 

ANALISIS DE VARIANZA 

PRUEBA DE DUNCAN 

S6 

PRUEBA "T" 

RESULTADOS 

DIFERENCIA ALTAMENTE 
SIGNIFICATIVA (P~99X) 
EN CADA TIEMPO DE 
INCUBACION. 

Tiempo 1 Tiempo 2 

37 X 18 a 86 X 84 • 
27 X 73 • 92 X 73 b 
74 X 92 b 16 X 6S b 
S9 X 40 e 37 X 18 e 

8 X 3 d 27 X 73 e 
27 X 92 e 92 X SS e 

H1N1 X Mo.24 e 59 X 40 e 
92 X SS f 27 X 92 e 
71 X 48 f 8 X 3 d 

86 X 92 de 
S6 H1N1 X Ho.24 e 

74 X 92 f 
71 X 48 • 

e X 3 Hilyor (P•991.) 
S6 H1N1 X Ho.24 Heyor (P•99~) 

27 X 73 Heyor (P•99~) 

27 X 92 Hayor (P•99~) 

37 X 18 Mayor CP .. 99X) 
S9 X 40 Heyor CP1199X) 
71 X 40 Heyor IP•99%) 
74 X 92 Mayor CP•99,._) 
92 X SS Mayor (p .. 99~) 

que existi.a 
entre los 

de las 

ANALISIS DE VARIANZA: Este analisis indicó 
una diferencia Altamente significativa 
sustratos debido al desarrollo miceliar 
diferentes cepas. 

PRUEBA DE DUNCAN: Las letrao difcrcntca para un mioma 
tiempo implican diferencias significativas entre las 
cepas (P•991.l. Las cepas se ordenaron de menor a mayor 
pérdida considerando su media CKl. 

PRUEBA "T": Ectn pruab:i e~ utili=o p:i.r:i. cocpar.::ir el 
aumento en la degradación de xilanos entre loa 25 y SO 
dias de incubación para cada cepa. 



TABLA A.2.4 ANALlSIS ESTAOISTlCO PARA EL CONSUMO DE GLUCANOS EN 
BASE A LlONlNA DE LOS 11 DICARIOTES ACELULOLITICOS 
Y LAS DOS CEPAS CONTROL. 

PRUEBAS ESTADISTICAS 

ANALISIS DE VARIANZA 

PRUEBA DB DUNCAN 

71 

RESULTADOS 

DIFERENCIA ALTAHEHTE 
SIGNIFICATIVA (P•99~) 
EN CADA TIEMPO DE 
INCUBACION. 

Tiempo l Tiempo 2 

X 49 • 27 X 73 • S6 H1Nl X Ho.24 b 96 X 94 a 
27 X 73 e 27 X 92 b 
S9 X 40 cd Control (paja) b 
92 X SS de 9 X 3 b 
74 X 92 ef 92 )C 73 e 
27 X 92 f 71 X 49 e 

Control (paja) • 74 X 92 e 
37 X 18 h 92 X SS e 

9 X 3 h 16 X 6S e 
S6 HlN1 X Ho.2l. d 

37 X 19 e 
96 x 92 f 
S9 X 40 g 

PRUEBA "T" 9 X 3 Henor (P•95Xl 
S6 HlN1 X Ho.2l. Mayor (P•99Xl 

27 X 73 Henor (P•95~) 
27 X 92 Hayor ¡p.99-,:1 
37 X 19 Mayor '~ .. v;.;;;) 
S9 X 40 Hayor IP•99Xl 
71 X 49 Hayor CP1199~) 

74 X 92 Hayor IP,.99XJ 
92 X SS Hayor IP,.99X) 

que existia 
entre los 

de las 

ANALISIS DE VARIANZA: Este anblisia indico 
una diferencia 6ltamente significativa 
sustratos debido al desarrollo miceliar 
diferentes cepas. 

PRUEBA DE DUNCAN: Las letrae diferentes para un mismo 
tiempo i•plican diferencias significativas entre las 
cepas !P•99Xl. Las cepas se ordenaron de menor a mayor 
pérdida considerando su media (~). 

PRUEBA "'T": Esta prueba se utili:O para determinar el 
tiempo en que son degradados loa glucanos en base a 
licnina para cada cepa. 



TABLA A.2.5 ANALISIS ESTADISTICO PARA EL CONSUMO DE XILANOS EN 
BASE A LIGNINA DE LOS 11 DICARIOTES ACELULOLITICOS V 
LAS DOS CEPAS CONTROL. 

PRUEBAS ESTADISTICAS 

ANALISIS DE VARIANZA 

PRUEBA DE OUNCAN 

RESULTADOS 

DIFERENCIA ALTAHENTE 
SIGNIFICATIVA lP•99~) 
EN CADA TIEHPO DE 
INCUBACIOH. 

Tiempo l Tiempo 2 

71 " 46 • 92 " 73 
92 X 55 b 74 " 92 
27 " 92 e 27 " 73 
27 " 73 d 71 " 46 
74 " 92 e 66 " 64 
37 " 16 ef 37 X 16 
59 X 40 f 16 X 65 

• • • • 
b 
e 
d 

Control (paja) • 27 X 92 d 
6 X 3 h 92 X 55 d 

6 X 3 e 
56 H1N1 X Ho.2lo f 

66 X 92 • 59 X 40 h 
Control {paja) 1 

PRUEBA "T" 6 X 3 Menor CP::99~) 
56 H1N1 X Ho.24 Menor (Pc99%} 

27 " 73 Menor (P•99°") 
27 " 92 Menor (P .. 99~) 
37 " 16 Menor (Ps99%) 
59 X 40 Menor IP•99~l 
71 " 46 Menor <P•99%) 
74 X 92 Menor CP•99~J 
92 " 55 Henor {?;o,9~) 

ANALISIS DE VARIANZA: Este anélisis indicó que existia una 
diCerencia ~ltamente significativa entre los sustratos 
debido al desarrollo miceliar de las diCerentes cepas. 

PRUEBA DE DUNCAN: Las letras diferentes paro un mismo 
tiempo implican diferencias significativas entre laa cepas 
(Ps99%). Las cepas se ordenaron de menor a mayor pérdida 
considerando su media tXI. 

PRUEBA "T": Esta prueba se utilizo para deterniinar el 
tiempo en que son degradados los xilanos en base a lignina 
para cada cepa. 
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