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RESUMEN

El di (2tilhexil) ftalato es un compuesto xenobidtico utilizado para dar flexibilidad y suavidad a
diferentes productos plasticos. Sin embargo, el amplio uso y produccion ha caudado un problema
ambiental, siendo toxico para el humano. Pleurotus ostreatus es uno de los principales hongos de
pudricion blanca que se caracteriza por tener enzimas ligninoliticas, capaces de degradar
compuestos toxicos de estructura similar a la lignina, como los ftalatos. Varios estudios mencionan
que los microorganismos filamentosos que son capaces de desarrollarse sobre sustratos toxicos,
presentan colonias con bordes filamentosos irregulares; esta irregularidad ha sido medida mediante
herramientas como la dimension fractal. Sin embargo, hasta el momento los estudios sobre el
desarrollo de P. ostreatus sobre medio solido con ftalatos solo se han basado en la evaluacion de la
velocidad de crecimiento radial y el incremento de biomasa. Por lo tanto, el objetivo de este trabajo
fue establecer la relacion morfoldgica de las colonias de P. ostreatus utilizando herramientas como
la dimension fractal. Para lo cual se evalud el desarrollo de P. ostreatus, en medios de cultivo sélido
conteniendo dos diferentes concentraciones de DEHF (500 y 1000 mg/L) como unica fuente de
carbono y energia, mediante la relacion entre la velocidad de crecimiento radial, la biomasa con
respecto a la dimension fractal del borde las colonias, por el andlisis bioquimico de proteasas,

glucanasas, quitinasas, lacasas, glicogeno y glucano favorecida en cada medio de cultivo.

De manera general, para P. ostreatus crecido en medio nutritivo (conteniendo glucosa), se
obtuvieron valores mayores de Vr (0.204 mm/h) y biomasa (0.079 mg), con valores de Df estables
(1.27), ademas de un alto contenido de glucanos y actividad enzimatica en proteasas. Por el
contrario, en el medio de cultivo limitado (conteniendo SM), los valores de Vr y biomasa
disminuyeron (0.089 mm/h y 0.02 mg, respectivamente) de manera importante, mostrandose en
relacion a todos los medios de cultivo un incremento en la Df (1.2). Sin embargo, en cuanto a los
medios de cultivo con ftalatos en una concentracion de 500 mg/LL de DEHF se observd un
comportamiento aparentemente similar al del medio de cultivo nutritivo (SM+Gluc), tanto para la
Vr (0.178 mm/h), la biomasa (0.019), la Df (1.15) y la actividad enzimatica (lacasas y glucanasas),
concluyendo bajo estos parametros que muy probablemente P. ostreatus emple6 al ftalato como

fuente de carbono de carbono y energia para su desarrollo sobre medio sélido.
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1. INTRODUCCION

1.1. Los ftalatos

Los ftalatos son diésteres aromaticos derivados del acido orto-ftalico o del acido tereftalico,
que son ampliamente utilizados como plastificantes. Presentan dos cadenas laterales,
generalmente alifaticas ramificadas, cicloalifaticos o aromaticos (Fig. 1). Estos compuestos
fueron utilizados por primera vez en la década de los 20s, no obstante, su venta a gran
escala se dio hasta 1950 con la aparicion de la industria del cloruro de polivinilo (PVC por
sus siglas en inglés) (Keml, 2000). La liberacion de estos compuestos ha causado un
problema ambiental, al estar presentes en el aire (Wensing y col., 2005), suelo, sedimentos,
rellenos sanitarios (Schwarzbauer y col., 2002; Zheng y col., 2007) y agua, esto como
resultado de la produccion y el amplio uso de estas sustancias (Liang y col., 2008). Sus
metabolitos han resultado ser potencialmente nocivos para el humano, por ser

hepatotoxicos, teratogénicos, mutagénicos y carcinogénicos (National Toxicology Program

2006; Matsumoto y col., 2008).

Los ftalatos son sintetizados en cantidades masivas para la produccion de diversos
plastificantes (Liang y col., 2008). Estos plastificantes se adicionan a diferentes polimeros,
principalmente al PVC, para aumentar su flexibilidad y suavidad (Blount y col., 2000). De
esta forma existen numerosos productos que contienen ftalatos incluyendo; recubrimientos
de pisos, papel tapiz, alfombras, impermeabilizantes, pinturas, adhesivos, pegamentos,
aislantes de cables, mangueras, papel, juguetes, cosméticos, empaques para alimentos y
materiales médicos desechables (Rudel y Perovich 2008; Koch y col., 2003), por mencionar

algunos.

De acuerdo al uso, los ftalatos se han clasificado en diferentes grupos (Tabla 1). Entre ellos,
el di (2-etilhexil) ftalato (DEHF) es el mas usado, ya que su produccion es alrededor de
cerca de 18 millones de toneladas cada afio a nivel mundial (Koch y col., 2003). Ademas,
es el compuesto mas ampliamente utilizado en Europa y USA, por ser el mas econdmico y
por la fécil adaptabilidad al producto final, seguido por el DINF y DIDF y posteriormente

por los ftalatos especiales que tienen un mercado mas restringido (ECPI, 2001).



Tabla 1. Clasificacion de los ftalatos de acuerdo a la magnitud de su uso

GOMPUESTO COMPUESTO
DEHF Di- 2-etilhexil ftalato
DINF y DIDF Di-isononil ftalato

Di-1sodecil ftalato

Ftalatos especiales di-butil ftalato (DBF)
Di-isobutil ftalato (DIBF)
Di-isoheptil ftalato (DIHF)
Di-isooctil ftalato (DIOF)
Di-isoundecil ftalato (DIUF)
Di-isotridecil ftalato (DTCF)
Bencilbutil ftalato (BBF)

Entre otros.

Estudios han demostrado que los ftalatos de cadenas cortas como el dimetil ftalato, dibutil
ftalato, difenil ftalato, dipropil ftalato y butilbenzil ftalato pueden ser facilmente
biodegradados y mineralizados. En cuanto a los ftalatos de cadenas larga tal como, el
diciclohexil ftalato, dioctil ftalato y DEHF tienen baja susceptibilidad de ser biodegradados
(Liang y col., 2004).

1.1.1. Eldi (2-etilhexil) ftalato

El di (2-etilhexil) ftalato (DEHF) es un ftalato que también se denomina 1,2-Acido
benzenodicarboxilico, Ester bis(2-etilhexil), 1,2-Benzenodicarboxilato bis(2-etilhexil),

Ftalato bis(2-etilhexil), Dioctil ftalato, Acido ftalico, Ester bis(2-etilhexil).



El DEHF (C,4H3304) es un éster del acido ftalico de elevado PM (390,6 g/mol) que se
produce mediante la reaccion del 2-etilhexanol con el anhidrido ftalico en presencia de un

catalizador metalico o acido, a elevadas temperaturas (CMA, 1999; NTP, 2000).

Ha Ha Ha
C C C
|:||./"f HE|H.-""- H._E./"f HH.E H3
2
C Hal:
Ty g Hz
o CH3
c:’::} ch:“";
|:|| CH EE CH
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Fig. 1. Estructura quimica del di (2-etilhexil) ftalato

A temperatura ambiente el DEHF es un liquido aceitoso (densidad =1.08 g/ml) y de color
ligeramente amarillo. Su solubilidad en agua es baja, pero es soluble en la mayoria de los

solventes organicos. Es miscible con los aceites minerales y con las grasas (ECPI, 2001).

El DEHF posee una elevada tendencia a separarse de la matriz plastica debido a que no se
une quimicamente al PVC y dado, a su elevada lipofilia, puede liberarse del plastico de
forma relativamente sencilla y rapida cuando se pone en contacto con soluciones acuosas
acidas o lipidicas, o por accion del calor (Xu y col., 2010). Es por ello, que el uso
indiscriminado del DEHF en la industria del pléastico ha provocado su gran dispersion en el
medio ambiente, de modo tal que se encuentra en suelo, en agua, en aire y en los alimentos,
razon por la cudl se ha considerado un contaminante ambiental ubicuo (Martinell, 2006; Ji-

Joung., 2006; Liu y Lin, 2002; Okubo y col., 2003).

La alta produccion de plastificantes, su ubicuidad, su elevada liposolubilidad, su facilidad
para liberarse del PVC y su estabilidad en el medio ambiente favorecen su presencia en

numerosos entornos (agua, tierra y aire) (Lorz y col.,, 2002). Por ello, el riesgo de

3



exposicion de los organismos vivos a estos compuestos es elevado (Herreros-Guerra,
2009). Durante los ultimos afios, los ftalatos de ocurrencia mas comun, incluyendo el
DEHF, fueron clasificados como contaminantes y compuestos interruptores endocrinos
conocidos por su efecto potencial sobre la salud humana al interferir con las hormonas
endogenas del cuerpo (Sung y col., 2003; European Food Safety Authority 2005; Frommey
col., 2007; NTP-CERHR 2006; Wormuth y col., 2006).

1.1.2. Exposicion al DEHF

La poblacion en general estd expuesta al DEHF por ingestion o inhalacion, dado que el
mismo puede ser vehiculizado a través de los alimentos, del agua y del aire. (NTP, 2000;
Stringer y col., 2000). Se considera que la ruta de exposiciéon al DEHF cuantitativamente
mas importante para la poblacion es a través de los alimentos, razéon por la cual se ha

llegado a considerar a este plastificante como un “contaminante alimentario” (NTP, 2000).

Con el objetivo de limitar la exposicion poblacional al DEHF a través de los alimentos, la
“Food and Drug Administration” (FDA-USA) ha establecido un limite para el contenido de
DEHF en los materiales que pueden estar en contacto directo con los alimentos, fijando un
maximo de 3% (p/p) (Code of Federal Regulations, 1999). Debido a la considerable
incorporacion del DEHF al organismo a través de los alimentos; distintos paises han
establecido valores limites preventivos para la poblacion. En Estados Unidos de América,
la Environmental Protection Agency f1j6 una dosis diaria de referencia de 20 pg/kg de peso
corporal/dia mientras que la “Union Europea” establecio una ingesta diaria tolerable de 37

pg/kg peso corporal/dia (Koch y col., 2003).

1.1.3. Toxicidad del DEHF

Cuando el DEHF entra en el organismo del ser humano, se metaboliza en varias sustancias
que se eliminan facilmente. Se ha identificado a uno de sus metabolitos mas importantes, el
mono etil-hexil ftalato (MEHF), como responsable de la toxicidad del DEHF. Las enzimas

que rompen este aditivo quimico en su metabolito MEHF se han encontrado



fundamentalmente en el intestino, aunque también estdn presentes en el higado, rifiones,
pulmones, pancreas y en el plasma de algunos organismos. El hecho de que la
metabolizacion del DEHF ocurra en el tracto intestinal implica que la exposicion via
ingestion podria ser mas peligrosa que la intravenosa. El DEHF produce un amplio espectro
de efectos toxicos en animales de experimentacion (incluidos roedores y primates) que van
a afectar a diversos organos y sistemas, como al higado, sistema reproductor (testiculos,
ovarios, organos sexuales secundarios), rifiones, pulmones y corazén (Liu y Lin, 2002;

Lovekamp-Swan y Davis, 2003, Okubo y col., 2003).

El ftalato DEHF pertenece a una familia de sustancias quimicas llamada “proliferadores del
peroxisoma”. Los peroxisomas son organulos de las membranas celulares que contienen
enzimas responsables de la oxidacion de los acidos grasos, la sintesis del colesterol y otras
rutas bioquimicas. Se piensa que la proliferacion de los peroxisomas esta asociada con el
cancer de higado en animales, dicha proliferacion ocurre en menor medida en los humanos
que en los roedores y por esta razon algunos investigadores han cuestionado la importancia
de la extrapolacion de los estudios del DEHF en animales para el caso del hombre (Selevan
y col., 2003; Wu y col., 2003; Denham y col., 2005; Cooper y col., 2005; Windham y col.,
2005; Chao y col., 2007; Cohn y col., 2007)

El mecanismo toxicoldgico, tanto del DEHF como del MEHF y otros metabolitos activos,
se basa en la induccion de la proliferacion de peroxisomas, uniéndose al PPARa
(proliferador de peroxisomas-alfa), molécula que actia mediando los efectos de distintas
sustancias de origen enddgeno y exdgeno. Al unirse al PPARa, los ftalatos modifican la
expresion de algunos genes, lo que desencadena una modificacion en el metabolismo
interno celular que se traduce en alteraciones de la produccion y liberacion hormonal por
parte de las células secretoras. Todo ello produce modificaciones en el sistema endocrino y
provoca finalmente efectos toxicos en distintos 6rganos (Herreros-Guerra, 2009; Ehrmann

y col., 2002, Tabak y col., 2006).



1.2. Degradacion de ftalatos por biorremediacion

El termind biorremediacién es una tecnologia de control de contaminacion que utiliza
sistemas biologicos para catalizar la degradacion o transformacion de compuestos toxicos a
formas menos dafiinas. Dichos procesos biologicos se llevan a cabo por distintos
organismos, como algas, hongos, plantas, y bacterias, que son utilizados para degradar
contaminantes ambientales o bien, por la aplicacion de un tratamiento biologico para

eliminar las sustancias quimicas toxicas (Maier y col., 2000; Shimao, 2001).

En procesos de biorremediacion, en la mayoria de los estudios se enfocan en la habilidad de
los hongos de pudricion blanca, para la degradacion de compuestos persistentes,
principalmente los basidiomicetos donde se encuentra el hongo Pleurotus ostreatus (Frazar,
2000). Estos hongos son efectivos porque producen la enzima lacasa, la cual cataliza la
reaccion en la degradacion de la lignina, un compuesto aromatico. Para catalizar estas
reacciones la enzima requiere perdxido de hidrogeno, lo cual el hongo produce (Seigle-

Murandi, 2004; Soo-Min y col., 2006; Scott y Akhtar 2001).

Por otra parte, los hongos tienen ventajas que facilitan su estudio en la biorremediacion; por
ejemplo, los hongos estan presentes en sedimentos acudticos y en habitats terrestres,
ademas poseen ventaja sobre las bacterias por el hecho de que sus hifas pueden penetrar el
suelo contaminado y producir enzimas que degradan los contaminantes. Se ha demostrado
que los hongos de pudricion blanca tienen la capacidad de atacar un amplio espectro de

ftalatos (Christian y col., 2005; Soon-Seok y col., 2008; Wong, 2008).

Muchos hongos filamentosos estdn naturalmente adaptados al crecimiento sobre
superficies. Los hongos requieren un contacto cercano con el sustrato debido a su nutricion
heterotrofa, secrecion de enzimas, absorcion de nutrientes a través de la pared celular y el
crecimiento apical de sus hifas. Sin embargo, algunos sistemas de produccion como la
fermentacion sumergida no consideran estos importantes aspectos de su fisiologia (Villena

y Gutiérrez, 2003; Holker y col., 2004).
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1.3. Fermentacion en medio solido

Entre los productos biotecnologicos, las enzimas abarcan el mayor mercado, con precios de
venta muy altos. La produccién de enzimas a nivel mundial, se basa principalmente en la
fermentacion microbiana sumergida, durante el proceso, los altos costos se basan en la
explotacion de microorganismo genéticamente modificados, las condiciones del medio de
cultivo, asi como, la transformacién de productos secundarios. La fermentacién microbiana
en estado solido (FES) tiene un enorme potencial para la produccion de enzimas, desde el
punto de vista econémico y ambiental (Ellaiah y col., 2002; Viniegra-Gonzalez y col.,
2003; Holker y col., 2004; Jech, 2000; Pandey y col., 2000; Soccol y col., 2003; Bhatnagar
y col., 2010; Murthy y Naidu, 2010).

La FES, es un proceso llevado a cabo por microorganismos los cuales tiene la capacidad de
utilizar como fuente de nutrientes una matriz solida o semisoélida caracterizada por la
ausencia total o casi total de liquido libre o agua, siendo esencial para la actividad
microbiana. El agua esta presente en forma absorbida o en complejos con la matriz sélida y
el sustrato. Estas condiciones son adecuadas para el crecimiento de hongos, la produccion
de enzimas y metabolitos, ya que, las condiciones son semejantes a la de sus habitats

naturales (Chutmanop y col., 2008; Kanmani y col., 2009).

La produccion de enzimas a partir de hongos filamentosos ha sido desarrollada a través del
uso de la fermentacion sumergida y fermentacion en medio sélido. Sin embargo, la
fermentacion en medio solido es una alternativa mas adecuada para la produccion de
enzimas dadas las caracteristicas fisiologicas y morfologicas de los hongos filamentosos
(Garcia y Torres, 2003). La FES ofrece una serie de ventajas economicas sobre los procesos
convencionales de fermentacion sumergida para la obtencion de productos de alto valor
agregado (Castillo y col., 2000), como etanol, enzimas, antibidticos, hongos comestibles,
acidos organicos, aminoacidos, pigmentos, metabolitos secundarios entre otros (Holker y

col., 2004).



1.4. Pleurotus ostreatus

Pleurotus ostreatus (Jacq.:Fr) Kumm. (Dikarya, Basidiomycota, Agaricomycotina,
Agaricales (Moncalvo y col., 2002). En México, los hongos del genero Pleurotus son
conocidos llamados setas, pero también son conocidos como: oreja blanca, orejas de palo,

orejas de patancan, orejas de cazahuate y orejas de izote (Gaitan, 2002) (Fig. 2).

Cuerpos
fructiferos

oceluldsico

Fig. 2. Estructura del hongo Pleurotus ostreatus (Watson y Dallwitz 2008)

P. ostreatus es un hongo que deriva del aspecto de la madera atacada por estos hongos, los
cuales se alimentan de lignina dejando la madera en un tono blanquecino (Sanchez, 2009);
por ello, el nombre de hongos ligninoliticos, ya que son capaces de degradar celulosa,

hemicelulosa y lignina (un biopolimero aromatico) (Robles-Hernandez y col., 2008).

El cultivo de Pleurotus sp es importante en la industria de alimentos alrededor del mundo la
cual se ha expandido en los afios pasados. Nutricionalmente es rico en proteinas, fibra,
hidratos de carbono, vitaminas y minerales, ademas de tener un sabor y olor tnicos (Cohen
y col., 2002). En el area de la medicina se ha encontrado que Pleurotus lleva a cabo
actividades antibacteriales, antivirales, antitumores, hematologicas y ayuda en la reduccion
de los niveles de colesterol. Dado el hecho, que este género ha demostrado tener tantas
capacidades en diferentes areas, sobretodo en el area de biorremediacion (Vacchina y col.,

2002), es que el hongo Pleurotus ostreatus fue escogido para la realizacion de este estudio.



1.5. Morfologia de Pleurotus ostreatus

El hongo tiene una apariencia de masa algodonosa, generalmente blanca que técnicamente
se llama micelio y que crece sobre el sustrato elegido para su desarrollo. Cabe mencionar,
que el micelio es el que se cultiva sobre medios sintéticos en cajas Petri para obtener una
cepa (Fig. 3). Esta crece en forma radial y por ello se forman masas discoidales sobre la
superficie en donde crecen. Sin embargo, las colonias tienden a incrementar su tamafio para
aprovechar los recursos mas cercanos hasta que se hayan agotado. Esta estrategia de
nutricion es limitada particularmente para colonias crecidas en medio solido, mismas que
no son capaces de crecer en regiones con bajas concentraciones de nutrimentos (Fernandez

y Henao, 2007; Bezzi y Ciliberto, 2004; Lopez y Jensen, 2005).
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Fig. 3. Cepa de Pleurotus ostreatus



1.6. Ciclo de vida de Pleurotus ostreatus

El ciclo de vida de Pleurotus, implica una sucesion de etapas que van desde la germinacioén
de las esporas hasta la formacioén de cuerpos fructiferos. En condiciones adecuadas las
esporas germinan y dan lugar al micelio (Moore-Landecker, 1996; Herrera y Ulloa, 1998;

Valencia-del Toro, 2002).

En los basidiomicetes existen dos modelos sexuales: 1) el homotalismo: los que pertenecen
a este grupo son auto compatibles, es decir la union sexual puede efectuarse entre
elementos de un mismo micelio y 2) el heterotalismo: Son necesarios dos micelios para
llevar a cabo la reproduccion. El género Pleurotus esta dentro de este modelo. En este las
basidiosporas con un ndcleo germinan (micelio primario monocariotico) (A) y se fusionan
dos micelios primarios compatibles, en los cuales hay un intercambio nucleico reciproco
(plasmogamia) (B), formando el micelio secundario dicariotico con la presencia de fibulas
(C), la fusion nuclear (cariogamia) ocurre en los basidios, que se encuentran en las
laminillas del cuerpo fructifero (D), posteriormente ocurre la meiosis, dando origen a
células haploides (basidiosporas), que son expulsadas hacia el ambiente (E) (el nimero de

cromosomas esta representado con la letra n) (Olivier-Laborde, 1991) (Fig. 4).
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Fig. 4. Ciclo de vida de Pleurotus ostreatus

1.7. Hongos ligninoliticos y compuestos xenobioticos

Los hongos ligninoliticos han desarrollado un sistema enzimético Unico y no especifico que
funciona en el ambiente extracelular. El mecanismo del sistema degradador de lignina esta
basado en la produccion de radicales libres. Este mecanismo permite que estas enzimas
sean cataliticamente activas sobre una gran diversidad de sustratos organicos. La enorme
diversidad estructural de los contaminantes que son degradados por estos hongos, les

confiere un uso potencial en biorremediacion (Christian y col., 2005).
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Estos hongos ligninoliticos, por ser activos degradadores de lignina, pueden degradar
parcial o totalmente compuestos organicos persistentes de estructura analoga a la lignina.
Por ello, la gran importancia en aplicaciones industriales y en procesos de biorremediacion
de contaminantes recalcitrantes como plaguicidas, tintes, explosivos aromaticos (Sheremata
y Hawari, 2000; Axtell y col., 2000), hidrocarburos policiclicos aromaticos, (Reddy, 1995;
Asgher y col., 2008; Pickard y col., 1999, Levin y col., 2003; Zheng y Obbard, 2001);
PCBs (Dierich y col., 1995; Fernandez-Sanchez y col., 2001) asi como, nonifenoles,
bisfenoles A y ftalatos (Hwang y col., 2008). La biodegradacion de estos compuestos se
considera un proceso no especifico, oxidativo, llevado a cabo por un sistema enzimatico

extracelular donde los compuestos son mineralizados a CO, (Garcia y Torres, 2003).

Ademas, la poca especificidad de las enzimas de estos organismos les permite degradar
mezclas complejas de estos contaminantes. Las enzimas que presentan este tipo de hongos,
son la lignina-peroxidasa, manganeso-dependiente peroxidasa y lacasas, que estdn
relacionadas a la biodegradacion de estos compuestos, dado que la purificacion de estas
enzimas muestra la oxidacion de compuestos toxicos (Suzuki y col., 2003; Tamagawa y
col., 2006). Por ello, los hongos de pudricioén blanca tienen ventajas en la biodegradacion
de compuestos toxicos, por la habilidad de mineralizacion, oxidacion de sustratos

insolubles y secrecion de enzimas (Lee y col., 2004; Tamagawa y col., 2006).

Varios estudios reportan la influencia que tienen algunos sustratos (agar de trigo, agar de
extracto de malta, agar dextrosa papa, agar de levadura) sobre la morfologia y desarrollo de
algunos hongos como en M. conica (Guler y ozkaya, 2009); algunos macrominerales (N, P
y K) sobre el crecimiento y morfologia micelilal en H. fasciculare, P. velutina, P.
impudicus (Boddy y col., 1999) Asi como, metales (Cd, Cu, Zn, Pb) que tienen efectos en
la morfologia de S. delica Coker, D. carpophorus, A. alternata, S. tritici, T. viridae, R.
arrhizus, A. bysexualis (Gadd y col., 2001; Lundy y col., 2001; Ali, 2007) y en especial
algunos compuestos xenobidticos como el benzimetil ftalato, dimentil benzibutil ftalato,
dibutil ftalato, dietil hexil ftalato, pinturas (naranja II), pireno que influyen en el
metabolismo y morfologia de P. ostreatus, P. chrysosporum, T. trogii (Lee y col., 2003;

Kim y Song, 2009; Sahrma y col., 2009; Pzdnyakova y col., 2010).
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1.8. Morfologia de colonias fangicas

Las colonias de hongos filamentosos estan formadas por una de red de interconexiones,
denominadas hifas. Las hifas son las unidades basicas de crecimiento de los hongos,
involucradas en la asimilacion de nutrientes, exploracion y colonizaciéon de medio
ambiente, mecanismos necesarios para su supervivencia (Falconer y col., 2009; Ferreira y

Kato, 2003).

Cuando microorganismos crecen en medios de cultivos, ya sea sumergido o sélido exhiben
diferentes morfologias (Grimm y col., 2005). Estos cambios morfoldgicos (forma, tamafo,
y color de las colonias) se deben a varios factores ambientales (concentracion de
nutrimentos, temperatura, luz, etc.) que influencian en la forma de las colonias (Znidarsi¢ y
col., 2000; Matsuura, 2002). Las estructuras miceliales pueden llegar a tomar formas
rizomorficas, de espirales, de abanicos y difusas, esta ultima es también llamada colonia,
especialmente cuando crecen en superficies de agar (Klein, 1996; Lundy y col., 2001;

Moore, 2003).

Por otra parte, bajo condiciones de laboratorio el crecimiento micelial, se ve reflejado en el
incremento celular: tasa de elongacion de las puntas hifales, iniciacion de ramificacion,
angulos formados por las ramificaciones y frecuencia de ramificacion (Goriely y col.,
2008). El control de estos procesos depende de cuestiones genéticas y ambientales (Boswell
y col., 2003). Cabe mencionar que la morfologia de los hongos puede estar influenciada por
la produccion de enzimas y la tasa de degradacion de ciertos compuestos (Kim y Song,
2009). La caracterizaciéon morfologica micelial es importante para estudios fisioldgicos y

procesos de fermentacion (Packer y Thomas, 1990; Nopharatana y col., 2003).

La colonizacion y la exploracion de suelos contaminados y otros sustratos solidos se lleva a
cabo gracias al modo de crecimiento filamentoso de los hongos (Matsuura, 2000; Gadd,
2001). Los hongos tienden a crecer sobre sustratos solidos, usualmente en forma de colonia
con bordes ramificados. La forma, el tamafio y el color de las colonias estan determinados
por parametros ambientales (concentracion nutrimental, temperatura, exoenzimas, etc.)
(Bystrova y col.,, 2008). Asi como, por el tiempo de exposicion, concentraciéon de

compuestos toxicos, estado fisioldgico y propiedades del microorganismo (Baldrain, 2003;
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Golovchenko y Polyanskaya, 2001; Schubert y col., 2010; Duarte y col., 2004; Lundy y
col., 2001; Romero y col., 2011).

1.9. Composicion de la pared celular de las hifas

La pared fiingica, es una estructura esencial para los hongos y su eliminacion o los defectos
en su formacion tienen efectos en el crecimiento y la morfologia de la célula fingica,
pudiendo causar la muerte celular por lisis. Estd compuesta basicamente de polisacaridos y
proteinas. Entre los polisacaridos destacan la quitina, el glucano y el manano o el
galactomanano. Las proteinas generalmente estdn asociadas a polisacaridos formando
glicoproteinas (Ponton, 2008). La estructura tri-dimensional del esqueleto se compone de
ramificaciones B1-3 glucano donde la quitina esta enlazada ($1-4) a un extremo no reductor
de las cadenas laterales de B1-3 glucano. Este nucleo fibrilar se compone también de
polisacéridos amorfos que son solubles en alcali, entre los polisacaridos amorfos, se

encuentran los f1-6, glucanos, a1-3 glucanos y mananos (Latgé y col., 2007).

1.9.1. Quitina

La quitina se sintetiza a partir de N-acetil glucosamina (NAG) por la enzima quitina
sintasa, que deposita los polimeros de quitina en el espacio extracelular proximo a la
membrana citopldsmica. Una de sus funciones es dar rigidez a la pared celular. El
contenido en quitina de la pared fungica varia segin la fase morfologica del hongo.
Representa el 1-2% del peso seco de la pared celular de las levaduras mientras que en los

hongos filamentosos puede llegar al 10-20% (Peter, 2005).

1.9.2. Glucanos

El glucano es el polisacarido estructural mas importante de la pared y representa el 50-60%
del peso seco de esta estructura. La mayoria de los polimeros de glucano estin compuestos
de unidades de glucosa con uniones 3-1,3 (65-90%), también hay glucanos con enlaces B3-
1,6, B-1,4, a-1,3 y a-1,4 (Synytsya y col., 2009).
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La pared celular de los basidiomicetos consiste en tres capas: la capa exterior con —
glucanos que son solubles en agua, la segunda con a-1,3-glucanos (S-glucano) solubles en
alcali y la interior con glucanos insolubles en alcali con enlaces B-1,3 y B1,6 (R-glucano),
donde las microfibrillas de quitina estdn enlazadas. La insolubilidad del complejo alkil-
glucano se debe a la presencia de enlacen covalentes entre el glucano y la quitina.
(Shigekazu y col., 2004). Sietsma y Wessels (1977) reportaron que el S-glucano constituye
el 45.5 % y la fraccion R-glucano/quitina constituye el 57.5%.

1.10. Glicégeno en hongos

El glicogeno es el material de reserva energética de las células de los hongos y de los
animales. Es muy similar al almidén, pero es un polimero muy ramificado compuesto de
unidades de glucosa unidas por enlaces glucosidicos a (1-4) y con ramificaciones
aproximadamente cada 10 unidades formadas por enlaces glucosidicos a (1-6), éste es
degradado por una fosforilasa, la cual elimina secuencialmente un residuo de glucosa a la
vez de cualquier terminal no reductor, en forma de glucosa 1-fosfato para uso metabélico.

El glicogeno es almacenado en la base de los cuerpos fructiferos en varios estados iniciales
del crecimiento (Niederpruem, 1970). En el desarrollo de los cuerpos fructiferos la
acumulacion del glicogeno en el estipite disminuye a medida que éste se incrementa en las
laminillas. Primero se almacena en la base del estipite y posteriormente desaparece de esta
zona conforme incrementa en el pileo (Matthews y Niederpruem, 1973). La acumulacion y
degradacion de glicogeno es una parte integral de la meiosis y se encuentra disponible para
ser utilizado para el desarrollo del cuerpo fructifero (Ji y Moore, 1993). Por otra parte, esta

involucrado en diversos aspectos de morfogénesis vegetativa (Jirjis y Moore, 1976).

1.11. Enzimas

1.11.1. Lacasas

Las lacasas (benzenodiol:oxidoreductasas, EC 1.10.3.2), pertenecen a la familia de Cu-

oxidasas azules y catalizan la oxidacion de compuestos fendlicos y aminas aromaticas con
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la correspondencia reduccion de oxigeno molecular a agua. Un mejor conocimiento de las
enzimas del complejo lignolitico en la degradacion de lignina permitird un mayor
aprovechamiento de este tipo de enzimas en los procesos de biorremediacion de aguas y
suelos contaminados. De este modo, la no-especificidad de los sistemas que degradan
lignina genera la posibilidad de degradacion de un amplio espectro de sustancias
recalcitrantes que muestran similitudes estructurales con la lignina. Compuestos tales como
cloro-fenoles, bifenoles policlorados, DDt, dioxinas, hidrocarburos aromaticos policiclicos,
haluros de alquilo, nitrotoluenos, colorantes azo y polimericos pueden ser modificados o
degradados en diferentes grados de extension. Aplicaciones futuras pueden de esta forma
aumentar el conocimiento de los diferentes mecanismos de degradacion de moléculas

xenobidticas catabolizadas por estos hongos de pudricion blanca (Kunamneni y col., 2007).

1.11.2. Quitinasas

Las quitinasas (EC 3.2.1.14), pertenecen a la familia de glicosil hidrolasas, catalizan la
hidrolisis de la quitina, un homopolimero lineal de NAG. Las quitinas juegan un papel
importante en la fisiologia y ecologia en ecosistemas como reciclado de quitina para
generar carbono y fuentes de nitrogeno. En bacterias las quitinasas juega un papel
importante en la nutricion por la degradacion de quitina, el cual es usado como fuente de
carbono y nitrogeno por la célula (Wiwat y col., 2002). En organismos que contienen
quitina como los hongos; las quitinasas estan involucradas en la germinacion de esporas, en
el crecimiento y ramificacion hifal, desarrollo y reproduccion micelial, estructura, septacion
celular, auto-lisis y parasitismo (De Marco y col., 2000; Lopez y col., 2008).

La produccion de quitinasa microbiana tiene un amplio espectro de aplicaciones tanto
bioquimicas, alimentarias y de industrias quimicas; tiene actividades antimicrobianas,
anticolesterol y antitumoral. Ha sido usada para tratamientos de agua residual (Dahiya y

col., 2006).

1.11.3. Proteasas

El papel que desempeian las proteasas en los hongos de pudricion blanca, es la liberacion

de enzimas ligninoliticas de la pared celular de los hongos. Por otro lado, Dosoretz y cols.
16



(1990) postuld que una de las funciones de las proteasas producidas por estos hongos es
reciclar el nitrogeno por descomposicion de las proteinas liberadas en el medio celular por
lisis (Kanmani y col., 2009). Los hongos de pudricion blanca representan una fuente de
proteasas para aplicaciones biotecnologicos, alimentos, en industrias de detergentes y en

procesos de biorremediacion (Saboti¢ y col., 2007).

1.11.4. Glucanasas

Las glucanasas son enzimas que degradan [-glucanos y se clasifican en dos grandes grupos
segin los mecanismos que utilizan para hidrolizar el sustrato, identificados por los
productos de hidrolisis: (i) las exo-B-glucanasas, las cuales hidrolizan el sustrato por
ruptura secuencial de residuos de glucosa desde el extremo no reductor, y (ii) las endo-f3-
glucanasas, que rompen aleatoriamente los sitios de enlace B de la cadena polisacaridica,
liberando pequenos oligosacaridos. La degradacion de los B-glucanos por los hongos se
acompafia frecuentemente de la accion sinérgica de las endo- y exo-B-glucanasas (Gonzales
y col., 2011).

Los (1-3)-B-glucanos estan ampliamente distribuidos en la naturaleza, especialmente en las
algas, hongos y levaduras, tienen una variedad de funciones bioldgicas. Conforman los
componentes estructurales de la pared celular, actian como hidratos de carbono y tienen

una funcién protectora (Adams, 2004).

1.11. Procesamiento de imagenes

Las variaciones morfoldgicas de un objeto por su deformacién o desarrollo, son instantes
que de manera cualitativa son perceptibles por el ojo humano. Sin embargo, el poderlos
capturar en forma digital a través de un sistema de vision por computadora (SVC) ofrece la
posibilidad de preservar el instante y asi mediante herramientas como el procesamiento de
imagenes poder estudiar a detalle cada uno de esos cambios de manera cuantitativa, a través
de distintos pardmetros morfométricos como, por ejemplo, la dimension fractal (Du y Sund,

2004; Mendoza y col., 2005).
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El procesamiento digital de imagenes es el conjunto de técnicas que se aplican a las
imagenes digitales con el objetivo de extraer informacion de ellas. Se confecciona un mapa
en forma de cuadricula de puntos o elementos de la figura (pixeles). A cada pixel se le
asigna un valor tonal (negro, blanco, matices de gris o color), el cual esta representado en
un codigo binario (Acharya y col., 2005). Una imagen digital en escala de grises es una
matriz de M x N elementos numéricos, cuyos posibles valores van del 0 (negro) al 255
(blanco), siendo este numero la intensidad luminosa en el determinado punto o pixel

(Pedreschi, 2004; Gusgsm, 2009; Boddy y Donelly, 2008).

Una aplicacion importante de la técnica de andlisis de imagenes es la segmentacion de una
imagen que consiste en obtener una descripcion concreta de sus bordes u otras regiones.
Esto significa, identificar las caracteristicas que describen tanto los contornos (deteccion de
bordes) como las regiones donde ellos se concentran (extraccion de regiones). Los métodos
clasicos de segmentacion de imagenes usualmente asumen los bordes como los extremos
locales del gradiente de los niveles de gris, los cuales introducen dificultades en su
deteccion debido al ruido introducido por la cdmara, el muestreo o los mismos objetos que
componen la imagen (Daffaut y col., 1999; Du y Sund, 2004; Mendoza y cols. 2005; Mery
y col., 2005).

Pedreschi (2004), propuso 5 etapas para el procesamiento de imagenes.

1. Adquisicion de la imagen: Es capturar y almacenar una imagen digital en una
computadora. Considerando los efectos de la densidad de la iluminacién, la
orientacion relativa de los objetos con respecto a la fuente de iluminacion, ya que el
nivel de grises de la imagen también dependen de estos pardmetros y no solo de las

caracteristicas fisicas superficiales del objeto.

2. Preprocesamiento de la imagen: se utilizan filtros digitales, para mejorar la
calidad, eliminar ruidos e incrementar el contraste de las imagenes antes de que sean
analizadas, adicionalmente en este paso las imagenes a color (RGB) son convertidas

a escala de grises o a lo que se conoce como intensidad de la imagen.

18


http://www.amazon.com/Tinku-Acharya/e/B001HP6H2W/ref=ntt_athr_dp_pel_1

3. Segmentacion de la imagen: la imagen en escala de grises es utilizada para
identificar zonas disyuntivas en la imagen con el proposito de separar la parte de
interés del fondo de la imagen. Esta imagen segmentada es una imagen binaria que
consiste solo de pixeles blancos y negros (“0” es blanco y “1” es negro

representativos del fondo y del objeto respectivamente).

4. Analisis de la imagen: La segmentacion detecta regiones de interés dentro de la
imagen o caracteristicas estructurales del objeto. Subsecuentemente el objetivo del
analisis de la imagen es la medicion de distintas propiedades tales como las
geométricas (dimension fractal, perimetro, etc.) asi como caracteristicas de cada

region de la imagen.

5. Clasificacion de la imagen. Durante la extraccion de caracteristicas, se analizan y
asignan “clases”, las cuales representan todas las posibles regiones diferenciadas
significativamente en la imagen.

Esta técnica puede detectar pequeios cambios en estructura como los que se presentan
durante el crecimiento micelial de los hongos, dependiendo del equipo con el que se

capturen las imagenes.

1.12. Fractales en la naturaleza

Las formas que se encuentran en el mundo real carecen de la simplicidad de una linea, un
cuadrado o un cubo: poseen una riqueza de detalles, complejidad e irregularidad que no
pueden describirse con la Geometria clasica, la Geometria de Euclides. Su descripcion por
medio de métodos tradicionales es insuficiente, lo que ha motivado la busqueda de nuevas
formas de analizar y describir objetos, ya sean reales o abstractos. Como respuesta a esta
busqueda, Benoit Mandelbrot, propuso conceptos que permitieron estudiar de manera
alternativa, los objetos y asi, de acuerdo a ¢l mismo, esta geometria fractal: “permite
describir muchas de las formas irregulares y fragmentadas que nos rodean, dando lugar a
teorias coherentes, identificando una serie de formas que llamo fractales”. Fractal, deriva
del Latin fractus, que significa quebrado o fracturado. Es un elemento de la naturaleza que
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puede ser descrito mediante la geometria fractal. Las nubes, las montaiias, el sistema circulatorio,

las colonias miceliales y bacterianas asi como, las lineas costeras o los copos de nieve son fractales

naturales. Esta representacion es aproximada, pues las propiedades atribuidas a los objetos fractales

ideales, como el detalle infinito, tienen limites en el mundo natural (Mandelbrot, 1977).

Por otra parte, a un objeto geométrico fractal se le atribuyen las siguientes caracteristicas:

R/
L X4

X/
°e

X/

Demasiado irregular para ser descrito en términos geométricos euclideos

tradicionales.

Posee detalle a cualquier escala de observacion. Esta propiedad implica que
en las ocasiones en las que la fractalizacion o el grado de detalle de la
geometria tienda a infinito, sera imposible medirla. Esto ha hecho que en la
literatura matematica se les llame curvas monstruo, ya que la longitud de una
curva fractal iterada hasta el infinito, contenida en un area finita, es infinita,

algo que para la geometria tradicional es en si mismo una paradoja.

Su dimension de Hausdorff-Besicovitch es estrictamente mayor que su
dimension topoldgica. Esta propiedad teodrica implica que su tamafio, ya sea
en longitud o superficie, dependiendo de la dimension que tenga el fractal,
es mayor de lo que se podria esperar de una forma euclidiana. Esta
dimension Hausdorff-Besicovitch es una forma de medir la dimension
fractal o la “fragmentacion” de la geometria a estudiar y nos da una idea de

coémo ocupa el espacio que la contiene.

Posee autosimilaridad, ya sea exacta, cuasi-autosimilaridad o estadistica

(Falconer, 2003).

Existen dos tipos de fractales de objetos fractales: los matematicos o deterministicos y los

naturales o aleatorios. Los primeros son los generados por ecuaciones y formas geométricas

que son iteradas a diferentes escalas; y los segundos al igual que los fractales matematicos,

presentan la misma estructura a diferentes escalas de observacion; pero se diferencian en

que el intervalo de escalas de observacion es limitado; en los fractales matematicos la

escala puede ser infinita mientras que en los naturales la escala a la que se conserva su
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propiedad es autosimilitud es finita (Chanona y col., 2001; Halley y col., 2004).

A partir de lo anterior, un fractal natural se define como una figura en la cual la
autosimilitud solo se mantiene en un intervalo dado de amplificacion; adicionalmente, la
evaluacion de la similitud entre diferentes niveles de amplificacion se hace
estadisticamente, por lo cual es usual hablar de autosimilitud estadistica o autoafinidad

(Barletta y Barbosa-Casanovas, 1993).

1.13. Dimension fractal

La medicion de la dimension fractal ha sido utilizada para proporcionar una descripcion
cuantitativa de los cambios morfoldgicos del desarrollo de colonias de hongos filamentosos
(Dong, 2000; Lundy y col.,, 2001). Ademas de proporcionar informaciéon sobre los
mecanismos implicados en el desarrollo del micelio fingico en particular para comprender
las relaciones que se desarrollan entre los hongos y sus sustratos (Crawford y col., 1993;
Boddy y Donelly, 2008; Papagianni y col., 2006). Existen diferentes métodos para el

analisis fractal como se muestra en la Tabla. 2.

Tabla 2. Métodos para el analisis fractal de colonias fingicas

Microorganismo | Método Substrato Df Referencia
Achlya bisexualis Box counting Cu, Co, Hg, | Incremento en los | Lundy y col,
Zn valores de Df 2001
I'silocybe cubensis | Box counting Agar levadura | 1.73, 1.87 Luci¢ y Kratky,
de malta 2004
Aspergillus oryzae, | Box-counting Correlacion  directa | Barry, 2010
Penicillium entre el crecimiento
chrysogenum de las hifas y la
dimensioén fractal
Talaromyces Box-counting Hidrocarburos | Incremento en los | Romero y col,
wortmannii aromaticos valores de DFM y | 2011
DEFS.
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Resinicium bicolor | Box-counting Agardemalta | 1.10al14 Zakaria
Boddy, 2002

y

Por otra parte, una de las caracteristicas mas importantes es que permite la caracterizacion
de irregularidades que no pueden tratarse mediante la geometria euclidiana. En geometria
de fractales, la dimension fractal (Df), es una cantidad estadistica que da una idea de cudn
completamente parece llenar un fractal el espacio conforme se amplia el primero hacia

escalas mas y mas finas (Jones y Lonergan 1997; Barry y col., 2009).

Esta nueva magnitud fraccionaria cambio el esquema de dimensiones enteras o euclidianas
(Mandelbrot, 1997), las cuales se refiere al numero de coordenadas necesarias para
especificar la posicion de un objeto en el espacio (Chanona y col., 2001); de esta manera la
dimension de un punto es cero, de una linea es uno, de una superficie es dos y de un
volumen es tres; en el caso de la dimension fractal, esta regla no se cumple. Los objetos
fractales tienen la caracteristica de ser complejos, de presentar autosimilitud a diversas
escalas de observacion, no se pueden derivar o integrar y son independientes de la escala de

medicion (Kenkel y Walker, 1996; Barry y col., 2009).

Cuando se determina la Df se utiliza la relacion logaritmica en un grafico de In de
perimetro, In de area, o de In de volumen segun sea el caso, contra In de la escala de
observacion (In L), lo que se conoce como el grafico de Richardson (Fig.5). Para objetos
regulares el valor de las pendientes seran niimeros enteros y tomaran los mismos valores
que la dimension euclidiana, sin embargo, para los objetos irregulares esas pendientes daran

como resultado la dimension fractal (Jiménez-Junca, 2005).

< Volumen D=30
2
o
T W5 Superficie Fractal D>20
_5 /" Superficie Euclidiana D=20
&
g Perimetro Fractal D>1.0
§ Perimetro Euclidiane D=1.0
=2
£
] | | | |
0 1 2 3 4 5
Fig. 5. Grafico de Richardson In L (Escala de observacion)

La Df se puede definir en términos lineales, planares o volumétricos obteniéndose las Df de
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perimetro, area y volumen o superficie (Chakraborti y col., 2003). Asi, la dimension fractal
mide el grado de irregularidad de contornos o fronteras; la dimension de una linea recta o
de perimetro de un circulo perfecto es 1, pero si la linea es irregular o accidentada que

pueda llenar el area del dibujo, la Df sera mayor a la unidad (Peleg 1993).

La dimension fractal de area (Da) se define por la relacion entre el area proyectada y la
longitud caracteristica del objeto. Para el caso de un circulo perfecto la Da=2, pero para el
caso de un objeto fractal que presentan menor compactacion que el circulo y que tiene

ramificaciones y/o espacios en su area tendra una dimension fractal D, menor a 2.

Por su parte, la dimension fractal de superficie (DFs) se ha utilizado para cuantificar el
grado de rugosidad o irregularidad superficial (textura) de los objetos; de esta manera una
superficie fractal tiene valores mayores a 2 sin llegar a ser un volumen de un cuerpo

geomeétrico perfecto (Lundahl y col., 1986).

1.14. Método de Conteo de Caja o Box-Counting

Una de las diferentes versiones del célculo de la dimension fractal es el llamado método de
box-counting que se relaciona con el concepto de estructura auto-similar. La metodologia
consiste en sobreponer a la estructura a ser analizada en una rejilla con una malla de
tamafios diferentes, ¢ formando un recubrimiento de cajas. El numero de cajas que
contienen valores de la estructura a caracterizar el cual varia con el valor de € escogido
(Donnelly y col., 1995; Lecault y col., 2007; Papagianni, 2006) (Fig. 6).
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n(s)=114

n(s/2)=273

Fig. 6. Método de "box-counting" cubrimientos a diferentes escalas

Para realizar el correspondiente calculo de la dimension fractal se procede a contar el
nimero de cajas (N), a diferentes escalas (Fig. 6) la variacién de escala de un paso al
siguiente es dependiente del tamafo de la imagen y de los multiplos de ese tamafio. El valor
de la dimension fractal corresponde a la pendiente de la representacion Log N Vs. Log N(s)
(Fig. 7). El método box-counting se aplica dividiendo el lado L de la imagen en s cajas de
igual tamafio s=L/4). Estas varian desde la dimension maxima posible del lado L hasta la
unidad minima de la imagen que corresponde a un pixel (Obert y col., 1990; Daffaut y col.,

1999; Papagianni, 2006).

Log N
3]

Log N(s)

Fig. 7. Regresion Log N Vs. Log N(s). La pendiente de esta linea es la Df.
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2. ANTECEDENTES

Guler y Ozkaya (2009) Estudiaron la tasa de crecimiento radial, caracteristicas
morfoldgicas y pigmentacion del micelio en el desarrollo micelial de Morchella conica,
adicionando diferentes concentraciones de glucosa (0.25, 0.50, 0.75, 1.00 y 1.25%) a
diferentes medios de cultivo (agar de trigo, agar extracto de malta, agar dextrosa papa y
agar de levadura). El periodo de desarrollo del micelio sobre agar de trigo fue de 4 dias,
observandose un micelio muy delgado, en agar extracto de papa la invasion micelial fue a
los 7 dias, mientras que en agar extracto de malta y en agar de levadura fue a los 5 dias. El
desarrollo micelial sobre agar papa dextrosa se observo denso y circular, mientras que en

extracto de malta y agar de lavadura el micelio fue rizomérfico.

Kim y Song (2009) Estudiaron la secrecion de enzimas degradadoras y la capacidad
degradacion sobre el efecto en el tamafio del pellet de Pleurotus ostreatus. Observaron que
el tamafio del inoculo se vio afectado por el volumen de inoculo, medio de cultivo, pero el
factor velocidad de agitacion fue el mas importante. La agitacion de 100 rpm los pellets
fueron de mayor tamafio y la actividad de lacasa fue superior, en comparaciéon con la
agitacion de 150 rpm donde los pellets fueron mas pequefios. Por otra parte, la tasa de
degradacion de benzimetil ftalato y dimetil benzilbutil ftalato fueron mayor con la agitacion
de 150 rpm, indicando la participacion de otras enzimas aparte de la lacasa. La actividad de
la esterasa, la cual, cataliza compuestos nonilfenolicos antes de la reaccion de las enzimas

ligninoliticas, fue mayor en el medio de cultivo con pellets pequefios.

Ali (2007) Estudio el efecto de metales pesados esenciales (Zn) y no esenciales (Cd y Pb)
sobre la morfologia de Saprolegnia delica Coker y Dictyuchus carpophorus. El plomo, fue
unos de los metales pesados que mostro tener efecto en la inhibicidon de la extension radial
de las hifas de ambas especies de hongos. D. carpophorus a altas concentraciones de Cd, su
morfologia se presentd curvo. En cuanto al Zn, las diferentes concentraciones de este metal,

estimularon la elongacion esporangial en ambos hongos.
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Remlein-Starosta (2003) Evalu6é la influencia del cadmio sobre el crecimiento, la
morfologia y la esporulacion de los hongos; Alternaria alternata, Septoria tritici
[=Mycosphaerella graminicola], Epicoccum purpurascens [=E. nigrum], Fusarium
avenaceum [=Gibberella avenacea), Bipolaris sorokiniana [=Cochliobolus sativus]. Todas
las especies estudiadas difieren en respuesta al cadmio. Se observo retardo en el
crecimiento radial del micelio, cambios de pigmentacioén y la inhibicién o la perdida de

esporulacion. S. tritici fue el hongo mas sensible al cadmio.

La plasticidad fenotipica del hongo Aureobasidium pullulans fue examinada en el contexto
de las observaciones sobre los cambios morfologicos de la colonia. La variacién en la
forma de la colonia dependio; 1) de la fuente de carbono (azucar y alcohol-azucar), usados
como medios de crecimiento, 2) edad de la colonia, 3) temperatura de incubacion, 4) ciclo
de luz y 5) tipo de substrato. Las influencias epigenéticas sobre el fenotipo del hongo,

sugieren ser la causa de los cambios en la forma de la colonia (Slepecky y Starmer, 2009).

Nazareth y Marbaniang (2008) Estudiaron diferentes morfotipos de Penicillium
halotolerantes en presencia de metales pesados (plomo, cobre, y cadmio). El plomo fue el
metal mas tolerado por los diferentes morfotipos (monoverticilado, biverticilado, y
terverticilado), causando menor variacion en caracteristicas morfologicas, mientras que el
cadmio fue el mas toxico, causando variaciones morfologicas. Cabe mencionar que el

morfotipo terverticilado fue el mas tolerante a todos los metales pesados.

Gadd y cols. (2001) Estudio el efecto de metales toxicos sobre el crecimiento de la colonia
y distribucién de la biomasa de Trichoderma viridae y Rhizopus arrhizus. Los tratamientos
se realizaron en medios de cultivos solidos conteniendo 0.1 mg de Cd, Cu y Zn. Se observo
un decrecimiento en la expansion radial para ambas cepas. Sin embargo, la longitud del
micelio y el patron de ramificacion se vieron afectados, en condiciones con bajos
nutrimentos. 7. viridae muestra un decrecimiento en la longitud del micelio y numero de

ramificaciones en respuesta al Cu.

Realizaron un estudio basado en la descripcion del desarrollo micelial de Hypholoma
fasciculare, Phanerochaete velutina y Phallus impudicus en relacion a los efectos de la
concentracion extracelular de macronutrientes N, P, K y el estado nutrimental endogeno del

inoculo. Observaron diferencia micelial entre especies, estas alteraciones se debieron al
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estado nutrimental del inoculo. Las diferencias miceliales, fueron determinadas usando
dimension fractal (método de conteo de caja), incluyendo la extension total de las hifas y
cobertura. Estos tres pardmetros son utilizados en conjunto debido a que proporcionan
informacion diferente. Concluyendo que las medidas son tan objetivas que no pueden

describir funciones como es el patron de ramificacion (Boddy y col., 1999).

Se realizaron estudios morfologicos de Achlya Bysexualis, este organismo fue expuesto a
diferentes medios de cultivo conteniendo Cu, Co, Hg, Zn y Cd a concentraciones de 0.05 y
3 mM en todos los casos. Para todos los metales se un decrecimiento en el drea micelial y
extension radial. En cuanto, a la dimension fractal del borde incremento en presencia de
Cu, Co y Hg. Cabe mencionar que, en presencia de 3 mM de Hg las hifas mostraron un
crecimiento en forma de espiral, sin embargo, en Zn y Cd no tuvo ningun efecto en la

dimension fractal del borde (Lundy, 2001).

Caracterizaron la macro-micro estructura del desarrollo colonial cinético de Rhizopus
oligosporus a través del procesamiento de imagen y geometria fractal. Las imagenes de las
colonias fueron utilizadas para la deteccion de la dimension fractal del borde (crecimiento
frontal). El borde es representado por aquella zona cubierta por un 80% de la imagen con
una DF igual o mayor al 97% de la Df maxima. Las caracteristicas evaluadas fueron:
crecimiento radial, el nimero de puntas del borde. Dos acontecimientos de diferente
magnitud y oscilante se detectaron en el crecimiento frontal: la ramificacion y el

incremento de la longitud de las hifas. (Camacho-Diaz y col., 2010).

La biodegradacion y la actividad estrogénica de dibutil ftalato (DBF) fue caracterizada por
hongos de pudricion blanca, Phanerochaete chrysosporum, Trametes versicolor, Daldinia
concéntrica. Los tres hongos presentan alta resistencia al DBF con una ligera inhibicién
dependiendo de la concentracion del toxico. D. concéntrica mostrd resistencia a una alta
concentracion de DBF (500 ppm) y su degradacion fue mas del 90 % después del primer
dia de incubacion. Durante una semana los efectos estrogénicos del DBF después del

tratamiento con el sobrenadante de D. concéntrica desaparecio (Lee y col., 2004).

Levin y col., 2003. Analizaron la habilidad de Trametes trogii para degradar nitrobenceno y
antraceno (250 y 500 ppm). El 90 % de los contaminantes fueron removidos, entre los 12 y

24 dias. La estimacion enzimatica indica una alta actividad enzimatica de lacasa, la cual
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podria estar implicada en la degradacion de este compuesto xenobiotico.

Sharma y col., 2009. Estudiaron la decoloracion de la pintura azo, Naranja II, por
Phanerochaete chrysosporum. A los 7 dias fue removido el 85% (decoloracion optima fue
a los 5dias a 28-30°C con un pH de 5.0) en medio de cultivo liquido. La habilidad de
decoloracion fue correlacionada con la actividad enzimatica ligninolitica, donde la Mn-

peroxidasa presenté mayor actividad al 7mo dia con 265 U/I.

Estudiaron la degradacién de pireno por Pleurotus ostreatus D1, este fue cultivado en
medio Kirk’s, donde se observa que fue metabolizado el 65,6% después de 3 semanas con
acumulacion de pireno 4,5-dihidriol. En este proceso solo se observa la produccion de
lacasa en un medio rico para basidiomicetos. El pireno se metaboliza en un 82,8% en
menos de 3 semanas sin acumulacion de pireno 4,5-dihidriol. El 4cido ftalico y fenantreno
fueron identificados como los metabolitos producidos a partir de la degradacion del pireno.
Cabe mencionar que durante el metabolismo del pireno en medio rico para basidiomicetos
se observo la presencia de lacasa, tirosina y peroxidasa versatil. Los resultados indican que
las enzimas lacasa peroxidasa y versatil son necesarios para la completa degradacion de

pireno (Pozdnyakova y col., 2010).
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3. PREGUNTA DE INVESTIGACION

(Existird alguna relacion entre la dimension fractal, desarrollo y metabolismo en colonias
de Pleurotus ostreatus en medio s6lido a diferentes concentraciones de di (2-etilhexil)

ftalato (DEHF)?

4. JUSTIFICACION

Los hongos de pudricion blanca constituyen un interesante grupo de organismos con gran
potencial biotecnoldgico debido a su habilidad para degradar el polimero de lignina y

compuestos aromaticos estructuralmente relacionados, tal es el caso de Pleurotus ostreatus.

El crecimiento del micelio fungico de P. ostreatus tiende a presentarse de forma fractal, lo
que permite realizar una descripcién cuantitativa de los cambios morfologicos del
desarrollo de colonias de hongos filamentosos. Por lo anterior en este estudio se evalu6 la
dimension fractal de este organismo después de crecer en ftalatos (compuesto fenolico).
Esta informacion contribuye al conocimiento sobre la relacion entre la morfologia de la

colonia, el crecimiento del hongo y la degradacion de este compuesto.
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5. OBJETIVOS

5.1. Objetivo General

Determinar la dimension fractal de las colonias de Pleurotus ostreatus desarrolladas en

medios conteniendo dos diferentes concentraciones de DEHF (500 y 1000 mg/L).

5.2. Objetivos Particulares

e Analizar la dimension fractal de la periferia de las colonias de Pleurotus
ostreatus desarrolladas sobre dos diferentes concentraciones de DEHF (500

y 1000 mg/L).

e [Evaluar la velocidad de crecimiento radial de las colonias de Pleurotus
ostreatus desarrolladas sobre dos diferentes concentraciones de DEHF (500

y 1000 mg/L).

e FEvaluar la biomasa de las colonias de Pleurotus ostreatus desarrolladas

sobre dos diferentes concentraciones de DEHF (500 y 1000 mg/L).

e Determinar en Pleurotus ostreatus el contenido de glicogeno, glucano, asi

como la actividad enzimatica de proteasas, glucanasas, quitinasas y lacasas.

e Correlacionar la velocidad de crecimiento radial, biomasa, actividad
enzimdtica y dimension fractal de las colonias de Pleurotus ostreatus
desarrolladas sobre dos diferentes concentraciones de DEHF (500 y 1000
mg/L).
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6. MATERIALES Y METODOS

6.1. Medios y condiciones de cultivo

El hongo comestible Pleurotus ostreatus (ATCC 32783) fue reactivado en cajas Petri
conteniendo agar extracto de malta, para después inocular en los 4 diferentes medio de
cultivo por separado, que son:

1) Medio con sales (SM)
2) Sales minerales mas glucosa (10 g/L) (SM+Gluc)
3) Sales minerales mas DEHF a una concentracion de 500 mg/L (SM+500 mg/L DEHF)

4) sales minerales mas DEHF a una concentracion de 1000 mg/L (SM+1000 mg/L DEHF)

El medio con sales minerales contiene lo siguiente:

COMPUESTO CONCENTRACION

mg/L
(NH4)2SO4 1.0
KH,PO4 0.5
MgSO47H,0 0.5
CaHy(Po4)H,O 0.3
FeSO47H,0 0.2
ZnS0O47H,0 0.2
MnSO,; H,O 0.2

En todos los estudios se empled un inoculo (4 mm de didmetro) obtenido de la periferia de
una colonia de P. ostreatus, crecida en un medio de cultivo conteniendo SM (sin fuente de
carbono). Cabe mencionar, que los diferentes medios de cultivo fueron sometidos a una
temperatura de 28 °C por 7 dias.
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6.2. Analisis de dimension fractal de la periferia de P. ostreatus por el
método de conteo de caja.

6.2.1. Preprocesamiento de imagenes

De acuerdo a Pedreschi (2004), el primer paso es:

a) La captura de la imagen: Las imagenes de las colonias de P. ostreatus fueron
obtenidas cada 24 h con ayuda de un escaner (HP ScanJet G3110, China) acoplado
auna PC (Fig.10). Se capturaron 15 imégenes de 5 cajas Petri, siendo el numero de
replica para cada medio de cultivo, el tamafio de la imagen en formato digital fue de
1134 x 1134 pixeles. Las imagenes capturadas fueron guardadas en formato TIF. La

escala utilizada corresponde 1cm= 118.57 pixeles.

Fig. 8. Captura de imagenes de colonias de P. ostreatus a través de un escaner acoplado a una PC

b) Preprocesamiento de la imagen: En este paso se utilizé el software Image J 1.43u,
donde cada una de las imagenes a color (RGB) fueron transformadas a escala de

grises (8 bits) (Fig. 11).
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Fig. 9. Trasformacion de una imagen a color (a) a escala de grises (b)

c) Segmentacion de la imagen: Antes de obtener la segmentacion del borde la colonia,
las imagenes fueron transformadas de escala de grises a imagenes binarizadas
(blanco y negro) (Fig. 13), con ayuda de la herramienta Threshold (SM, SM+Gluc,
SM+500, SM+1000 mg/LL. de DEHF con 57/183, 64/191, 61/171, 64/19,
respectivamente). La segmentacion del borde de la colonia fue de manera manual

(Fig. 12, 13, 14).

Fig. 10. Imagen de una colonia de P. ostreatus Fig. 11. Seleccion de borde en una colonia de P.
binarizada ostreatus
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Fig. 12. Borde segmentado de una colonia de P. ostreatus

d) Analisis de imagenes: Una vez obtenidas las imagenes con el borde de la colonia
seleccionado, se procedié a utilizar la herramienta “Fractal Box Counter” del

software Image J 1.43u (http://rsb.info.nih.gob/ij, USA,) (Rasband, Abril 2010)

(Fig. 15) para determinar la dimension fractal. La dimension fractal estimada en
Image J 1.43u se realizo por el método de conteo de cajas (Crawford y col., 1993;

Vicsek, 1989, Obert y col., 1990, Papagianni, 2006) (Fig. 16).

Fig. 13. Procedimiento con fractal box counter a Fig. 14. Determinacion de la Df en una colonia de
través del programa Image J 1.43u P. ostreatus

34


http://rsb.info.nih.gob/ij

6.3. Evaluacion de la velocidad de crecimiento radial de las colonias de P.
ostreatus

La velocidad de crecimiento radial (Vr) se evalu6 en colonias de P. ostreatus desarrolladas
sobre diferentes medios de cultivo (Fig. 8), en replicas de 10 para cada medio de cultivo.
Las mediciones del crecimiento micelial se realizaron cada 24 h con ayuda de un vernier
(Mitutoyo CD-6" CS, Japdn) y la Vr se determind empleando la ecuacion lineal en la fase

logaritmica (Sanchez y col., 2005; Sastre-Ahuatzi y col., 2007; Membrillo y col., 2008).

Fig. 15. Proceso de evaluacion de la Vr en una colonia de P. ostreatus

6.4. Evaluacion de biomasa de las colonias de P. ostreatus

La biomasa se determin6 por el método de peso seco cada 24 h (Fig. 9), con una réplica de
5 para cada medio de cultivo. El método consiste en separar la biomasa del agar en bafio
maria. Esto es, poner la muestra en un matraz con 200 ml de agua destilada y someter a
60°C por 15 min para después, la muestra filtrarla a través de papel filtro prepesado
(Whatman No 2) (a). Una vez obtenida la biomasa en el papel filtro, se puso a secar a 80°C
hasta peso constante (b). Después de 24 h se pesoé el papel filtro con la biomasa seca y por
diferencia de peso se determind la biomasa expresada en mg (c) (AOAC, 1990, Ashok y
col., 2001).
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Fig. 16. Proceso de evaluacion de la biomasa en una colonia de P. ostreatus desarrollada sobre diferentes
medios de cultivo

6.5. Analisis enzimatico de las colonias de P. ostreatus

La obtencion del extracto crudo enzimatico (ECE) del micelio de P. ostreatus, se obtuvo
por lisis celular de los diferentes medios de cultivo. En un tubo ependorff con volumen de
agua conocido, el macerado se centrifugo a 15 000 rpm por 10 min a una temperatura de -2
°C; las paredes celulares del hongo se sedimentaron y se considerd al sobrenadante como el

ECE (Silvay col., 2005; Revankar y Lele, 2006; Kalmis y col., 2008).

6.5.1. Determinacion del contenido de glicogeno intracelular

Para determinar la cantidad de glicogeno se determind el contenido de azucares totales por
el método de Antrona (Trevelyn y Harrison, 1952). A 100 pl de la diluciéon 1:200 del ECE
se le agrego 2 ml del reactivo de Antrona (Sigma). Se calent6 a temperatura de ebullicién
por 10 min y después de enfriarse se leyo la absorbencia a 625 nm. También se cuantificd
la cantidad de azucares reductores por medio del reactivo DNS (4cido dinitro-salicilico), a
100 pl de ECE y 900 pl de agua destilada se le agrego 2 ml del reactivo DNS. Se calent6 a
una temperatura de ebullicién por 5 min y después de enfriarse se leyo la absorbencia a 575
nm. Se prepar6 una curva de calibracion con glucosa. El contenido de glicogeno se calculd
como la diferencia entre el contenido de azucares totales menos el de los azucares

reductores.
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6.5.2. Determinacion del contenido de glucanos de la pared celular

Los glucanos de la pared del hongo se prepararon en dos diferentes fracciones: soluble e
insoluble en alcali. Los glucanos solubles en alcali se prepararon al solubilizar las paredes
celulares en hidréxido de potasio (KOH) 1IN, por 18 h a 25 °C. Se centrifugd a 15 000 rpm
por 3 min a -2 °C. El precipitado (R-glucano) se solubilizo con acido férmico concentrado
caliente y se cuantifico por el método de Antrona. Al sobrenadante se le ajusto el pH a 5
con acido acético (Sigma) y se centrifugo, el precipitado (S-glucano) se solubilizo con

KOH 1N vy se cuantifico por el método de Antrona (Wessels, 1969).

6.5.3. Determinacion de proteasas intracelulares

La actividad de proteasas se determind por la cuantificacion de aminoacidos aromaticos
liberados en la mezcla de reaccion (450 ul caseina al 1% en buffer de fosfatos 0.1 M y pH
de 6.0 y 50 ul de ECE), incubada a 35 °C por 15 min la reaccion de detuvo por la adicion
de 750 ul de 4cido tricloracético (Baker) al 5%. La mezcla se centrifugo a 15 000 rpm. Por
15 min a temperatura de refrigeracion. Se ley6 la absorbencia del sobrenadante a 280 nm.
Una unidad de actividad de proteasa es la unidad de enzima que libera aminodcidos
aromaticos provocando un cambio de 1.0 unidad en la absorbencia por min de incubacion

(Kunitz, 1947).

6.5.4. Determinacion de lacasas intracelulares

La actividad de lacasas se cuantificé utilizando como sustrato de 2,6-dimetoxifenol (Sigma)
2 mM en buffer de fosfatos 0.1 M y pH de 6.0. La mezcla de reaccion (475 pul de sustrato,
50 ul de ECE) se incubo a 39 °C por 15 min. Se ley¢ la absorbencia 468 nm. Una unidad de
actividad de lacasas es la cantidad de enzima que provoca incrementos de 1.0 unidad en la

absorbencia por min de incubacion (Ardon y cols, 1998).
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6.5.5. Determinacion de glucanasas intracelulares

La actividad de glucanasas se cuantificé evaluando el incremento de azucares reductores
liberados en la mezcla de reaccion (500 pl laminarina (Sigma) al 0.7 %, 450 ul de buffer de
acetatos 0.1 M pH 5.0 y 50 ul de ECE) incubada a 30 °C por 90 min. La reaccion se detuvo
por la adicién de 2 ml de DNS. Se ley6 la absorbencia a 575 nm (Sharma y Nakas, 1978)
una Ul de actividad de glucanasas, es la unidad de enzima que libera 1 pM de producto por

min. Se prepar6 una curva de calibracion con glucosa (T¢éllez-Téllez, 2002).

6.5.6. Determinacion de quitinasas intracelulares

La actividad de quitinasas se cuantific evaluando la concentracion de NAG liberada en la
mezcla de reaccion (900 pl de quitina (Sigma) al 1% en buffer de acetatos 0.1 M pHde Sy

100 pl de ECE) incubada a 37 °C por 4.5 h. La reaccion de detuvo por la adicion de 870 pl
de p-dimetilaminobenzaldehido (Téllez-T¢llez, 2002). Se leyo la absorbencia a 585 nm.
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7. RESULTADOS Y DISCUSIONES

7.1. Analisis de dimension fractal del borde de las colonias de P. ostreatus

La Df del borde de las colonias crecidas en el medio de cultivo conteniendo SM, presento
mayor irregularidad (1.20), esto debido a la falta de nutrimentos y por consiguiente el
estrés; en comparacion con el medio de cultivo conteniendo SM+Gluc, donde la Df se
mantiene (1.28) (Fig. 19). Por otro lado, las colonias crecidas bajo las dos concentraciones
de ftalato (500 y 1000 mg/L) presentan una Df similar (1.14 y 1.14, respectivamente). Esto
podria indicar, que el hongo esta empleando como fuente de carbono el plastificante, dado a

que el comportamiento es similar al de SM+Gluc.

Matsuura (2000) reportd que las colonias de Aspergillus nidulans crecidas en un medio de
cultivo rico, presentd un borde homogéneo y liso. En general, las colonias crecidas en
medios de cultivo solidos ricos en nutrimentos presentan un borde homogéneo. En
contraste, con las colonias crecidas en medios de cultivo limitados de nutrimentos, donde el
borde se presenta en forma irregular. Los mecanismos regulatorios durante el desarrollo de
la colonia no solo dependen de la especie, sino también, de las condiciones del cultivo para
su desarrollo (Lundy y col.,, 2001; Walter y col., 2005). Slepecky y Starmer (2009)
reportaron la plasticidad fenotipica del hongo Aureobasidium pullulans y sugieren que la
influencias epigenéticas pueden ser la causa de los cambios de la forma de la colonia.
Romero y col. (2011) estudiaron parametros fractales en Talomyces wortmanni en
presencia de hidrocarburos aromaticos (antraceno, benzeno-pireno, naftaleno). Mencionan
que al incrementar la concentracion de los contaminantes hay un incremento en los valores

de DMF y DSF en los pellets; mismos que presentan una morfologia alargada.
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Fig. 17. Dimension fractal de P. ostreatus obtenida sobre diferentes medios de cultivo SM ( * ), SM+Gluc (

B Sm+500 mg/L DEHF ( * ), SM+1000 mg/L DEHF ().

7.2. Evaluacion de velocidad de crecimiento radial de P. ostreatus

En la Fig. 17. se presentan los resultados obtenidos de la Vr de P. ostreatus en los 4
diferentes medios de cultivo. Se observé una menor Vr en el medio de cultivo adicionado
con DEHF a una concentracion de 1000 mg/L en comparacién con aquella obtenida en el
medio de cultivo conteniendo SM+500 mg/LL de DEHF (0.094 y 0.18 mm/h,
respectivamente), esto sugiere que concentraciones elevadas del toxico podrian inhibir el
crecimiento micelial. Cabe mencionar, que se observo una Vr similar en los medios de
cultivo conteniendo SM+500 mg/L de DEHF y SM+Gluc (0.18 y 0.20 mm/h,
respectivamente). El medio adicionado con glucosa fue el medio de cultivo que presento
una mayor Vr (0.20 mm/h), en contraste, con el medio conteniendo SM donde se observo

una menor Vr (0.095 mm/h) en relacion a todos los medios de crecimiento.

Bezzi y Ciliberto (2004) reportaron que los hongos que crecen en un medio rico con

nutrimentos, favorece el niimero de ramificaciones y la longitud del micelio de manera
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exponencial, en comparacion con un medio pobre donde se observa inhibicion del hongo
durante el crecimiento. Ali (2007) report6 inhibicion de la extension radial de las hifas de
D. carpophorus a altas concentraciones de Cd. Remlein-Starosta (2003) observo retardo en

el crecimiento radial del micelio e inhibicion de la esporulacion en S. tritici por el efecto

del Cd.

(mm/h)

locidad radial

\
w
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Tiempo (h)

Fig. 18. Velocidad de crecimiento radial de P. ostreatus sobre diferentes medios de cultivo SM (= ),

SM+Gluc ( -=-), SM+500 mg/L DEHF ( ), SM+1000 mg/L DEHF ( —).

7.3. Biomasa de P. ostreatus obtenida en los diferentes medios de cultivo

Los resultados de la biomasa obtenida se observan en la Fig. 18. P. ostreatus presento
mayor cantidad de biomasa el medio de cultivo conteniendo SM-+Gluc (0.057 mg/dia)
seguido por el medio de cultivo conteniendo SM+500 mg/LL de DEHF (0.020 mg/dia). El
medio de cultivo contenido SM y el medio SM+1000 mg/L de DEHF presentaron menor
cantidad de biomasa en relacion a todos los medios de cultivo (0.017 y 0.023 mg,

respectivamente).

Gadd (2001) reportd en T. viridae alteracion en la distribucion de biomasa en presencia
de metales toxicos. En presencia de Cu la distribucién de la biomasa se concentrd en la

zona de la periferia con decrecimiento total de la colonia en contraste, en presencia de Cd,
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donde la biomasa se marco6 en el interior de la colonia y con ligero decrecimiento.

Por otra parte, los datos obtenidos en este estudio no corresponden con lo obtenido por
Saraswathy y cols. (2002) reportaron una correlacion directa entre la degradacion de pireno
y la produccién de biomasa en Penicillium terrestre, sugiere que al metabolizarse el pireno,

se convierte en una fuente de carbono y energia para el organismo.
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Fig. 19. Biomasa de P. ostreatus obtenida sobre diferentes medios de cultivo SM( =), SM+Gluc ( -=- ),

SM+500 mg/L DEHF ( —* ), SM+1000 mg/L DEHF ( ~).

7.4. Determinacion de actividad enzimatica en colonias de P. ostreatus

En la Tabla 3 se observd mayor cantidad de lacasas en el medio de cultivo conteniendo 500
mg/L de DEHF (150.52), seguido por el medio de cultivo conteniendo 1000 mg/L de
DEHF (60.95). Levin y col. (2003), al analizar la degradacion de nitrobenceno y antraceno
por Trametes trogii reportaron una alta actividad enzimatica de lacasa, mencionan que

podria estar implicada en la degradacion de estos compuestos xenobioticos. Pozdnyakova y
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col. (2010), estudiaron la degradacion de pireno por Pleurotus ostreatus, observaron la
produccion de lacasas; mencionan que es necesaria para una completa degradacion del
pireno. Esto sugiere y de acuerdo a los antecedentes, que el hongo P. ostreatus podria estar

tomando como unica fuente de carbono y energia el DEHF.

En cuanto a las proteasas, se observo mayor cantidad en el medio de cultivo conteniendo
SM+Gluc (11951.11) en relacion a todos los medios de cultivo, seguido por el medio de
cultivo conteniendo 500 mg/LL de DEHF (11048.14). Rajarathanm y Bano (1989)
reportaron que la actividad de las proteasas incrementa continuamente durante el
crecimiento vegetativo y aumenta durante la fructificacion. El incremento de proteasa
permite que el hongo pueda degradar y desviar la degradacion de productos hacia el
crecimiento micelial y formacion de cuerpos fructiferos de Schizophyllum commune,
Physarum polycephalum y P. ostreatus. Sastre-Ahuatzi y col. (2007) reportaron un
incremento en la actividad de proteasas en cepas de Pleurotus ostreatus (ATCC 38537,
ATCC 201218 y ATCC 201216) crecidas en un medio conteniendo 2-deoxiglucosa, un

compuesto toxico de estructura similar a la glucosa.

La mayor cantidad de glicogeno se presentd en el medio de cultivo conteniendo SM+Gluc,
relacion a todos los medios de cultivo. Por otra parte, de los medios de cultivo conteniendo
DEHF; se observd mayor contenido de glicogeno en el medio de cultivo conteniendo
SM+1000 mg/L de DEHF. Sanchez y col. (2004) observaron en Pleurotus pulmonarius,
especificamente en la periferia acumulacion de glicogeno por métodos de tincion
histolégica, mencionan que es uno de los compuestos responsables del crecimiento de hifas

en la zona de la periferia.

Con respecto a glucanos, el contenido de S-glucanos de todos los medio de cultivo es
menor, en relaciéon al contenido de R-glucanos. Sin embargo, en S-glucanos se observa
mayor contenido en el medio de cultivo conteniendo SM+Gluc (56.99) seguido por el
medio de cultivo conteniendo 500 mg/L. de DEHF (23.29). Por otra parte, en R-glucanos se
observdé mayor contenido en el medio de cultivo conteniendo SM+Gluc (358.44) con
respecto a los demds medio de cultivo. De los medio de cultivo conteniendo DEHF, se
observé el mayor contenido en el medio conteniendo SM+1000 mg/L de DEHF (167.03)
seguido por el medio conteniendo 500 mg/L de DEHF (163.88). Se ha sugerido que la capa
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interna, S-glucano esta representada como una capa fina compuesta de glicoproteina, muy
resistente a la digestion proteolitica. La capa interna de la pared, que es insoluble en alcali,
representa la parte quimica mas compleja de la pared celular. Estd compuesta de
microfibrillas de quitina embebidas en una matriz formada principalmente de R-glucanos
pero también contiene hexosaminas y aminoacidos. En estudios realizados por Sanchez
(1998), se observo en P. pulmonarius que la zona madura de la colonia presentd una pared
celular mas gruesa, menor contenido de material citoplasmatico y mayor contenido de
glucanos. Estos resultados sugieren que debido a su mayor crecimiento en los medios de
cultivo conteniendo SM+Gluc, y 500 mg/L de DEHF, esta cepa madura mas rapidamente,

presentando mayor contenido de estos compuestos.

De acuerdo a las glucanasas, se observd mayor cantidad en el medio de cultivo conteniendo
SM (7.02) en comparacion con el medio conteniendo SM+Gluc (5.61). Sin embargo, en
los medios conteniendo 500 y 1000 mg/L de DEHF se observd similar contenido de
glucanasas (21.31 y 21.53, respectivamente). Ramont y col. (2000) reportan que las
glucanasas tienen una funcion nutricional y en particular, la movilizacién de B-glucanos

cuando hay una fuente de carbono excesiva y un gasto de energia.

Tabla 3. Actividad enzimatica en colonias de P. ostreatus obtenida sobre diferentes medios de cultivo

Lacasas (U/gX) 39.111 27.654 150.518 60.952
Proteasas (U/gX) 6532.098 11951.111 11048.148 9995.238
Quitinasas (U/gX) 0.395 0 0.093 0.697
Glicogeno (mg/gX) 0.142 0.150 0.091 0.137

Glucanasas (Ul/gX) 7.023 5.608 21.313 21.535
S-Glucanos (mg/gX) | 23.843 56.986 23.288 17.018
R-Glucanos (mg/gX) | 198.857 358.446 163.885 167.030
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7.5. Correlacion de la velocidad radial con respecto a la biomasa en
colonias de P. ostreatus

En la Fig. 20, se observd una relacion paralela en el medio de cultivo conteniendo
SM+Gluc (3.33), donde, a mayor Vr mayor cantidad de biomasa; esto se debe al contenido
de glucosa siendo la unica fuente de carbono y energia de facil asimilacion. En cuanto a las
dos concentraciones de ftalato, se observa una relaciéon inversa en el medio de cultivo
conteniendo SM+1000 mg/L DEHF (3.35); en comparacién con el medio de cultivo
conteniendo SM+500 mg/L de DEHF (7.47), lo que sugiere que elevadas concentraciones
de ftalato es toxico para el hongos. Sin embargo, cabe denotar que el medio conteniendo
SM+500 mg/L DEHF tiene un comportamiento similar al medio conteniendo SM+Gluc.
Por otro lado, el alto contenido de proteasas, glucanasas y lacasas presentes en los medio
conteniendo ftalato, indican que P. ostreatus estd tomando como fuente de carbono y
energia el DEHF para el crecimiento micelial. Gadd y col. (2001) reportaron que 7. viridae
y Rhizopus al estar presentes en bajas concentraciones de nutrimentos disminuye el
crecimiento micelial, longitud y nimero de ramificaciones. Ali (2007) reporté que metales
toxicos pueden inhibir el crecimiento, causar cambios morfologicos y afectar la
reproduccion del organismo, como en D. carpophorus. Camacho y col. (2010) reportaron
en Rhizopus oligosporus una correlacion entre la biomasa de las colonias (de acuerdo al
contenido de glucosamina), con el didmetro de la colonia, el nimero de puntas de hifas, la
longitud de la hifa promedio y total de la periferia zona de crecimiento; sugiriendo que
estos parametros, pueden representar el desarrollo de la colonia en cuanto a tamaio,

biomasa y morfologia.
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Fig. 20. Relaciéon de la Vr con la biomasa obtenida en colonias de P. ostreatus SM ( —+ ), SM+Gluc ( -=- ),

SM+500 mg/L DEHF ( ~*), SM+1000 mg/L DEHF ( ~).

7.6. Correlacion de dimension fractal con respecto a la velocidad de
crecimiento radial en colonias de P. ostreatus

En la Fig. 21 se observé en el medio de cultivo conteniendo SM una disminucién en la Vr
con un incremento en el valor de Df del borde de la colonia (1.3) en comparacién con los
demas medios de cultivo. Este comportamiento se debe al estrés que presenta P. ostreatus
por la falta de nutrimentos. Sin embargo, en el medio de cultivo conteniendo SM+Gluc su

crecimiento tiende a ser lineal con una Df estable (1.31).

En el medio de cultivo conteniendo SM+5000 mg/L. de DEHF (1.24) se observa un
comportamiento similar al medio de cultivo conteniendo SM+Gluc. Lundahl y cols. (1986)
reportaron que figuras regulares tendran una DF de 1 y 2 dependiendo de la dimension que
el objeto este ocupando, en tanto, que figuras irregulares donde existen ramificaciones y
huecos la Df serd entre 1 y 2. Las colonias de Pleurotus ostreatus crecidas en medio solido

(2 D) se espera tengan valores entre 1 y 2.

Lundy y col., 2001 reportaron que Achlya bisexualis al estar expuesto a diferentes metales
pesados (Cu, Co y Hg), se ve afectada el area micelial y su morfologia. Mencionan que

estos metales actuan como toxicos y afectan el borde donde la Df incrementa. Esto da una
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explicacion del porque el medio de cultivo de mayor concentracion de ftalato actia como
un toxico y afecta la morfologia de las colonia de P. ostreatus, como es en la disminucion
de Vr y en su borde un incremento en la Df, semejando un comportamiento al medio de

cultivo conteniendo SM.

Por otro lado, se observo en la parte enziméatica que la colonias de P. ostreatus crecidas en
el medio de cultivo conteniendo SM+500 mg/L presenta mayor contenido de lacasas. Estas
enzimas son de gran importancia en el crecimiento del hongo, por ser degradadoras de la
ligninina, un compuesto aromatico recalcitrante. Por lo anterior, esto sugiere que las
enzimas lacasas, estan involucradas en la degradacion del DEHF y por consiguiente el

hongo lo estd tomando como fuente de carbono y energia.

Dimension fractal

0 5 10 15 20 25

Velocidad radial (mm/h)

Fig. 21. Relacion de la dimension fractal con la Vr en colonias de P. ostreatus sobre diferentes medio de

cultivo (SM( === ), SM+Gluc ( =& ), SM+500 mg/L DEHF ( —), SM+1000 mg/L DEHF ( ).

La morfologia de los hongos filamentosos en presencia de compuestos xenobioticos, es
dificil de evaluar, dado a la complejidad de los diferentes habitats naturales en que se
desarrollan y la escala de crecimiento a nivel micelial. La geometria fractal proporciona un
método eficaz para describir patrones morfologicos de los hongos, ante compuestos toéxicos

como los ftalatos.
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8. CONCLUSIONES

e La Df del borde de las colonias crecidas en el medio de cultivo conteniendo SM,
presentd mayor irregularidad en comparacion con el medio de cultivo conteniendo
SM+Gluc. Las colonias crecidas en SM+Gluc y ftalato tuvieron comportamientos

similares en cuanto a la variacion de la DF durante su desarrollo.

e La Vr del hongo P. ostreatus en 500 mg/L de DEHF fue mayor en comparacion

con los medios de cultivo contenido 1000 mg/L de DEHF y SM.

e La biomasa aumentd en el medio de cultivo que contenia 500 mg/L. DEHF en

comparacion con el medio de cultivo de 1000 mg/L de DEHF.

e De los medios conteniendo DEHF, el de SM+500 de DEHF se observo una alta

actividad enzimatica de lacasas y glucanasas.

e Mediante la relacion velocidad de crecimiento radial con respecto a biomasa se
observd en el medio conteniendo SM+500 mg/L DEHF que tuvo un
comportamiento similar al medio conteniendo SM+Gluc. En comparacion con el
medio conteniendo SM y el medio conteniendo SM+1000 mg/LL. DEHF, donde se

observo una disminucion en la Vr y biomasa.

e Mediante la relacion dimension fractal con respecto a velocidad de crecimiento
radial se observo en el medio conteniendo SM una disminucién en la Vr con un
incremento en el valor de la DF del borde de la colonia. Sin embargo, en el medio
conteniendo SM+500 mg/L DEHF tuvo tener un comportamiento similar al medio

conteniendo SM+Gluc, donde la Vr aument6 y la Df se mantuvo estable.
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