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RESUMEN

En este trabajo se emplearon primordios y cuerpadifieros del hongo comestible
Pleurotus ostreatu¢‘seta”). Las fructificaciones se obtuvieron enstalizadores que
contenian agar papa dextrosa. Los cristalizadare®1 inoculados con un fragmento
de micelio de 4 mm de diametro e incubados porid& d 28 °C. Por otro lado la fase
vegetativa o micelial de este organismo fue estiaden cajas Petri conteniendo agar
papa dextrosa que fueron inoculadas de maneraasianibs cristalizadores e incubadas
a 28°C. Se estudiaron cuerpos fructiferos en diferestades de desarrollo; 0.5, 1.0,
2.0 y 4 mm de longitud y de la fase vegetativadaazmadura (zona central de la
colonia) y la zona joven (periferia) de la colori*ara los andlisis de ultraestructura, se
colectaron muestras de los diferentes cuerposifeuas, realizando cortes para evaluar
el diametro y grosor de las hifas empleando mi@piscelectronica de trasmision. En
ambas fases de crecimiento se evalud; actividaminétiza, contenido de glicbgeno y
en la pared celular el contenido de glucanos itdetuen alcali (R) y solubles en élcali
(S). La fase vegetativa presentd la mayor actividadimatica (lacasas, proteasas y
celulasas) lo cual sugiere que la presencia des estzimas es mas importante en el
desarrollo micelial en comparacion con la fase tffexa. Sin embargo, la fase
reproductiva presentdé mayor cantidad de R-glucapoS-Glucanos que la fase
vegetativa del hongo, lo que indica que la parddlarede esta fase presenta una pared
celular mas gruesa. En este estudio se obtuvieferedcias entre el diametro de la hifa
y grosor de pared celular en la fase vegetativadtifera, debido a sus diferentes etapas
de madurez.

Por otro lado, se obtuvo mayor cantidad de glicogen la zona joven de la fase
vegetativa y en el cuerpo fructifero de 0.5 mngue sugiere que en esta zona y fase se
encuentra una mayor cantidad de citoplasma debidie @mayor metabolismo celular
que posteriormente es utilizado en el desarrollorieelio y de los cuerpos fructiferos.
Estos estudios representan una contribucion imprtal conocimiento sobre las
funciones y propiedades de las hifas responsaleledegarrollo de la fase vegetativa,

asi como las formadoras del cuerpo fructifer®@ldirotus ostreatus.
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1. INTRODUCCION

Los hongos tradicionalmente se han definido comgarismos eucarioticos,
productores de esporas, sin clorofila, con nutni¢iéterétrofa por absorcion, capaces de
reproducirse sexual y/o asexualmente, cuyos filéosensualmente son estructuras
somaticas ramificadas conocidas como hifas y tipérge son rodeadas por una pared
celular rigida (Guzman y cols. 1993, Alexopoulasis. 1996). De manera general, los
hongos son organismos cosmopolitas capaces deswivdasi todos los habitats posibles
aunque también existen especies endémicas de alggiten determinada. Todos los
hongos son heterétrofos, es decir, requieren mateganica preformada que utilizan
como fuente de carbono y energia. La pared rigioiapuesta en mayor proporcién por
quitina y otros polisacaridos estructurales) cogua cuenta la mayoria de las especies
fungicas ligninoceluldsicas, les impide fagocitaradimento y por ello deben absorber
nutrientes simples y solubles que obtienen medikntdegradacion de biopolimeros
tales como celulosa, hemicelulosa y lignina, pasiGac de un complejo sistema de
enzimas hidroliticas que liberan al medio (Guzmaolg 1993, Deacon, 1993, Moore-
Landecker 1996). Al conjunto de hifas ramificadaslas hongos se le conoce como
micelio, mismo que puede encontrarse en forma nai@ca (un solo ndcleo) o
dicariotica (dos nucleos). En el caso de los basidietos, bajo condiciones fisiologicas
y ambientales especificas, el micelio dicariéticomenza a formar estructuras
reproductoras denominadas cuerpos fructiferos (@mblamados carpoforos,
esporoforos o basidiocarpos) (Futoshi y cols. 2084) el cuerpo fructifero de los
hongos macroscépicos, el estipite o pie y el tanatico pileo o sombrero estan
conformados por micelio ramificado; en la parteeiidr del pileo se encuentran las
laminillas, mismas que constituyen el himenio, lugande se forman y se liberan las

esporas una vez que el cuerpo fructifero ha madyfgd. 1).



Cuerpo fructifero
{Fage reproducttva)

: -— Sustrato

Ivlicelio
{Fase vegetatnva)

la bufa '

Fig. 1. Fase vegetativa y reproductiva del gémdearotus (Sanchez 1998).

De manera general, se considera que las espetigéraoPleurotusposeen cuerpos
fructiferos con un pileo liso 0 algo escamoso hatieentro, en forma de embudo, de
pétalo de flor o de concha de ostra, con himenoéfarnelado y de consistencia
tipicamente carnosa o correosa; de colores quedeade el grisaceo, café y hasta
rosados; el estipite (sésiles), es lateral o ercény corto aunque a veces puede ser
mediano o largo; sus laminas son poco 0 nada ueidas si en la base, generalmente
decurrentes o0 en algunos caso subdecurrentes;egsstke olor y sabor agradables
(Zadrazil 1974, Garcia y cols. 1998, Herrera y &i1®98).

1.1. CICLO DE VIDA DEL GENERO PLEUROTUS

El ciclo de vida dé”leurotus(Fig. 2), implica una sucesion de etapas que van desde la
germinacion de las esporas hasta la formacion éepoufructifero. En condiciones

adecuadas las esporas germinan y dan lugar alioicel



En los basidiomicetes existen dos modelos sexudlpsl homotalismo: los que
pertenecen a este grupo son auto compatiblescedalenion sexual puede efectuarse
entre elementos de un mismo micelio y 2) el hesédisoho: son necesarios dos micelios
para llevar a cabo la reproduccion. El géneleurotusesta dentro de este modelo. En
éste las basidiosporas con un nucleo germinan ljmigemario monocariético) (A) y
se fusionan dos micelios primarios compatibles,lan cuales hay un intercambio
nucleico reciproco (plasmogamia) (B), formando @efio secundario dicariético con
la presencia de fibulas (C), la fusién nucleari¢cmmia) ocurre en los basidios, que se
encuentran en las laminillas del cuerpo fructif@®y posteriormente ocurre la meiosis,
dando origen a células haploides (basidiospora®),sqn expulsadas hacia el ambiente
(E) (Olivier-Laborde 1991).

i) Mlicelio primmario
monocariotico

E) Cébalas haploides
(basidiosporas)

) Micelio secundario
. dicariotico

Fig. 2. Ciclo de vida dPleurotus ostreatus.



1.2. IMPORTANCIA BIOTECNOLOGICA DE LA PRODUCCION DE
HONGOS COMESTIBLES

El cultivo de hongos comestibles es una industagebnologica en continuo proceso de
expansion que poco a poco va cobrando mayor intpnaan el ambito econdmico de
muchos paises. Hasta 1980, las cuatro especiesndeshcomestibles mas importantes
por su cultivo eranAgaricus bisporus(champifion), Pleurotus spp (Seta, ostra),
Lentinula edode¢Shiitake) yVolvariella volvaceaDesde entonces el géneékgaricus

ha sido el hongo comestible mas cultivado y condangin Europa, Norteamérica y
México. Por su partel_entinula edodess producido en su mayor parte en Japon,
Volvariellaen paises AsiaticosBleurotusen México y Sudamérica, este organismo es
el segundo hongo comestible mas cultivado a niveidial (Sanchez 2010). En lo que
se refiere a los hongos del gén@&eurotus,han incrementado su popularidad en los
ultimos afios, debido a su habilidad para crecameamplio intervalo de temperaturas
(22-28°C) y su capacidad para utilizar como susttatersos materiales ricos en lignina
y celulosa tales como rastrojo de maiz, papel @aysols. 2003), paja de cereales
(Bonatti y cols. 2004), pulpa de café (Salmonesly.2005), viruta de madera (Pérez y
Mata, 2005), residuos vegetales asi como desedjmadceluldsicos de la industria
alimenticia (Cohen y cols. 2002, Shashirekha y.c@02), para la preparacion y
acondicionamiento de estos sustratos, se hanadkilizarias técnicas tales como la
inmersion en agua caliente, pasteurizacion, eg@eibn con inyeccion de vapor y
composteo. Se consideran que cada cepa tiene enctbioquimico distinto, por
ejemplo, en la degradacion de celulosa, hemicaulpdignina, lo cual puede ser
utilizado como criterio para identificar la caliddd cepas que sean convenientes para
programas de hibridacién (Vogel y Salmones 2000en&a-del Toro 2003, Moda y
cols. 2005). Por otro ladoPleurotus y muchos otros basidiomicetos, producen
compuestos de interés industrial tales como aadgdnicos (Takao 1965), vitaminas,
aminoacidos, enzimas (Cohen y cols. 2002) y otresabolitos secundarios (Marino y
cols. 2003). Gracias a estas caracteristicas,dogds tienen diversas aplicaciones en
distintos ambitos biotecnolégicos tales como elianthl, farmacoldgico y alimentario.



1.3. IMPORTANCIA ALIMENTARIA DE LOS BASIDIOMICETOS

En lo que respecta al campo alimentario, los horgosestibles y en especial los del
género Pleurotus, constituyen una buena fuente de nutrientes; sinaggob se ha
reportado que la composicion quimica de los cuefpmsiferos, depende basicamente
del tipo de cepa, la composicion del sustrato (sadaplementado), técnicas de cultivo,
asi como la edad y etapa de desarrollo del hongod@@a 2001, Moda y cols. 2005).
Uno de los principales atributos nutricionales de hongos comestibles es su alto
contenido proteico (25%), el cual es equiparablgedh leche (25.2%) vy frijol (24.2%)
y mas alto que el reportado para el arroz (7.3%gjzn{11.2%) y trigo (13.2%)
(Martinez-Carrera y cols. 2004). Sin embargo, ladad proteica de un producto, esta
determinada por su valor biolégico (contenido deinadcidos esenciales) y
digestibilidad mas que por el contenido proteiriaal. Los cuatro principales hongos
comestibles cultivados con fines comerciales erstnoigpais, estan compuestos por
todos los aminoacidos esenciales (Bano y cols. ,19@Btinez-Carrera y cols. 2004) y
ellos comprenden del 25 al 40% del contenido tiéaproteina (Crisan y Sands 1978).
También, se ha determinado en promedio un 98% destililidad proteica en
diferentes cepas del géndrteurotus(Valencia-del Toro y cols. 2006) lo que corrobora
que las proteinas de estos organismos, son deadifad. Ademas de su alto contenido
proteico, los cuerpos fructiferos de los basidi@tis estdn compuestos de
carbohidratos (incluyendo fibra dietética tales oobtglucanos, quitina y sustancias
pécticas), minerales y vitaminas, asi como un bajttenido de grasa el cual fluctia
entre el 3y el 5% total en base seca (Sturiontye@e 1995, Justo y cols. 1998, Manzi,
y cols. 1999, Bonnati y cols. 2004) con predomimaea el pileo y de la cual, entre 70
y 80% corresponden al &cido linoleico de esta &ral consumo de los cuerpos
fructiferos de los hongos comestibles resulta niegcaado debido a que aporta un buen

namero de nutrientes basicos para la dieta humana.



1.4. FUNCION DEL GLICOGENO EN BASIDIOMICETES

El glicogeno es el material de reserva energékickas células de los hongos y de los
animales. Es muy similar al almidén, pero es urinp@lo muy ramificado compuesto
de unidades de glucosa unidas por enlaces glucosidi(1-4) y con ramificaciones
aproximadamente cada 10 unidades formadas poresntgiccosidicos (1-6), éste es
degradado por una fosforilasa, la cual elimina secialmente un residuo de glucosa a
la vez de cualquier terminal no reductor, en fordeaglucosa 1-fosfato para uso

metabdlico.

El glicogeno es almacenado en la base de los cudrpotiferos en varios estados
iniciales del crecimiento (Niederpruem 1970). Edesarrollo de los cuerpos fructiferos
la acumulacion del glicégeno en el estipite disiygna medida que éste se incrementa
en las laminillas. Primero se almacena en la baseedtipite y posteriormente
desaparece de esta zona conforme incrementa eifeel(Matthews y Niederpruem
1973). La acumulacion y degradacion de glicogenora parte integral de la meiosis y
se encuentra disponible para ser utilizado padgesérrollo del cuerpo fructifero (Ji y
Moore 1993). Por otra parte, esta involucrado esmrdbs aspectos de morfogénesis

vegetativa (Jirjis y Moore 1976).

1.5. ENZIMAS

La secrecion de proteinas estructurales y enzioegan un papel muy importante en
los hongos. Las enzimas son liberadas desde la mamlritoplasmatica hacia el
espacio periplasmatico, donde pueden ser incorpsrada membrana citoplasmatica o
pared celular, también pueden ser excretadas éstae/la pared celular hacia el medio
externo (Peberdy 1990). Las enzimas son proteatalitccas producidas por las células
vivas. Cabe mencionar que la digestion de los aliosese lleva a cabo por varias
reacciones quimicas, biosintesis de macromolédild@sacion y utilizacion de energia
y otros procesos que son catalizados por las esziastas tienen estructuras inestables;
su solubilidad y actividad catalitica se pueden aégctadas por factores fisicos (calor,

congelacion y radiacion), quimicos (oxidacion, iidn, disolventes organicos, iones



metalicos, fuerzas ionicas y pH) y biolégicos (padisis, modificacion y degradacion

enzimética) (Murray y cols. 1992).

1.5.1. LACASAS

Las lacasas son de las pocas enzimas que han digitiadlas desde el siglo XIX,
inicialmente fue obtenida del exudado del arbobdape lacqueiRhus verniciferpy
descrita por Yoshida en 1883, posteriormente Badtyalaborde (1896) demostraron
por primera vez la actividad de lacasas en honggtas son proteinas que requieren
cobre y oxigeno para oxidar fenoles, polifenolesinas aromaticas y diferentes
sustratos no fendlicos mediante la transferenciandelectron resultando la formacion
de radicales libres (Claus 2003) lo que permite spileve a cabo la polimerizacién,
dipolimerizacion, metilacién y/o dimetilacién denspuestos fendlicos (Edens y cols.
1999). La funcion fisiologica de estas enzimas acsido comprendida totalmente; se
ha reportado que en plantas, las lacasas partieipda lignificacion y en hongos en la
morfogénesis (formacion de esporas, formacién dgmeintos de los cuerpos
fructiferos), patogénesis, virulencia de los hongosn la degradacion de lignina,
aungue también se ha reportado actividad de laaasadgunos insectos y bacterias
(Galhaup y cols. 2002).

1.5.2. PROTEASAS

Las proteasas son las enzimas encargadas de hadrls enlaces peptidicos de las
proteinas. Dependiendo del sitio de la hidrélise$ ehlace peptidico se agrupan en:
proteinasas que hidrolizan el enlace peptidiceeatro y las peptidasas que hidrolizan
el enlace en los extremos de la proteina y sedesrdina proteasas, cuando aun no han
sido caracterizadas (Garcia-Carrefio y cols. 19949. proteasas pueden crear zonas
flexibles en la pared celular de las hifas de lmsgos, las cuales pueden ser empujadas

por el citoplasma y asi originar una ramificacion.

1.5.3. QUITINASAS

Las quitinasas son enzimas hidroliticas, que degréquitina. Esta reaccion involucra
a dos hidrolasas: 1) endoquitinasa: que produce meros solubles en N-

acetilglucosamina (NAG) de bajo peso molecular @siho el dimero N-diacetil
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quitobiosa, que es predominante, ésta rompe laneaaleazar en puntos internos de la
molécula de quitina y 2) las exoquitinasas: quediichn los intermediarios hacia NAG
y rompen la cadena en la parte final no reducteria djuitina (Cole y cols. 1995).

1.5.4. GLUCANASAS

La mayoria de log3-glucanos de los hongos son degradados por lasnasfi-
glucanasas \B-glucosidasa. En algunos hongos estas enzimas rsergan en el
espacio periplasmatico o en el citoplasma usuaknemtlas vesiculas, que se localizan
apicalmente o en los sitios adyacentes de lasialings de las hifas. Esta localizacion es
conveniente para la funcion que desempeia en isidaivde hifas, auto-lisis y otros
procesos morfogenéticos que requieren de algun#iocamibbn en la pared celular como
la esporulacion y la formacion de estructuras rpectvas (Pistory cols. 1999).

1.5.5. CELULASAS

Las celulasas son un sistema complejo de enzimadiguolizan los enlace$-(1-4),
actian sobre las macromoléculas de celulosa, pestie celulodextrinas. El sistema
celulolitico consiste en: 1) IB:(1-4) glucanohidrolasa que actua como endoglueanas
haciendo una incision en las cadenas de celulasappaducir glucosa y oligosacaridos
y 2) la B-(1-4) celobiohidrolasa tiene actividad de exoghasa, al atacar la parte final
no reducida de la celulosa, forma celobiosa y J)-tducosidasa la cual degrada la
celobiosa (Peczynska-Czoch y Mordarski 1988). Esimplejo enzimatico de la
hidrdlisis de celulosa en glucosa se ha utilizagi@ pptimizar la extraccion de aceites
esenciales, también para ablandar tejidos cela$sle verduras y frutas asi como para
rehidratar diversos productos (Badui 1994). Estapiejo también es importante en la
degradacion de sustratos lignocelulésicos como ypajasechos de la produccion de
cereales. Durante el desarrolloRleurotussobre residuos agricolas la actividad de las
celulasas es alta al iniciar la formacion del cadrpctifero y decrece su actividad al
disminuir ésta (Rajarathnam y Bano 1989).



1.6. MICROSCOPIA ELECTRONICA

A mediados del siglo XX, se invento un tipo de ms$mopio que utiliza como fuente de
iluminacion los electrones. Con este equipo se @uedlizar un estudio mas detallado

de la célula y los elementos subcelulares, moleesikaatémicos.

El microscopio electrénico al emplear una fuenteedasion de electrones, de una
longitud de onda de 0.005 nm, puede alcanzar \&l@®olutivos mucho mayores que
el alcanzado por los microscopios o6pticos. El Bmite poder de resolucion del
microscopio electrénico es de 0.2 nm.

1.6.1. MICROSCOPIO ELECTRONICO DE TRANSMISION

Los electrones al tener una longitud de onda muyp@@a (0.005 nm) permiten a este
instrumento un alto poder de resolucion.

El microscopio electronico se asemeja en algunpscass al microscopio 6ptico, ya
gue consta de:

a) sistema de iluminacion.

b) sistema de manipulacién de la muestra.

c) sistema de formacién de la imagen.

d) sistema de proyeccion de la imagen.

La fuente de iluminacién es un fino filamento degsteno (catodo) que al ser calentado
por el paso de una corriente emite electrones,cl@des son desprendidos a gran
velocidad al establecerse una diferencia de pakeléctrico entre el catodo y el &nodo
(este se encuentra cerca del primero), pasandwvéstde este Ultimo por una apertura
hacia una columna metdlica hueca, donde existeltonvacio para evitar que los

electrones que viajan a través de ella sean dafilastpor moléculas extrafias. Una vez
acelerados los electrones por el anodo, atraviesaampo magnético producido por el
condensador, el cual concentrard los electronasnemaz fino y lo dirigiran hacia la

muestra. Esta ultima se introduce dentro de lanasoéupor un dispositivo especial que

expone el objeto a estudiar al haz de electronesual constituye el sistema de



manipulacion de la muestra. La muestra se cont@mtasustancias que contienen
metales pesados de alta densidad electrénica erateu®s, los cuales presentan
diversas afinidades por determinados componenfesas; una vez que el haz de
electrones atraviesa la muestra, los mismos chooanla nube electronica de estos
compuestos que se han depositado sobre los contpsreulares lo que produce un
retardo y dispersion de la trayectoria de algundodeelectrones, mientras que otros
continuaran su trayecto hasta llegar a la panfallarescente, donde se forma la
imagen. El dispositivo con la muestra puede moversalistintas direcciones en un
plano perpendicular al eje de la columna o puedigegamente inclinado para algunos

estudios en que se requiere este movimiento.

Luego de atravesar la muestra, los electrones pasatiatamente a través de la lente
objetivo, donde se forma una imagen primaria indastla cual es rectificada por una
lente 6 intermedia y proyectada hacia una panthitaescente, formando la imagen
final aumentada al chocar los electrones y prodaaina emisién de ondas en el rango
de la luz visible. Por debajo de esta pantallatexima camara fotografica donde se

registran las imagenes, una vez retirada la parftathrescente.

1.6.2. TECNICAS DE PREPARACION DE MUESTRAS PARA OBSERVARLAS
AL MICROSCOPIO

Al observar una estructura al microscopio optia electrénico, la luz o los electrones
atraviesan la muestra, dando lugar a la formac@®imtgenes que son ampliadas por
las lentes del microscopio. Para esto es necegagdos objetos examinados sean lo
suficientemente delgados, para que la luz o ladrelges los atraviesen. En el caso de
la microscopia Optica las muestras deben tenerasogde 5-&m aproximadamente, y
para microscopia electrénica, valores entre 20 yrd0ES necesario, por tanto, cortar el
material que ha de ser estudiado en "lascas" nmas.fiLa preparacion del material
biolégico muerto, para su estudio al microscopiticOpo al electrénico, consta de

cuatro pasos fundamentales (fijacion, inclusiomtecy coloracion).
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El término analisis de imagenes es usualmente auhplepara procedimientos
computarizados y se define como la captura de umagen, seguida por la
cuantificacion y clasificacion de componentes demte ésta (Van de Vooren y cols.
1991). El procesamiento digital de imagenes, phestedio de micelios de hongos, es
una metodologia desarrollada recientemente, siami técnica muy promisoria
(Packer y Thomas 1990, Gonzalez-Blanco y cols. 1B88aldey cols. 1994), puesto
que se completa la informacion quimica con la mégica (Larralde-Corona 1992). El
analisis de imagenes puede superar a la técnicaahdacilitando el procesamiento de

grandes cantidades de material en un tiempo ratagwte corto (BaumBailey 1987).

2. ANTECEDENTES

El géneroPleurotuspertenece a los hongos denominados de pudricidicdléienen un
mecanismo complejo que involucra enzimas que atdoaotamente a la lignina. La
degradacion de lignina es principalmente por oxdwacno provee de una fuente
primaria de carbono y energia para el desarrolldhdego, pero es un paso necesario
probablemente en la utilizacion de los polisac&ide la pared celular de las plantas
(Griffin 1994). Lentinula edodesVolvariella volvaceay algunas especies del género
Pleurotustienen la capacidad de degradar o desdoblar tasstignocelulésicos, debido
a la secrecion de enzimas extracelulares (lacpsatgasas, lignin peroxidasas) que le

van a permitir su desarrollo fisiologico.

Sanchez y Moore (1998), encontraron diferenciaoitaptes en las hifas ddeurotus
pulmonariusdesarrolladas en sustratos naturales y sintétlagshifas desarrolladas
sobre un sustrato sintético como agar con extréetpapa (AEP), presentaron menor
contenido de material citoplasmatico y una mayatidad de vacuolas en comparaciéon
con las hifas desarrolladas sobre un sustratoalgizomo la paja de trigo), las cuales
presentaron mayor contenido de material citoplasm& un menor contenido de

vacuolas.

Sanchez y Moore (1999), reportaron un método quenife distinguir cuerpos
fructiferos y la zona joven y madura de coloniasRlepulmonarius y Coprinus
cinereus mediante la tincion con colorantes especifimmsno azul de toluidina en

acido borico al 1%, verde de Janus al 0.001% ytikeade Feulgen (Gurr 1963), este
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ultimo fue empleado en el estudio del cariotipoDdplodon chilensisLa funcion de
este colorante en los hongos es romper la esteudtuta pared celular debido al acido
clorhidrico que contiene, lo que permite la incoge@n de la fuchina al interior de la
hifa y de esta manera teiir el glicogeno existent& célula. Por ello, las hifas jovenes
se tefliran de manera mas rapida que las madurha. r8portado que los hongos crecen
por las puntas de las hifas, lo que representara mas activa y joven de la colonia
(Barnicki-Garcia y cols. 1972). Sanchez y cols.0@®0encontraron que la diferencia
estructural de las hifas jovenes y madura® dpulmonariusestaba relacionada con el
grosor de la pared celular y el contenido del ndteitoplasmatico. Sanchez (1998)
reportado que la pared de las hifas madurig.gailmonariugienen un grosor de 0.151
um y las hifas jovenes de 0.073um. La pared celdéadas hifas estd compuesta

principalmente por glucanos, quitina y glicoprogsitiPonton 2008).

Por otra parte, Téllez-Téllez (2002), reportd qaeptesencia de una membrana de
celofan sobre el agar donde se desarrollé la cep@lairotus pulmonariuPL27,
actuio como inductor de algunas actividades enziastintracelulares, entre ellas,
quitinasas y endocelulasas, ademas favorecio srad#io de cuerpos fructiferos y
produjo un incremento en la densidad micelial emmaracién con lo observado en

colonias desarrolladas sin celofan.

Por otra parte, estudios realizados sdkehizophyllum communedican que la pared
celular de este organismo estd compuesta prinogpdaémpor glucanos y una parte de
quitina. El S-glucano es localizado en el extederna superficie de la pared como una
capa microcristalina y tiene una estructura deghaibsa con enlaces (1-3) y el R-
glucano presentd enlac@s(1-3) y B (1-6), este glucano es insoluble debido a que
present6 enlaces covalentes con quitina formandocomplejo estructural de la pared

celular (Sietsma y Wessels 1977).

Gooday (1972) y Craig cols (1981), reportaron que en la pared celulacCderinus

cinereusy A. bisporuda sintesis de quitina, es primordial para la gémdn de la pared

de la hifa del estipite. La N-acetiglucosamina prear de la quitina se va incorporando

en la elongacion de las hifas del cuerpo fructitkmante su expansion y la actividad de

la quitin-sintetasa se incrementa durante la exgarte! estipite y del cuerpo fructifero

y decrece al finalizar el periodo de elongacion. &tca parte, Mol y Wessels (1990),
12



compararon la ultra estructura de la pared de fia del micelio y de las hifas del

estipite del cuerpo fructifero de bisporus reportan que en la elongacion de la hifa del
estipite las cadenas de quitina estan orientadasviersalmente y generalmente no
estan organizadas en diferentes microfibrillas i@, mientras que en las hifas del
micelio las microfibrillas estan orientadas al aeambebidas en una matriz amorfa.
También mencionan que la composicién quimica geatad celular del micelio y de las

hifas del estipite es similar, pero que los polomate la hifa en elongacion del estipite

son mas susceptibles a la degradacion enzimatica.

La produccién de lacasas estd asociada con la ptgoién de los conidios de
Aspergillus nidulany enCoprinus cinereuslas fenoloxidasas son las responsables de
la pigmentacion oscura de las basidiosporas (VradnghSchwalb 1989). Szklangz
cols. (1989), reportaron que las lacasas y pereagjajunto con otras enzimas de
hongos (glucosa oxidasa y/o celulasas) participataalegradacion de la lignina. En
Agaricus bisporuda funcién de las enzimas secretadas principalnsamehidrolasas y
oxidasas, y la actividad de lacasas y celulasaseg@slada fuertemente durante el
desarrollo del cuerpo fructifero, parece que lal@gon de la actividad se acopla con el
programa de la morfogénesis del cuerpo fructif®eoha reportado que la concentraciéon
de lacasas en este hongo aumenta durante el diesaegetativo y disminuye al iniciar

la fructificacion, mientras que la actividad deutesas puede detectarse durante todo el

desarrollo y aumentar durante la fructificacion g@pcols. 1999).

Por otra parte las proteasas son esenciales patmasiecimiento de aminoacidos, para
la activacion de zimégenos de la pared celular plam@inar las proteinas innecesarias o
indeseables y para la hidrdlisis de los componetgeks pared celular, que afectan la

morfogénesis de los hongos entre otras cosas (Besa992).

Buswell y cols (1996), reportaron qufleurotus sajor-cajufue desarrollado en un
cultivo sumergido con celulosa cristalina como teede carbono, la actividad de
endoglucanasas extracelulares y exoglucanasasnfuaso mas representativas, sin

embargo también encontraron celulasas y lacasas.

Existen pocos estudios sobre aspectos morfogesa®locuerpo fructifero en hongos,

la mayoria se han realizado sobre desarrollo dajpoufructifero deCoprinus cinereus
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empleando técnicas microscopicas asi como prooeseinde imagenes. Sanchez y
cols. (2004), evaluaron el contenido de proteirlacamos, lacasas, proteasas y
glucanasas en la parte vegetativa de una cefa g@e&lmonarius También se han
realizado estudios sobre el desarrollo del cuempctifero deSchizophyllum commune
(Wessels 1994, Wessels 1993). Sin embargo, sasteexin estudio en el cual se empleo
microscopia de luz y electronica en el desarrolel duerpo fructifero deP.
pulmonarius(Sanchez 2004, Sanchez vy cols. 2006).

3. PREGUNTA DE INVESTIGACION

¢ Cudles seran las diferencias en la ultraestruataehalar, actividad enzimatica y
contenido de glicogeno que presentaran las hidakadase vegetativa y del cuerpo

fructifero deP. ostreatu®

4. JUSTIFICACION

Existe un solo estudio en el que se reporta algdealas propiedades bioquimicas y
ultraestructurales de la zona joven y madura ded®nia de una cepa dB.
pulmonarius asi como algunas caracteristicas ultraestruetrdel desarrollo del
cuerpo fructifero d®. pulmonarius Por lo anterior, en esta investigacion se estadia
las caracteristicas bioquimicas y morfolégicas,casfo la fructificacion y desarrollo
del cuerpo fructifero, con el objeto de conocereaks morfogenéticos basicos de la

fructificacion y desarrollo del cuerpo fructifere dste hongo.

5. OBJETIVO GENERAL

Determinar la ultraestructura y las propiedadeguiimicas de las hifas de la zona joven
y madura y de las diferentes etapas presentesdasatrollo del cuerpo fructifero &e

ostreatus
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5.1. OBJETIVOS PARTICULARES

» Determinar la ultraestuctura de las hifas jovenasaguras en una colonia Be
ostreatusasi como en la base, estipite y pileo de 4ddifes etapas (0.5, 1, 2, 4
mm) de crecimiento del cuerpo fructifero de estagoo

e Evaluar el contenido de lacasas, proteasas, gsdéi#paglucanasas, celulasas
glicogeno y glucanos solubles e insolubles enifas fovenes y maduras en una

colonia deP. ostreatus

e Evaluar el contenido de lacasas, proteasas, gsdéispaglucanasas, celulasas
glicgeno y glucanos solubles e insolubles en oudiferentes etapas (0.5, 1, 2,

4 mm) de fructificacion dB. ostreatus.

6. MATERIALES Y METODOS

6.1. ORGANISMO Y REACTIVACION DE LA CEPA.

Se utilizo la cepdleurotus ostreatuS0, de la coleccion detolegio de posgraduados,
Puebla (COLPOS). Se reactivd en un medio devoultdlido de agar extracto de
malta (EMA) vy se inoculé con un fragmento de maele 4 mm de didametro y se

incubo por 7 dias a 25°C en oscuridad.

6.2. OBTENCION DE LOS CUERPOS FRUCTIFEROS Y FASE VEGETATIVA DE
P. ostreatus

La fructificacion de las colonias d®. ostreatusse realiz0 en cristalizadores
conteniendo agar papa dextrosa (PDA) y fueron ilados con un fragmento de
micelio de 4 mm (desarrollado en EMA) y se incubé 12 dias a 28°C con un ciclo de
16 h luz y 8 h obscuridad. Se cosecharon los csefpatiferos (CF) en diferentes
etapas de desarrollo, las que correspondieron,d@52.0 y 4.0 mm de longitu@or
otro lado la fase vegetativa o micelial de esteaoigmo fue estudiada en cajas Petri
conteniendo (PDA) que fueron inoculadas de manendas a los cristalizadores e
incubadas a 28C. Estudiando la zona madura (zona central de lni&) y la zona

joven (periferia)
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6.3. ESTUDIO DE LA ULTRAESTRUCTURA DE LAS FASES DE DESARROLLO
DEL CUERPO FRUCTIFERO Y LA FASE VEGETATIVA DE P. ostreatus
EMPLEANDO MICROSCOPIA ELECTRONICA

Se tomaron muestra de las dos diferentes zonassaerdllo y de los CF de 0.5, 1, 2, 4
mm, se colocaron en tubos Eppendorf con glutaraldeldl 3% después de 24 h se
enjuagaron las muestras cinco veces cada 20 micotoduffer de fosfatos pH 7.2,
después se le agrego tetroxido de osmio duranted2dpués se lavaron las muestras
con acetona del 30, 40, 50, 60, 70, 80, 90% (cAdaifutos), 100% (cada 15 minutos).
Posteriormente se vertieron en una resina (50% ,Ep@¥% acetona) por 24 h en el
desecador. A las 24 h se le retir6 el exceso denEpe seleccionaron las mejores
muestras y se colocaron en moldes con Epon al ifg%kte 48 h, posteriormente se
realizaron cortes (40 nm) con el micrétomo paaanalizados con el microscopio
electrénico de transmisién JEOL (JEN-1200EX II).

6.4. ANALISIS BIOQUIMICO DE LA ZONA JOVEN Y MADURA DE LA FASE
VEGETATIVAY DEL CUERPO FRUCTIFERO

6.4.1. ANALISIS ENZIMATICO DE LAS COLONIAS DE P. ostreatus

Para el andlisis enzimatico del micelio de la fasgetativa (zona joven y madura) y de
las diferentes etapas del CF Be ostreatus se obtuvo el extracto crudo enzimatico
(ECE) por lisis celular (empleando un maceradortejelos PIREX). En un tubo
Eppendorf con volumen de agua conocido, el macesadm®entrifugd a 15 000 rpm por
10 min a una temperatura de -2 °C; las paredetacetudel hongo se sedimentaron y se

considerd al sobrenadante como el ECE.

6.4.2. DETERMINACION DE LACASAS INTRACELULARES

La actividad de lacasas se cuantifico utilizandon@osustrato 2,6-dimetoxifenol
(Sigma) 2 mM en buffer de fosfatos 0.1 M y pH d@. .a mezcla de reaccion (475 pl
de sustrato y 50 ul de ECE)se incub6 a 39 °C ponib5 Se leyo la absorbencia a 468
nm. Una unidad de actividad de lacasas es la ehtdk enzima que provoca
incrementos de 1.0 unidad en la absorbencia por da@nincubacion (Ardon y cols
1998).
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6.4.3. DETERMINACION DE PROTEASAS INTRACELULARES

La actividad de proteasas se determiné por la dicaeion de aminoécidos aromaticos
liberados en la mezcla de reaccion (450 ul casdinéo en buffer de fosfatos 0.1 M y
pH de 6.0 y 50 ul de ECE), incubada a 35 °C pomi§ la reaccién se detuvo por la
adicién de 750 ul de acido tricloracético (Bakdrb%. La mezcla se centrifugé a 15
000 rpm por 15 min a temperatura de refrigeraci®a. leyé la absorbencia del
sobrenadante a 280 nm, una unidad de actividadalegsa fue la unidad de enzima
que libera aminoacidos aromaticos provocando unbmamde 1.0 unidad en la

absorbencia por min de incubacion (Kunitz 1947).

6.4.4. DETERMINACION DE GLUCANASAS INTRACELULARES

La actividad de glucanasas se cuantifico evaluaebancremento de azlcares
reductores liberados en la mezcla de reaccion 30&minarina (Sigma) al 0.7 %, 450
ul de buffer de acetatos 0.1 M pH 5.0 y 50 ul d&Ei@cubada a 30 °C por 90 min, la
reaccion se detuvo por la adicion de 2 ml de DNSIe$6 la absorbencia a 575 nm
(Sharma y Nakas 1987). Una unidad de actividad Ideagasas, fue la unidad de
enzima que libera 1 uM de producto por min. Se gn@pna curva de calibracion con

glucosa.

6.4.5. DETERMINACION DE ENDOCELULASAS INTRACELULARES

La actividad de endocelulasas se cuantifico evaloa incremento de los azucares
reductores (Miller, 1959) liberados en Ila mezcla deaccion (500 pl

carboximetilcelulasa (SIGMA) al 0.6% en buffer aleetatos 0.1M y pH de 5.0, 50 pl
de ECE y 450 ul de buffer de acetatos), incuba@&°€ por 120 min, la reaccién se
detuvo por la adicion de 2 ml de DNS. Se ley0 lsodiencia a 575 nm (Buswell y col.
1996). Una unidad de actividad de endocelulasds esntidad de enzima que libera 1

UM de producto por min. Se prepar6 una curva dbreaidn con glucosa.
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6.4.6. DETERMINACION DE QUITINASAS INTRACELULARES

La actividad de quitinasas se cuantificé evaludadmncentracion de NAG liberada en
la mezcla de reaccién (900 ul de quitina (Sigmd)%alen buffer de acetatos 0.1 M pH
de 5y 100 pl de ECE) incubada a 37 °C por 4.3 heaccion de detuvo por la adicion
de 870 pl de-dimetilaminobenzaldehido (DMAB) (10:01 v/v de 0.8I7de DMAB en
acido acético glacial y 10 M de HCI) y se incub@vamente por 20 min, se leyo la
absorbencia a 585 nm (Coudron y col. 1984). Undathde actividad de quitinasas fue
la cantidad de enzima que libera 1 uM de produotonmn. Se prepard una curva de
calibracion con NGA (SIGMA).

6.4.7. DETERMINACION DEL CONTENIDO DE GLICOGENO INTRACELULAR

Para determinar la cantidad de glicogeno se hiacedtraccion acuosa y otra alcohélica
(96%) del micelio macerado de las diferentes zoSasdetermind el contenido de
azucares totales por el método de antrona (Trewelarrison 1952). A 100 ul de la
dilucion 1:200 del ECE se le agrego6 2 ml del reactie Antrona (Sigma). Se calent6 a
temperatura de ebullicion por 10 min. y despuégerfaarse se leyo la absorbancia a
625 nm, se preparé una curva de calibracién conoghu También se cuantificé la
cantidad de azucares reductores por medio deived2NS (acido dinitro-salicilico), a
100 pl de ECE y 900 pl de agua destilada se legagleml del reactivo DNS. Se
calenté a una temperatura de ebullicibn por 5 muegpués de enfriarse se leyo la
absorbencia a 575 nm, el contenido de glicégermakeild como la diferencia entre el

contenido de azlcares totales menos el de los maieuctores.

6.4.8. DETERMINACION DEL CONTENIDO DE GLUCANOS DE LA PARED
CELULAR

Los glucanos de la pared del hongo se preparardio®diferentes fracciones: soluble e
insoluble en alcali. Los glucanos solubles en &lsal prepararon el solubilizar las
paredes celulares en hidroxido de potasio (KOH)dd¥,18 h a 25 °C. Se centrifugo a
15 000 rpm por 3 min a -2 °C. El precipitado (Reghio) se solubiliz6 con acido
férmico concentrado caliente y se cuantific6 pamétodo de Antrona. Al sobrenadante

se le ajustd el pH a 5 con acido acético (Sigmag ycentrifugd, el precipitado (S-

18



glucano) se solubilizé con KOH 1N y se cuantifiay pl método de Antrona (Wessels
1969).

6.5. ANALISIS ESTADISTICO

Todos los andlisis de ultraestructura y bioquimices realizaron por triplicado
empleando la prueba de t de Student para la fapatera y ONE-WAY ANOVA del
paquete estadistico IBM SPSS Statistics 19.
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7. RESULTADOS

7.1. ULTRAESTRUCTURA DEL MICELIO VEGETATIVO Y DE LAS FASES DE
DESARROLLO DEL CUERPO FRUCTIFERO DE P. ostreatus

7.1.1. ZONA JOVEN Y MADURA DE LA FASE VEGATATIVA

En este estudio se encontré gas hifas de la fase vegetativa en la : joven (Fig. 5
a) presentaron un diamettle 2.081 um con un grosor de pared celular de 0.396a
mayoria de las hifas presentes en esta zona sevaron con unarientacion de form
horizontal y algunas de forma longitudinal con presa de un graicontenido de
glicogeno (Fig. 6a). Efa zona madureFig. 5b) el didmetrale la hifa es d2.255 um
con un gosor de pared celular de 0.5um, la mayoria déas hifas presentes en e
Zzona se observan con una orientacion horiz y longitudinal con poc' contenido de
glicogeno (Fig. 6b). Rdo anterior s encontré diferenciasignificativas (p<0.001) en el
diametro de hifa entre leona joven y madur(Fig. 3) y en efgrosor d la pared celular

entre lashifas de estas dos zoi (Fig. 4).
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Fig. 3. Diametro de hifgam)entre la zona joverO y zona maduca
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21



Fig. 5 Hifas de la zona joven (a) y madura (b) de la fasgetativa del hongP.
ostreatusempleando microopia electronica de transmisién. Escali09 un.

a)
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Fig. 6. Hifas de la zona joven (c) y madura (d) de lae fasgetativa del hongP.
ostreatusempleando microopia electronica de transmision. Escala = <.

7.2. ETAPAS DE DESARROLLO DE LA FASE FRUCTIFERA
7.2.1. CUERPO FRUCTIFERO DE 0.5 mm

En este estudio se encontrd gas hifas de la base (Figa)edel cuerpo fructifero de (

mm presentaro un diametr de hifa de2.602 um con un grosor de pared celula
0.511 pm, las hifas presentes en la base del cderpiifero se obserron con una
mayor distribuciorentre ellas, las cuales se entrarm en una posicion longitudir y

horizontal con prencia de abundante contenido de glicogeLas hifas que dan |
formacioén al setipite (Fig.9b) presentaron un diametde hifa de 2.458 um con |
grosor de pared celular de 0.375, estas hifas seraron de manera mas conjunta

una posicion longitudinay horizontal con presencia de glicogetig. 10). Por lo
anterior se encontré diferencias significati(p<0.001) en el diametmbe hife (Fig. 7) y
grosor de la pared celuldel hongo de 0.5 mientre la base y estipitEig. 8).
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estipite ®.
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Fig. 9. Hifas de la base (a) y estipite (b) derpadructifero de 0.5 mm de. ostreatus
empleando microscopia electronica de transmisiéoala = 100 um.
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Fig. 10. Hifas del estipitdel cuerpo fructifero de 0.5 mm P. ostreatu empleando
microscopia electronica de transmis. Escala = 2 um.

7.2.2. CUERPO FRUCTIFERO DE 1 mm

Las hifas de la bag€ig. 1) del cuerpo fructéfro de 1 mm presentaron un diam de
hifa de2.011 um con un grosoe pared celular de 0.436 um, edidas presentes en
base del cuerpo fructifero se obsron con una mayor distribuciéentre ellas, las
cuales se encontraroen una posicion longitudir y vertical con presencide
abundante cantidad dglicogenc.. Las hifas del estipite (Fig. 1Blpresentaron un
diametro de hifa de @36 um con un grosor de pared celular de 0.421gstas hifas s
observaron en @ posicionhorizontal y longitudinal con presencia abundante
cantidad de glicogen(rig. 14. Para las hifas de la formacion del p, (Fig. 13c) se
observdque se encuentran con una mayor distancia ents elfon una posicic
horizontal,con un diametr de hifa de 2.017 um y un grosor de pared celuldd.4&1
pum, con presencia debundante cantidad glicbgeno. Polo anterior se erontrd
diferencias significativag<0.001)en el didmetro de hifa (Fig. 11)gyosor d: la pared
celulardel hongo de 1 mm entre la base, estipite y pHay. 12).
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€
E 0,46 -
S
s 0,45
3
(V]
o 0,44 -
©
g
s 0,43 -
Q
(]
o 0,42 -
S
2
o 0,41 -
©
0,4 T T T

Bsese Estipite Pileo

Fig. 12. Gosor de la pared celul(um)en las hifas del hongo de 1 mm entrbase® |,
estipite® y pilea®
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Fig. 13 Hifas de la base (, estipite (b)y pileo (b) del cuerpo fructifero de 1 mmP.
ostreatusempleando microscopia electronica de transm. Escala =100 pn.

Fig. 14. Hifa del estipitelel cuerpo fructifero de 1 mm d& ostreatu empleando
microscopia electronica de transmis. Escala = 2 pm.
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7.2.3. CUERPO FRUCTIFERO DE 2 mm

Las hifas de la bas€&i@. 17a) del cuerpo fructéfro de 2 mm presentaron un diam de
hifa de 4.276um con un grosor de pared celular de 0.532 pnhifas presentes en
base del cuerpo fructifero se obsron con una menor distribuci¢entre ellas, las
cuales se encontrareen una posicion longitudiny horizontalcon presencia de po
contenido de glicégendas hifas del estipite (Fig. b) presentaron un didme de hifa
de 3.908 um con un grosor de pared celular de Quétlestas hifas se obseron con
unamenor distancia entre ellas, la mayorii posicion longitudinal con presencia
poca cantidad dglicégenc (Fig. 18). Para las hifas del pileo (Figc), &e observo que
se encuentran con una mayor distancia entre eltasuna osicion horizontal, con u
diametrode hifa de 3.336 pm y un grosor de pared celuld.425 pm, con preseia
de poca cantidad de glicége. Pa lo anterior se encontrd diferencias significagi
(p<0.001) en el diametrde hife (Fig. 15) y grosor de lpared celule del hongo de 2
mm entre la base, estipite y p (Fig. 16).
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Fig. 15.Diametro de la hifa (urrdel hongo de 2 mm entre la ba@gestipite ® y pilea®
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Fig. 17. Hifas de la base (a), estipite (b) y p{&odel cuerpo fructifero de 2 mm &e
ostreatusempleando microscopia electrénica de transmigténala = 100 pm.
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Fig. 18. Hifas del estipiteel cuerpo fructifero de 2 mm d& ostreatu empleando
microscopia electronica de transmis. Escala = 2 pum.

7.2.4. CUERPO FRUCTIFERO DE 4 mm

Las hifas de la base (Figl® del cuerpo fructéfro de 4 mm presentaron un diam de

hifa de 4.569um con un grosor de pared celular de 0.423las hifas presentes el

cuerpo fructifero se observan con una mayor distidn entre ellas, las cuales

encuentran en una posicién longitud y horizontal con presencia de m poca
cantidad de glicogend.as hifas del espite (Fig. 21b)presentaron un didme de hifa
de 3.965 um con un grosor de pared celular de Qué7,lestas hifas se obseron con
una mayor distancia entre ellas con una posicidrgitodina y horizonta, con
presencia de poca cantidac glicogeno (Fig. 22). Paradaifas del pile (Fig. 21c), se
observOque se encuentran con una menor distancia entis etfon una osicion
horizontal, con urdiametrc de hifa de 4.286 um y un grosor de pared celuldd.486
um, con presencia depoca cantidad de glicoge. Por lo anterior se encont
diferencias significativag<0.001)en el didmetro de hifa (Fig. 19)gyosor d: la pared
celulardel hongo de 4 mm entre la base, estipite y (Fig. 20).
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Fig. 21 Hifas de la base (a), estipite (b) y pileo (d)aderpo fructifero de 4 mm P.
ostreatusempleando microscopia electronica de transm. Escala =100 pn.

Fig. 22. Hifa del estipitelel cuerpo fructifero de 4 mm d& ostreatu empleando
microcopia electronica de transmis. Escala = 100 pm.
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7.3. ANALISIS BIOQUIMICOS

En relacidéma las propiedades bioquimicée encontré mayor activid de lacasas (Fig.
23)en la fase vegetativa (ZJ 17.645, ZJ 16.108 U/g) con respecto a la fase fructi
(CF de 0.5 mm 0.830 U/¥, 1 mm 5.577 U/g, 2 mm 4.754 U/g ydm 4.619 U/g).
Para proteasas (Fig. 288 encontr6 mayor actividad en la fase vegetatipa@alment:
en la ZM (7.018J/g) en comparaon con la fase fructifera quels®&e obtuvo activida
en el CF de 4nm (1.911U/g) y 1 mm (1.135 U/g). Por otro ladel, CF de 0.5 mi
presentomayor actividad de glucana (Fig. 25) (0.830 U/g) con respecto a la
(0.366 U/g) yZM (0.489 U/g. En cuanto a lactividad de endocelulas (Fig. 26), solo
se manifestd actividad en la ZM (0.443 U/g) y @126 U/g. Se encontré quel CF
de 2 mm presentayor actividad de quitinas (Fig. 27)(0.031 U/g)en comparacion
con la ZJ (0.008 U/g) y ZM (0.006 U/g) peen menor proporcion que el CF ¢ mm
(0.039 U/g), CF d&.5 mm (0.054 U/g) y CF 4 mm (0.132 ). Para econtenido de
glicogeno (Fig. 28) & observ quefue mayor en el CF de 0.5 mm297 mg /g) con
relacion a las demas zonas de estudio (ZJ mg/g, ZM 0.297mg/g, CFde 1 mm
0.995 mg/g, CF d& mm 0.84 mg/g, CF de4 mm 0.838 mg/g Por ultimo, el
contenido de R-Glucand§ig. 29 fue mayor en la fase vegetativa y (ZJ 9.593 ir
ZM 2.406 mg/g) en comparacion con la cantidad abgede -Glucanos(Fig. 29) que
fue mayor en la fasieuctifera CF de 1 mm 1.146 mg/g, CF 8anm 0.542 mg/gy C

de4 mm 14.856 mg/g) en cada una de las zonas esas.
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Fig.23.Actividad enzimética de lacasas en li (0 ), ZM (@), CFO.5 mn (@), CF 1 mm
(O, CF2mm¢ ) y CF 4 mmg( deP. ostreatus
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Fig. 25.Actividad enzimatica de glucanaen la ZJQ ), ZMQ ), CF 0.5 m®( ), CF
mm (@), CF 2 mmeg ) y CF 4 mng( ) P. ostreatus
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mm Q), CF2 mm® )y CF 4 mng( ) P. ostreatus
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8. DISCUSION

Las técnicas de microscopia permiten determinaicéaacteristicas estructurales que
presentan las células en diferentes condicionesiadarrollo. Particularmente, las
técnicas de microscopia electrdonica proporcion&rimacion acerca de la cantidad de
glicogeno presente, incluso Sanchez y col. (208@dntaron que la diferencia entre los
diferentes tipos de hifas (diferente edad celdése vegetativa y reproductiva) pueden
determinarse en base a su capacidad para reterelarante a través de una tincion.
En estudios realizados en una colonidd@ulmonariuggue fue tefiida con reactivo de
Feulgen, se observd que no se tifio la zona maduia fase vegetativa y al observarla
al microscopio electronico presento el doble egresor de la pared celular en relacion
a la zona juven.

Por lo anterior, en este trabajo se aplico la t&cdie tincion para poder diferenciar la
ultraestructura celular (diametro de hifa y groderla pared celular) empleando un
microscopio electronico de transmision obteniendg® las hifas de la fase vegetativa se
encuentran de manera horizontal y con presencraalerial citoplasmatico. Las hifas
de la zona joven de la colonia se observaron eitiposhorizontal probablemente
debido a que se ha observado que cuando los hangosn de una manera activa,
presentan su desarrollo con las hifas en direduaie la periferia de la caja Petri. Para
el cuerpo fructifero de 0.5 mm las hifas presentaa posicion de manera longitudinal
en comparacion con las hifas que presenta la fagetativa que son de manera
horizontal, los cuerpos fructiferos de 1, 2 y 4 mmsentan las hifas de manera
longitudinal en la base y estipite, en el pileo H#gas vuelven a tomar la posicién
horizontal dando forma a este. Estos resultados ssoilares a los obtenidos por

Sanchez y col. (2004) en el horigopulmonarius.

Por otro lado las enzimas son muy importantes erdesiarrollo de los hongos
ligninoliticos principalmente las lacasas que ddgrasustratos lignoceluldsicos. Estas
tienen gran importancia en el crecimiento del hopgo ser las encargadas de la
degradacion del sustrato, principalmente ligninbg® y col. (1999) reportaron que la
concentraciéon de lacasas @én bisporusse incremento paralelamente con la masa
micelial durante la colonizacion del sustrato yrdrauyo al iniciar la fructificacion. En
este trabajo de investigacion se encontr6 mayoridatl de lacasas en la fase micelial,

zona joven y zona madura con respecto a la fastféta lo que confirma los hallazgos
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previamente reportados. Por otro lado, se encamadmayor actividad de proteasas en
la fase vegetativa principalmente en la zona maddeahpande (1992) reporté que las
proteasas son esenciales para extraer las sustamtiagenadas resultando en una
fraccion del sustrato en forma de aminoacidosdilyrel resto en forma de proteinas, la
disminucién de proteina en el sustrato esta carmelada con el incremento en la
actividad de proteasas. Evidentemente el incremdéaoroteasas permite que el hongo
pueda degradar mas proteina del sustrato y ddauvikagradacion de productos hacia la
formacion de los cuerpos fructiferos (tabla 2).r&acion a las glucanasas el CF de 0.5
mm presento la mayor actividad. Ramot y col. (20@&portaron que las glucanasas
tienen una funcién nutricional en particular, lavilizacion dep-glucanos cuando hay
una fuente de carbono excesiva y un gasto de enadgmas de su funcion fisioldgica
en el proceso morfogenético del hongo, lo que adéncon nuestro resultado. En
cuanto a la actividad de endocelulasas, s6lo seifesth actividad en la fase
vegetativa. Ohga y col. (1999) en un estudio sabt&idad enzimatica dA. bisporus
reportaron que las enzimas secretadas principaémsamt hidrolasas y celulasas, y que
la actividad de lacasas y celulasas es regularizgg@osamente durante el desarrollo
del cuerpo fructifero, lo que indicé que estas masi tienen un papel directamente
nutricional. La regulacién de la actividad enziroatse acopla con el programa de la
morfogénesis del cuerpo fructifero, lo que demaegtre la maxima actividad de cada
enzima depende del estado y de las condicionesstrdllo de los hongos. En este
trabajo se encontré que la mayor actividad derpstis se presento en la fase fructifera,
Mahadevan y Mahadkar (1970) reportan que las @séis son muy importantes para el
debilitamiento de la pared celular y para la fori@aale primordios. Por otro lado,
Gooday (1994) reportd6 que estas enzimas degradamuiina a NGA(N-
acetilglucosamina) lo que sera necesario paraolegaktion de hifas, lo anterior esta de
acuerdo con nuestros resultados, ya que la mawidad de quitinasas se encontraron
en la fase fructifera. Esta fase presentdé mayadteoao de glicbgeno en comparacion
con la fase vegetativa, Bourne y col. (1996) report que es importante establecer la
funcién principal del glicégeno con relacion a @iees una reserva intracelular y es
utilizado como un nutrimento o si es un carbohmmgiie representa una correlacion
nutricion/desarrollo requerida para la fructifidati En la relacibn entre la
concentracién del contenido de glicégeno y la capalcdel desarrollo de los cuerpos
fructiferos enC. cinereusse concluyo que este carbohidrato no puede @stzuwlado

exclusivamente con los procesos de maduracion detpo fructifero. Aunque el
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glicégeno acumulado en el pileo no es utilizada per proceso posterior del desarrollo
de esté. Siempre estd disponible para ser utiliZddy Moore, 1993). En la fase
vegetativa y fructifera encontramos una mayor dadtide S-glucanos en comparacion
con los R-glucanos, Se ha sugerido que la capanatiel S-Glucano esta representada
como una fina capa compuesta de glicoproteinasnies resistente a la digestion
proteolitica. La capa interna de la pared, quenssluble en alcali, representa la parte
guimica mas compleja de la pared celular. Esta aestp de microfibrillas de quitina
embebidas en una matriz formada principalmente-gRi€anos pero también contiene

hexosaminas y aminoacidos (Wessel 1978).
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9. CONCLUSIONES

* Enla zona joven y madura de la fase vegetativensentro diferencias entre el
diametro de hifa y grosor de pared celular deblidbfarente estado de madurez

que presenta.

» Con respecto a los cuerpos fructiferos se encalifigéencias entre el diametro
de hifa y grosor de pared celular debido a queeptas diferentes etapas de

madurez.

» La fase vegetativa presenté la mayor actividadneatica de lacasas, proteasas y
celulasas, indicando que estas enzimas son fundaleeren el desarrollo del

hongo.

» La fase fructifera presentd mayor cantidad de Raglos y S-glucanos que la
fase vegetativa del hongo, lo que indica que leegarelular de la fase

reproductiva es mas compleja.

» El contenido de glicégeno fue mayor en la zonanode la fase vegetativa y en
el cuerpo fructifero de 0.5 mm de la fase frucéifierque muestra la importancia
de este compuesto, como reserva en el desarrdlimidelio y de los cuerpos

fructiferos.

» Estos estudios son importantes en el conocimiesticesel desarrollo de la fase

micelial y morfogénesis del cuerpo fructiferoRleostreatus
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10. PERSPECTIVAS

Realizar el estudio de ultraestructura para comparalesarrollo fisiologico de esta

cepa utilizando diferentes medios de cultivo conmsiratos.

Realizar el estudio biogquimico para comparar lavigetd enzimatica presente en esta

cepa utilizando diferentes medios de cultivo conmsiratos.
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