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1. RESUMEN EN ESPANOL
Los polioles son alcoholes polihidricos con varios grupos hidroxilseugilizan como
edulcorantes debido a que no son absorbidos en el intestino, songosdie manera
natural por diversos organismos en particular hongos y plaaigsos ejemplos de
estos son el manitol, glicerol, xilitol y el eritritol. En baseeegtigaciones realizadas en
hongos comestibles tales comentinulaedodesasi como los resultados observados en
el crecimiento de hongos asociados a liquenes y micorrigaget8rmin6é que diversos
polioles confieren efectos positivos, estos efectos van desde iatremento de la
biomasa y el mejoramiento de la velocidad de crecimiento. S® ldeterminar si el
eritritol conferia efectos positivos sobre el desarrollo y pradnabe hongdPleurotus
ostreatus asi como la concentracion ideal del mismo sobre el hongoedhigaron
multiples pruebas en que se probaron las concentraciones de 0, 0.955%.5le
eritritol en el medio de cultivo. Estas pruebas midieron losrgalde produccion de
biomasa, tiempo de crecimiento, ademas de cambios morfoldgicesl anréroscopico
y macroscopico para concluir con la evaluacion de la producci@am@foros. Las
pruebas iniciales no mostraron cambios significativos la pobdluae biomasa vy el
tiempo de produccion del hongo no son afectados en las conaamsadie prueba de O,
0.05, 0.5% por el contrario las pruebas realizadas al 5% mostractosedieletéreos al
reducir el crecimiento del hongo. En base a las observaaiaoesscopicas se dedujo
gue la concentracion de eritritol afecta la morfologia del nagedisto se ve reflejado en
un efecto negativo sobre el mismo. Los resultados en lad@ageuctificacion fueron
semejantes a los de la fase inicial al no mostrar caralp@sentes en las caracteristicas
de los carpdéforos en relacion con peso, morfologia, aunque se mosméremento
significativo en la produccion de carpéforos en la concentrat@dm05% de eritritol la
cual produjo un 39% mas carpéforos que el control al 0% detadritos cuales no
mostraron cambios aparentes como la reduccion de peso o volumes iladicaba la
adiccion de eritritol al 0.05% mejoraba la capacidad del hongotdeerutrientes del
sustrato. Hay una correlacion directa entre la concedirate eritritol en el sustrato y
los cambios morfolégicos en el micelio, la naturaleza de eatobios es positiva en un
rango de 0.05% dependiendo de la prueba, tal es el caso increanprbdlliccion de

carpoforos.



2. RESUMEN EN INGLES
Polyols are polyhydric alcohols with several hydroxyl groupssehare used as
sweeteners because they are not absorbed by the inteseénproduced naturally in
various organisms in particular fungi and plants, some ghesnof these are mannitol,
glycerol, xylitol and erythritol. Based on research conduabedthe edible fungi
Lentinulaedodes as well as the results observed in the growth of fusgpa@ated with
lichens and mycorrhizae, it was determined that variousofgobjonfer positive effects,
these effects range from an increase in biomass arichpiievement of the growth rate.
We seek to determine whether erythritol conferred posdffects on the development
and production of the funguBleurotusostreatus as well as the ideal concentration of
the same on the fungus. Multiple tests were performeuhioh the concentrations from
0, 0.05, 0.5 and 5% of erythritol in the culture medium were desibese tests
measured the values of biomass production, growth rate, in@ad¢btimorphological
changes at microscopic and macroscopic level to concludetheitevaluation of the
production of carpophorus. The initial tests did not show sagmifi changes, the
production of biomass and the growth rate of the fungus vieatfected in the test
concentrations of 0, 0.05, 0.5%, on the contrary, the tests cautedt 5% showed
deleterious effects when reducing the growth of theusin@ased on the microscopic
observations it was deducted that the concentration of ioythffects the morphology
of the mycelium and this is reflected in a negativeatffon it. The results in the
fructification phase were similar to those of the ihifdoase, showing no apparent
changes in the characteristics of the carpophorus atioelto weight, morphology,
although there was a significant increase in the ptomucof carpophorus in the
concentration of 0.05% of erythritol which produced 39% more carpophban the
0% of control erythritol, which did not show apparent changash as the reduction of
weight or volume, indicating the addition of 0.05% erythritolplioved the fungus's
ability to extract nutrients from the substrate. Thera idirect correlation between the
concentration of erythritol in the substrate and the moqgghodl changes in the
mycelium, the nature of these changes is positive amger of 0.05% depending on the

test, such is the case of an increase in production of carpophorus
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4. SIMBOLOS Y ABREVIATURAS

SIMBOLO SIGNIFICADO
°C Grados Celsius
EU/mg x 16 Unidades de enzima por miligramo
g Gramos
g/L Gramos por Litro
H Hora/Horas
L Litros
M Molar
M/dm? Moles por decimetro cubico
mg Miligramos
min Minutos
mi Mililitros
mM Milimolar
mol/L Moles por Litro
Mpa Mili-pascales
PDA Agar Papa Dextrosa
pH Medida de acidez o alcalinidad de una disolucién
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5. INTRODUCCION

El cultivo de hongos es una de las industrias mas rentabieando en cuenta que los
hongos son cultivados usando material de desecho o materialdsmjaecosto,
convirtiéndolo en una industria con ganancias de aproximat&armed00 millones de
dolares anuales de acuerdo con el Departamento de AgacdHulos Estados Unidos
(USDA 2016). Esto genera un gran campo de inversion con respkctmegora en la
produccion y la calidad de los hongos para el consumo humane erspstto el cultivo
de hongos a escala industrial esta4 altamente estamttadpatrolando las condiciones
de esterilidad, temperatura, humedad, pH, nutrientes en &htsuscepas de alta
produccion entre otras condiciones, pero aun esta limitada potidopos de
crecimiento de algunas variedades que aun en condicionessigradde tomar largos

periodos de tiempo en obtener una cosecha.

De manera natural a lo largo de multiples estudios se masttado la existencia de
sustancias estimulantes las cuales inducen una stgpya sea incrementando la
velocidad de crecimiento de diversos microorganismos ya seanddicun punto de
entrada o concentracion de nutrientes, tal es el caswskrium graminearunel cual
presenta predileccion por usar las anteras de las plantagaleomo sitio de entrada
para iniciar la infeccion (Strange & Smith, 1971). En est®0 un estimulante indica el
mejor sitio de entrada por el que el hongo puede propagarse ocantbasefal de
activacion para iniciar la infeccién. En estudios posteriseedemostro que los agentes
causantes de este efecto en las anteras de las icflocess del trigo eran la colina y la

betaina también conocida como trimetilglicina (Strange, 1974).

El micelio, pese a su imagen homogénea, sufre cambiasamposicion a lo largo de
su desarrollo, maduracién vy fructificacion. En un estudidizedo por Hammond &
Nichols 1(1976), se demostré6 que en los carpoforos del hdggacus bisporusse

acumula manitol (un poliol) y se reducia en concentraeioel micelio lo que indica

gue este es necesario en la maduracion y crecimiento csrpadaros.

El uso de polioles como el para mejorar el desempefio de crdoimpiknvelocidad de

produccion en cuestion del tiempo necesario para poder cosechar ieportante
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campo de investigacion, el cual se basa en que estos sorides|u® manera natural
para inducir la fructificacién. Tal es el caso @®prinus cinereus(Nyunoya &
Takemaru, 1984), en la cual se demostr6 que cuando una cepatpitdsqueada su
ruta metabdlica natural para inducir la fructificaci@taese puede inducir de manera

artificial mediante la adicion de carbohidratos y polioles.

El uso del eritritol como acelerador de crecimiento ya ha sido émtado en difere ntes
organismos: en el hongoentinula edodesy los vegetale®Rkaphanus sativus, Allium
sativum, Arabidopsis thaliangKuroda & Hirakawa, 2008), asi como un osmoregulador
en otros los hongos entomopatdégeBEauveria bassiana, Metarhizium anisoplige

Paecilomyces farinosu@allswortht & Magan, 1996

Otro ejemplo de la asociacion entre los hongos y los polioles&sso de la simbiosis
de la plantéStevia rebaudiang el hongoPiriformospora indicaen el cual el efecto del
hongo sobre crecimiento de la planta, asi como la producciéndesiglos de steviol
los cuales se incrementan en la planta sirviendo comenias aprovechables pér.
indica. (Kilam et al. 2017), estos glucésidos se generan a partir de una derivadan de

ruta de la glicolisis a partir de la ruta del 2-C-metil goitet-fosfato (MEP).

Con respecto a la seguridad del eritritol como aditivo para pasatimenticios, este
se presenta como un compuesto inocuo que es casi totalimsatbido en el intestino
delgado, (FDA, 2011). Los efectos secundarios gastricos del consumsive se

presentan cuando se supera un consumo de 0.5gr/Kg, los cualek efecto laxante,
flatulencias y dolor abdominal, dado que el eritritol se absorkeéiatestino delgado en
proporcion de 60 a 90% para posteriormente eliminarse en laabrifgsgo que este

presenta es bajo.

12



6. ANTECEDENTES

6.1. Eritritol
El eritritol (butano-1,2,3,4-tetraol) es un polialcohol (poliol) exgolo como sustitutoed
azucar (Figura 1). Aprobado en Estados Unidos como edulcorante, p@Aase

produce de forma natural en frutas y alimentos fermentados.

OH
HO\/'\/\OH
OH

Figura 1. Estructura quimica del eritritol

A nivel industrial, se produce a partir de glucosa o dextrosaeguaplica a la levadura
Moniliella pollinis, este es producido por fermentacion, que utiliza un medio adease
carbohidratos para producir eritritol, este medio contiene daxtfasfato de diamonio,
sulfato de magnesio y extracto de levadura ademas del in&=i.medio se utiliza
para cultivo iniciador deM. pollinis y para produccion industrial de manera indistinta.
Una vez completado el proceso de fermentacion, los microorgansenesatan por
calentamiento, elevando la temperatura del medio de cultivo d€982C. Después de
la inactivacion completa por tratamiento térmico, las celutaertas del medio de
cultivo se separan por filtracion. El sobrenadante se sometgm@ceso de purificacion
y cristalizacion donde los cristales se separan por ceatifuy seguido por lavado con
agua, evaporacion, secado con aire caliente, tamizado y envaspdmgueto final es
aproximadamente eritritol puro al 99.5%. el cual es un séliddatino soluble en agua
y parcialmente soluble en etanol, que se derrite a los 12GA€a en ebulliciébn a 330
°C, de color blanco sin aroma y de sabor dulce con un poder edtécdeaentre 60 y
70% del azucar de mesa, el cual es relativamente estabtenditiones acidas y
alcalinas. (FDA, 2011).
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6.2. GéneroPleurotus

Pleurotus ostreatupertenece aphylumde los basidiomicetos, una divisién del reino
Fungi que comprende aproximadamente de 23,000 a 25,000 especies dassonal
capaces de presentan un ciclo reproductivo sexual (Figur&o2 basidiomicetos
pueden ser saprofitos, ayudando en la recuperacion del suelo yddadegn de materia
organica, como madera y otros desechos organicos. Son hongoslingemer
subterraneos y algunos de ellos son simbiontes mutuajistase asocian con las raices
de diversas plantas las cuales suministran nutriengegldwngo por si mismo no puede
sintetizar o conseguir y que en respuesta produce un migier@e que protege a las
raices de patdgenos, condiciones adversas o provee nutrieneitogeno que la
planta no puede obtener por si sola. Dentro de este mismo grepousmtran también

hongos patdgenos de plantas tales como las royas y los carbones.

P. ostreatusse desarrolla casi siempre en troncos o tocones de arbofaseede

descomposicion lo que lo clasifica como un sapréfito, aunquegenesl raras ocasiones
puede comportarse como parasito oportunista al propagarse en arhagsque

presentan las condiciones apropiadas. Los carpo6foros presemtamadio de entre 5 y
20 cm, en coloraciones que van desde el blanco hasta el gme,asm comestibles y
se les cultiva activamente en muchas regiones por sua@imrcial. Esta ampliamente
distribuido en regiones tropicales y subtropicales, presentamiaelio septado

blanquecino, longitudinalmente radial, que con forme envejedease algodonoso. El
micelio envejecido a menudo secreta gotas de color amadl@ntnaranjadas de un
metabolito el cual es una toxina para los nematodos, sus ssporde color blancas a

ligeramente grises, de entrexd um.
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0
Micelio
secundario Basidiocarpo (n+n)
(n+n)
Plasmogamia Caringamia

Meiosis

Figura 2. Ciclo de vida de los basidiomicetos.

Es facil de cultivar en multiples sustratos lignoceluldsjecequiere condiciones de entre

24 y 27° C con una humedad relativa de entre 85 y 95%. La forn@eignmordios se

consigue entre 3 a 5 dias después de que los nutrienteastitatosse comienzan a

agotar de acuerdo con lo reportado esto se consigue al exponarc&®s a una

temperatura de entre 10 y 15° C generando un choque térracmaduracion de los

carpoforos a una temperatura de entre 15 y 21° C. Las desvealdgaga cultivo son su

corta vida util después de la cosecha y los problemas de salud asocradsw#acarga

de esporas generada dentro de los confines del area de cultivagStagsl).
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P. ostreatuspertenece al grupo de los hongos de pudricion blanca los ¢ieales un
grupo de enzimas celulasas oxidasas y lignasas que l|egteperdegradar los
componentes de las paredes celulares de la materia vefetah experimento se
estudiaron las capacidades de degradacion de dos héngmtreatusy Trametes
versicolor. Los carpéforos d®. ostreatusy T. versicolorfueron recogidos de un arbol
de haya caido en el bosque de Alamdardeh, Irdn. Las muestrasieiea de haya fueron
expuestas a ambos hongos durante un periodo de 120 dias. Se evaluddadecnsisa,
la resistencia a la compresion, asi como el contenido dedjgrgtulosa y hemicelulosa,
en las muestras antes y después de la exposicion a harsgossudltados mostraron que
las capacidades de degradacion y los patrones de descomposi@@udedion en la
madera de haya debido a hong®s ostreatusy T. versicolorindicaron que ambos
hongos tienen capacidades de degradacion similares ya gieroeda celulosa en un
15 %, la lignina en un 60 % sin reducir las hemicelulagamanera significativa y son
capaces de afectar a la madera de haya de la mismearmanemecanismos similares.
La exposicion a hongos de pudricién blanca redujo la masamdadera en un 26%, la
resistencia a la compresion causada por la pérdida de ligminadujo en el caso de
Pleurotusen aproximadamente un 46 % mientras qué.eversicolorfue de 56%. La
reduccion de los componentes quimicos de la madera de haga §imilares para
ambos hongos del ensayo y los analisis por espectroscopia eoofirroambios

similares en la madera debido al ataque de hongos €Balrj 2015).

Pleurotusincluye a algunas especies comestibles de gran interésrcial, como el
KRQJR ¥ HstwWeatusP. eryngii P. sajor-cajuentre otras. Experimentalmente se
evaluaron los valores nutricionales y los resultados arrojeatores de un 47% de
carbohidratos, 17% de proteina, 6% de grasas, 9% de fibra, 3% denoitibge, 6%
de cenizas como excedente, al ser cultivado en diferergéaitss (paja de arroz y
cascara de platano) estos sustratos se esterilizaratoetage a 121 °C durante 1 h 30
min, se enfriaron a la temperatura ambiente bajo radiddibrurante 30 min, se
inocularon en una camara de flujo laminar y se inoculatitizando inéculo al 10% en
peso seco. Los resultados mostraron que el tipo de sustratduf@ @nf los valores
nutricionales lo que demostraba la capacidadPteurotus de obtener nutrientes de
diferentes sustratos lignocelulésicos (Bonettal.,2004).
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Si bien no hay diferencias marcadas en la calidad o losegaluftricionales dé.
ostreatusdependiendo del tipo de sustrato en Bleurotussea cultivado, se demostro
gue el sustrato juega un rol importante en la produccidéhatgjo. Se cultivd el hongo
en diferentes sustratos tales como semilla de algododn, pajgadaserriny en papel de
desecho. Se evalud el tamafio y grosor del pileo, asi como eV lgrgsor del talo en
los diferentes sustratos y no se mostraron diferenciaicgjvas, salvo en el caso del
papel el cual obtuvo un mejor desempefio en el grosor del pileo,rpexi@&dn con la
produccion del hongo la semilla de algodén fue la que tuvo larnmpduccion por
kilogramo (32 carpéforos) mientras que la paja de trigo y ell phpedesecho tuvieron
una produccion de 18 carpéforos/Kg y dejando en la menor efigbaserrin con solo
11 carpoéforos. Cuando se comparan los niveles de produccion en gaamhosn se
puede ver que el mejor desempefio se obtuvo en semilla de algodénpaso de 315
gr. de produccion seguido del papel el cual produjo 235 gr. Tamb&@mgararon le
niveles de reduccién de peso del sustrato tras el desarrollomig en que la semilla
de algodon tuvo una eficiencia del 74% de capacidad de ser propes&lastreatus
mientras que el papel y la paja se metabolizan en un 3&%serrin solo en un 9.7%,
de esto se puede concluir que mas que afectar la calidad del produtiferdentes tipos
de sustrato influyen en la capacidad de produccion. En dégthoe®l mayor porcentaje
de eficiencia biolégica se obtuvo a partir de semillas de algp@bmenor se observo
en el aserrin. Esto podria atribuirse al hecho de que losategdignoceluldsicos en el
aserrin son generalmente bajos en su contenido de protporaly tanto inadecuado
para el cultivo de hongos, aunque el rendimiento se puede mejedante procesos de
compostaje previos que ayuden a liberar los nutrientes y vadvdisponibles par®.
ostreatus ademas de la suplementacién con fuentes de nitrégeno fgsfpotasio.
(Girmay et al.,2016).

6.3.Inductores de crecimiento en hongos y vegetales.

El uso del glicerol presenta un amplio campo de trabajo como aditivéegam@duccion
de fertilizantes y mejorar la actividad de formulados pardi@tontrol de insectos
fitopatdégenos, esto debido a que el glicerol presenta multipfestessticas que lo

vuelven atractivo para su uso al ser un material de dededaoindustria de produccion
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de biocombustibles el cual cada afio aumenta aproximadamenie Eh % y que
debido a los residuos e impurezas que presenta este esemseiahtinerado y del cual
solo se utiliza solo un estimado del 3%, pudiendo este semadblien la industria con
multiples aplicaciones una de estas puede ser utilizado Ipanaroduccion de
biofertilizantes por sus propiedades de bajo costo, fuente de carbecoada para los
organismos de la rizosfera, propiedades amortiguadoras contraionedi de estrés
térmico y osmotico, ademas de incrementar la produccidén ve@asilev et al,
2016).

Los hongos presentan condiciones de crecimiento Optimas depbndieriactores tales
como la fuente de carbono, el nitrégeno, la temperatura y.eEpldn estudio realizado

se evalud el desempefio de diferentes cepas de hongos ectoiom®raicprobar el
desempefio del crecimiento de las siguientes espéeaiesirius deliciosus, Russula
sanguinaria, Tricholoma batchii, Tricholoma imbricatum, Suillus collinitus, Suillus
granulatus al ser cultivadas en 6 diferentes fuentes de carbonoosglucxilosa,
dextrosa, arabinosa, almidén y sacarosa a una concentraciidhgle en los que se
midié el crecimiento radial en placa a los 7, 14, 21 y 28 dias, dasdmdjores
resultados en crecimienta deliciosusen glucosa, arabinosa y sacarosa, alcanzando un
tamafio medio radial de 5.7 crR. sanguinariaen dextrosa y glucosa mostré un
crecimiento radial de aproximadamente 2.9 cm. AmBodlus se desarrollaron en
sacarosa alcanzando un tamafo de 5.2 c8 eollinitusy 8.3 cm er. granulatusesto
sugiri6 queorganismos pertenecientes al mismo género tienden auemetabolismo
semejante. Pard. imbricatumse desarroll6 en dextrina y sacarosa alcanzando un
crecimiento radial de alrededor de 4.5 cri.ybatchii obtuvo su mejor desempefio en
dextrosa, glucosa y arabinosa con un crecimiento medio de 4l®gmatos confirman
gue los hongos presentan diferentes fuentes de carbono peeflee las cuales pueden
ser utilizadas para mejorar la produccion, asi como la velodéantecimiento de los
hongos (LazaH Yét @l.,2016).

Los hongos entomopatégenos tales c@eauveria bassiana, Metarhizium anisopliae
Paecilomyces farinosupueden ser agentes de control biologico eficaces con una

humedad relativa cercana al 100%; en menor disponibilidad delagyexr minacion de
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los propéagulos, y la infeccion del hospedero no puede ocurrir, mgreaimente los
conidios con concentraciones intracelulares mas altatiadea) y eritritol germinaron
mas rapidamente y con menor cantidad de agua disponible esteey@s polioles
actuan entrando dentro de las células a una baja cona&mtdec agua disponible sin
perturbar la estructura enzimatica permitiendo que estanantenga la actividad
metabdlica a bajas concentraciones de agua ademas de @wn@runa fuente de
carbono secundaria para el organismo, mediante la maniputiiémedio para inducir
una mayor acumulacion de polioles en los conidios ayudd armaingeion al actuar
como fuente de carbono y como regulador de la presion osméticaariipulacion fue
mediante el cambio en la fuente de carbono con la que sed&edlicrecimiento del
hongo siendo las cepas que crecian en glicerol o en alnaddéue presentaban las
mayores concentraciones de eritritol/glicerol y manitgpeetivamente (Hallsworth &
Magan, 1995).

El uso de fuentes de carbono sobre la produccién de esporas delvhoagisopliae
mostraron que en presencia de fuentes de carbono no preferense induce un
fenotipo de estrés el cual reducia los niveles de producciéspideas, pero incrementa
los niveles de resistencia a luz UV-B lo cual era unataye para la resistencia del
hongo a las condiciones ambientales en base a la expresigenele de respuesta a
estrés son activados durante la fase estacionaria emier@o en fuentes de carbono no
preferenciales particularmente genes de respuestaés esimoético, choque térmico y
respuesta a privacion de nutrientes, ademas de otros commekissy acumulacion de
trehalosa la cual actia inhibiendo la desnaturalizacidasdestructuras intracelulares lo
gue tiene un efecto en la resistencia a luz UV-B. Exgatalmente se comparo el
medio de cultivo papa dextrosa, agar suplementado con extractwatkida (PDAY)
como el medio de crecimiento preferencial y se comparé cantranedio minimo
mineral solo con sales y una fuente de nitrégeno inomgasigplementado con una
fuente de carbono al 3%. Los resultados mostraron que en lefexéyor esporulacion
se dio en el medio PDAY siendo casi del triple que en cualgaia fuente de carbono,
pero en relacion con la resistencia a la luz UV-B obtuvoplesres resultados en
resistencia siendo superado por fuentes de carbono como laoagabfructosa,
galactosa, glicerol, inositol, lactosa, manitol, manosa y élitegresto deriva en que las
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esporas de estos hongos pueden mantener su viabilidad un neaypo ty en

condiciones menos favorables (Rangehl.,2006).

En la propagacion de arboles de olivo la propagacion por semillaaadi#smser un
proceso lento se obtiene una baja cantidad de arboles guenlkegoadurar lo que es un
problema, a la hora de conseguir material para propagar plentdsiertos. En
experimentos llevados a cabo, se propagaron sermlhzisro a las que en los medios se
agregaron diferentes fuentes de carbono como la sacarelsaanitol. En la que el
manitol obtuvo mejores resultados comparados contra la sacasisduplicando el
desarrollo de los explantes tras 60 dias de cultivo, esto seaegplique en plantas se
determiné que el manitol ofrece una ventaja ya que abpletarse este genera 2 ATPs
en cambio la sacarosa tiene que ser metabolizada utilizariel@n el proceso (Garcia
et al.,2002).

El cultivo deUsnea ghattensiss de alto interés debido a que este es reservorio de una
serie de metabolitos secundarios entre ellos el acido Usrecesqun antibiotico natural
de alto interés, activo frente Staphylococcus aureus, Enterococcus faecalis,
Enterococcus faeciumy algunas especies anaerobic&8acteroidesy Clostridium)
incluyendo cepas resistentes a las beta-lactamasasnthbleenente el cultivo de los
mismos en condiciones de laboratorio es lento y la producciostoe metabolitos no

es la suficiente para costear los medios de cultivo o lopdg de produccion de
manera rentable, por lo que modificaciones en el medio devocdon el fin de
incrementar el crecimiento, asi como los niveles de &cidacalgroducidos. Se
probaron 2 series de experimentos diferentes, en la primeeadgseexperimentos se
probd con fuentes de carbono y aminoacidos, en concentraciormks @685, 0.01,
0.02, 0.05 y 0.1 mol/l ademas de vitaminas en concentraciones de 0.01, 0.1,01.0 y
pg/mL. En la segunda fase experimental se cultivaronmedio papa dextrosa
adicionado con combinaciones de los siguientes componentes: 0/Qlden@acarosa,
0.01 mol/L de polietilenglicol y 0.005 mol/L de glicina. Los resultadesiostraron que
las azucares, asi como los amino&cidos y las vitaminas me@faientes para inducir

un efecto en el crecimiento del liquen o la produccion @#odtsnico. Cuando estos se

cultivan en medio extracto de malta la adicién de 0.01 mol/L decsacan relacion con
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el control de extracto de malta puro este triplicaba la bi@reaisicrementada hasta 13
veces la concentracion de acido usnico y la adicion de polietilenglizblmol/L generd
un incremento de 6 veces la cantidad de biomasa y 38 vecefidadtae acido Usnico,
en relacion con el control de extracto de malta puro por loefjuexceso en la
concentracion de la fuente de carbono tuvo el efecto dementar el desempefio del
liguen (Beherat al.,2007).

Se buscd optimizar las condiciones de cultivo de los hohgeogarius pyrogalusy
Lactarius controversusMediante evaluacion de diferentes medios de cultivo en agar
papa dextrosa, agar biotina, agar acido folico, agar extractoatta, magar-Melin
Norkrans modificado y medio M40 modificado, en la que el medio PDA/oletiumejor
desempefio en cuanto a desarrollo del micelio se refiere, 8@ eslaefecto de la
temperatura y el pH en el crecimiento del hongo obtuvo losrae®jresultados a una
temperatura de 25 °C y no presentd cambios significativos eango de pH de 4 a 6.
Posteriormente se utilizd el medio Melin Norkrans modificliice de carbono para
evaluar el efecto de la fuente de carbono sobre el crewoni@ que se adicionaron 7
diferentes fuentes de carbono para determinar la que repartaimejbres resultados, en
el crecimiento estas fueron glucosa, lactosa, maltosa,odaxtmanitol, sacarosa y
xilosa en una concentracion de 10 g/Las fuentes de carbono que tuvieron efecto
significativo sobre la tasa de crecimiento del micelio mbas especies deactarius
fueron manitol, glucosa, el medio libre de carbono, dextrosatgsaay erL. pyrogalus

el manitol, el medio libre de carbono y la lactosa fueronn&s altas pard..

controversugKibar et al.,2011)

Un estudio llevado a cabo elmanita caesareaun hongo micorrizico comestible
asociado con el arbol de alcornodq@eiercus subgry con el castafidastanea sativa

con respecto al efecto de diferentes fuentes de carbonmmasifeentes de nitrogeno,
condiciones de temperatura y pH, arrojé6 como resultado queri fde carbono con
mayor eficiencia para el crecimiento es el manitol 2%nque fue probado en medio
Melin Norkrans modificado al que se le retird la glucosa maraluar el efecto de la
fuente de carbono sobre el crecimiento del hongo, esto sedraabdiante la

preparacion del medio suprimiendo la adicién de glucosa y remnglaa por las
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azUcares de prueba en una concentracion de 20 g¢g/L, las fusaltasalmidén, glucosa,
fructosa, manitol, sacarosa y xilosa. Los resultados se woidien relacion al
crecimiento del micelio y al peso seco total del mismo, quevakiaron tras 40 dias de

crecimiento (Dazat al.,2006).

Un enfoque diferente sobre la necesidad de los polioles esairdéo de los hongos o
el efecto de la carencia de estos se puede ver reflejagaestudio realizado mediante
la insercion del gen de manitol deshidrogen®d4al¥) de apio en plantas de tabaco lo
gue generaba resistencia en la planta al hadggrnaria alternatael cual produce
manitol como contra medida a la respuesta de la plantaisfdasiones por el hongd,.
alternata que produce manitol con el fin de reducir la capacidad de adiataplde
defenderse de la infeccién al suprimir el efecto de lascespeeactivas de oxigeno, que
son secretados por la planta en respuesta a la infecciGresistencia se consiguio
mediante la transfeccion del gdfiTD de apio lo que permitia a la planta de tabaco
degradar el manitol secretado por el hongo, se comprobé el efettxtpr de la
insercion mediante la comparaciéon de los sintomas causado®. palternatay
Cercospora nicotianaeambos hongos que afectan al tabaco con la diferenci&€.que
nicotinaeno secreta manitol. Experimentalmente mediante la iaoicu controlada con
esporas en suspension de alternata sobre hojas de la planta nativa y la cepa
transfectada se observo la supresion de las lesiones resmdesadas por el hongo, no
asi C. nicotinaela cual mostré lesiones en las hojas de la variedad mativa la cepa
transfectada confirmando que el efecto protector se debiaeduecion de la cantidad
de manitol del hongo (Jennings al.,2002).

En otro estudio se evalub el efecto que tendria la adiciérfeterdes concentraciones

de manitol sobre el desarrollo de la capsula y el exopolislacdl® la levadura
Cryptococcus neoformansel cual es el principal factor de virulencia al permaitir
sobrevivir en el interior de los macrofagos. Esto se logré medianitigb in vitro con
manitol como fuente de carbono en un medio minimo en conciemea de 1000, 500,

250, 125, 62.5, 31.25, 15.6, 7.8 y 3.9 mM y en paralelo con glucosa en las mismas
concentraciones a modo de control, donde el mayor crecimientocdg@sula se alcanzo

en una concentracion de manitol a 125 mM. En condicioness/o se tomaron ratas a
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las que durante 12 dias se les administr6 de manera iitsapal 100 pl con una
concentracion de 20% peso-volumen de manitol o glucosa adeni#Sda modo de
control. Al séptimo dia del tratamiento se infectaron con asvacentracion de 10
UFCs/ml de manera intra traqueal, al 12 dia los animaieorf sacrificados y se
tomaron muestras de pulmon y cerebro. Los resultados de l@mphueritro mostraron

un queC. neoformangenia un mayor tamafio de capsula al ser cultivado enoirmgnit

los resultadosn vivo mostraron que en el caso de ser expuesta al manitol nefaato

sobre el desarrollo en pulmon, pero el mayor tamafio de la capsbia la capacidad

C. neoformansle dispersarse a cerebro por lo que podria plantearse como una opcion en

el tratamiento de la criptococosis (Guimaréeal.,2010).

6.4.Metabolismo de carbohidratos en el crecimiento de hongos

Los cambios en las concentraciones de arabitol y manitojenatiucambios en el
micelio y carpoéforos del hongelammulina velutipegsto mediante la translocacion de
polioles adicionados al micelio marcados con carbono-14. Estos expgesme@straron
que al menos la mitad del manitol se transfiere desdécelionpara ser utilizado en el
desarrollo de carpoforos, mediante la conversion de manitol tadaupor parte de la
enzima manitol deshidrogenasa dependiente de NAD (NA@DPH) que actla
metabolizando el manitol en fructosa en el hongo. La tasacdgporacion de manitol
en carpoforos se calculd en 1.98 mg/dia, de acuerdo a los resualkdeoisios en una
prueba del metabolismo de manitol en los carpoforos, uno de 25 deadeale fue
extirpado y se cultivd en una solucion que contenia 1 % d#&oimdarante 4 h y se
trazo la distribucion de la actividad dé*@n diferentes partes del carpéforo, donde la
mayor parte de la radiactividad un 93.6 % se detecté en mawsitbado por el hongo,
y el 6.4 % restante se distribuyd entre fracciones deofaicglucosa, trehalosa, y otros
compuestos fosfatados. Este resultado demostré que el martiabiseincorporado en
la via glucolitica a través de fructosa y se convirtio gardbs carbohidratos y ésteres
de fosfato, asi mismo la disminucién de arabitol en el miceorrespondio
cuantitativamente con el aumento de este en los carpoforgse Isugiere que la mayor
parte de este poliol se sintetizé en el micelio, para post@ite ser trasladado a los

carpoforos, donde se acumula como un producto final. Estos resutadidduvieron
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mediante analisis de cromatografia de gases para detedmireumulacion de los
polioles en el micelio y carpéforos y la translocacién delitwlamarcado con carbono-
14 del medio al micelio y los carpoforos mediante andlisis deacate centelleo. Los
resultados del efecto de las diferentes fuentes de carlqmolmles como la trehalosa o
el manitol en el crecimiento y metabolismo del miceliog ¢tarpoforos dé&lammulina
velutipes se evaluaron adicionando al medio de cultivo un 1% de glucosadel%
trehalosa y 1% de manitol ademas de un control sin ninglzioeado en estos
experimentos. El control dio un peso de 202 mg de carpoéforos y 274 migale en
peso seco al compararla contra la glucosa se obtuvo un valor dar@Pdercarpéforos
y 336.5 mg de micelio, la trehalosa 300.9 mg de carpoforos y 274.1 mged iypiel
manitol obtuvo resultados de 243.4 mg de carpoforos y 331.2 mg de micelio

respectivamente (Kitamotet al.,2000).

Se determinaron cambios en la concentracion de carbohidratsneaicelio y en los
carpoforos deP. ostreatusTomando muestras del micelio y de los carpo6foros durante
los diferentes estadios del crecimiento del hongo, se defequéneste genera trehalosa
durante el crecimiento del micelio y que luego es utilzpara la fructificacion del
hongo, la glucosa se acumulaba en el micelio para postent@rser transferida a los
carpoforos y que el manitol comenzaba a consumirse en elion@ la par de la
formacion de los carpoforos inmaduros, en este articulo sednoprel micelio pierde
carbohidratos a diferente ritmo dependiendo de la localizaciémidelio en relacién
con la distancia que este tenga de los carpdforos donde las peit alejadas de los
puntos de fructificacion tendian a perder primero los carbdbglraiendo estos

transportados hacia los puntos de fructificacion (Zbbal.,2016).

Psathyerella atroumbonataes un hongo comestible que pertenece palylum
basidiomycetesdel ordenagaricales ya la familia Coprinaceae.Este hongo se
encuentra ampliamente distribuido en la naturaleza quensgentra en las regiones
tropicales y subtropicales del mundo donde crecen en residuls dmsques en la
madera muerteEl hongo se cultivd en medio PDA para obtener la cepa purgiade
esporas de carpoéforos y se utilizd un medio basal liquido quenicomgtracto de
levadura 2.5 g, KWPQ, 0.05 g, MgSe7-H,O 0.05 g, FeS©0.01 g, KNQ 1.55 g y
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1000 ml de agua desionizada al que se le agregaba la fuensrldemo a modo de
prueba. Se inocul6 el micelio, al que se adicionaron una deridiferentes azlcares
simples y complejos ademas de polioles en la que los mejedades se obtuvieron
glucosa 210 mg/cinla cual fue determinada como la mejor fuente de carbonospara
utilizada luego la manosa con 173 mgiqf8. G. & Fasidi., 2001).

Se evaluaroncambios en la produccion y composicién de diferentes compuestos
antimicrobianos generados por el homgareobasidium pullulangl cual produce una
serie de compuestos efectivos corBeptococcudos cuales son conocidos como
liamocinas y como estos cambian cuando la fuente de carbomacan los que se
probaron D-Fructosa, D-Glucosa, D-Manosa, D-Galactosa, D-ArabhiheArabinosa,
D-Xylosa, D-Manitol, D-Sorbitol, D-Galactitol, D-Arabitol, L-Abatol, D-Xylitol, D-
Ribitol, L-Threitol, D-Threitol, Mesoerythritol, D-Glycerol. Ssbservé que la mayoria
de las fuentes de carbono derivan en liamocinas con basemanitl. Cambios en la
conformacion se observaron en los carbohidratos del sorbitotatalique en mayor o
menor medida producian liamocinas diferentes del manitol cledes mantenian
actividad contraStreptococcus agalactiaaun cuando la cabeza de la liamocina era
cambiada por un poliol diferente del manitol esto es (til yasgugeneran multiples
variedades de compuestos antimicrobianos los cuales tienealtan@specificidad
contra patdgenos del gruireptococcusin tener que recurrir a antibiéticos de amplio

espectro (Pricet al.,2016).

Se buscé determinar si el horigoostreatugposee el ciclo metabdlico del manitol. Esto
se demostr6 mediante la presencia de la enzima manitol fatofadeshidrogenasa
(M1PDH) la cual se encontraba presente a lo largo de totlolelbiolégico del hongo
y que fue detectada por medio de RT-PCR. El rol del manital dlongo cumple
funciones de osmoregulador ademas de actuar regulando lagimede NADPH y
NADP. Para determinar la presencia de M1PDH en el hongeasigaron extractos del
hongo en diferentes estadios de desarrollo, asi como del nydaBaesporas, se buscé
evaluar la presencia de las enzimas responsables del dgtlmanitol, estas son:
M1PDH, Fructosa-6-fosfato deshidrogenasa, Manitol-1-fosfato &sstafructoquinasa,

NADH oxidasa, en estas enzimas los andlisis se reatizaor triplicado en 5 lotes
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diferentes deP. ostreatuscon el fin de obtener resultados seguros de que la capacidad
metabolica no era exclusiva de una cepa en particular,ekgtados mostraron la
presencia de todas las enzimas a lo largo del desarroll@geifaro lo que mostraba
gue P. ostreatusutilizaba el manitol durante su desarrollo y fructifiéac(Sengupteet

al., 2004).

En un estudio realizado sobre el homdoniliophthora perniciosaque es un patégeno
del cacao y el tabaco se evalud el efecto que tenian difeferntes de carbono como
polioles sobre el crecimiento, morfologia, y cambios en capacidad aér inecrosis en
tejidos vegetales expuestos a las enzimas extraceldarkss cultivos del hongo sobre
la superficie de las hojas de tabaco. En este experimeat@bBearon diferentes fuentes
de carbono tales como la glucosa, el glicerol, manitol, gakcfosgctosa, manosa y
sacarosa, en estas las fuentes de carbono no fermentiddes! g manitol generaron
cambios morfolégicos semejantes a los vistos en el micdlivazlo en ausencia de una
fuente de carbono principalmente generando un micelio de lbpaldnte o0 aéreo es
decir con una menor compactacién y que gener6 niveles maégsda produccion de
enzimas lo que mostré6 una mayor actividad necroética erpjas bBxpuestas las cuales
mostraban lesiones en los puntos de explosion a los extrattbenge cultivado en
glicerol o en manitol si bien estos resultados eran sidila los vistos en cultivos
generados en ausencia de una fuente de carbono se observis quétiVos que
crecieron en presencia de manitol o glicerol tuvieron womerecimiento asi como una
mayor biomasa, ademas de una mayor actividad peroxidasa earrelac el glicerol

gue en ausencia de una fuente de carbono (Adtiah.,2009)

Se evaluo el efecto de diferentes medios y condiciones deocsittbre diversas cepas

de Pleurotus eryngiiaislados de diversas areas en lIsrael en fueron evaluados en
diferentes medios de cultivo como: PDA (papa dextrosa agar), pPdpa glucosa agar),
MEA (agar extracto de malta), CZA (medio de cultivo Czapeth un pH ajustado a

5.4 £ 0.4, y se probaron a diferentes temperaturas de 4° C, 19° C,30P°C y 37° C.

De todos los medios de cultivo se alcanzé el mejor desemperfio a 27° C enDdedio P

el que se obtuvo un micelio grueso y algodonoso ideal para mlanitea cepa de

cultivo; los medios PGA y MEA tuvieron un desempefio semefetelo el medio de
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cultivo Czapek el que inclusive en las condiciones Optimagdnesmenor desemperio
mostrando sélo un crecimiento limitado. Se busco demostraib& kiferencias a la
tolerancia al estrés térmico entre las variedades eurgpaasaisladas de Israel. En el
experimento de tolerancia al estrés consistia en cultados los genotipos y se
incubaron a 37 °C durante 4 semanas, y luego a 27 °C duranteaBasemas. El
experimento se realizo por triplicado y se realizaron valoracionesddecolonia a los 7
y 14 dias después de la transferencia a 27 °C. Los resultazdsaron que las
variedades europeas no podian sobrevivir a una temperatura de, PeréClas
variedades israelitas mostraron un mejor desempefio una vee tge regresaba a las
condiciones ideales por encima de sus condiciones de contrilegjoe incubadas a 27
°C en todo momento. Ellos concluyen que la alta variabilidddsetasas de crecimiento
entre las variedades @R eryngiiisraelitas y su capacidad para tolerar temperaturas mas
altas que los genotipos europeos se debe a la adaptacionemnpesaturas que en
promedio son superiores a los 30 °C en Israel y que pueden se&rée jretra su cultivo
a escala comercial al mejorar las condiciones de produccién de hongorselaontrol

de la temperatura (Lewinsolat al.,2000).

El efecto del pH y la fuente de carbono puede inducir cambiofldgicos sobre el
desarrollo de un hongo como en el caso URilago cynodontis.Los resultados
indicaron que en los que al cultivarse en glucosa ya rseaedio liquido o sélido el
cambio entre el desarrollo de levadura o micelio se vio desamdmeor el pH,
mientras que en los cultivos con glicerol el cambio se obswbdanera mas marcada
indicando que el efecto del estrés causado por el cambiofeenta de carbono, asi
como la acumulacién de este en las células género lanprasle levaduras conforme el
pH cambiaba de acido a basico (Zapsttal.,2010).

6.5.Polioles aplicados al cultivo de hongos

Se investigo el efecto del eritritol en la skteedodesEl hongo se cultivdé en un medio a
base de aserrin a un fotoperiodo de 8-h luz /16 h oscuridad. ®efgriodo de luz, la

temperatura se ajusté a 25 °C y durante el periodo de oscuddadderatura se ajustd
a 4 °C. Las diversas concentraciones de eritritol se suramish primer lugar a la cama

cultivo aserrin por remojo en agua que contiene eritritel,agua destilada se pulverizo
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a continuacion, una vez al dia. El suministro de 0.5% (w/v) y d&%eritritol
marcadamente acelerd el crecimiento de los carpéforos. Los peBametros de los
carpéforos del hongo crecido con la suplementacion de eritngobri mucho mayores
que las de la seta de control cultivada sin suplementaciénitdéol. EI suministro de
0.5 % de eritritol acorta el tiempo para el desarrollo de urioctamafio de los
carpoforos de aproximadamente un 30% sin disminucién en laddeéndel tejido del
carpoforos crecido con el suministro de eritritol (Kuroda & Hiveka2008).

El xilitol y el sorbitol son utilizados como edulcorantes baoscalorias utilizados en
dulces sin azlcar, medicamentos y otros productos como la pasth estos suelen ser
afectados por hongos xeréfilos y se evalud el efecto del xilitol y eltslodm la cinética
de crecimiento de cuatro especies de homgmscillium chrysogenumNallemiasebi
Eurotium chevalieriy Eurotium repens El experimento se realizd mediante la
preparacion de medio basal que contenia 2% de extracto dervialka,de peptona, 2
% de glucosa y glicerol en las concentraciones necegmiasajustar el agua disponible
ademas de los diferentes polioles en concentracion del 10%que Ise observa es que
estos solutos acortan los tiempos de germinacién y el aundmtlas tasas de
crecimiento. (Patriarcet al.,2011).

El hongo medicinaHydnum repandurfue cultivado en 7 diferentes fuentes de carbono,
asi como la fuente de nitrégeno y el pH del medio de pruelfadates de carbono a
utilizar fueron: glucosa, lactosa, maltosa, dextrosa, mamifolsa y sacarosa. Todas
ellas fueron probadas en una concentracion de 20 g/L, a 25°08cerndad con 9
repeticiones cada una donde los resultados indicaron que l¢éssfaencarbono idoneas
para lograr el crecimiento del hongo fueron glucosa y ofdai$ cuales alcanzaron un
crecimiento de 47.11 y 51.80 ¢nespectivamente los cuales se midieron a partir de que
al menos 1 de las placas del experimento alcanzara el 10086lat@zacion, esto

sucedi6 a los 11 dias de prué¢Bekseret al.,2013).

El género fitopatogen¥erticillium, el cual es conocido por afectar cultivos como el
algodon, tomate, patata, berenjena, pimiento, olivo, plantas ornesesth como otras
especies silvestres fue cultivado utilizando como fuentead®sno glucosa y permitio el

desarrollo de las diferentes estructuras como los microesids, tras analisis por
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cromatografia se determiné que en el hongo estaban presgitgdes, componentes
como la trehalosa, el manitol, pentanol, tetritol, entre othosy@nor concentracion por
lo que se buscé determinar si era posible el crecimientbothgb en otras fuentes de
carbono ademas de la glucosa, los resultados fueronvVauecillium spp. podia

desarrollarse al mismo nivel en glicerol y trehalosa,yt@lomo se desarrollaba en
glucosa, pero el nivel de crecimiento y la produccién de miclegios se vio

reducida cuando se cultivd en manitol, glucitol, eritritoibjtol esto indicaba que estos
eran metabolizados mediante rutas alternativas o secugarizl hongo y solo suplian

parcialmente los requerimientos energéticos del hfvigga & Tourneau., 1971).

El cultivo de liquenes presenta un gran interés ya qs asn una gran fuente de
compuestos antimicrobianos, pigmentos, antioxidantes, compueptaesale absorber
la luz UV ademas de metabolitos secundarios, los cuales pteswgrefectos contra el
cancer, Cultivos de liquenes crecieron mas rapidamentee@io tB adicionado con
2% de un poliol de prueba. Se probaron los efectos de diferenteseszyigolioles en
el crecimiento de los liquenes de la famllisneaceae: U. rubescens U. longissima U.
difracta contra la glucosa: tales como la sacarosa, sorbitol, ribitahrytol, en que el
poliol que mostr6 el mejor efecto de crecimiento entre una nwacen del 2% y el 4%
fue el ribitol que generd los mejores resultados en comg@aracintra la glucosa que
generd un aumento de 9 veces la biomasa en 12 semanas eracampzon el ribitol
que la increment6 13 veces en el mismo periodo de tiempo esipléga porque la
parte que es un alga del liquen genera polioles como el ritetahgnitol los cuales son

las fuentes preferentes de azucares del hongo (Yamahatq1987).

En un estudio se evalu6 el efecto de polioles y las hormorgetales sobre el
crecimiento de los hongos formadores de liqueRamalina farinaceay Ramalina
fastigiata. en que la adicion de ribitol al medio basal (extracto de rAe@adura) vio
mejorada las tasas de crecimiento relativo de los tres htongasdores de liquenes del
estudio R. farinaceavar. (CHO50010)R. farinaceavar. (40403) yR. fastigiatavar.
(H06127) los cuales mostraron tasas de crecimiento un 35.3%, 29.0% y 288%
altas, respectivamente y cuando su efecto se combind conlalhdemona IBA (acido

indol-3-butirico), muestran un aumento de las tasas dentemtd R. farinacea
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(CHO050010),R. farinacea(40403) yR. fastigiata(H06127), un 79.4%, 40.3% y 72.8%
respectivamente, esto se cree es causado por el efecto eqee |8 parte
3IRWRELRQWH DOJD” GHO OLTXHQ OD FRIEQRHW MHYRDXENRR |
la que carbohidrato es metabolizado en manitol través de @evis pentosas fosfato

(Wang et al., 2009%.

Los hongos productores de liquenes son una fuente de compuestisré® pero
debido a los tiempos de cultivo, asi como las diferencias emtrembtabolitos
expresadosn vivo son diferentes da vitro son causa de muchos inconvenientes, en la
QDWXUDOH]D HO IRWRELRQWH *HO BOSWRDBWYRALOGHR \DHOU
compuestos como fuentes de carbono pero no los produce en condigaraes
determinar cual es el compuesto principal que permite ermdi® del hongo o la
produccion de los metabolitos secundarios. Una solucion para éeperduccion de
metabolitos secundarios fue mediante la prueba de lasrigfereentes de carbono que
las algas asociadas al hongo producen, se evalud la glucesabigdl y el ribitol en
concentraciones de 1%, 5%, y 10% y se midieron por PCR cuaatiia$ valores de
expresion de los genes CrPKS1, CrPKS16, CrPKS3 y CrPKS7 quegesws
productores de policétidos son metabolitos secundarios del hongaldordeliquenes
Cladonia rangiferina.Los resultados mostraron que el ribitol al 1% indujo una alta
expresion génica esto se explica por qué el ribitol es lipal fuente de carbono
generada por el algasterochlorisla cudl es el alga que naturalmente se asocia con el
hongo para la simbiosis del liquen lo que permite simidaritro las condiciones
naturales de crecimiento y produccion de metabolitos sedosddMostafaet al.,
2016).

En la micorriza arbusculd@Bigaspora margaritase evaluo el efecto de los extractos del
alga marrénLaminaria japonicalos cuales junto con otras algas son utilizados como
fertilizantes en el crecimiento de vegetales en lo queha observado una mayor
actividad por parte de hongos micorrizales. Los extractos $igasmoa por HPLC y se
identificd que uno de los compuestos principales era el maitlal representa entre
un 20 y un 30% del peso seco del alga por lo que este se prob@renigiento del

hongo en concentraciones de 50 a 500 mg/ L, ademas de otros poliaksares
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alcoholes: xilitol, sorbitol y meso-eritritol, esto debido a geesabe que estos son
naturalmente exudados por las raices de diferentes ptamtasen el caso del xilitol de

las raices d®Picea abie® el Sorbitol cominmente en las raices de las rosaceas.

En la primera fase experimental se adiciono el extradtalgaLaminaria japonicaen
concentraciones de 0.50, 100, 500 y 1,500 mg/L en el crecimien@igsspora
margarita en el cual el mejor desempefio se obtuvo a los 50 mg/L con imiergo de
las hifas de 123.4 mm contra 25.5 mm del control, posteriormenteobargn los
diferentes polioles de forma pura y estos generaron los mejesultados en
concentraciones de 100 mg/ L exceptuando al meso-eritritaiagllo obtuvo a 300 mg/
L (Kuwadaet al.,2005).

Se realizdé un estudio en el cultivo de la levadli@dotorula glutinisen que los
objetivos de este trabajo fueron: 1, determinar el efecto dmrgl puro sobre el
crecimiento de la levadurfd. glutinis 2, evaluar los efectos del glicerol puro sobre la
acumulacion de lipidos de la levadura y 3, determinar eloeldtglicerol puro como
fuente de carbono Unica o secundaria en el contenido de acidos gFAME) par®.
glutinis con intencién de producir acidos grasos para su uso en la ploduE
biodiesel.El medio de ensayo utilizado en los experimentos fue medid, lpgesa se
modific6 cambiando las fuentes de carbono. Por 1 | de agua dastdad g de
KH2PO4, 0.3 g de extracto de levadura y 2.0 g de NH4CI y contesifueates
experimentales de carbono de modo que las relaciones mol&dsu€/on 10/1 Las
fuentes de carbono fueron dextrosa, xilosa, glicerol, mezctiexteosa y xilosa, xilosa
y glicerol ademas de glicerol y dextrosa. Se reporté que I¢sreseresultados se
obtuvieron 24 % de incremento en el peso al utilizar dextrosa,a38%ar dextrosa y
glicerol, y 49% con una mezcla de dextrosa y xilosa contra wol18% del glicerol
puro. Simultineamente se evalud la produccién de acidos grascsopwtografia de
gases donde se obtuvo que la mayor produccion de acidos grasos@eaoaosiel uso
del glicerol como fuente de carbono donde a las 48 horas de doBidxidos grasos
representan aproximadamente el 40% del peso seco de la levamhira la
combinacion de glicerol y dextrosa la cual conseguia s6lo 30% stekpeo (Easterling
et al.,2009).
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6.6.Relacién entre polioles, presién osmotica y estabilidad enzinegi

La relacion entre polioles y presion osmotica se evaludé deviadura Moniliella
megachiliensien este los cambios en la presion osmética, asi comoéd esidativo
generaron como respuesta la produccion de diferentes compuestoanera de
proteccion especificamente glicerol y eritritol. Se sabeMuenegachiliensigproduce
eritritol en medios con alta concentracién de glucosa y paaaevivir en medios con
hasta 60% de glucosa, en este se observdé que cambios en la cidmpdsi medio
generaban cambios en la produccién de diferentes metabolitgge @@ manera natural
sin un agente estresor se genera trehalosa a manentdede carbono de reserva que
se acumula de manera intracelular y que posteriormenggusde metabolizar para
producir glucosa, por otra parte la produccion de glicerol se danal un estrés
osmotico elevado el cual puede producirse por causa de una etesdaacion de
glucosa y/o sales en el medio, y cuando se induce estréiamsmientras que en etapas
tardias al medio este organismo reacciona produciendo erpidtal contrarrestar el

dafio a las células, a partir de las fuentes de reserva de |aKéhdgashiet al.,2015).

Existe una asociacion entre la turgencia de un carpofardugucosechado y factores de
almacenamiento como la temperatura, humedad, pero adicioralseelescubrio que
conforme el carpéforo es cosechado, los niveles de ciertos pojidedcares tales
como el manitol, arabitol, eritritol, glicerol, la glucosa ghalosa, descienden en los
carpéforos cosechados de bisporusparticularmente manitol el cual desciende de
manera casi uniforme en todos los tejidos de los carpéforodaagio de 5 dias post
cosecha, independientemente de las condiciones de tempesianoia la humedad un
factor mas relevante en el crecimiento y maduracion gedfoaos cosechados, ya que
conforme los cuerpos se encuentran almacenados continGasucdesarrollo y se
pierden los polioles de las hifas cuando estas dejan egtramanbiental, cuando estas
se almacenan en condiciones de humedad superiores al 90%nestopermite el
crecimiento pero reduce la turgencia de las hifas lo gueaden un ablandamiento del

carpoéforo en general (Beechetral.,2001).

A concentraciones altas, los polioles mas grandes gepegsiones osmaoticas mas altas

gue los mas pequefos, esto se determind experimentalmente msMametro de
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déficit de presion de vapor que es una técnica en que reiniesto no cambia el estado
fisico de la solucién, pero determina la osmolaridad a partwundemedicion de la
temperatura del punto de rocio a la que el aire por encima deestra que esti
saturada con vapor de agua. Cuando se evaluaron combinaciones diéelentes
osmolitos no se vio un incremento significativo en la presgmotica por encima de
una concentracion de 1M donde se alcanzan presiones osmiieatre 1.5y 2 Mpa
siendo que las presiones osmoticas naturales suelen rosda2la 1 Mpa en hongos.
De acuerdo con el reporte la resonancia magnética nucidiad una concentracion
maxima de glicerol de 0.4M en esporasRlgycomyces blakesleeanmentras que los
ensayos bioquimicos estandar informan 1.0 + 1.5 M de dliceroleeaduras
halotolerantes y 3.3 M en el apresorio del hongo del tizon del iagraporthe grisea.
Esto indica que la acumulacién de glicerol puede ser uratezga de conservacion de
carbono ya que este es un poliol de 3 carbones utilizado paentaurta presion
osmotica citoplasméatica en especial la turgencia eadtiacturas del hongo que puede

ser producido de manera rapiday eliminado de la misma forma (Etaalis2000).

6.7.Efecto de los polioles en la actividad enzimatica

El efecto de los polioles sobre la capacidad de metabolizar aimjguestos como
herbicidas por medio del hongo halotolerabigcryopinax elegansse evalué para la
capacidad de degradar el herbicida Diuron. Para la degradatiderbieida se evaluo
la actividad de 3 enzimas: una lacasa, una peroxidasa diealignuna peroxidasa
dependiente de manganeso en condiciones de salinidad adicionddo eNa
concentracion de 0.5 mol/L, asi como la adicion de manitol orgliee0.5 M. En la

primera prueba se evalu6 el aumento de biomasa del Bonglegansen presencia y
ausencia de Diuron en 4 condiciones: un control sin aditives,en que se adiciono
NaCl al 0.5M, otro al que se adiciono manitol al 0.5M y uno de 0.58liderol. En el

control no se observaron cambios en relacion con la ausepoésencia del Diurén en
una concentracion de 10 mg/L; en presencia de NaCl hub@dmecion de la biomasa,
en manitol uno un incremento de biomasa de 6.4g/L a 7.2g/lalynénte en presencia
de glicerol una reduccion de 6.2 g/L a 4.2¢g/L. cuando se evaldédaadacion de

Diuron. Los resultados indicaron que en un medio con una doacién de glicerol de
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0.5 M y una de glucosa de 0.03 M se veia un incremento emrgdinecesario para el
consumo de la glucosa de 96 h (control sin glicerol) a 192 bstas condiciones la
eliminacion de Diuron se alcanz6 alrededor de las 240 h. Cuarglocbsa se adiciona
en una concentracion de 0.5 My glicerol en concentracidh&d®l la degradacion del
Diuron alcanzaba su maximo desempefio a las 96 h, se observogtoerel primero
iniciaba una reduccion en el medio para posteriormenteniectarse ademas de que en
presencia de este el consumo de glucosa no sélo se redujogueinse detuvo
manteniéndose en el medio en un 40% hasta las 480 h delngxmteri Con respecto a
la actividad de las enzimas responsables de la degradaci@iudeh los resultados
muestra que no habia diferencias apreciables entre i@rade glicerol y manitol en la
actividad de las enzimas lacasa y peroxidasa de lignina picanrgue el glicerol tenia
efecto sobre la peroxidasa dependiente de manganeso dondeesenmt@ria actividad
de la misma (Arakaket al.,2013).

Se evalud el efecto de una serie de polioles sobre la terraoitile de la enzima
xilanasa del hongéspergillus niger La hemicelulosa es una de las mayores fuentes de
biomasa por lo que es una fuente de carbono de interés gan@digcion de diversos
elementos como biocombustibles, en esta el segundo componentabonddante
después de la celulosa es el xilano, el cual es de diéigradacion por lo que el uso de
enzimas que puedan soportar las condiciones de degradacidar@ec@sra Su uso
industrial es un blanco de interés, la enzima xilanas® un rango de temperatura de
trabajo de 45° C con una vida media de 460 min, sobre esta se prafmiserie de
polioles todos los cuales mostraron una mejora en la ternabileldd a una
concentracion 1 M a costa de reducir la actividad enzimékceptuando al sorbitol el
cual mejoraba la resistencia a la temperatura sin corapepita actividad enzimética,
esto se vio reflejado al incrementar la vida media de lianarde 460 min a 1,380 min a
45° C, y en condiciones mas extremas de 60 °C (temperatdrabd@) mantuvo la
actividad durante 385 min contra 144 del control (Pal & Khanum, 2011).

En la naturaleza la lignina es degradada principalnmoitgarte de los basidiomicetos
en particular hongos de pudricion blanca. El hoRgones sclerodermeugenera una

serie de enzimas en particular lacasas las cualesssatiadas por su capacidad de
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degradar lignina sin embargo estas enzimas en condigiehedriales tienden a perder
su actividad enzimatica por lo que buscar una manera dglieatéas a condiciones de
pH, y temperatura es un campo de interés. Se probd el efedivatsos aditivos
(alcohol veratrilico, glicerol, trehalosa, 1-HBT, CuS@anitol y glutaraldehido) en
condiciones de pH 4.5 a 40° C durante 24 h, en la que el contaealisuos mostré que
en estas condiciones s6lo se mantenia un nivel de activil&@%e en estos se vio que
los mejores resultados se obtuvieron con GU8®.5 mM y 1.25 mM y manitol al 1%,
los cuales mantuvieron la actividad enzimatica en un 73%,y81886 respectivamente.
Con respecto a la vida media de la lacasa se probaron combesacdenCuSey
glicerol que dieron los mejores resultados en relacion con la preigerdada actividad
enzimatica en relacién con el tiempo donde el control eenaizs de CuS®y glicerd
tuvo una vida media de 40 ha 40° Cy 9.81 ha 51° C en contra de 114 ha4D3LC y
h a 50° C en la prueba con 1.25mM de Cu®@icionado con 0.2% de dlicerol
(Papinuttiet al.,2008).

Se evaluo el efecto de una serie de polioles sobre la teamdekstd de la lipasa de
Candida cylindraceaa 50° C, asi como el efecto de la temperatura sobre ldaafjria
velocidad de reaccion y la especificidad de la reaccion etizamén presencia de
etilenglicol, glicerol, eritritol, xilitol y sorbitol. La adidén de los polioles mostraron que
a una mayor concentracion de cualquier poliol el tiempo desdelagenzima se
encuentra en su estado nativo hasta que solo tiene la ddtasu viabilidad se vio
reducido lo que indicaba que la presencia de polioles reducielteidad de
degradacion de la lipasa en el medio, la afinidad enzimaticee vio alterada, salvo
cuando se incorporo etilenglicol a una concentracién de 8 Médecto que no se
observé en ninguna de las concentraciones de los diferenieleqolo que indica que
los polioles no afectaron el sitio activo de la enzima fieatense midio el efecto sobre
la vida media de la enzima en la que el sorbitol y elokititostraron que al adicionarse
en una concentracion de 1 MA&Iimcrementaron la vida Util de la enzima en la que el

sorbitol mejoro la vida util de la enzima hasta en 2,000 veces (Matsetnat.,1997).

El efecto de los polioles sobre la estabilidad enzimética tisolzma deMicrococcus

luteusse evaluo por tres diferentes mecanismos de inactivacion, el @larggregacion
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0 precipitacion por sales, donde una vez determinada la coco@mtde sal que
causaba el mayor nivel de agregaciéon o desnaturalizacigmmosedié a realizar un
experimento en el que se adiciono a la enzima la misnatoacion de sal adicionada
con un aditivo poliol/azicar a un volumen del 10% en relacion pekonen con
manitol, sacarosa, lactosa, glicerol y polietilenglicol. Leciati del manitol generd una
recuperacion de la actividad del 36.0 + 0.8 EU/mg>eth0comparacion del control. El
segundo punto fue la temperatura. Cuando se adicionaron losepdiolos generaron
una respuesta positiva al aumentar la temperatura medieshaturalizacion cuando
estos se adicionaron especialmente la sacarosa que elevo |laterapeedia a 75. 4° C
y el nivel de actividad enzimatica a 42.0 + 1.4 EU/mg% Y(finalmente el pH, cuando
el experimento se repitid6 en pH acido buscando desnaturkdizesozima, el control
mostré una temperatura media de 66° C y un nivel de actierdzaohatico de 23.0 £ 1.0
EU/mg x 16, todos los polioles generaron una mejora en la temperatutia yda
actividad enzimatica en particular la sacarosa que megoténtperatura media hasta
alcanzar un valor de 73. 4° C y un nivel de actividad enzilnd&c42.0 + 1.7 EU/mg X
10 esto indicaba que los polioles preservaron e incrementatemperatura que la
lisozima puede soportar y la estabilidad a un pH &cido. Finalneeteatuo el efecto de
la oxidacion sobre la lisozima al exponerla al peréxido de hidodge presencia de los
diferentes aditivos dando como resultado que en la lactosa needgel mayor
incremento en la estabilidad enzimatica protegiendo astziiha de la presencia de
peroxido de hidrogeno (Singh & Singh, 2003).
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7. JUSTIFICACION

Los polioles cumplen multiples funciones en los hongos, asi eonairos organismos
al regular la presion osmética, ayudar en el crecimierfimgionar como fuentes de
carbono secundarias y/o de reserva, actuar como reguladdeeadiwidad enzimatica
ademas de mediar respuesta al estrés oxidativo, por lo qu@ika dee estos generan
diversos efectos al ser adicionados al medio esta sustentada.

El criterio para la seleccion del eritritol como aditivo enrecimiento deP. ostreatus
fue buscar un aditivo el cual no incrementa significatimate el costo de produccion y
gue no fuera metabolizado por el hongo debido a que se busca optinueasumo de

la materia vegetal mas no reemplazarlo por una fuentartberm adicional en el medio,
esto descarta azicares como la glucosa, la dextrosa, la malt@saigén los cuales se
sabe que pueden ser metabolizados por el hBngstreatuscomo fuente de carbono.
De acuerdo con (Kuroda & Hirakawa, 2008) el eritritol mostrdnanemento en la
productividad del hongbentinula edodegor lo que este, asi como otros polioles como
el glicerol y el manitol fueron considerados, pero finalm@ate motivos de costos, asi
como la capacidad del hondg®. ostreatusde metabolizarlos al menos parcialmente
como fuente de carbono (Sengupta al., 2004.) estos fueron descartados para
finalmente reducir el marco de investigacion unicamehtrititol. ElI uso de eritritol
promete ser un buen aditivo para mejorar el desempefio de la poodietongos para
consumo humano ya que el eritritol, asi como otros poliolesaseutilizado para
mejorar la capacidad de crecimiento de diversos organismas daieo Lentinula
edodes Raphanus sativus, Allium sativum, Arabidopsis thallkineoda & Hirakawa,
2008).
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8. HIPOTESIS

La aplicacion de una concentracién controlada de eritritoklenultivo del hongo
Pleurotus ostreatugenerara un cambio apreciable en los valores de creanyknt
volumen de produccion de carpéforos, asi como posiblemente cambioasen |

caracteristicas del micelio.
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9. OBJETIVOS DEL TRABAJO

9.1. Objetivo General
Evaluar diferentes concentraciones de eritritol para digtgria concentracion ideal de

este la cual produzca cambios positivos en el crecimiento delionycfructificacion del

mismo

9.2. Objetivos Particulares

1) Evaluar la capacidad de influir del eritritol en el crecinoede¢P. ostreatus

2) Determinar si existen cambios morfolégicos en el mica®duales puedan indicar
cambios en el mismo causados por el eritritol

3) Evaluar si hay cambios en las propiedades de los carpo6foros enacigpaon los

gue fueron cultivados en condiciones de control.
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10.MATERIALES Y METODOS

10.1. Cepa dePleurotus ostreatus

La cepa de trabajo fue obtenida de la empresa Fungi Pedigicfida por el reconocido

micélogo Paul Stamets.

10.2. Sustratos

Para el crecimiento de. ostreatusen funcién de su velocidad y el costo del sustrato, se
utilizé el grano de sorgo, el cual es de facil adquisicion leajsto, y en pruebas
anteriores demostré ser un sustrato adecuado para el emoirdeP. ostreatuslLas
pruebas se realizaron inoculando el sustrato previamest@ieado, con indculo d@.

ostreatusen las respectivas condiciones de cultivo del experimento.

10.3. Medios de cultivo

Los medios de cultivo utilizados fueron:

PDA de la marca comercial Difco, que fue preparado de acueydoloc
establecido por la marca productora de 39 g/L, este serdieatirilen una
autoclave a 121 °C durante 15 min a 15 Ib de presion.

Medio Czapek, de la marca comercial Bioxon el cual fue pa€pala una
concentracion de 509 por litro de agua destiladaterilizado en una autoclave a
121°C durante 15min a 15Ib de presion.

El caldo de cultivo extracto de papa al 2% y dextrosa al 1%wendestilada y
esterilizado en una autoclave a 121°C durante 15min a 15Ib de presion.

El medio minimo mineral se prepard basado en el medio de cptiivfFalony
et al., 2006), el cual contiene Fosfato de sodio monobasico, fosfato de potasio
monobasico, sulfato de magnesio heptahidratado, cloruro de caldaio sle

amonio y una fuente de carbono al 2%.
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10.4. Efectodel eritritol como Unica fuente de carbono

Se empled la marca comercial de eritritol conocida como Travieual contiene el

eritritol el cual es un poliol de 4 carbonos en una concentraetd? %,

Se realiz6 la prueba de crecimiento con eritritol como Ufieate de carbono; la
literatura consultada no indica qie ostreatustenga la capacidad de metabolizar el
eritritol por lo que se realiz6 una prueba comparativa en nmeiiono mineral en dos
condiciones una en que la fuente de carbono sea dextrosa alnk¥do de control, y
otra con eritritol al 2% a modo de prueba basado en el medio minimaindagiFalony
et al., 2006), este experimento busco descartar que el efecto del ertbiteled micelio

esté actuando como fuente de carbono secundaria en el medio.

10.5. Efectoen el crecimiento y observacion de cambios microscopicos.

Cada placa fue inoculada con un cuadro de un2denmicelio del hongo crecido en
medio de cultivo PDA (Agar Papa Dextrosa), las placas indasléueron colocadas en
una incubadora a 30° C donde se determind el tiempo minimoguerecel micelio en

las diferentes concentraciones de eritritol para colotézataca de Petri al 100%. Se
adiciono el eritritol en placas de medio PDA en concemtnasi de 0, 0.05, 0.5 y 5%,
por triplicado para determinar concentracion ideal del compyestmbién para poder
realizar pruebas al micelio que indiquen si hay modificasoestructurales o
morfolégicas que pudiesen estar afectado o mejorando la capticidutrientes o el

desarrollo del micelio mediante microscopia.

Posteriormente se repitié el experimento con el fin obtemgores observaciones
microscopicas en medio de cultivo Agar czapek y en concamescde 0, 0.05, 0.5y
5%, por triplicado con el fin de observar si hay modificaciondsuatsrales o

morfolégicas que pudiesen estar afectado o mejorando la capticidutrientes en el
desarrollo del micelio esto mediante observacion microscépica yajpudiesen ser

observados directamente en el medio PDA.
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10.6. Efectodel eritritol sobre la produccion de biomasa

Se evaluo el efecto del eritritol en la ganancia de pddwatulo en medio de cultivo
caldo extracto de papa y dextrosa al cual le fue adicionatidoé®en concentraciones
de prueba 0, 0.05, 0.5 y 5%. Una vez que el primer tratamiento cotoaiza®0% del

diametro del matraz, se obtuvieron las colonias y se sometiesetado durante 24h

para posteriormente determinar su peso.
10.7. Efectodel eritritol sobre la produccion de carpéforos

La fase de fructificacion se realizd en frascos de vidstérgdes con una cantidad de 70
g de sustrato previamente hidratado en solucion de eritrdoheentraciones de 0, 0.05,

0.5y 5%, a modo de prueba.

Los frascos de sorgo una vez inoculadosRoostreatusse colocaron en la incubadora
durante 35 dias a 28°C hasta que alcanzaron una colonizati®80dée, (Figura 3).

Tras terminar el proceso de colonizacion del micelio estbaspasaron a la camara de
fructificacion, la cual mantuvo condiciones de humedad peeatura de 75% y 20° C

respectivamente.

Una vez en la camara de fructificacion en condiciones uteediad del 75% y una
temperatura de 20° C con un fotoperiodo de 12 horas luz/oscuridedngerieron los
micelios de prueba hasta que comenzo la fructificacion der@de con lo reportado
(Bellettini et al.,2016; Arjonaet al.,2009).

La cosecha de los carpéforos se realizé de manera marha$éen lo reportado (Lopez
et al., 2008), teniendo cuidado de no dafar o contaminar el micelio utitizana

cuchilla estéril, los carpoforos se pesaron y midieron dermamgividual, y de manera
global por experimento para poder medir si existia un efecte $abmasa, cantidad y

tiempo de fructificacion, a 10 repeticiones en cada una de laswraatenes de prueba.
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Figura 3. Frascos de cultivo en la incubadora guaantuvieron por 35 dias.
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11.ANALISIS ESTADISTICO

Se realizd una prueba de ANOVA simple para comprobar eloefdetdiferentes
concentraciones de eritritol sobre el desarrolldPd@streatusy con esto se evalud si
existe un efecto de este sobre el crecimiento y el tiespéructificacion todos los

analisis realizados se ajustaron a un valor de significaiectaO5.

Los andlisis estadisticos se realizaron con el progranddal GRAPHICS Centurion
XVI.

Los valores a evaluar en relaciéon con la concentracion dgoéfiteron:

Tiempo de crecimiento en placa
Densidad del Micelio

Biomasa en medio Liquido
Numero de Carpéforos

Peso de Carpoforos

Cambios morfolégicos en los Carpdéforos

N o g s~ wDdE

Tiempo de Maduracion
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12.RESULTADOS
12.1. Capacidad de metabolizar fuentes de carbono

Se buscé comprobar que la cepdPdestreatuson la que se estaba trabajando no podia
metabolizar directamente el eritritol como una fuente atbano por lo que el efecto
observado seria solo osmotico o enzimatico y no por el uso débkecdtmo una fuente

de carbono secundaria la cual estuviese siendo metabolizad@zique las fuentes de

carbono iniciales o primarias comenzaran a agotarse.

Los resultados indican quB. ostreatuscarece de los mecanismos necesarios para
metabolizar el eritritol como una fuente de carbono. Al cwaiirque el hongo no era
capaz de metabolizar el eritritol se aseguraba que d@befbservado en el micelio se

diera por cambios en la actividad del micelio y no por un exceso dmta fde carbono

Esto se logro al preparar medio minimo mineral al cuakseolocé como fuente de
carbono unica el eritritol a modo de prueba y dextrosa en calgladntrol, durante 14
dias a 30° C (Figura 4).

Figura 4. Prueba de metabolismo.
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12.2.Crecimiento radial

En la segunda fase experimental se cultivd el miceliB.destreatusen placas de PDA a
10 repeticiones utilizando un indéculo de 1?csnbre placas a las cuales se adiciona el
eritritol en las diferentes concentraciones de pruebactspmente (Figura 5), en estas
se observo tras 10 dias de crecimiento que no habia una ddesemificativa en la
velocidad de crecimiento en las concentraciones 0, 0.05 y 0.5%, yaugndo se
compar¢ el efecto del eritritol sobre el crecimiento radidP destreatudras 10 dias de
ser inoculado los resultados mostraron que en concentracier@5% y 0.5% no se
presenta una diferencia significativa en el creciriat@l micelio en relacién con el
control sin eritritol, deacuerdo a un analisis anova al 0.05ighgicancia donde la
concentracion control tubo un promedio de 76.4% de colonizacion dedess, la
concentracion de 0.05% tubo un 77.6% de colonizacién, la concentfagénobtuvo
78.5% y 5% obtuvo 50.5%, donde presentd un efecto inhibitorio en el mBitim
(Figura 6).

Figura 5. Crecimiento radial.
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Figura 6. Crecimiento radial. La velocidad de cn@ento no se ve afectada a nivel de cultivo engptac
concentraciones de control, 0.05y al 0.5% al i@ heariacién en el nivel de desarrollo alcanzaa® 10

dias de cultivo, aunque en una concentracién deebpsesento un efecto inhibitorio en el desarrollo.

12.3.0bservaciones y cambios morfolégicos en el micelio Bleostreatus

Las observaciones microscopicas en el miceli® destreatuen medio PDA mostraron
cambios menores con respecto a la conformacion del micelioglacion con la

concentracion de eritritol, aunque mostraron que conformelrf@ynayor concentracion
de eritritol en el sustrato el micelio tiende a preseuatarengrosamiento, asi como
también presentar una mayor afinidad por el colorante paveslializacion (Figura 7).
Los cambios observados en medio PDA indican que el eritrito¢ tefectos en la
morfologia del micelio, no solo a nivel microscopico sino a nivatroscdpico como

una mayor fragilidad cuando este se encuentra en elevamlasntraciones algo
observado durante la manipulacion de los micelios en las praebasecimiento en
medio liquido, creemos que esto podria indicar que el micelio ahabiado la

morfologia de las hifas permitiendo que el colorante puedarger&n una mayor

afinidad lo que indicaria que la pared celular esta sufriendambios.
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Figura 7. Microscopia en PDA. Las observacionasates en medio PDA, indican que existe una
relacion entre la concentracion de eritritol yrelgpr del micelio d®. ostreatusig.: A& D una
comparacion entre la concentracion de control edatroncentracion al 5% de eritritol muestra

diferencias entre el grosor y la captacion del cite.

Posteriormente las fotografias de las observaciones al mopiosdel micelio en medio
PDA fueron convertidas a imagenes 8 bits de 256 colores ntitzal programa Adobe
Photoshop; posteriormente fueron analizadas con el programaélisisade imagenes
ImageJ (National Institutes of Health., 2016), (Figura 8) pab#ener una medicion
numeérica correspondiente al micelio y asi poder comparar \ahjetnte la abundancia

y ramificacion del mismo a diferentes concentraciones tigtari
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Figura 8. Programa de andlisis de imagenes ImageJ.

Los resultados obtenidos por medio del programa ImageJ fueron adomily
analizados por parte de un analisis de ANOVA simple quedhdique a la mayor
concentracion de eritritol de 5% el micelio el micelio azauna alta densidad, pero no
mostraba cambios significativos en las concentraciones de Oy 0.8% aunque si con

respecto ala concentracion de 5%, donde se aumento la densidad Qhtcgliral 9).

Figura 9. Andlisis de los resultados realizadospprograma ImageJ indicaron que a una conceagtraci
de 5% el micelio se comporta de manera diferentgginentando notoriamente su densidad.
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En placas de agar Czapek el efecto del eritritol fueapasente que en medio PDA esto
debido a que el medio Czapek es un medio pobre en comparaciénroedie/PDA
(Lewinsohn et al., 2000). y en este el micelio presentara algeran natural un
crecimiento pobre por lo que el efecto de cualquier aditivo ténderser mas
significativo. Esta prueba mostré un incremento en la disigositel micelio en relacion
con el incremento en la concentracion de eritritol el eta observable a simple vista

ademés de un incremento del grosor de las hifas observadasoakogio (Figura 10).

Figura 10. Microscopia en Agar Czapek. Efecto déditol en agar czapek a una mayor concentracin d

eritritol el micelio de la placa 5% presenta un @tic de mayor grosor a simple vista.
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12.4.Peso seco

En la segunda etapa experimental se evalud si existiagamancia de peso entre
diferentes concentraciones de eritritol adicionadas al naslicultivo, esto se logro al
preparar medio papa dextrosa al cual se adicionaron las caoccams de prueba de
eritritol al 0%, 0.05%, 0.5% y 5%, en matraces de 250 ml cada uno ecohdgOmedio
papa dextrosa, inoculados con un cuadro de? emPDA con micelio activo de.
ostreatusactivo, para colocarlos en la incubadora por 14 dias a 30° C en condiciones de
oscuridad (Figura 11). Para determinar el peso del micelmladmomasa se decant6 y
se coloco6 en secado durante 24 horas a 30° C se le retird el excgsa gerdiltracion
con papel filtro de poro amplio para posteriormente colocarlo sobre paped@mpara
evitar dafar el micelio durante el secado ademas de ayvelmoger el exceso de agua
residual para su posterior pesado y registrado. Durante laub@rion de los micelios
cultivados en medio liquido se pudo apreciar una mayor fragikdael micelio en las
concentraciones de 0.5 y 5% de eritritol por lo que se tuvo quedgrocen extrema

precaucion para no desgarrar la biomasa. (Figura 12).

Figura 11 Cultivo en medio liquido.
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Figura 12. Peso seco. El micelio fue extraido deratraces

Se comparo el efecto de la ganancia de ped®. @streatusen medio liquido (Figura
13). En esta se observa que no hay una diferencia significativa ganancia de peso
tras 14 dias de cultivo. Al comparar los resultados se puede absee/gequeia
ganancia de peso en comparacion de los controles, pero siicangma estadistica,

sugiriendo un efecto neto positivo sobre la generacién de micelio.

Figura 13. Andlisis de peso seco del micelio. Desgaés crecimiento en medio liquido con diferentes

concentraciones de eritritol se aprecia un ligacoadmento en comparacion con el control.
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En relacion con los cambios en el micelio se observé que laaséorultivada en la

concentracion de eritritol al 5% se mostraba mas fragilegues otros tratamientos por
lo que este era mas propenso a fracturarse, lo que concoerlts datos obtenidos en
la fase de crecimiento en placa donde el eritritol encanaentracion de 5% mostro una
inhibicion del crecimiento. Dado que a simple vista y enit@snde masa no se observa
diferencia, la fragilidad encontrada podria deberse a umgestd de hifas mas cortas,

generando una matriz de fibras abundante, pero con poco soporte.

12.5.Evaluacion de carpoforos.

Los frascos de sorgo una vez colonizados Rowstreatusse colocaron en la camara

fructificacion. (Figura 14).

Figura 14 Condiciones experimentales de produagd@arpéforos los frascos del experimento en la
incubadora se mantuvieron por 50 dias con un fotoge 12 horas luz/oscuridad a 20 grados con una
humedad del 75%
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Figura 15 carpéforos en plena fructificacion declascentraciones control, 0.05 y 0.5% se excluye la

concentracion 5% por ausencia de resultados.

Los resultados arrojados por el experimento en etapas isiangiearon que el eritritol,
no era metabolizado por el micelio, pero este influye aungmnianeficiencia de captar
o extraer los nutrientes del sustrato al incrementaeliacidad de crecimiento en placa.
Posteriormente en el experimento de fructificacion no amdic a lo largo de las
mediciones un deterioro en los valores de peso. (figura 16) lmogkeaba que no se
estaban generando fructiferos de menor calidad lo mismo p#mafio promedio de

los carpoforos (Figuras 17 & 18).

Figura 16 Andlisis del peso de los carpéforos.
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Con respecto a los valores de tiempo de maduracion en promedibaaliferencia
significativa entre las concentraciones de prueba al ntonaEn medir el tiempo que
tomaba a los primordios desarrollarse por completo. (Figura 19) sidieewvator puede
ser subjetivo ya que la medicion se realizo en funcion depdialo que el programa de

analisis de datos podria no tomar como significativos los resultados

Figura 17 Andlisis de longitud.

Figura 18 Andlisis del didmetro del sombrero lopétoros.
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Figura 19 Tiempo de desarrollo.

Simultaneamente a la evaluacion de los valores de tiempo,ypesoaiio se evalud
también la produccion de cuerpos fructiferos (carpoforos). Lokaedss finales fueron
una produccion de 74 carpoforos en condiciones de control, 103 carpéfords en
experimento a la concentracion de 0.05% y una reduccionamidrlcon el control a la
concentracion de 0.5% con 52 carpdéforos, recolectados a lo largo Herlkgseticiones

de la produccion de carpoforos. Finalmente, la concentracion denfi%d por
completo la produccion de carpoéforos al terminar con O al achbaperimento, estos
resultados mostraron que la concentracién 0.05% tuvo un indcerdeh 39% con
respecto al control, mientras que la concentracion de 0.5% mavoeduccion del 30%
con respecto al control, y en el caso de 5% una inhibicion del 100%r.g(2@).
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Figura 20 Valores de produccién de carpoforos

La inhibicion observada en las concentraciones de 0.5% tal gdsftordo con los
resultados observados en el experimento de biomasa restringiemecimiento y
generando biomasa de naturaleza fragil en comparacién contsdl o que los volvia
propensos a contaminarse a lo largo del experimento a difereiec las demas

concentraciones las cuales eran capaces de inhibir ehtzeto de contaminantes

Con respecto a cambios morfolégicos en los carpoforos. las obsergazionargo del

experimento no indicaron variacion o la aparicion de defectosas caracteristicas
observables tales como decoloraciones, 0 malformaciones que pueidsean su valor

comercial (Figura 21) fuera de la inhibicidn de la fricdi€ion a la concentracion del
5%, los carpoforos del experimento en cualquiera de las cawent&s eran

indistinguibles entre si.
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Figura 21 Comparacion de carpéforos. Ejemplos slexperimentos. Carpéforos de las concentraciones
de control, 0.05 y 0.5% sin cambios significatiemdos valores de produccion o cambios visibldaen

morfologia de los mismos.
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13.DISCUSION

La decision de utilizar eritritol como aditivo experimergal sustenta en 3 conceptos
principalmente. El primero: Se puede inferir que este poseefecto sobre el
crecimiento del hongh. edodesal mejorar la velocidad de crecimiento de los cuerpos
fructiferos, (Kuroda, & Hirakawa 2008). Ademas de multiples @dsc los cuales
sustentan que el uso de polioles tales como el manitoixyjitel pueden aumentar la
velocidad de crecimiento en diversas especies de hongos comeizagyr hongos
asociados a liguenes. El segundo punto se basa en que el tngangsenta cambios en
sus propiedades organolépticas y/o nutricionales ademas desqtesiduos que este
pueda tener no generen un impacto negativo en la saludshed.nicl tercer punto en la
literatura se reporta que la adicion de polioles tiende er tem efecto protector o
estabilizador sobre la vida media de las enzimas al gemesaproteccion sobre las
mismas a efectos que van desde la termo tolerancia, resistendrolisis, e incremento
a la tolerancia de cambios de pH aunque en algunos cadmértese reporta un menor
desempefio de la actividad de las enzimas ya que estos pueden blogtiearctive de
algunas enzimas, por lo que podria tedricamente estareimflayen la capacidad
metabdlica del hongo, afectando el desempefio del mismo en eh@eqeri

El papel de los polioles en la estabilizacion enzimaticgpussle explicar de dos

maneras.

La primera posibilidad es que estos aditivos limitan los camboodormacionales

formando enlaces hidrogeno con grupos superficiales sobre nzmase, tales

interacciones tenderian a preservar las conformacioness)adsi como protegeran a
los grupos internos de la exposicién a la desamidacion, oxidagjdygacion u otras

modificaciones. La segunda posibilidad es que los polioles seyergbreferentemente
del dominio proteico, aumentando asi la energia libre dehgistBermodinamicamente,
la exclusion preferencial de los polioles conduce a la digttdn de la proteina,

puesto que el estado desplegado de la proteina es termodinimeécameaos estable
gue en presencia de polioles (Singh & Singh. 2003).

Otra posibilidad es que la adicion de eritritol al pasto ademéas del proceseridizado
por autoclave pudiesen estar emulando un proceso conocido comineilRalliol
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procedimiento se basa en un pretratamiento el cual degualiignina de la materia
vegetal dejando la celulosa mas disponible para ser procesadi patividad
enzimatica esto se probo mediante sumergir diferentes dgp@serrin ya sea maderas
suaves o duras (esto se evalla en relacion con la cantidaghide en los diferentes
tipos de madera) en una mezcla de glicerol con hidroxido deigpala$0% donde los
mejores resultados se reportaron a una temperatura de 2308n@ @b minutos lo que
redujo la cantidad de lignina en la madera dura hasta s@8% del contenido original
y un 16% en la madera suave lo que en teoria deberia mejorar laladpieiprocesado

de la materia vegetal por actividad enzimatica de acuerdo codt(ktual.,2013).

En la primera fase experimental la prueba de metabolismeceriteltol, no habia
evidencia que indicara que indicara deostreatuduviese capacidad para metabolizar
eritritol el hongo no obtenia energia de este por lo que ¢erlkefecto posible que este
estuviera generando sobre el crecimiento del hongo se dabsafabios en la captacion
de nutrientes o en el desarrollo de las hifas en relaciolagmesion osmética.

La segunda fase experimental inicialmente mostr6 emdighcremento en la velocidad
de crecimiento en concentraciones de eritritol del 0.5% locgueordaba con los
resultados obtenidos &n edodesde acuerdo con lo reportado por (Kuroda, & Hirakawa
2008), pero conforme se compararon los resultados, las repeticioskaron que este
no era un incremento significativo, aunque si se observo lgeatrétol generaba un
efecto inhibitorio a una concentracion del 5%, esto se podiierda que la alta
concentracion del poliol genere un diferencial de presién asmbi que limite la
captacion de agua por parte del micelio. En observaciones ndiproas en medio de
cultivo PDA se pudo ver que no habia cambios significativosaedidposicion y
conformacion del micelio a concentraciones de control, 0.05 %, y Odu8que hubo
un incremento significativo del grosor a la concentraciorbée estos cambios en el
grosor del micelio pueden correlacionarse con los cambios \astdd. perniciosa
(Alvim et al., 2009) en que cambios en la fuente de carbono generaron modifesac
en la estructura del micelio a causa del estrés paalta de una fuente de carbono

adecuada. Posteriormente las observaciones microscopicas tseraem@sta vez en
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medio Czapek el cual es un medio con un menor valor nutaicparaP. ostreatusen
comparacion al PDA, en este los cambios fueron mas apadoids a una mayor
concentracion de eritritol el micelio tendia a adquirir coaformacion mas gruesa, esto
podria deberse a que en este medio la presencia de un aditve@lceritritol tendria a
ser mas aparente al no tener el resto de los nutridatd3DA que amortiguaron el

impacto del eritritol sobre el micelio.

En la tercera fase experimental se evalud si habidegtoeen la ganancia de peso
causada por el eritritol, mediante un analisis de 10 repedisipor concentracién, esto
mostré que no habia una ganancia de peso significativdaerorecon la concentracién
de eritritol que se adicionara al medio de cultivo, aunque ebservd que en presencia
de eritritol habia una ligera diferencia en compactacigesystencia del micelio al
compararse con el control, posiblemente el efecto del erdiotmle la presion osmética
esté cambios conformacionales en las hifas. Esta exgdiicawica que conforme el
eritritol aumento en concentracion en las pruebas agshamia retencién de agua
alterando las caracteristicas del micelio lo que indicanguestaba metabolizando el
eritritol, aunque este se incorporaba al mismo y que eststaba afectando en la
captacion de nutrientes del medio de cultivo el cual se prepardradpant concentrado
de papa al 2% y dextrosa al 2%, lo que generaba el mismo pesajngensenor
densidad. Alternativamente otra posible explicacion es qud emcelio pudo haber
metabolizado todos los nutrientes por lo que todas las pruebasrggmesl mismo
resultado en el peso al no poder generar mas biomasa adpamiedio de cultivo sin
importar los aditivos, pero generando el efecto de una disminenitnturgencia de la
biomasa del micelio la cual se volvia mucho mas fragie&acion con el incremento de
la concentracion de eritritol. Esto se correlaciona con pequeéokios en la
morfologia del micelio vistos en la segunda etapa experimattade el micelio
cultivado en PDA tendia a tener una menor resistenatadbindicaba que el micelio
que era cultivado a una concentracion de eritritol del 5@idesm ser ligeramente mas
grueso y con una mayor disposicion para la captacién de celdoaqtie indicaba que
este tenia una estructura diferente la cual es mesostente posiblemente por micro

fracturas en la pared celular. Por lo que si bien no setdeta cambios importantes en
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el peso de los micelios en medio liquido este si tenia urars@eion mas fragil que

sus contrapartes de menor concentraciéon de eritritol

Cuarta la fructificacion: El tiempo que toma el crecimtoede P. ostreatusen sustrato en
la incubadora ronda los 30 dias que es el tiempo estimado pagbmieelio agote los
nutrientes del sustrato y la fructificacion comenzé emedio alrededor de los 20 dias
semejante a lo reportado por (Arjoed al. 2009) en la cual se indicaba que el
fructificacion en condiciones Optimas iniciaba a partirsda 10 dias, desde que el
micelio se colocé en la camara de fructificacion. En cstgreon lo observado durante
el experimento en que el tiempo promedio para iniciar la fruatio ronda los 20 dias,
al observar los valores de peso asi como tamafio no se mostréegitgtal tuviese
algun efecto en el desarrollo de los cuerpos fructiferos lo quelingnte podria indicar
gue este no tenia ningun efecto sobre el hongo, pero que cuarcintabilizé el
nuamero de fructiferos mostré un incremento de produccion del 3§&eé gebido a los
datos previamente observados mostraba que la produccion se itdremeeducir la
calidad del producté6 $ JUDQGHY UDVJRV DXPHQWY OD SURGXFFLY
S U R G Xd- &R presenta un gran interés para los productores ded bstrg. En el
caso de la concentracién 0.5% el efecto inhibitorio puede smsada por cambios
conformacionales en el micelio que a concentraciones nemarementan la captacion
de nutrientes, pero que al incrementarse se convierte datumento para el hongo.
Tales como cambios conformacionales, los cuales permiteri quieedio actué con una

mayor eficiencia en el sustrato.

El efecto deletéreo observado a lo largo del experimento etéhesnente relacionado
con la concentracion de eritritol, y dado que las concenteside prueba que se
estudiaron se fueron incrementado 10 veces en relacion camtdasior, queda a
discusion la posible busqueda del efecto que tendrian diferemtesntraciones de
eritritol sobre el crecimiento del hongo ostreatusen posteriores estudios seria posible
investigar concentraciones diferentes hasta enconteaque obtenga el mejor resultado
en relacion coste/produccion, dado que la concentracion ideatsentra en 0.05 en el
experimento probar el efecto que tendrian concentraciomesOeyt0.5 tales como 0.01,

0.02, 0.07, 0.1, 0.25 que podrian generar mejores resultados asi comaealefacbs
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polioles sobreP. ostreatusOtro punto a mencionar es el volumen de sustrato que por
fines de tiempo de colonizacion, espacio y manejabilidad s lenW¥0 gramos de sorgo
por frasco dado que de esta manera se podian obtener resuthtizsyficon multiples
repeticiones en un corto lapso de tiempo, es posible que realizatiivos de mayor
volumen se obtengan resultados mejores en el campo de tanmdsm ygue si bien
durante el experimento no mostraron valores significativiemeliferentes pudo
observar una ligera tendencia a un incremento en efitagn@eso en la concentracion
de 0.05%.
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14. CONCLUSIONES

El eritritol no es utilizado como fuente de carbono [por ostreatus.Esto se
confirma por la incapacidad del hongo de crecer en medio deocctin eritritol
como unica fuente de carbono, ademas de no generar cambios apeniadlpeso
del micelio cuando este se encuentra adicionado al medio, iadjca que este no
es metabolizado por el hongo de manera total o parcial, singanlanecho de los
cambios en la densidad del micelio indica que el eritritolesi ho es metabolizado
se incorpora al micelio y su efecto se relaciona con la coac&nirdel mismo.

A nivel de crecimiento en placa, el eritritol no genera onejora en el tiempo de
crecimiento, aunque a elevadas concentraciones mostro arefdeto inhibitorio.

El eritritol no genero un aumento en la biomasa del naiceh cultivo liquido,
debido a que ninguna de las concentraciones mostré un efetficatigo.

El eritritol genera cambios de naturaleza estructunaéledesarrollo del micelio
observado, asi como la resistencia del micelio al ser mathpldaque indica, que
concentraciones elevadas de eritritol causan cambios fermia que el micelio se
desarrolla estos cambios se asemejan a los que se dandenoces de estrés
donde se generd un micelio de tipo aéreo o floculante muchaatigs y fragil en
presencia de fuentes de carbono no fermentables ya quepest&echando sus
reservas con el fin en encontrar recursos de acuerdo cepddado por (Alvimet
al., 2009).

La adicion de eritritol a una concentracién de 0.05% incremanproduccion de
carpoéforos alrededor de un 39% sin bajar la calidad de la produceiérar las
caracteristicas de estos lo que lo vuelve un interesditteogpara incrementar la
produccién deP. ostreatusa escala industrial y continuar la investigacion para

observar su efecto en otras especies de hongos.
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15.PERSPECTIVAS

1. Es posible optimizar el cultivo y produccion de diferentes espede hongos
mediante la adicion de diversos polioles u otros compuestos por kel guesente
estudio puede servir como una base de protocolo para seleccionar difalidines, a
asi como las concentraciones en funcion de si se busoeamejecimiento, tiempos
de desarrollo o produccion.

2. El efecto que la administracion de polioles sobre el desadellmongos podria dar
como resultado estrategias para la degradacion de compuésioss tcomo
hidrocarburos o compuestos de la industria textil en conceaiess mucho mayores
gue las que se manejan actualmente o llevar a cabo kEdden de los mismos en
un tiempo menor o con un mejor rendimiento al mejorar lacidpd de los hongos
para degradar estos compuestos.

3. Otras posibles aplicaciones se podrian dar en el &mbito de la peas®om@mercial
ya que con forme los polioles naturales en un hongo se agatata cosecha la
adicion o suplementacion de los mismos podria incrementaddade anaquel de

estos productos.
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