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RESUMEN.

Se utilizé un hongo comercial de Pleurotus ostreatus para la obtencidn de la cepa del
mismo, para llevar a cabo el estudio de la actividad enzimatica de ligninasas en el
crecimiento in vitro
La cepa de Pleurotus ostreatus fue aislada det tejido interno del sombrero de un hongo
comercial (scta). Esta fue identificada por las técnicas de microcultivo y se vernficd su
fructificacion sobre rastrojo de maiz.
El microorganismo fue cultivado in vitro para su estudio en retacidn a la aparicidn de
ligninasas y su actividad enzimatica usando como sustrato lignina comercial y hgnina
estructural en rastrojo de maiz.
Se observd la disminucion de la lignina y la aparicion de carbohidratos por el método de
Klason y el de Nelson y Somogy respectivamente, al poner en contacto extractos
enzimaticos crudos en muestras de lignina comercial y de rastrojo de maiz las cuales
fueron evaluadas a differentes dias. Se observd que la deslignificacion de dichos
matenales se da en un porcentaje de reduccidon del 30 % a los 14 dias para la ignina
comercial y un 50 % a los 17 dias en rastrojo de maiz, dicho comportarmiento es
semejante para la apancion de carbohidratos. Por lo tanto, la cepa de Pleurolus ostreatus
produce ligninasas extracelulares que bajo las condiciones estudiaodas presentan una
disminucién de lignina en mucho menor tiempo que la reportada en la literatura que es de
un 25 % en 80 dias.
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INTRODUCCION.

Debido a la gran cantidad de desperdicios ignocelulosicos es de  importancia el poder

aprovecharios integraimente ya que de no ser asi, estos representaran una fuente de

contaminacidn , por otro lado se sabe que al darselos a los animales como fuente de

alimento. estos nNo son capaces de  digendos totaimente por fa cantidad de lignina que

poseen los despardicios en su estructura que es un  componente que impane rigidez a ta
planta y que ademas le contiere una reststencia al Alaque por MICToorGanNIsmos
Por 1o antenor s muy mportante el poder emplear clentos microorganismos hignoliticos

como es el caso dol hongo Pleurotus ostreatus ¢l cual es capaz de degradar dichos

matenales a estructuras mas simples que se pueden aprovechar

Es por esto que el aphcar procesos botecnologicos para obtener de 1os residuos

alimentos como los hongos comestbles, también se puede obtener
alimento para animates y abono atraves de

lignoceluldsicos.

las compostas lo cual resulta ser aceptable
para ¢l aprovechamicnio de dichos residuos.



ANTECEDENTES.
CAPITULO 1.

1.1. RESIDUOS AGROINDUSTRIALES.

Durante la fotosintesis, la energia de la radiacidn solar es fijada por medio de 1a clorofila
para con ello sintetizar los carbohidratos y el agua de los tejidos vegetales. El hombre
promueve parte de este desamollo vegetal realizando dos actividades como son: 1a
agricola y la forestal. Con estas dos actividades se obtienen mnfinidad de productos junto
con una cantidad apreciable de desechos. Por lo tanto la biomasa vegetal representa un
importante recurso renovable que es producido regularmente en forma abundante en la
naturateza. g,

Por 1o anterior es muy importante el definir desde este punto gue es lo que se considera
como un desecho

Un desecho es considerado como todo matenal que ya se le ha dado un uso antenor y
lo que queda de €1, es considerado ya un matenal de desecho, o un subproducto que ya
no puede ser utihzado directamente, como sucede en el caso de los desechos agricolas
fos cuales producen granos en primera instancia y postenormente se tiene el subproducto
como lo son las pajas las cuales son consideradas como un producto de desecho o un

producto de consumo secundario.

Se tienen desechos de tipo agricola y forestal los cuales se descnben a continuacidn:

RESIDUOS AGRICOLAS
Residuos de granos basicos como: arroz, frijol. maiz y trigo de los mas importantes. Su
produccion es de aproximadamente 16 357 miles de toneladas, de las cuales el 50% se

estima son desechos y representa en volumen aproximadamente 8 178.5 miles de
toneladas. 3940,



RESIDUOS FORESTALES

En este tipo de desperdicios se tienen los que provienen de la produccidn  silvicola, de
estas sc tiene una produccidon de 6 346 miles de metros cubicos rollo, también proviene
de ia produccidn maderable, con una produccion de 6 346 miles de metros cubicos
rollo. g,

Los datos antenores son represaentativos de las producciones de 1993 para ambos nubros
como son 1a industna agricota y 1a forestal y su comporntamicnlo es similar para los afios
postenores

Con estos datos se puede observar, que si se cuenta con una produccidn considerable
de productos y a la vezr de desperdicios esto representa una buena fuente para ser

utilizada en la gencracion de nuevos productos a traves del uso de la biotecnologia.

1.2. USO DE LOS RESIDUOS AGROINDUSTRIALES.

Meéxico ha tenido un gran incremento demografico, el cual ha ocasionado, entre otros
resultados . que los mexicanos dispongan de menos tierra cultivable. Esta circunstancia
deberia estimular el incremaonto de ta eficencia productiva y con etio aprovechar mejor los

productos organicos que se denvan directa o indirectamente del sector agropecuario y
forestal

De esta manera, lo que antes se consideraba desperdicio, ahora debe valorarse como
materia pnma para su aprovechamiento alimentano o industnal. Por lo que, la utlhizacion
de desperdicios agricolas y forestales en los paises en vias de desarrollo, empleando

tecnologias que permutan aumentar la produccion de alimentos basicos.debe adquinr una

impontancia cada vez mayor, ya que la productividad agricola de estos paises se

caracteriza por ser muy inferior a los rendimientos obtenidos por los paises
industnahzados oy a3,



Incluyendo la mayoria de los cultivos agricolas, el producto cosechado representa solo el
30 % de la biomasa total producida a nive!l mundial y {as pérdidas de matenal cosechado
en México se caiculan alrededor de un 50% que comesponderia a los desperdicios. sy,
Con lo anterior se tiene que los residuos agricolis y forestales integran el mayor volumen
de desperdicios generados por la actividad humana. Por lo que 1a utilizacion integral de
estos desechos a través del empleo de las siguientes tecnologias reviste una gran
importancia al tener en estos un gran numero de usos potenciaies

Como muestra la tabta 1,

TECNOLOGIAS PARA EL APROVECHAMIENTO DE RESIDUOS
AGRICOLAS Y FORESTALES
1. GENERACION DE ENERGIA

Combustion directi.

2. APLICACION A LA TIERRA

Fertlizantes
Biogas

Etanol

Acondicionadores del suelo.

mgacion
Produccion de gas

3.ALIMENTACION
Allmentacion directa

Horticultura
4 MATERIALES DE CONSTRUCCION
Fermentacidon 5 PAPEL.
Conversion Microbiana

Piscicuttura

TABLA 1. Aprovechanuento de residuos agricolas y forestales

A pesar de las diversas tecnologias existentes para el aprovechamiento de dichos

rmateriales, su utiizacidn ocasiona un gasto extra con un pequefo retorno a la inversion,
por lo que estas tecnologias no se llevan de manera mas extensa.



£En México se encuentran en operacion ios siguientes procesos

1.

Produccion de furfural a partir de olotes de maiz o bagazo de cafia.

. Produccion de papel da bagazo de cana o paga de trigo

2
3.
4
5

Produccidon de tableros aglomerados a partir de bagazo de cana.

Produccidn de composta a partir de desperdicios agromndustnales.

. Produccion de alcohol a parntir de melaza

El proceso biotecnologico con aplicacidn industnal mas desarroilado en Mésxico es:

la transformacion de la composta de pajas o rastrojos. en hongos comestibies det género

Agarncus bisporus, comunmeaente llamados

champinones ™ 4y,




1.3. COMPOSICION QUIMICA DE DESPERDICIOS AGRICOLAS Y FORESTALES.

E!l matenal de desecho o lignoceluldsico, estd  constituido  tipicamente por los
polisacaridos celulosa, hemicelulosa y lignina. E1 contenido de celulosa va del 40 al 60 %,
el de hemicelulosa de 15 a 20 % y el de hgnina de 10 a 30 %. Doependiendo det tipo de
vegetal, del tejido, asi como de la  edad dal mismo, se encuentran vanaciones en ia

composicion quinuca de los desechos (ver tabln 2y

COMPOSICION QUIMICA DE MATERIALES LIGNOCELULOSICOS

ORIGEN AGRICOLA

PROTETRA (RIS R TTYEV X1 TIGRRA |7 CFRX
Algodan 25 10 357 50 13
Hierba 5.3 FX] 367 74 6.6
Paja de arroz XS 2.4 344 40 17 4
Paja de trigo 2.7 1.3 6.1 8.0 84
Paja de maiz 26 09 374 104 | 24

ORIGEN FORESTAL

CELULOSA | HEMICELULORA T LIGHIFiA

Madera de pino 310 270 330
Madera de eucalipto 528 16.0 19.6
Madera de otras resinosas 45-50 25-35 25-35
Madera de otras frondosas 40-55 23-40 18-25

ORIGEN INDUSTRIAL Y URBANO

CELULGSA | HEMICELULOSA | LIGRINA

Corteza de pino 16.0 13.0 300
Corteza de eucalipto 53.0 12.0 19.0
Basuras urbanas(1) 61.0 20 9.0

Composicidn expresada en porcentajes sobre materia seca
(1) Tras eliminar plasticos y metales. FUENTE. 23
TABLA 2. Composicidn quimica de matenales lignocelulosicos.



1.4. COMPONENTES ESTRUCTURALES DE UNA CELULA VEGETAL Y SU
LOCALIZACION DENTRO DE ESTA.

Establecida la composicadn quimica de los dderentes desoechos  sa detalla, como se
encuentran constituidos estructuralmente estos desechos.

Pared tipica de un vegetal: esta constituida por celulosa , hemicelulosa y hgnina los
cuales poseen una organwacion celular requiar. Es decir, la pared se encuentra formada
por una lamiia media, una pared pomana y otra secundana Esta ultima ¢sta compuesta

a su vez, porlas tres capas S1, S2 y S3. Como se& observa en la figura 1.

RS | S

FIGURA 1 Compoecnentes estructurales FUENTE. 23

Por lo general ia capa S2 es la de mayor espesor comparada con la pared primaria, la

laminilla media y las otras dos capas ( Sty S2).




En la laminilla media se encuentra casi loda la lignina y su proporcion disminuye
conforme se acerca al lumen; la pared secundana contiene muy poca lignina y esta
constituida pnncipalmente por polisacaridos. A cada capa de la pared secundaria se
adhicren la celulosa y cantidades minimas de otros constituyentes formando estructuras
tongitudinales lamadas microfibrillas, dentro de cada una de las cuales se encuentran las

moléculas ineales de celulosa unidas lateralmente por puentes de hidrogeno y fuerzas de

Van der Waals .,

1.5. CARACTERISTICAS DE LOS COMPONENTES ESTRUCTURALES EN LOS

VEGETALES.

CELULOSA.
La celulosa es un poflisacando de alto peso molecular formmado por unidades de D-

Glucosa con uniones {314 glucosidicas. con las umidades de glucosa en conformacion de
silla y los grupos hidroxiio en la posicidon ecuatorial estable. identificindose quimicamente
alfta, beta y delta-celulosa

amiento de las moléculas y cuando estan

tres tipos de celulosa:
de celutosa difieren

Los grados de orden.
altamente ordenadas se les conoce como cristalinas, mientras las reqiones con menor
grado de ordenamiento se denomnan amorfas Dentro de la pared secundana de los

vegetales, ia hignina esta concentrada en los espacios locahzados entre las nucrofibnlias y
en las regiones amoras de los crstales de celulosa Se sugiere que la asocacion de ia
celulosa con la ligmna es en gran parte tisica, formando un sistema de entrecruzamiento
de polimeros. Esta intirma asociacion fisica se considera responsable de su resistencia a

la degradacion bioldgica
se encuentran también

de  celulosa,

En las regiones amorfas., entre chnstales
hemicelulosa, minerales y otros matenales como grasas, ceras, aceites esenciales,

taninos, resinas, carbohidratos solubles y proteinas. 4 o3 24 00



HEMICELULOSA.
La hemicelulosa esta constituida por un grupo de polisacaridos no tan homogeneo como
el de la celulosa, a saber: xilanos. beta-mananos, galactanos y L-arabinanos. Los xilanos

son los mas abundantes en el matenal ignoceluldsico

LIGNINA.

La lignina ¢s considurada como un material incrustante ya que es el uitimo componente
sintetizado por el tepdo vegetal Es un polimero estructural de las plantas vasculares
formado por umidades de teml propano y proporciona a las plantas rigidez y union entre
sus ceélulas, ademas de disminuir 10 permeabiidad del agua a través de las paredes
celulares y protegiéndola de invasiones por nucroorganismoes. La formacion de lignina

en jos tejidos vegetales s sumamaente compleja y no totalmente entendida. Ver figura 2.

FIGURA 2 Estructuras de hgning FUENTE. 8



Su produccién aumenta conforme envejece la planta. Comprende varias etapas, tanto de
reacciones puramente quimicas como enzimaticas, a partir de tres precursores primarnos,
todos del tipo alcoholes de fenil propano. En consecuencia, la molécuta de Ia lignina

presenta una estructura ramificada e Iregular. s 10,2350



CAPITULO 2.
2.1. CLASIFICACION DE LOS HONGOS EN EL REINO VEGETAL.

tos sistemas de la clasificacion pueden ser artificiales, naturates y filogenéticos. Los
artificiales son sistemas de comodidad, basados en pocos caractéres, y su aplicacion
es impornante pero hrmatada

Los sistemas naturales abarcan todos los caractéres posibles y se ulilizaron antes de la
aceptacidn de la teoria de 1a evolucidn organica. Los sistemas filogenéticos emplean

las semejanzas de estructura y otros caractéres para ordenar a los organismos en series
que indican un parentesco evolutivo 4.,

CARACTERES EMPLEADOS EN LA CLASIFICACION.
La clasificacion se basa en la morfologia externa e interna de los hongos. Los rasgos
fisiologicos son importante

5. pero su utikzacion como base de una clasificacidn consume
mucho tiempo

Los caracteres morioidgicos empleados en {a clasificacion pertenecen a las estructuras
vegetativas y a las relacionadas con ta reproduccion sexual. La constitucion intermna y la
simetria externa del cuerpo, la presencia o ausencia de tejidos vasculares y la naturaleza
y disposicidn de éstos cuando los hay, cormesponden a los rasgos vegetativos

En general, se uthzan mas los carocteres reproductivos que 10s vegetalivos, Los Organos
de la reproduccion estan relacionados menos frecuentemaente con los caracteres fisicos y
por esto son mas estables en grandes grupos

Ninguna clasificacion del reino vegetal puede ser definitiva, porque ef conocimiento de las
plantas va aumentando

Esta clasificacion, es ¢n groan pare un sistema natural, ya que reune grupos gue tienen

muchos caractéres en comun y es filogenético solo en cuanto que los grupos menos

13



avanzados figuran antes que los mas avanzados. Las categorias mas amplias, o
subreinos, son consideradas a menudo. Las categorias inmediatas, segn las reglas

de la nomenciatura botanica, so llaman divisiones y en €sla se encuentran las clases e,

2.2. CLASIFICACION FILOGENETICA DE LOS HONGOS VERDADEROS EN EL
REINO VEGETAL.
REINO VEGETAL. GRUPO | . Plantas sin tejidos de sostén ni de conduccion. 21 cuerpo

de 13s plantas es pequefo y no llamativo

SUBREINO T Talofitas (ptantas con tallo) Ei cuerpo de la planta no se diferencia en ralz,
tallo y hojas; no hay tepdo vascular, tos gametos estan rodeados solo por una pared
celuwlar. El cigoto no se transtorma en embridn mientras permanece encerrado en el

organo sexual fememnno

TALOFITAS SIN CLOROFILA.

Division 10. Hongos verdaderos (eumicetos). El cuerpo de la planta esta

generalmente compuesto de hifas

Clase 3. Hongos con basidios y hongos de maza (basidiomicectos).
15,000 especics Hitas con paredes transversales. Basidosporas
formadas por fusiones sexuales Por lo tanto se le considera un hongo
con basidio. Su himenio es una capa formada por 13 unidn de basdios
£1 cual forma pane del carpoforo, del que existen diferentes formas. Los
hongos perlectos y especialmente los de laminillas son los de mayor
Interés como es el Pleurotus ostreatus. .,

Aunada a esta clasificacion también se cuenta con otra, estd se basa en como los

hongos son capaces de degradar el matenal organico, siendo os de mayor interés los

residuos agricolas y forestales




2.3. CLASIFICACION DE MICROORGANISMOS DEGRADADORES DE
MATERIAL ORGANICO.

Los microarganismos que degradan matenales organicos que contienen celulosa,

hemicelulosa y hgnina. se han clasificado en cuatro grupos pnncipalmente:

1.Hongos de pudricion blanda.
2 Hongos de pudncidn café.
3.Hongos de pudricion blanca.
4 Bactenas.

1. HONGOS DE PUDRICION BLANDA.

El ataque sobre los materiales lignoceluldsicos se da en dos formas:

a) La pared celular secundaria de los materiales lignoceluldsicos es atacada,
formando en clia cavidades cilindncas con terminaciones conicas.

b) Las paredes celulares pueden ser erosionadas empezando por las celulas del
lumen.
Se ha visto que los hongos de pudricion blanda pueden degradar hgruna hasta cierto
punto, especialmente en el caso de maderas duras Estos son capaces de causar una
demetilacion de 1a hignina,ya que posiblemente degraden los lados terminales y los anillos

aromaticos, aungue esta degradacion es lenta g,



2. HONGOS DE PUDRICION CAFE.

Estos hongos atacan principalmente a los polisacdndos de los matenales hgnoceluldsicos
es ta

y pueden causar una hgera disminucion de hgmna. Bl camtio que ocasionan

disminucion del conterndo de grupos metoxido, esto se debe a que se produce una

demetilacion de la hgnina introduciendo a los Liados terrminales de 1la cadena de propano
capiaces de metabolizar

de ta hgnina grupos alfa carbonilos. Estos hongos no son
fragmentos de anillos aromaticos ya Que carecen de un sastemda enzimatico eficaente para
romper estos anillos Una de estas enxzimas faltantes de la celobiosa es la qumnona
oxidoreductasa por lo que of color caté que toman los materisles ignoceluldsicos se

puede deber a la acumulacion de quinonas
El ataque de este Upo de hongos a la pared celular en matenales hgnoceluldsicos,
empieza con i metabohzacion de s sustancias de la capa S2 de la pared secundana.

y la lanminila media son por el contrario

La capa S1 formadda por la pared primarna
bastante resistentes a 1o degradacion, esto detado a su alto contenido de hgmina. gz,

3. HONGOS DE PUDRICION BLANCA

Estos hongos son capaces por st solos de remover o degradar la mayor cantidad de
carbohidratos y lignina simultancamente de los componentes de los materiales
lignoceluiosicos hasta CO, y agua.
Por la capacidad que presentan para degradar los componentes de los materiales
fignoceiulosicos, se les ha clasificado e¢n dos diferentes grupos.

a) Los que degradan los tres componentes de jos matenales hgnoceluldsicos  (

celulosa, hemicelulosa, y hgnina) simultaneamente.
b) Aquellos organismos en los que la degradacion de hgnina es mas rapida que 1a

degradacién de celulosa y hemicelulosa. Un cjemplo de este tipo es Pleurolus ostreatus

un basidiomiceto al cual especificamente se hard referencia. g o609 a1y



4. BACTERIAS

Existen pocas obscrvaciones que indiquen que las bacterias son capaces de degradar y
utilizar la lignina. Cientos grupos de bacterias poseen habilidad para romper enlaces beta-
aril-gliceral, estos representan de 30 a un 50% de uniones entre las unidades de fenil
propano que conforman la estructura de [ lignina Un factor que puede ser determinante
en la deqgradacion de los compuestos hgnoceluldsicos es la falta de mowvilidad frente a la

accidn penetrante de las hitas de los hongos. i o,

2.4. MORFOLOGIA DE LOS HONGOS.

El estuchio de: 1a forma del cuerpo del hongo es basico para la identificacidbn de la especie.
La morfologia de los hongos es de gran importancia debido a ta gran variabilidad en la
sistématica de estos organismos. Paralelamente a la morfologia.también el color,el olor y
el sabor son caracteristicas de gran valor en la dentficacidn de los hongos

Con respecto o esto cabe hacer las siguientes aclaraciones: podemos observar que
erroneamente se llama hongo. a lo que rn reabhdad es el cuerpo reproductor o cuerpo
fructifero de la graon masa algodonosa y blanca, que es el hongo en realidad, es decir, el
micelio qua se¢ encuantra y vive en ¢l suelo. o sustrato  ( madera .estiércol, hgjas, etc.).
Postenormoente de dicha masa a manera de prnimordios o botones, nacen los cuerpos
fructiferos.ya sea uno o vanos, segun sec trate de Jos Hamados hongos solitanos o de los
“greganos” comao s el caso de Pleurotus otreatus

Dichos cuerpos sirven al hongo para producr y diseminar sus esporas.o sea las
simientes o mejor conocitdas como semmillas con las cuales se reproduce y perpetua. La
superficie o estructura que produce las esporas se lama himemo y la estructura que la

sostiene es el espordforo o cuemo fructifero . gy
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El esporoforo suele ser simplemente el pie del hongo o estructuras muy complicadas. En
los ascomicetos el himenio esta en la superfice supenor del cuerpo fructifero, y en los
BASIDIOMICETOS en la superficie infenor del sombrero, en estos es donde existe la
vanabilidad del himenio que es I base para definir a las especies, ya que puede haber
hongos con himenio liso, venoso, poroso, dentado o laminar como el caso de Pleurotus
ostreatus.

Los caracté¢res antes mencionados son  de suma  imponancia  paro  fograr una
identificacion clara del upo de micoorganismos que s¢ este dentificando, las partes que

conforman al hongo Pleurotus ostreatus. Ver tigura 3.
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FIGURA 3. Partes estructurales de Pleurotus astreatus.
FUENTE. 7.8



2.5. MORFOLOGIA DE Pleurotus ostreatus.

Los caractéres mas mponantes usados para la identificacion de Pleurotus ostreatus y
segun (Jacq. Exfr. Kummer) son los siguientes:
Nombre sistematico Nombre vernaculo.
Plourotus ostreatus Seta de ostra.
Oreja blanca.
CARACTERISTICAS FISICAS

Sombrero. Mide de 4 a 14 cm de diamétro.en forma de concha de ostra;con el borde

enrrollado y viscoso en tiempo humedao,varable ¢n su coloracion.
Color del sombrero. Su color puede ser de gris pardo,blancuzco y hasta azulado.

Laminillas. Estas son decurrentes con  laminidlas  intermedias,estrechas. blancas o

Ccremosas.

Pie. Es corto nude de 1-3 cm .es exceéntnco o lateral y blanquecino con una capa miceliar

blancuzca sobre su base.

Esporada. Es de color blanco

Carne. Es blanquecina y tenaz.tiene un sabor y olor agradables.

Posibilidades de confusion. Con Pleurotus cornrcopiae,que tiene laminillas decurrentes

y un otor anisado. También con Pleurotus pulmonarius el cual tiene un color palido casi
blanco.
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Pleurotus ostreatus es un hongo que se consume ampliamente en Europa. No es
patégeno ni parasito, por lo que no representa un problema de toxicidad en su
CONSUMO (7 g)
Ver figura 4

FIGURA 4 Racmo de Fleurotus ostreatus PUENTE 7

2.6. HONGOS COMO MICROORGANISMOS.

Como ya se menciond se tene una gran vanedad de hongos que son ampliamente

conocidos y existen grandes diferencias entre estos
Estos no pueden ingenr sohdos,comao jos animales, sino que obtienen sus nutrientes por

absorcidn de matenales organicos ¢ inorganicos solubles.
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Posee pared celular como las plantas.pero no son de celulosa verdadera como estas y
usualmente contienen algo de quitina. Su forma de vida es unica.

Muchos pueden mostrar dos separaciones pero son fenolipos parecidos. Su morfologia
consiste de dos estados reproductivos:

1. Un estado morfoldgico completoreproduciendose sexualmente por produccidn de
esporas (perfectas) como un resyltado do la fusidn nuclear seqguida por una MelRsIs.

2. Un estado morfoldgico incompleto reproduciéndose asexualmente por una produccion
de esporas imperfectas seguidas de una divisidon mitdtica.cada estado asi reproduce sus

diferentes tipos de esporas. Ver figura 5
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FIGURA 5 Estado morologica de Pleurofus ostreatus
FUENTE 3.6

Con lo que respecta al micelio, este es el cuerpo del hongo y lo podemos encontrar en
dos fases distintas. La pnmera es ¢l "micelio vegetativo™ el cual tiene forma mas o menos

circular y cuya funcidn es alimentarse. colonizar el sustrato y aumentar el didmetro.
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La segunda fase depende obligadamente de la primera y es el ameglo del miceho
vegetativo para formar cuerpos mas o menos solidos y erectos sobre el sustrato(cuerpos
fructiferos)

Estos produciran las esporas Que seran 1o simente que dispersara y permitirta gque las
especies sobrevivan a traves del tiempo en la naturaleza. El micelio originado por el

arreglo del miceho vegetativo es denominado "micelo reproductivo™ esta segunda fase es
1a fructificacion .,

Ver figura 6
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FIGURA 6 Representacién esquematica de la formacion de cuerpos fructiferos FUENTE 19.29
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2.7. FORMA DE CRECIMIENTO.

Cuando se decide que el hongo sc¢ desarrolie artificialmente @s necesarno especificar,
detallar y entender todas las etapas que intervienen para su desarrollo desde la fase

vegetativa hasta la fase generativa como se menciona 2 continuacion:

2.7.a. AISLAMIENTO.

Cuando sometemos al micelio de los honqgos a condiciones diferentes o 1as de su medio
natural, este puede morir, degenerar o cambiar sus cualidades. Para que el micehio
prospere en condiciones de laboratono, debe adaptarse a tales condiciones, realizando
una buena seleccion del hongo que va a servir para el aislamiento y proporcionane la
mejor aimentacion para obtener un Maximo desarrollo, esto con ayuda de un medio de
cultive adecuado

Después de haber realizado esto, obtenemos un miceho domesticado a condiciones que
no son las de su habitat obteniendo asi lo que comunmente llamaremos "miceho madre™.
Para reahzar ¢l aislarmiento se hace uso de diferentes medios de cultivo que van desde

los simple:s hasta los medios enNnquecidos (1344,
TIPOS DE AISLAMIENTO
En cuanto a Iz manera de realizar el aislamiento se tienen varias opciones, tales como:

1. Empleando una cepa de coleccion del hongo que se va a trabajar y transferida al

medio de cultivo
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2. Empleando germinacion de esporas en la cual se obtiene la esporada y se coloca de
manera estént en el medio de cultivo

3. Empleando tejido interno del sombrero, esto es obleniendo pequenos cortes del tepdo
y colocario en \as cojas petn que contienen el medwo de cultivo

Cualquiera de estas opciones bajo Ins condiciones establecidas para su mejor doesarrolio
como son. temperatura de incubacion, humedad, sin luz, el

Asi se obtiene la adaptacion del hongo al medio de culivo y con esto el desarrollo inicial
de su fase vegetativa obleniendo asi el lamado "micelio madre™ 4.,

2.7.b. MICELIO ACTIVADO.

El desarrollo del micebo madre en granos de diferentes upos son utilizados para la
inoculacion de 10s sustratos preparados

El "micelio activado™ o Tinoculo” consiste en
llevar a cabo la colonizacion total de los granos empleados, por el micelio madre, con el

fin de aumentar el desarrolio de la tase vegetativa y lograr su mejor adaptacion (g 21 33 37y
Esto se puede reatkizar en los sigumentes Lipos de granos:

arozx

tngo

sorgo

centeno

La preparacion del grano como sustrato es de gran impaonancia para la obtencién de un
micelo activado de calidad
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Este se puede obtener de tres formas distintas:

1.- A partir de a cepa de coleccion o 1a cepa aislada. Este tipo es originado de la cepa de
Pleurotus ostreatus que se inocula en el sustrato. Su crecimiento es un tanto lento en un
principio.

2.-A partir de una dilucion de esporas. En este mdatodo las esporas de Plaurotus ostreatius
son diluidas en aqua estéril o hervida, postenormente son inoculadas en el sustrato y
estas presentan un desarrolio vigoroso ya que posce diversos puntos da crecimiento

3.-A partir de esporada. La esporada de Pleurotus ostroatus os inoculada en el sustrato
en pequenos fragmentos de papel: la esporada debe hidratarse en el sustrato. Por tal
mMotivo su genminacion ¢s un Hoco fenta

L.as condiciones para el desarrollo son de gran amportancia en 1a calidad del

micelio. 4y 1407,

2.7.c. FORMA DE CULTIVO.

Como seta silvestre, el Pleurotus ostreatus se encuentra on diversas formas; se
desarrolla como saprofita sobre matenal organico. Se desarrolla generalmente en
regiones templadas, y necesitan de una temperatura de 15 a 25 C para poder fructfficar.
Los sombreros pueden alcanzar un tarmano aproximado de unos 15 om o mas, el color
varia dependiendo de la especie y de ias circunstancias, desde amaniio - anaranjado,
pasando hasta gris - negruzco y hasta posiblemente un negro - violaceo

Et Pleurotus ostrealus  se cultiva desde hace vanas decenas de anos. en pequefa
escala sobre cilindros o tocones de madera al aire hibre Y recientemente se cultiva sobre
sustrato a basec de paja. suros de maiz o mezcla de ambos

El Pleurotus ostreatus es de Color gns - Negruzco .,
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CARACTERISTICAS DEL SUSTRATO.

Normalmente se utilizan residuos dec pajas de los cullivos agricolas ya sean de trigo,
cebada o rastrojo de maiz entre otros, los cuales son divididos en elementos de 2 a 7 cm,
para con ellos {abricar el sustrato. Posteriormente dichos materiales deberan ser lavados
y remojados para logar obtener la humedad de 75 % aproximadamente.

Una ves reahizado esto se deberan estenlizar a una temperaura de 121 C por 20 min. o
bien a una temperatura de 70 C por un periodo de 30 min para asequrar que quedo ibre
de microorgamsmos que puedan causar dano durante el desarroio del miceho

De una tonelada de paja secn se pueden obtener de 2.5 0 3 toneladas de sustrato hsto
para ser inoculado. A continuacién

poder efectuar la siembra.

se entna ol compost hasta alcanzar unos 25 C, para

SIEMBRA

Para realizor la siembra usualmente se utiiza una cantidad de micehio activado de

alrededor de! 1.5 al 3 % del peso del sustrato
Debe realizarse en un lugar impio en donde se mezcla ¢l compost con el micelo activado
o semiila

El sustrato sembrado se cnloca en sacos de plastico las cuales deberan cubnr

completamente el sustrato, debe ser transparente. perfornda y de un espesor aproximadao
de 0.02 mm

Et utilizar las bolsas de plastico tiene varias razones que son: proporcionar al sustrato un
clima adecuado, evitar la desecacion, protegerio contra infecciones entre otras.

Después de la siembra, se

atua el compost en un lugar donde el crecimiento del micelio
pueda empezar y este lugar puede ser el mismo donde se llevo a cabo 1a pasteunzacion

o esterilizacion o bien Hlevar las bolsas al lugar definitivo de [a cosecha.



El Pleurotus ostreatus requiere de una temperatura de unos 25 C aproximadamente para
el desarrolio del micelio. Durante la incubacidon debe existir un intenso movimicento de aire,
para evitar las diferencias de temperatura en ¢l sustrato. Ademas debe de existir una
elevada humedad en o ambiente. La invasidon del sustrato habra terminado pasados 15
o 20 dias. L.a superficic debe aparecer blancit de micelio, antes de esperar 1a formacion

de granos y cuerpos tructiferos. a1z wvon 1y any

FORMACION DE CUERPOS FRUCTIFEROS

Para que [a formacidn de granos y su  postenor crecimiento transcurran  sin
perturbaciones, @s necesana la luz 1 cual puede ser natural o artificial .

Se obtendra una buena fructifichcion s toda la masa de sustrato se encuenra
aproximadamente entre 10 a 12 C Al cabo de algunos dias. se observara gran cantidad
de pequenos puntos blancos ¢n in superfice del miceho estos seran los primeros
primordios

Tan pronto como se vean los pequefos botones o primordios en algunas partes es
necesario retirar ¢l plastico de la superficie del compost con esto yo se espera el
crecimienta de los carpéforos y su subsecuente cosecha Mientras dure {a cosecha es
conveniente mantener al Plourotus ostreatus a und temperatura de aproximadamente
12 a 14 C y una humedad del aire del BS % aproximadamente

Dos semanas daespucs de la apancion del pnmear botdn, se pueden recoqger 1os pnmeros
carpoforos. Con relacion a la cosecha se tenen los periodos de oleadas los cuales
suelen ser de unos 10 a 14 dias, dependiendo un poco de la temperatura suelen ser de
dos a tres por siembra. Los Pleurotus ostreatus  se cosechan cuando los carpoforos
estan bien desarrollados y los bordes del sombrero aun no se han enrollado o
desgarrado.
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f.os carpoforos crecen frecuentemente agrupados en racimos. En la primera olcada es
preciso cortiar fos mMas grandes con precaucion. Cuando todos los carpdforos de un
racimo estan del musmo tamano se puede cosechar totalmente este racimo a ras del
compost o sustrato. Los carpdforos cosechados se colocan en recipwentes para proceder
ala preparacidn para su venta ., oy on

£l comportarmiento antenor se

muestra en la figura 7
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FIGURA 7 Ciclo de la produccidn de Pleurotus ostreatus
FUENTE 6
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CAPITULO 3.
3.1. DESLIGNIFICACION CON EMPLEO DE ENZIMAS.
Como una fuente de reduccidon de carbono y altmacenamiento de energia, la lignina es

mas abundante que la celulosn
nte a la degradacion y algunos organismos tienen la habilidad de

La hgnina s muy rosi
degradar a la igruna como 1o son los hongos y bacternas g,
Como se sabe, [a gnina muastra una barrera tisica a la descomposicion de celulosa y
hemucelulosa (Harvey, 1085)

Et 8% de los hongos asociidos con  pudriciones

satisfactonamente. muentras que ¢l 96% de los hongos asociados con pudricion blanca
lignina. En los habitantes

reaccion posiiva hacia la degradacion de la
fignina son los basidiomicetos de pudncion

café no realizan la reaccion

tienen una
terrestres los primeros en descomponer 1a
blanca, siendo du este hipo e Plourotus ostreatus como se nos muestra 1a siguiente tabla

3.
MICROORGANISMOS DEGRADADORES

[ % DE DISMINUCION DE LIGNINA EN 80

ESPECIE
DIAS
HONGOS DE PUDRICION BLANCA T T o T -
Conolus hirsutus 52 + 2
Pleurolus ostreatus 3 . 254 2
HONGOS DE PUDRICION CAFE 185

Fomutcpsis pimcoti

TABLA 3 Ejemplos de hongos deshgnificadores FUENTE 31

E£n relacion a los dferentes tipos de transformaciones que ocurren durante la degradacion
de lignina y de la especificidad de la catahsis enzimatca, este catabobsmo es llevado

acabo directamente por las enzimas, siendo la mayoria enzimas extracelulares las que

estan implicadas mayormente
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Esta reaccién positiva de degradar la lignina esta asociada con la produccién de enzimas
extracelulares como ya se menciono siendo estas,

del GRUPO 1. Oxidorreductasas y a estas pertenecen las siguientes,

* Enzimas Fenol oxidasas como 1a Lacassa

s

» Peroxida
= Tirosinasas
Las enzimas pucden causar cambios en los limites estructurales en la lignina y una cierta

disminucion en los componentes del peso molecular relacionados con a lignina. o 3a,

3.2. CATALISIS ENZIMATICA.

Con lo que respecta a la catalisis enzimatica es generalmente considerada ya que ofrece

algunas ventajas potenciales sobre los procesos quimicos, estos son

e Gran sustrato y reaccion especifica

e Requerimientos de energia mas bajos

e Generacion de contaminantes mas baja.
« Alta produccion de nuevos productos

e Oportumidades para transformaciones no {fciles con reactivos quimicos.

Dentro de esta tecnologia se tienen enmzimas que pueden facimente separar unas
cuantas unidades aromaticas monomencas de hgmna. o aiternativamente modificar la
macromoicécula en una Manera que le pueda confenr propiedades Utiles para su
exptotacion en el cstado macromaolecular

Esta es una consideracion de las fuentes potenciales de muchas enzimas, la habilidad
para degradar o modificar lignina  esta restnngida relattvamente a  algunos

MICroorganismaos como antenormente se vio,
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La biodegradacion de la mayoria de los polimeros naturales por microorganismos es
hidrolitica. Sin embargo en 1a lignina no es posible llevar a cabo este tipo de degradacién

porque la mayoria de cstas variedades intermonomeéricas enlazadas son no hidrolizables.

Para poder Wdentiticar 1a naturaleza de tas reacciones catabohcas involucradas se tiene
que hacer lo siquente

La examinacion de 1a parcial degradaciéon de lignina y los productos de degradacion, o

bien et estudio del camino  biodegradativo en  cultivos  lignoliticos  usando

especificamente '* C- marcado en lignina sintética y modelos diméricos representando
las subestructuras de lignina.

Para ambos grupos de hongos como son los de pudnoaion café y los de pudricion blanca.

el modo de atagque es oxidativo, parcialmente degrada o modifica el alto contenido de

oxigeno en la lignina por hajos contenidos de metoxilos ¢ hidrogeno comparados con la
lignina completa

Investigaciones quimicas muestran que ¢l grupo de¢ hongos de pudnaon blanca tuenen
envueltos mecanismos por o

cuales

a demetilacion de grupos metoxal cn armbos
sustratos fenodlicos y no fenolicos y 1a hidrolizacion de anillos aromaticos

Por lo que tos procesos oxidativos resultan en un ataque en tas fracciones polimérncas de

alto peso molecular correspondientes a la hgnina no degradada Es cvidente pues que

esta sujeto a involucar enzimas  fenol-oxidasas que remueven radicales  tenox

intermedios. Esto es un proceso de depolimerizacion y oxidacion sucesiva

Esto esta basado en la dentificacion de las umidades terminales oxidativas en polimeros

degradados de lignina.
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La relacidon extracelular C-C es considerada como el centro importante del mecanismo
por el cual el polimero de fignina es fragmentado

Los hongos de pudricién blanca catalizan las reacciones de oxidacion con el resultado de
un incremento del contenido de alfa-carbonil de la ignina degradada. La identficacion se
realiza con el aislamiento de vanas moleculas de bajo peso molecular las cuales tenen

grupos alfa-carbonit intactos Ca-Cfd Ver fiigura 8.
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FIGURA 8. Estructuras resultado de la degradacidn por
hongos de pudncion blanca. FUENTE. 4103

Con lo antenor los procesos bioldgicos mas viables para uthizar los desechos
lignoceluldsicos es para producir alimentos en gran escala para ganado con un grado

mayor de digestibilidad, o bien para la produccion de hongos comestbles

Estos dos procesos ( degradacion de desechos lignoceluldsicos para la produccion de
alimento para ganado y la explotacion de estos desechos para el cultivo de setas), abre
nuevas posibilidades a otros subproductos, ya que los estudios dirigidos a la degradacion
de la lignina, la celulosa y ta hemicelulosa dejan dejan ver {a obtencion dge subproductos

como la vainillina, glucosa, etC. (4 1624 25 36 31,
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CAPITULO 4.

OBJETIVO GENERAL.

Obtencidon de hgninasas producidas por Pleurotus ostreatus ( seta ) cullivado en rastrojo
de maiz y su actividad enzimatica in vitro.

HIPOTESIS.

La utilizacién de un desecho lignoceluldsico ( rastrojo de maiz ), servird como sustrato
inductor en la produccion de higninasas por Pleurotus ostreatus.

OBJETIVOS PARTICULARES.

1.- Establecer las condiciones de aislamiento ¢ identificacidn de Pleurotus ostreatus a
partir de un hongo comercial.

2.- Establecer las condiciones de activacion de Pleurotus ostrealus para la obtencion det
micelio activado para la inoculacion del sustrato ( rastrojo de maiz ).

3.- Evaluacién in vitro de la actividad enzimatica de los extractos crudos de Pleurotus
ostreatus obtenidos a diferentes dias de crecimiento en rastrojo de maiz, usando como

sustrato ignina comercial y rastrojo de maiz.

Para el cumplimiento de los objetivos anteriores se planteo la siguiente metodologia.



CUADRO METODOLOGICO
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ACTIVIDAD ENZIMATICA IN ¥ITRO

l INFORMACION 1

PO TESTS
LA UTILIZACION DI, UN DF S CHO
LIGNOCELULOSICO (RASTROJO DE MALZ) SERVIRA
COMO SUSTRATO INDUCTOR EN LA FRODUCTION
DE LIGNINASAS POR FLEUROIES OSTREATTS

i 1

OHIETIVO PARTICULAK T OIE TIVO FARTICUT AR T ORI TIVO FARTICULAR 4
ESTABLECCR LAS CON. TSTARLECER (2% CONDICIONT S PV ALUAC INVITRO DY L A
DICIONES DE AISLAMIENTO b DL ACTIVATION DIL ACTIVIDAD ENZIMATICA DE 1 OS
IDENTIFICACION DY FLELROIUS OSTRE 4TS PARA LA PRTHACTOS CRUDOS 1 PLEOROTLS
PLEUROIUS OSTREAIUS OHTENCION DFL MICTLIO OSTRAATUS OUTENIDNS A
ACTIV AL IS T RENTLS DIAS DE CRECIMEENTO
ACTIN AT Y 1 ACTIVIDAD 21 RCTIVIDAD V1
PREPARACION DEL PRI PARACION DI L. PRI PARACKON Y
MEDIO DE CULTIVO GRANO DL TRIGO QL CHIINCION DE 1OS
ENRIQUECIRD v SERVIKA Tl SOFORTE PXTRAC TOS
CON ANTIRIOTICOY ZIMA TICON B
CRLUTHOS

ACTINIDAD 2 2

ACTIVIDAD 1 T INOCULACION DE L

AISLAMIENTO A GRANOD PARA 1A ACTIVIDAD Y 2

PARTIR DE LN OBTESRCIONDE § A Vs PREFARACTION DEL
PLEUROILUS CEN DE MICELIO IO D

OSTREATUS ACTIV AT FVALEACTION DL
TININASAS DEL
EXNTRAC Tor ENZL

MATLCD CRUTH 131

POSTRETTS

COMERCIAL

- 2
ACTIVIDAD T Y
IDEN T1HICACTON
DL LACLPA
PLELROTL
OSTREATUS

ACTIVIDAD 23
OBTIENCION DI LA Za
¥ la GENERACION D

MICETIO ACTIVATRG

OL FLLCROILS

OSTREATUS QUE St ACTIVIDAD VY
UTILIZARA C OMO EVALUACTON /¥
INOCUL ANTE DE 1 O% HITRO DE LA ACT
SUSTRATOS NS SOBRE LOS

SUSTRA TOS




DESARROLLO DE LA METODOLOGIA.

1.1. Preparaciéon del agar enriquecido para el desarrotllo de ta fase vegetativa

{(micelio madre) de Pleurotus ostreatus.

Composicion del agar enriquecido e! cual servira para lograr ¢l aistamiento. (4 s,

MEDIO DE CULTIVO EN UN LITRO
REACTIVO CANTIDAD
Agar bactenologico SR S
B Peptona_ I
Extracto de levadura
KH;PO, ]
. (NH.):SO.
Mg SO.
CacCl; 2H.0
Gilucosa
Solucion de minerales
FeSO. 7H,;0O 10grs.
CuS0O, 5H.0 0.2 grs
MnSO.H.O 0.1 grs
Mo (NH.).. 50 mars

35



Cuando se realiza el aislamicnto del Pleurotus ostreatus se pueden armrastrar
contaminaciones de bacterias y alqunos actinomicetos, los cuales se pueden eliminar
empleando los siguicntes antibioticos como complemento de la formulacion del agar
anteriormente descnto ..

Estreptomicina 50 ppm

Cloranfenicol 50 ppm

El pH del agar ya enngquecido se ajustd a 4.5 empleando H,S0, e NaOH ambos

al 2 %.
Este se esterilizd por 15 min. a 15 1b/in® | & bien 15 min. a 121 C .

Se prepararon cajas de petrt de 100x15 mm y fueron incubadas a temperatura ambiente

durante 24 horas para asegurar su estenlidad.

1.2. Aislamiento a partir de tejido vegetal de un Pleurotus ostreatus comercial.

Se empled tepdo intemo de! sombrero doe un espordforo comercial siguiendo la

metodologia que a continuacion se descnbe:

1. Se seleccions un hongo comercial que tuviera un tamano adecuado es decir de 8 a 10

cm. de diamétro del sombrero  aproximadamente y Que su tejido se encontrara lo mas

sano o integro posible.
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2. Se dividid el hongo para exponer el tejido interno en fragmentos de aproximadamente
un centimetro.

3. Los fragmentos de tejido fueron trasferidos dentro de una caja petri que contian ef
agar enriquecido estént

Los dos pasos antenores se deben realizar bajo un area estéril.

4. Dichas cajas fueron incubadas a una temperatura de 20 a 25 C durante un periodo
aproximadamente de 10 dias, hasta apreciar ¢l desarrollo del micetio.

El miceho que sea obtemido en las cajas, ¢s el que corresponde al micelio madre 1427,

1.3. Identificacion de la cepa a través del desarrollo de la fase gencrativa.

Para verificar que durante el aislamiento, la cepa obtenida de Pleurotus ostlreatus no
habia sufndo modificaciones morfolodgicas durante su adaptacién artificial, se llevd a cabo
el desarrollo de [a fase gencrativa del hongo en rastrojo de maiz.

El sustrato como ya se mencionod fué ratrojo de maiz, e cual se molid en un molino de
maniflos hasta obtener una harina Este postenormente fue lavado y remojado para lograr
una humedad de 65 a 80%. y después ser estenhizado a 121 C durante 20 minutos
inmediatamente que fue enfnado. se inoculd con fragmentos de micello madre de
aproximadamente un cm cuadrado, los cuales representaron alrededor de un 3% del

peso det sustrato 2n base seca.




Este sustrato una vez inoculado fue incubado a una temperatura de 20 a 25 C sin luz
hasta que se obtuvicron los espordforos como resultado de ta fase vegetativa y asi poder

corroborarta con las caracteristicas bibliograficas descritas (1751 203337

Las caracteristicas morfolbgicas que fueron consideradas para la identificacién son las

siguientes:

CARACTERISTICAS ATRIBUTOS
Tamano del pie De 1-3 cm. localizado ¢n la parte
lateral del sombrero e
De 4-14 cm de diamétro y color

Tamano y color del sombrero

Hanc a azulado
Con laminillas  intermedias y
_ blancas

De _color blanco

Color y Sabor de 1a came Blanquecina y de sabor agradable |
Agrupacion durante su crecamiento En racimos
TABLA 4. Caracteristicas morfoldgicas de Ploeurotus ostreatus FUENTE 6.8

gris pardo , blancuzco .

Forma de tas laminilias

Color de la esporada




2.1. Preparacion del grano que servird al micelio como soporte y sustrato.

La fase vegetativa del miceho madre fué propagada con el fin de obtener micetlio activado

que posteriormente seria uthizado como inoculante. Esto se llevd a cabo de 1a siguente

forma :

El grano empleado fue de trigo |, €ste debid cumplir con las siguientes caracteristicas

-

libree de particulas extranas
preferentemente de un tamano homogeneo

sin presencia de granos rotos

ser un grano joven

El grano deberia tener una humedad del 54% como espectficacidn aproximadamente y
esto se logro empleando la siguiente relacion: por cada 100 ml de grano se colocaran

100 mi de agua

El grano fue esteriizado a 15 Ib/in” durante 20 mun para lograr su esterihidad. (1455,
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2.2, iInoculacién en grano para obtencién de Ia primera generacion.

Los frascos que contenian un volumen de 150 ml de grano con las caracterfsticas antes

mencionadas fueron mnoculados en una relacion de 1:10 ¢s decir.que cada caja
petri que contene el micelio madre yia puro y domesticado servird para inocular 10
frascos de tngo lo cual se realizd de 13 siguiente manera la caja petn fué dividida en 10

fragmentos iguales y estos sc colocaron en los frascos que contenian el grano, todo esto
asi la primera generacion, despues

se debe realizar bojo una area esténl obteniendose
de ser incubados durante 10 dias o mas aproximadamente bajo una temperatura de 20 a
25 C en la obscundad

Lo antenor se detalla en el siguiente esqueaema,

CAJA PETRI COM PNCELIC MADRE

FIGURA 9 Obtencion de pnmera generacion de miceho activado.
% de hurmedad y 150 ml de grano

Frascos de tngo esten!, con 5.
10 frascos con tngo estén)

Retacion final 1 coja de muceho madre
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2.3. Obtencién do la segunda generacidén de micelio activado.

Esto se reahzd partiendo de la pnmera generacion que se obtuvo, también en una

relacion proporcional es decirr que cada frasco de pnmera generacidn que contenia los
150 mil. de grano ya invadido se dividio’ en 10 porciones iguales las cuales se ulifizaron

para mocular 10 trascos de tngo qQue contenian 150 ml. de grano esténl y con una

humedad del 54 %y asi se conformaria la sequnda generacidon, es decir que los 10
frascos de pnmera generacibon obtemidos inocularon 100 frascos de segunda generacion

y asi sucesivamente para obtener una tercera generacdon. Lo antenor se observa en el
siguiente dibujo.

FRASCOS DE SEGUNDA GENEfACION FAE LALINOMN 100

BRELACHO R FIRNAL V0 108

FRASCOS DE TERCERA GE NERACION RELACION 1000
RELACION FINAL 100 1000
FIGURA 10 Obtencion de 2a y 3a generacion de miceho activado,
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Con lo anterior se obtuvieron las 3 generaciones todas eilas provenientes de un cullivo
puro. Considerando también a la tercera generacion de buena calidad para la produccion
de espordforos.

La segunda generacidn de micelio activado es la que se recomienda para ser utifizada
como inoculante del sustrato o de los sustratos en los cuales se¢ quicra producir
espordforos a una mayor escala y ésta fué la que se utilizé para la produccion de
ligninasas de Pleurotus ostreatus tomando una relacion det 3% en peso del sustrato seco

que en este caso fué rastrojo de maiz molido.
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3.1. Obtencidn del oxtracto enzimitico crudo y evaluacion del medio de cultivo

donde se desarrollo el micelio de Pleurotus ostreatus.

El rastrojo de maiz fue molido en un Molino de Martillos, 1a hanna obtenida fue lavada y
secada. Postenormente en frascos de 200 mi. de capacidad se colocd un gramo de
paja. A esta cantidad so e agregd 10 ml de aqgua destilada para lograr ia humedad de 60

a 75% Posteriormente se estenhizo por 15 min a 15 Ih/in” y se deyd enfrar para levar a

cabo su Inoculacion
El rastrojo humedo se inoculd con nucelio activado, colocando 4 granos de tngo invadido

por Pleurotus ostreatus. Estos granos correspondieron al 3% del peso del sustrato en

base seca. De esta forma se obtuvieron un total de 11 frascos de paja-hongo de fos

cuales se utilhizaron los extractos enzimaticos, aproximadamente en periodos de cada

tres dias. Esto se llevd a cabo durante 30 dias de desarrollo del Plewrotus ostreatus

aaamszy Como se rnuestra,

TN O
° e 2o S

OE INOCULAGION 3% P4 as “w .. . H .
-~ o~ Za va <

RASTROJO DE @ Q Q m Q @ L:Q @ a Q

Malz

DIAS DE
INCUBACION
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Las enzimas producidas por Pleurotus ostrecatus son extracelulares por 1o que para su
obtencidn serd necesario realizar un lavado y un fitrado con buffor de fosfatos de un pH
4.5 utilizando de 20 a 25 mi. del buffer estéril. El filtrado contendra las enzimas
producidas por Pleurotus ostreatus durante cada periodo. Estos extractos enzimaticos
crudos seran empleados para la prueba de actividad lignocelulolitica sobre lignina
comercial (control) y sobre paja de mairs (sustrato teal). 4 1aa3s )

Obteniendo asi un total de 11 extractos enzimaticos crudos de diferentes dias.

3.2. Preparacion del medio de evaluaciéon de ligninasas del extracto enzimatico
crudo de Pleurotus ostreatus.

Se pesd 0.1406 gr. de lignina comercial ( LN de Aldnch Chemical Company, Inc. ) Ia cual
corresponde al contenido de hgnina en un gramo de rastrojo de maiz. Este fue colocada
en frascos de 200 ml. de capacidad con 10 mi de  agua  destulada  estéril
Postenormente fueron colocados 5 mil. de cada uno de los extractos enzimaticos crudos
obtenidos de cada periodo establecido

En et caso de |a paja de maiz mohda se pesd un gramo de la misma y se colocod en un
frasco de 200 mi. de capacidad con 10 mi. de agua destilada estérii. Se agregaron 5 mit.
del extracto enzimatico crudo de cada periodo.

Los periodos de los extractos crudos que se evaluaron fueran:

O dias. 3.6. 9, 14, 17, 20, 24, 28, 34 y 38 dias.
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3.3. Evaluacién in vitro de la actividad enzimatica de los extractos crudos a

diferontes dias sobre lignina pura y rastrojo de maiz,

Se contd con un total de 11 muestras de hgnina comercial y 11 muesttas de rastrojo de
maiz molida a las cuales se les adicionaron los extractos enzimaticos de cada periodo
establecido. Como muestra el siguiente esquema,

HALTROIO . — . . -
1€ waniz HOG LW R W W e Jd
EXTRACTIO
DEL DIA BARA o 3 “ o Ta
AMUAS MUESTRAS
UGHINA = = = = o = = o =
oy 0 e [ v [ i [ e s
DIAS D INCUBACION
PARA AMUAS MUESTRAS 3 o l 3 K} )

37 24 RS "y an

Cada una de estas muestras fue analizadn despueés de un periodo de tres dias de estar
en contacto con el extracto enzimauco crudo a una temperatura de 20 a 25 C;
postenormente se realizargn  los analisis de hignina aparente por ¢l metodo de Klason

Sdney PP ¢t all 1988 (anexo 1) y carbohidratos por el método de Nelson y Somogy
Sidney P. et al. 1988 (anexo 2). Es importante determinar el nivel de composicion de los
residuos hgnoceluldsicos Que han sido degradados enzimaucamente al estar en contacto
fos extractos crudos con los sustralos. en e¢ste caso ignina pura y rastro)joc de maiz razon
por la cual se determino 1a cantidad de hgnina degradada y la apancion de carbohidratos,

que ocurre como resultado de la degradacidon via enZimatica. ;4 1020, 3032



La siguiente tabla sirvié para recabar la informacién obtendida durante el experimento.

LIGNINA COMERCIAL

RASTROJO DE MAIZ

DLAS

% LIGNINA
AP ARENTE

S DA
CARBOHIDRATOS

% LIGNINA % Dt
APARINTE CARBOHIDIRATOS

o

3

6

9

14

17

20

24

28

34

38

Con los datos que se recopilen resultado de la experimentacion se realizara el analisis

de resultados adecuado.
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CAPITULO 5.

RESULTADOS Y DISCUSION.

La preparacion de las cajas de petri con el empleo det agar enriquecido y la adicidn de
antibidticos en cantidades de 50 ppm de estreplomicina y 50 ppm de cloranfenicol
resolvié el problema de contaminacién.

Se obtuvieron cajas petri con agar enriquecido de un color crema traslucido y de una
consistencia dura.

Se logré el aislamiento del hongo a partir de un fragmento del tejido intermo del
sombrero de un hongo comercial.

El micelio se obtuvo en las cajas de agar enriquecido, se desarrollé en un periodo de 8
a 10 dias de incubacidn a 25 C con las caracteristicas morfolédgicas propias del micelio

a evaluar como se propuso en |a metodologla:

CARACTERISTICA ATRIBUTO

| Apariencia Peilucilla blanca
Color Blanco

Reves de la caja_ De color blanco
Textura Algodonosa

Dichas caracteristicas morfolégicas resultaron ser las esperadas para el Pleurotus

ostreatus .
Con lo anterior se logré obtener el desarrollo de la fase vegetativa y su adaptacién a un

medio artificial obteniendose asi el " micelio madre ~.
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Una vez que se logré la adaptacidn dei Plourotus ostreatus se verificd si sus
caracteristicas no habian sufrido cambios, esto se hizd a través del desarrollo de la

fase generativa corroborandose asi las caracteristicas morfolégicas del fruto:

CARACTERISTICA ATRIBUTO

Tamado del pie _jla3cm.

Tamarno del sombrero y colorfDe 6 a 12 cm. de color gris

del mismo - ctaro a obscuro

Forma de las laminildlas Laminillas continuas al pie
(decurrentes)

| Color de la esporada —__._|Blanca

Color y sabor de la carme Blanquecina y dura de un
sabor agradable

Agrupacion durante su|En racimos de 4 o mas

crecimiento carpoforos.

La preparacion del grano que sirvid como soporte y suslrato para desarrollar el micelio

madre fue de surma impornancia el haber contado con un grano de trigo de buena

calidad, para lo cual los siguientes puntos fuercnh determinantes para obtener un

micelio activado de alta calidad:

s Libre de particulas extrafias; esto fué quitar granos que no eran de trigo, asi como
toda basura.

= De un tamano homogéneo et cual fué de aproximadamente de 4 a 6 mm. de
longitud.

« Eliminar todos los granos rotos ya que si es'os estan presentes ocasionan que el
almigoén del grano se gelifique durante su preparacion y esterilizacion y ocasionando

ademas que los granos estén adheridos lo cual no es conveniente.
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* Seleccidn de grano joven; esto se logré al obtener un grano, el cual su cuticula no

estuviera arrugada ya que de ser asi, causaria problemas posteriores como son: el
desprendimiento de la cuticula durante su separacion y que el grano no se invadicra

completamente del micelio.

Lo anterior se realizd con facilidad y no se presentd ningun problema.

En cuanto a la humudificacidn del grano, la relacidn mas adecuada fué 100 mi. de
grano y 80 ml. de agua para después esterilizarse por 20 min. a 15 Ibfin®, para asi

obtener una humedad del 58 %, la cua! resultd apta para el desarrollo del = micelio
activado ~.

La inoculacion del grano ya humidificado con fragmentos de * micelio madre * para la
obtencidon del desarrollo de la primera generacion, siguiendo la retacion de una caja de
petri invadida de micelio que se utilizé para inocular 10 frascos con 100 m!l. de grano
preparado, se desarrolid después de 15 dias aproximadamente e¢n incubacién a2 una
temperatura de 20 a 25 C, sin luz, observandose el desarrollo de la fase vegetativa del

micelio de Pleurotus ostreatus con las siguientes caracteristicas:

CARACTERISTICA ATRIBUTO

Apariencia Crecimiento de las hifas a
manera de filamentos entre los
granos de trigo

Caolor Blanco

Textura Algodonosa

Desarrollo Lento y escaso por la nueva
adaptacion al sustrato ( granos
de trigo)
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La obtencidbn de la primera generaciéon det micelio activado sirvié para lograr el
desarrollo de la segunda generacion, la cual fué utilizada para la inoculaciédn de
sustratos para el desarrollo de la fase generativa de Plecurotus ostreatus, que fue la

que se utilizé para Ia produccion de ligninasas,

Esto se realizd en ta relacion planteada que fue: un frasco de grano de la primera
generacidn para 10 frascos con 100 mi. de grano preparado obteniendose la invasiéon
cormnpleta del grano de trigo en un periodo de 10 dias aproximadamente ei cual tuvo las

siguientes caracteristicas:

CARACTERISTICA ATRIBUTO .

Apariencia Granos totalmente invadidos
por las hifas del micelio

Color Blanco

Textura Algodonosa

Desarrolio Vigoroso

En relacion a la preparacidon y obtencion det extracto enzimatico crudo, su extraccion
resultd facil ya que se sabe por la bibliografia que las enzimas que forman el complejo
enzimatico denominado " igninasas ~ son extracelulares.

El volumen utilizado finalmente para extraer las enzimas del medio de cultivo del hongo

a diferentes dias, fué de 25 ml. de buffer de fosfatos.
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GRAFICA 1. % de Lignina aparente VS periodos de incubacién de Pleurotus ostreatus
en et medio de cultivo

En ia grafica 1 se muestra el % de hgnina aparente durante el periodo de incubacion
del micehio de Pleurotus ostreatus

Como puede observarse en un periodo de 38 dias ta cantidad de lignina aparente
disminuyo de un 100 % a un 45. 6 % es decir gue de un 19.9 % de lignina aparente que
contenia el rastrojo de maiz esteé disminuyd a un 9.07 % de lignina aparente
cuantficablie

Existen algunos datos de Tanesaka y cols. 1993 en donde se menciona una
disminuctan de un 25 9% de hgnina en BO dias. si realizamos el mismo analisis
observarnos que de un contemido imicial de 20 % de lignina este idsminuye a un 15 %
de lignina aproximadamente, tomando en cuenta que no se pueden comparar dichos
resultados ya que la medicion de la degradacion de lignina fué hecha sobre trozos de

madera a diferencta del rastrojo de maiz y debidd a que la estructura de la madera es
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madera a diferencia del rastrojo de malz y debido a que la estructura de la madera es

mucho mas rigida y compleja la actividad do los extractos enzimaticos pudiera verse
mas comprometida por la estructura misma

Ahaora bien Platt y cols. 1984, encuentran que en 1a degradacion de lignina de paja de
algodén se observa que en un periodo de 25 dias tienen una disminucion det 33 % en
el contenido de lignina. Este dato se acerca mucho al obtenido en este trabajo, ya que

si se considerara el mismo tiempo (25 dias) se hubiera tenido una degradacibn de
tignina del 30 .

De los extractos enzimaticos crudos obtenidos cada tres dias y probados sobre lignina

comercial y rastrojo de maiz se tienen los siguientes resultados que se muestran en la
tabla Sy las graficas 2.a. , 2.b. y 3.a. .3 b. respectivamente

[LIGNINA COMERCIAL | RASTROJO DE MAlZ 1
DIAS | ™ LIGNINA . DR S LIGNINA = Ot
APARENTE | CARBOHIDIATOS | ARARENTE _CARI RATOS
[ l 100.004 0.00 “ 99.3617_ | _ .
3 198.3629 | 130.00 | 7986560 | 3176.73
6 1 98.2248 | 1106.00 { 932770 | 151 48 1
9 (8777121 109.00 | 87.7667 | 120.79 1
14 | 88.4536 | 103.00 {_68.7500 | 136.63 i
17_ 15298161 | 100.00 { 140.59
20 1942800 | 87.00 N 127.72
24 | 741538 97.00 89.7887 | 137.62 |
28 | 87,7031 % 96.00 895184 | 12079 |
34 194.5325 115.00 17822640 { 131.68 |
38 | 62.8560 | 101.00 | 963726 | 117.82 |
TABLA 5. Resultados de la evaluacion in vitro para ignina comercial y rastrojo de
maiz
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COMPORTAMIENTO DE LOS EXTRACTOS ENZIMATICOS OE DIFERENTES DIAS SOBRE LIGNINA COMERCIAL.
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Como se observa en la grafica de barras 2.a. el porcentaje mas bajo de lignina
aparente se prescentd con un extracto enzimatico obtenido de un cultivo de 17 dias,
medido sobre lignina comercial en donde se considera como 100 % de lignina la
cantidad de lignina contenida en 1 gramo de rastrojo de maiz. Por otro lado 1a grafica
de barras 2 b tambuén nos muestra el porcentaje de aparncidon de carbohidralos
presentados son valores correqudos s decir, que el valor deternunado se e resto el
porcentaje de carbohidratos que provienen del medio de cultivo.

Si comparaimos los valores de carbohidratos que aparecen conforme transcurre la
degradacion. prodriamos decir que con un extraclo enzimatico de tres dias de cultivo se
presentan carbohidratos que provienen de la degradacion de hgnina basicamente ( 130
% para lignina y si observamos la grafica de barras 3.b. se tiene un 126 % para rastrojo
de maiz ), mientras que para un extracto enzimatico de 6 dias se presenta la mayor
cantidad de carbotndratos en el rastrojo de maiz y esto puede ser debido a ia suma de
carbohidratos que provienen de la degradacion de hignina mas tos carbohidratos que
provienen de la degradacion de celulasas y hemicelulasas, ya que en el extracto
enzimatico es probable que contengan celulasas y hemicelualsas. Es por esto que
hubo necesidad de medir la actividad de ligninasas con un control positivo como fue et
caso de lignina pura.

En la grafica de barras 3.a. se observa que el valor mas bajo de lignina aparente se
presenia con el extracto enzimatico de 14 dias de cultivo (68.7 %). Si comparamos en
tiempo y en porcentaje de lignina degradada jos extractos de fos dias 14 y 17 en hignina
comercial y rastrojo de maiz, podemos observar qe en rastrojo de maiz se tene a los
14 dias la maxima degradacidn pero no en porcentaje degradado , mientras que el
extracto de 17 dias sobre lignina comercial, se tiene el porcentaje mas bajo de lignina
aparente.
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Con estos datos podriamos decir, que 10os extractos enzimaticos producidos en un
periodo de 14 - 17 dias de cultivo se tiene la mayor actividad de ligninasas y esto se
puede deber a que el extracto enzimatico contiene no solo ligninasas sino celulasas y
hemicelulasas y que at ser medida su actividad sobre diferentes sustratos ( lignina
comercial y rastrojo de maiz ) dan esa diferencia en dias y se podria suponer que esa
diferencia en dias on cuanto a actividad de 1as hgrminasas se refiere a que |la presencia
se otros sustratos intuba parctalmente la actividad de las higninasas

De acuerdo a Crawford 1980 es muy dificil estudiar el mecanismo bioquimico en el cual
1os microorganismos degradan a la hgnina una rason es ta complejidad estructural de fa
moiecula de hgrina ya que esta es un polimero amorfo tndimensional el cual contiene
diferentes enlaces C -C estables y enlaces éter entre unidades monomericas de fenil
propanoides

Usualmente la mejor forma de seguir 1n degradacon es medir alteraciones quimicas
grandes como por ejemplo la cuantificacion de varios grupos funcionales en ia jlignina
antes y después de su degradacion

Harvey P. J. et. al. 1985 aseguran que los honqgos de pudricidn blanca remueven

selectivamente lignina & simultancameaente remueven hignina y polisacandos por estas
razones en este trabajo fué medida tanto la desapancion de lignina como la aparniciéon

de carbohidratos respectivamente, 1o cual concuerda con los resultados obtenidos

Harvey P. J. et. al 1985 estudio ¢l modo de ataque de tos hongos de pudnicion cafe y

blanca y encontrd que es un ataque oxidative. ya que ligninas y bajo contenido de
hidrogeno y metoxit comparadas con hgnina sin degradar,

Ademas los hongos de pudncidn blanca metabolizan {a lignina hasta didxido de

carbono y agua. fragmentado extracetularmente el polimero hasta mezclas de bajo
peso molecular antes de ser metabolizados intracelularmente.




CONCLUSIONES.

. El desarrollo del * micelio madre

. Se realizd el aislamiento del hongo Pleurotus ostreatus en forma pura a partir de

tejido interno del sombrero de una seta comercial.

. En 1a preparacion del medio se hizo necesario utilizar anubidticos para prevenir la

contaminacion por bacterias y actinomicetos durante el cultive de Pleurotus

ostreatus.

" se obtuvo en un periodo de 8 a 10 dias de
incubacion a 25 C con las caracteristicas morfologicas propias y corroborando dichas
caracteristicas al lograr el desarrollo de la fase generativa obtemendo las

caracteristicas morfologicas esperadas.

. En cuanto a la preparacion del meceho activado ta mejor relacon para obtener la

humedad deseada dei tngo fué de 100 mi. de grano 80 ml. de agua logrando asi una

humedad del 58 %.

El periodo de desarrollo del * Micelo activado ~ para la pnmera gaeneracion fué de 15

dias de incubacion de 20 - 25 C.

. El periodo de desarrollo de la segunda generacidn fué de 10 dias a la temperatura

de 20-25C.

Durante el periodo de incubacion del micelio de Pleurotus ostreatus sobre rastrojo de

maiz y se tiene una disminucidn del contenido de lignina de un 54.4 %.
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B. Con el extracto enzimatico obtenido obtenido a los 14 dias de incubacidn del micelio
de Pleurotus ostroatus, se obtiene el valor mas bajo de lignina aparente (68.7 %)
- cuando éste es aplicado sobre rastrojo de maiz, 0 sea que €l extracto enzimatico

crudo degradd 31.3 % del total de lighina en 3 dias de incubacion

9. Con el extracto enzimatico obtenido a los 17 dias de ncubacidon del miceho de
Plourotus ostreatus, se obtiene el valor mas bajo de hgnina aparente (52, 9 % )
cuando éste es aplicado sobre lignina comercial, o sea que el extracto enzimatico

crudo degrado 47.1 % del total de la hignina en 3 dias de incubacién

10.Es importante el considerar Que los tiempos de obtencion del micelio madre y del
micelio activado  disminuyerén en retacion a los ttempos reportados
bibliograficamente sc considera relevante para cuando se desee llevar a cabo el
cultivo de Pleurotus ostreatus en otra escata, ya que el tiecmpo de obtencién de los

esporoforos tendera a disminuir los ttermpos de cultivo

11.Con el empleo de extractos enzimatcos de Plourotus ostreatus se podra hacer un
mejor aprovechamiento de los residuos fignoceluldsicos para consumo animal, ya
que estos extractos deslignifican el material y por o tanto dejan expuestos mas

nutrientes aprovechables por et animal.



ANEXO 1.
METODO DE KLASON.

Parece ser que el mejor método de aislar y cuantificar el porcentaje de lignina aparente
es el de KLASON ya que este es un tratamiento con acido sulfurico el cual consta de:

polisacarida— a azucares solubles en agua
HIDROUIZA T

hgnina se recupera coma sohdos insolubles

Es una medicion de la hgnina como la fraccion insoluble acida de muestras

lignoceluiosicas sujetas a ta hidrolists por un acido fuerne (o,

PROCEDIMIENTO.

e Transfenr la muestra a analizar a un matraz erlenmeyer de capacidad suficiente con
una exactitud de 0.1 mg

e Se afiade 1 mide H,SO,al 72 2% ( 1 ml de Acido por cada 100 mg de muestra )} a 30
C mas menos 5 C por una hora con un continuo Mmavimiento

s Después de una hora exactamente el ecluido es transferido cuantitativamente a un
matraz erfenmeyer de 125 ml. usando 28 ml. de agua por cada ml de acido

« La hidrolisis secundana se da en un autoclave a 120 C por una hora

« La solucion caliente es filtrada a través de un filtro tared gooch y el residuo de hignina
de klason es lavado con agua caliente para remover el acido

e Las muestras son secadas a peso constante a 105 C con una precision en la pesada
de 0.1 mg.

« La lignina es expresada como un porcentaje de la muestra onginal conforme la
siguiente formula,

% de lignina aparente = peso de lignina X 100
peso de muestra



ANEXO 2.
METODO SOMOGY - NELLSON.

tos carbohidratos contenidos de los residuos lignocelulosicos son determinados por la
medicidn de los azucares reductores contendidos de 1os filtrados de klason usando una
modificacion al procedimiento de Somogy-Nelson. Los filtrados de klason retenidos de

los ensayos contiene los monosacndos compuestos de azacar producidos por la
hidrolisis acida de

fos polisacarido originaimente presentes en
analizar. g,

las muestras a

Siendo este el método a ulilizar.

PROCEDIMIENTO.
e Para neutralizar cada solucién emplear 18 o mas ml de NaOH al 2N,

« Tomar 1 ml. del fitrado neutralizado el cual es transferido a un tubo de ensaye de
150 mm. de longitua y 15 mm de diamétro y se le colocan 3 m!. de 1a solucién C*

posteriormente se le coloca una canica en la boca del tubo y se coloca en un bafo
de agua hirviendo por una hora.

Terminado el tiempo se enfria a4 C.

Se le adicionan 3 mi. del reactivo de NELSON"" y se homogeniza perfectamente.

Se le adicionan posteriormente 10 ml. de agua y se homogeniza.

Se determina la densidad optica a 500 nm.

La cantidad de azucares son determinados usando una curva estandar de glucosa
siguiendo el procedimiento antenor.

* SOLUCION C.

Es preparada mezclando 4 partres de la solucidn A y 1 parte de la solucién B.
La solucidn A contiene:
180 gr. de Na,; SO
15 gr. de Sal de Rochelle
30 gr. de Na, CO;
20 gr de NaHCO,

La solucion B contiene:
180 gr. de Na,; SO,
20 gr de CuSO, .5H,0

Las soluciones anteriores para un litro de agua cada una.
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“*REACTIVO DE NELSON.

50 gr. de (NH, )¢ Mo; 0,, .4H,0 en 42 ml. de H,;SO, concentrado y estos se afiaden a

900 mi. de agua.

En 50 mi. de agua se afaden 6 gr. de Na, HAsO,.7H,0O y se

mezcla con el volumén anterior y se afora a un litro. Posteriormente incubar el reactivo
nelson a 37 C por 24 - 48 horas para su posterior uso.

Datos obtenidos para la construccion de la grafica estandar de glucosa siguiendo los

pasos anteriores.

MUESTRA | GLUCOSA mg/ml] ABSORBANCIA
1 8] 0.0

2 10 0.03
3 ‘ 15 0.035
4 ‘20 0.05
5 \25 0.056
6 \40 ]0{\

7 ‘BO 10.24
8 ‘ 160 lO.S

9Q J240 JO.BB
10 ‘;20 \0.9
1M ‘360 J 1.15




Con los datos anteriores se construyd la siguiente grafica,

e

mg/mil DE GLUCOSA VS ABSORBANCIA

ABSORBANCIA

[ 50 100 150 200 250 aoa

mg/mt DE GLUCOSA

GRAFICA 4. Curva estandar de glucosa.

350 400



GLOSARIO.

Basidiocarpo. Cuerpo fructifero de los hongos del! grupo de los
Basidiomicetos.

Basidiomiceto. Grupo de hongos caracterizados por producir sus esporar sobre
estructuras microscopicas Hamadas basidios.

Basidiospora. Espora de basidiomiceto producida por un proceso sexual, espora de la
etapa perfecta

Botéon. Hongo inmaduro antes de la expansion del pileo o sombrero.

Carne deol hongo. Término usado para designar la parte interna del cuerpo del hongo.

Equivale técnicamente al llamdo contexto de ta parte interma del hongo. Puede ser

blando. compacto, gelatinoso, IeAoso, correoso, ctc.

Composta. Es la fermentacidn que se lleva acabo del conjunto de los materiales
organicos por la flora misma o por la presencia de olros organismos
Conidia. Espora asexual de los hongos que no esta dentro de un esporangio Se

produce sola o en cadena

Cuerpo fructifero o carpoforo. Se ltama asi al cuerpo reproductor del hongo, el cual

nace de la masa algodonosa o micelio, que crece en el suelo o sustrato. Equivale al

llamado hongo que se colecta del campo.

Espora. Constituye la semilla de los hongos. Son corpusculos sumamente pequenos,

visibles solamente al microscopio.
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Esporada. Deposite de esporas del hongo sobre una hoja de papel. Es muy util tener
aesporadas de 10s hongos, para conocer el color de 1as esporas en masa.

Estructura. Se le lama asi o cualquier pane u drgano del hongo. Sombrero, 1éminas,
pie, anillo, copa del pie. etc., son estructuras del cuerpo tructifero de los hongos

Fase vegetativa. Dicese del crecimiento, tejidos o procesos relativos al mantenimento
del cuerpo vegetal, en contraste con los

tejidos o actividades implicados en 1a
reproduccion sexual

Himenio. Superficie fénil del hongo. Corresponde a la parnte del cuerpo fructifero o

reproductor de un hongo que produce las esporas. Es la parte de abajo del sombrero
de un Pleurotus ostreatus

Lamina. Estructuras delgadas a manera de hojas, que se desarrollan debajo del
sombrero de algunos hongos. Las laminas forman las esporas del hongo. El color vy

posicidon de las laminas respecto al pie es muy impontante en la identificacidn de los
hongos.

Micelio. Conjunto de filamentos del hongo que crecen en el suelo, madera o estiércol y
producen los cuerpos fructiferos. Generaimente el micelio es blanco. rara vez amarnilo o

verde. el micelic representa el verdadero hongo. Lo gque se colecta en el campo o

bosque y se le llama hongo. es en realidad un cuerpo reproductos o fructifero del
nongo.

Pie. Parte que sostienc al sombrero de los hongos. Suele llamarsele estipite.
Generalemente el central 0 cilindrico. aunque también puede ser excentrico o lateral,

fargo o corto y bulboso y sencillo.



Saprofito. Organismo que obtiene su alimento de ta materna organica muenra.

Simbiosis. Asociacion de dos individuos para vivir juntos en colaboracion mutua La
asociacidn de los filamentos de los hongos (micelio) con las raices de los arboles (pinos

y encinos) es una simbiosis.

Sombrero. Parte superior del cuerpo del hongo. Generalmente debajo del sombrero se
desarrolian las laminas, poros, dientes, venas, etc.; es en este lugar donde se forman

las esporas que reproducen al hongo. Al sombrero se le lama técnicamente pileo

Sustrato. Lugar donde crece el hongo. Ejemplo, tierra, mantillo, madera, estiércol, etc.
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