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1. RESUMEN

Esta tesis contribuye al estudio inicial sobre hongos ectomicorrizégenos nativos del
Estado de Hidalgo que se empieza en el laboratorio de Biotecnologia del Centro de

Investigaciones en Ciencia y Tecnologia de los Alimentos (CICyTA).

Con base a un proceso biotecnoldgico para la produccién de inoculantes a base de
hongos ectomicorrizOgenos para uso en viveros principalmente forestales, la
primera etapa de seleccion e identificacion fisioldgica, bioquimica y molecular de

hongos ectomicorrizégenos ha sido satisfactoria.

Se logré obtener una muestra representativa de la biodiversidad existente en 3
diferentes regiones, recolectandose 10 clases de hongos en sus diferentes etapas
de desarrollo, pertenecientes a siete familias: Russulaceae, Ramariaceae,
Agaricaceae, Tricholomataceae, Boletaceae, Cantharellaceae, Amanitaceae. Estos
simbiontes formaran parte del cepario fungico del laboratorio de Biotecnologia del
CICyTA.

Las cepas seleccionadas fueron sometidas a diferentes estudios para lograr su
identificacion y seleccion realizando observaciones anatomicas y morfolégicas del
micelio, algunas pruebas fisioldgicas y bioquimicas como crecimiento en diferentes
medios nutritivos, crecimiento a temperaturas extremas, degradacion de algunos
compuestos y estudios moleculares basicos como la extraccion y amplificacion de
ADN con el proposito de su identificacion a nivel molecular a través del andlisis de

Polimorfismo en la longitud de los Fragmentos de Restriccion (RFLP).

De acuerdo a los resultados, la cepa que obtuvo mejores resultados de adaptacion
y crecimiento fue la cepa de Russula ya que presento un mejor crecimiento a 24°C,
con una velocidad media de 1.504 mmd™ en medio papa-dextrosa-agar (PDA) y
1.155 mmd™ en Biotina Aneurina Acido Félico (BAF), superior a los demas

resultados obtenidos con las demas cepas.
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Con el proposito de tener otro parametro de seleccion de inoculante, se puede
tomar en cuenta la produccién de enzimas hidroliticas, en este trabajo de
investigacion se realizaron las pruebas preliminares de la presencia de amilasas y
proteasas. Obteniéndose con estos primeros ensayos, que la actividad proteolitica
fue presente en todas las cepas investigadas, mientras que la actividad amilolitica
solamente estuvo presente en la cepa relacionada a Cantharellus (Santiago-
Martinez, 1992).

Para tener una caracterizacion e identificacibn completa de las cepas puras
aisladas, es necesario realizarlo a nivel molecular, por lo cual, se iniciaron con éxito
las técnicas moleculares basicas. La extraccion de ADN con una pureza adecuada
y con catidad fue suficiente (31 ng/pL) para las amplificaciones del espacio interno
transcrito (ITS) del ADNr. Los pardmetros de la amplificacion fueron satisfactorios,
la temperatura de alineamiento de la pareja de primers o iniciadores universales
para hongos (ITS1 e ITS4) en la reaccion en cadena de la polimerasa (PCR), fue
de 52 °C, siendo dptima para la amplificacién de un segmento nucleotidico con una

talla que varia de 550 a 700 pb, correspondiente al ITS.

Con los amplificados obtenidos en la PCR fué posible distinguir al menos 4
polimorfismos entre las cepas de Tricholoma, Russula, la relacionada a

Cantharellus y el hongo micorrizico no identificado.

Finalmente la cepa Russula, hongo ectomicorrizOgeno comestible se seleccion6 en
forma preliminar con fines de inoculacién posterior, ya que presentd la mayor
velocidad de crecimiento, mayor biomasa ademas de ser la mas tolerante a

temperaturas extremas.

Seleccion e Identificacion de especies de Hongos Ectomicorrizégenos del 2
Estado de Hidalgo mas Competentes en Medio de Cultivo Sélido



Ingenieria Agroindustrial UAEH-ICAP

2. INTRODUCCION

Los hongos son organismos muy comunes en la naturaleza, puesto que viven
practicamente en todos los medios (Guzman et. al., 1993). Tienen gran importancia
en el mantenimiento de los bosques, por que ademas de ser degradadores de
materia organica, son capaces de formar asociaciones con numerosos arboles
(Santiago, 1992).

Se ha reportado que aproximadamente el 90% de las plantas terrestres forma
algun tipo de asociacion con la raiz. En esta asociacion, llamada micorriza, los
hongos ayudan al crecimiento de las diferentes especies vegetales como los pinos,
gue bajo condiciones naturales son indispensables para su sobrevivencia (Molina
et. al., 1992).

Actualmente estan en progreso considerables investigaciones sobre las
aplicaciones de las micorrizas y una micorrizacion controlada. Las primeras fases
en un proceso de micorrizacion controlada son: aislamiento, identificacion,
caracterizacion y la multiplicacion del micelio utilizado en programa de produccion
de planta y hongos comestibles, como es el caso del hongo micorrizégeno
Tricholoma magnivelare (hongo de ocote), el cual se recolecta en algunas
comunidades del Estado de Hidalgo. Por lo que México necesita incorporar en sus
viveros nuevas y mejores técnicas para producir plantas de calidad, capaces de
sobrevivir y desarrollarse en el campo; con beneficios ecoldgicos especificos, por
ejemplo, tolerancia a la sequia, mejor absorcion de nutrientes, produccion de

hongos comestibles (Santiago et. al., 1999).

Los hongos comestibles han sido apreciados por su sabor y aroma ademas de su
valor econdémico y ecolégico. Ellos tienen una composicién quimica que los hace

atractivos desde el punto de vista nutricional. En general los hongos contienen 90%
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de agua y 10% de materia seca, conteniendo entre 27% y 48% de proteina,

aproximadamente un 60% de carbohidratos y 2-8% de lipidos (Sanchez, 2004).

Una forma de conocer la biologia de los hongos es por medio de los cultivos puros
de cepas in vitro, con éstos se pueden conocer su capacidad fisiolégica o
bioguimica de cada cepa en la forma de degradar los compuestos carbonatados y
nitrogenados o0 su resistencia a crecer en condiciones extremas que aseguren el
éxito en el establecimiento de las plantaciones forestales y en la recolecta de

hongos comestibles.

2.1 Hongos

Los hongos son organismos eucariotes cuyas ceélulas contienen mitocondrias, un
ndcleo bien definido y otros organelos rodeados de membrana, carecen de clorofila
y cloroplastos, por lo que no fotosintetizan. Las células de los hongos estan
rodeadas de paredes celulares constituidas por quitina, un polimero que consiste
en subunidades de un azlcar nitrogenado y es el componente mas resistente que
la celulosa a la degradacion por microorganismos (Alexopoulus, 1995). Dado que
son heterétrofos, son incapaces de sintetizar su propia materia organica, pero no
ingieren alimento. Los hongos secretan enzimas digestivas y después absorben al
alimento predigerido a través de su pared celular y membrana plasmatica.
Obtienen nutrimentos de otros organismos vivos a los que parasitan o de materia

organica muerta a la que descomponen (Solomon et. al., 2000).

La mayoria de los hongos estan constituidos por finas fibras que contienen
protoplasma, llamadas hifas. Estas a menudo estan divididas por tabiques
llamados septos. En cada hifa hay uno o dos nudcleos y el protoplasma se mueve a
través de un diminuto poro que ostenta el centro de cada septo (Fig. 1). También
existen hifas llamadas cenociticas porque no se dividen en células individuales,
sino que tienen el aspecto de una célula gigante multinucleada alargada. (Guzman

et. al., 1993). Las hifas crecen por alargamiento de las puntas y también por
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ramificacion. La proliferacion de hifas, resultante de este crecimiento, se llama

micelio. (Courtecuisse y Duhem, 2000).

Fhcelin

Fig. 1 Estructura de un hongo, mostrando hifas, micelio y cuerpo fructifero (Saenz, 2004).

Los hongos se desarrollan mejor en habitats oscuros y humedos, requieren
humedad y pueden obtener agua de una atmosfera hUmeda asi como del medio en
que viven. Cuando el ambiente se torna demasiado seco, los hongos sobreviven
entrando en una fase latente o produciendo esporas resistentes a la desecacion. El
pH oOptimo para ellos es de 5.6, sin embargo alguno hongos toleran ambientes con
pH de 2 a 9 y pueden desarrollarse en soluciones salinas concentradas, o en
soluciones azucaradas como jalea, que dificultan o impiden la proliferacion de
bacterias. Los hongos también prosperan en un amplio intervalo de temperatura
(Guzman et. al., 1993).

Los hongos se reproducen por medio de esporas microscépicas, que carecen de
flagelos y son estructuras reproductivas inmoviles, dispersadas por el viento o por
animales. Suelen tener hifas aéreas en contacto con la atmésfera, lo que permite
gue las esporas sean llevadas por el viento a nuevas zonas. En algunos hongos las
hifas aéreas forman estructuras reproductivas grandes y complejas en las cuales
se producen esporas. Estas estructuras se denominan cuerpos fructiferos o

esporocarpos (Fig. 1) (Solomon et. al., 2000).
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Los hongos pueden producir esporas de manera sexual o asexual. Las células
fungales por lo general poseen nudcleo haploide. En la reproduccién sexual, las
hifas de dos tipos de apareamiento genéticamente distinto se relinen y sus nucleos
se fusionan, formando un cigoto diploide. En dos grupos de hongos (ascomicetos y
basidiomicetos), las hifas se fusionan pero los dos nucleos distintos no se fusionan
de inmediato, si no que permanecen separados dentro del citoplasma fungal.
Cuando la espora fungal entra en contacto con una fuente de alimento adecuada,
germina y comienza a desarrollarse. Una hifa filiforme emerge de la diminuta
espora y crece, ramificandose con frecuencia (Guzman et. al., 1993 y Solomon et.
al., 2000).

2.2 Clasificaciéon de los Hongos

La clasificacion de los hongos se basa sobre todo en las caracteristicas de su
heterotrofismo, formacién de esporas, presencia de quitina en sus paredes y
cuerpos fructiferos. Después de las ultimas modificaciones hechas en el Congreso
Internacional de Micologia de 1994, donde se han introducido muchos cambios, el
reino queda dividido en 4 filos: Chytridiomycota (quitridios), Zygomicota
(zigomicetos), Ascomycota (ascomicetos) y Basidimycota (basidiomicetos)
(Alexopoulus, 1995).

2.2.1 Chytridiomycota

Dentro de los que ahora consideramos reino Hongos, los Chytridiomycetes son los
anicos que producen células moéviles en su ciclo de vida, aunque con un solo
flagelo posterior en forma de latigo, es el Unico grupo de hongos verdaderos que

presentan esporas flageladas (Alexopoulus, 1995).
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2.2.2 Zygomycota

Estan caracterizados por un micelio aseptado, cenocitico, con septos en la base de
las estructuras reproductoras o septos secundarios. El nombre del grupo proviene
de la presencia en parte de su ciclo de una zigospora caracteristica. Producen
esporas sexuales llamadas cigosporas. Casi todos son descomponedores que
viven en el suelo sobre la materia animal o vegetal en descomposicion
(Alexopoulus, 1995).

2.2.3 Ascomycota

Los Ascomycetes estan caracterizados por la presencia en su ciclo de vida (Fig. 2),
de una célula feértil, llamada célula ascogena, denominada asco, que producira

enddgenamente 8 ascosporas.

Esta célula ascégena proviene de un ascogonio y en general esta dispuesta en una
capa de células similares y en estructuras caracteristicas denominadas cleistotecio,
peritecio o apotecio. Los representantes de este grupo practicamente se
encuentran poblando todo tipo de habitat, y pueden presentar cualquier tipo de

forma de nutricion, ya sea saprobios, parasitos o simbiontes (Alexopoulus, 1995).
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Fig. 2 Ciclo vital de los ascomicetos se caracteriza por la produccion de
esporas sexuales llamadas ascosporas (Saenz, 2004).

2.2.4 Basidiomycota

Los Basidiomycetes estan caracterizados por la presencia de una célula fértil en su
ciclo de vida (Fig 3), llamada basidio, que produce exdgenamente 4 basidiosporas.
Normalmente originadas en tétrade, desde un basidio por medio de un esterigma
que es una prolongacion del apice del basidio, desde donde, generalmente, son

violentamente expulsadas, por lo que reciben el nombre de balistosporas.
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Los basidiomycetes se reproducen sexualmente formando basidiosporas, deben su
nombre al hecho de que forman un basidio, estructura en forma de garrote, en
cuya punta se desarrollan cuatro basidiosporas. Cada hongo individual produce
millones de basidiosporas y cada basidiospora tiene el potencial de producir un
nuevo micelio primario. Aqui encontramos organismos que pueden habitar los mas
variados ambientes y vivir como saprofitos, parasitos y simbiontes (Alexopoulus,
1995).

Existen alrededor de 25 000 o mas especies de basidiomicetos donde se incluyen
los hongos mas conocidos como champifion, setas, etc. y la mayoria de las

micorrizas (Solomon et. al., 2000).
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Fig. 3 Ciclo de vida de un hongo Basidiomicete (a) Micrografia electronica de barrido de un basidio.
Cada basidio produce cuatro basidiosporas. (b) hifas entrelazadas delmicelio vegetativo forman el
basidiocarpo que llamamos “Hongo”. Las laminillas contienen numerosos basidios (Solomon et. al.,
2000).

Una forma de identificar a los hongos es de acuerdo a la observacion de
caracteristicas que presentan ya sea en sus hifas, esporas y cuerpos fructiferos

que finalmente permitan identificarlos y clasificarlos.
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Dentro de las hifas encontramos la presencia de fibulas o clamps (protuberancia
hifal, Fig. 4), estructura peculiar que permite la manutencion del estado dicariético
heterocariotico del micelio secundario, la cual asegura que cada célula hija
resultante, tenga la combinacion original de nucleos distintos y compatibles. En

muchos Basidiomycetes esta presente esta carecteristica (Alexopoulus, 1995).

Clamp

HIFA

Fig. 4 Protuberancia hifal denominada Fibula o clamp.

Otra caracteristica es el tipo de anastomosis, que es cuando dos hifas se fucionan
produciendo una estructura caracteristica, la figura 5 muestra algunos tipos de

anastomosis.

—_— - Cerrado con un
Qt Abierto con un e septo simple y
puente largo. con un puente
T - corto o casi nulo.
e
—_— Abierto con un —_— Cerrado con un
T G puente corto o F&i clamp y con un
— casi casi nulo. — puente largo.
- T Cerrado con un _— Cerrado cun un
septo simple y ::)'E}——-____ clamp y con un
con un puente puente corto o
m——— largo. I— casi nulo.

Fig. 5 Tipos de anastomosis o conexiones entre hifas (Imagen tomada de http://www.deemy.de/)

Las esporas hacen un papel similar en los hongos, que el de las semillas en las
plantas. Pueden ser de todas las formas imaginables: lisas, con verrugas,
redondas, cilindricas, elipsoides, naviformes, etc. (Fig. 6). Ademas de las formas
algunas cuentan con otras caracteristicas muy peculiares, como por ejemplo poro
germinativo, que puede ser central, apical, o marginal, mas grande o mas pequefo.
Por otra parte sus medidas son inalterables, por lo que al cotejarlas con las de la

misma especie nos aporta datos muy fidedignos.

Seleccion e Identificacion de especies de Hongos Ectomicorrizégenos del 10
Estado de Hidalgo mas Competentes en Medio de Cultivo Sélido



Ingenieria Agroindustrial UAEH-ICAP

Fig. 6 Diferentes formas de Esporas (Bruns et. al., 2002)

Las caracteristicas de cuerpos fructiferos que podemos diferenciar son: pileo o
sombrero, cuticula, himenio, pie o estipite, trama o carne que se describen a

continuacion.

Pileo o Sombrero: Es la parte ensanchada de la seta, en el extremo superior. Las

formas del sombrero son muy variables sin olvidar que la forma del sombrero
habitualmente cambia a medida que se desarrolla la seta. En la figura 7.1y 7.2 se
muestran algunas de las formas mas comunes de los sombreros (Courtecuisse y
Duhem 2000).

GLOBOSO PLANO HEMISFERICO
Fig. 7.1 Diferentes formas de Pileo o sombreros (Courtecuisse y Duhem 2000).
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Figura 7.2 Diferentes formas de Pileo o sombrero (Courtecuisse y Duhem 2000).

Cuticula: La cuticula es la piel o membrana fina que recubre toda la porcién
superior del sombrero o pileo. (Fig. 8) Es, por tanto, la responsable del color que
observamos en el sombrero, puede presentar estructuras sobre ella, como restos
del velo (habitual en amanitas), fibrillas, pelillos o escamas. También puede ser
lisa, aterciopelada o viscosa, 0 estar agrietada, cuarteada o zonada (Courtecuisse
y Duhem 2000).
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Fig. 8 Diferentes formas de Cuticula (Courtecuisse y Duhem 2000).

Himenio: Situado en la parte inferior del sombrero y la mas importante del cuerpo
fructifero, ya que en él se forman las esporas (se dice que es la parte fértil de la
seta); asi mismo también es una de las partes del hongo donde se encuentra la
mayor parte de la informacién macro y microscépica. En la figura 9 se diferencian 5

tipos de himenios (Courtecuisse y Duhem 2000).
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Fig. 9 Diferentes formas de Himenio (Courtecuisse y Duhem 2000).

LISO

Estipite 0 Pie: Equivalente al tronco de un arbol en su funcién, elevar, nutrir y

sostener la ramificacion reproductora, en este caso el sombrero con el himen (Fig.
10) (Courtecuisse y Duhem 2000).
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CURVADO ____ SINUOSO

e

RADICANTE ) ATENUADO EN LA BASE
Fig. 10 Diferentes formas de Estipites o pies. (Courtecuisse y Duhem 2000).

Estructuras Especiales del Pie: En el pie pueden aparecer ciertas estructuras muy

tipicas y que son de gran ayuda para identificar y clasificar los cuerpos fructiferos.

Las principales son las siguientes:

El velo universal es una membrana que envuelve toda la seta al inicio de su
desarrollo y que se rompe al crecer ésta, quedando restos en el sombrero y pie.
Los restos de velo que recubren la parte inferior del pie constituyen la volva (Fig.
11) (Courtecuisse y Duhem 2000).
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VELO
UNIVERSAL

VOLVA

Fig. 11 Velo universal y volva (Courtecuisse y Duhem 2000).

El anillo es una membrana que protege el himenio de algunas setas mientras se
forman las esporas, para desprenderse y permanecer unida al pie cuando éstas

han madurado (Fig 12).

ANILLO

T 2 N

s \t s

Fig. 12 Presencia de anillo en dos cuerpos fructiferos diferentes
(Courtecuisse y Duhem 2000).

La cortina es una cubierta protectora del himenio, mientras se forman y maduran
las esporas, formada por multitud de fibrillas muy finas (Fig. 13) (Courtecuisse y
Duhem 2000).
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CORTINA

Prg
Fig. 13 Presencia de cortina (Courtecuisse y Duhem 2000).

El reticulo es una especie de malla en relieve, mas o menos visible, que recubre

todo o parte del pie de algunas setas (Fig. 14) (Courtecuisse y Duhem 2000).

N

Fig. 14 Observacion de reticulo (Courtecuisse y Duhem 2000).

Los hongos contribuyen en grado importante al equilibrio ecologico del planeta.
Estos organismos desprovistos de clorofila e incapaces de sintetizar los glucidos

gue necesitan para vivir, han desarrollado tres sistemas de vida:

Hongos Saprdfitos (o saprobios): Viven sobre materia organica en descomposicion,

es decir sobre materia muerta (restos organicos de la descomposicion de plantas y
animales que contiene el suelo, partes muertas de la madera de un arbol,

excrementos de animales, etc.
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Hongos Parasitos: Se alojan sobre algin ser vivo que los hospede, viviendo a

expensas de éste sin ofrecerle ningun beneficio a cambio. Los hongos parasitos
pueden producir dafios de muy diversa consideracion, desde pasar inadvertidos
por completo para el huésped hasta causarle enfermedades graves o incluso la
muerte. Pueden parasitar plantas, animales (incluido el hombre), o incluso a otros

hongos.

Hongos Simbidticos o Micorrizicos: Viven en asociacion con alguna especie vegetal

(normalmente arboles), obteniendo ambos un beneficio mutuo. Estos hongos viven
rodeando las partes mas finas de las raices de los arboles, envolviéndolas y
alimentandose de exudados radiculares. Estos exudados radiculares aportan al

hongo los glucidos que necesita para vivir (Saenz, 2004).

2.3 Micorrizas

El termino micorriza deriva de los vocablos griegos mykes que significa “hongo” y
rhiza, “raiz”; esto es asociacion entre un hongo y raices de plantas vasculares. El
primero en descubrir la relacién micorrizica fué el botanico aleméan Frank en 1885.
En 1900 se hizo manifiesta la importancia de la micorriza en las orquideas por el
francés Bernard. Pero fue en los ultimos 20 afios cuando los agricultores han dado
la importancia a las micorrizas en el mejoramiento de sus cultivos. A mediados de
este siglo, las micorrizas tomaron relevancia debido a los trabajos de Melin en

estudios sobre arboles forestales (Cruz, 1992).

En la mayoria de las asociaciones micorrizicas, uno de los miembros, la planta
autotroéfica proporciona los compuestos carbonados, procedentes de la fotosintesis
al otro miembro, el hongo heterotréfico. Por otro lado los hongos derivan agua y
minerales esenciales del suelo que, después de pasar por los tejidos flngicos, son

incorporados a los tejidos de la planta.
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Existe por lo tanto un movimiento bidireccional, simultaneo, selectivo y polar, entre
el hongo y la planta. Es polar por que el carbono pasa de la planta hacia el hongo,
y los nutrimentos obtenidos del suelo se transportan en la direccibn contraria
(Herrera y Ulloa, 1990).

2.3.1 Clasificacion y Estructura de la Asociacion Micorrizica

Aproximadamente unas 5000 especies de hongos con carpéforos (principalmente
Basidiomycetes) estan asociadas a arboles forestales en regiones boreales y
templadas, estableciendo un tipo de micorrizas. Cada tipo se distingue sobre la
base de la relacién de las hifas del hongo con las células radicales del hospedador
(Cruz, 1992).

Al principio, las micorrizas se clasificaron en ectotroficas y endotréficas, basandose
en el tipo de estructuras que formaban el hongo con la raiz. Posteriormente,
basados en estudios de histologia vegetal, se agruparon en endomicorrizas,
ectomicorrizas y ectendomicorrizas, dependiendo de la penetracién de las hifas en

las células de la raiz.

Harley y Smith en 1983, descubrieron 7 tipos de micorrizas: ectomicorrizas,
arbutoide,  monotropoide, vesiculo-arbuscular, ericales, orquideoide vy
ectendomicorrizas (Fig. 15). Cada tipo de micorriza forma diferentes combinaciones

de estructuras (Brundrett et. al., 1996).
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Fig. 15 Representacion grafica de cinco de las principales tipos de micorrizas: A). Ectomicorriza; las
hifas no penetran en las células radicales, forman manto alrededor de la raiz. B). Micorrizas
Vesiculo-arbuscular (Endomicorriza) las hifas penetran en las células de la raiz, en su interior
forman arbusculos y vesiculas. C). Endomicorrizas de ovillo de las orquideas (Orquideoide); forman
ovillos en el interior de las células. D). Endomicorrizas de los heliantemos y breznos (Ericales). E).
Ectendomicorrizas; forman un manto y las hifas penetran en las células en forma de ovillos
(Brundrett et. al., 1996).
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2.3.2 Tipos de Micorrizas

Ectomicorriza se presenta en general en las plantas lefiosas perennes, coniferas,
donde la ramificaciébn de la raiz corta y lignificada impide la captura 6ptima de
nutrimentos. En este caso, el hongo, ademas de incrementar la absorcion de sales
minerales, tiene la capacidad de utilizar fuentes nitrogenadas no disponibles para
las plantas y de producir antibioticos (Bruns et. al., 2002).

Distribucion: bosques boreales, bosques templados, bosques de dipterocarpaceas
en Asia.

Plantas hospederas: gimnospermas y angiospermas.

Hongos endofilos: cigomicetos, ascomicetos, basidiomicetos, deuteromicetos
(Alvarez y Ramos 2004).

Arbutoide el nombre cientifico del madrofio es Arbutus, las plantas que la
presentan son de la familia arbutoideae, son lefiosas y fotosintéticas. Los hongos
en este caso son los érganos de absorcién, por lo que se ha sefialado que este tipo
de micorriza es una ventaja selectiva para estas plantas.

Distribucion: zonas templadas.

Plantas hospederas: ericales y briofitas.

Hongos enddfilos: ascomicetos y basidiomicetos (Alvarez y Ramos 2004).

Monotropoide monotropa es un género de plantas epiparasitas no fotosintéticas
gue obtienen carbono de otras especies de plantas. Este tipo de micorriza la
desarrollan plantas acloréfilas y hongos involucrados forman ectomicorrizas con
plantas autotréficas cercanas, transfiriendo asi carbono organico a la planta
monotropide.

Distribucion: zonas templadas.

Plantas hospederas: monotropas.

Hongos enddfilos: ascomicetos y basidiomicetos (Alvarez y Ramos 2004).
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Vesiculo-Arbuscular el hongo no causa modificaciones a la raiz. Dentro de la célula

de la corteza radical se observan hifas, arbusculos, esporas y vesiculas (en
algunos géneros), mientras que en la rizésfera se encuentran hifas, esporas y
células auxiliares (en algunos géneros). Permite la entrada de iones poco moviles
al aumentar la superficie de absorcidn de la raiz, mejora las relaciones hidricas y
la protege de elementos toxicos y patdégenos. Solo se conocen 147 especies de
hongos que forman este tipo de micorriza. Poseen poca especificidad, sin
embargo, su efectividad (aumento en biomasa y supervivencia) puede variar adn
dentro de la misma especie vegetal.

Distribucion: zonas tropicales y en cultivos.

Plantas hospederas: briofitas, pteridofitas, angiospermas, gimnospermas.

Hongos enddfilos: cigomicetos (Alvarez y Ramos 2004).

Ericoide se establece principalmente en plantas de breznales, con altos niveles de
carbono y nitrégeno y bajo pH. Los hongos tienen capacidades saprobias, por lo
gue son capaces de asimilar formas complejas de nitrégeno y fésforo, asi como
secuestrar iones metales toxicos de los vastagos de las plantas que pueden
interferir en la fotosintesis.

Distribucion: zonas polares y alpinas.

Plantas hospederas: ericales.

Hongos enddfilos: ascomicetos y basidiomicetos (Alvarez y Ramos 2004).

Orquideoide las orquideas en sus primeros estadios, no contienen clorofila. En
estas etapas los hongos con los que se asocian, al ser saprobios o parasitos de
otras plantas, son capaces de transferir a la orquidea compuestos organicos de
carbono y otros nutrimentos. Generalmente al llegar a la edad adulta son
fotosintéticas y ya no requieren el hongo.

Distribucion: zonas templadas y tropicales.

Plantas hospederas: orquideas.

Hongos enddfilos: basidiomicetos (Alvarez y Ramos 2004).
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Ectendomicorrizas los hongos que las producen colonizan de forma dual las raices:

externamente formando un manto cortical e internamente penetrando
intracelularmente en el cortex, formando unas estructuras en forma de tirabuzén

llamadas coil (Alvarez y Ramos 2004).

A continuacién se describen de forma mas extensa los dos tipos de micorrizas mas

estudiadas, las endomicorrizas y las ectomicorrizas.

2.3.2.1 Micorriza Vesiculo-arbuscular (Endomicorriza)

Las micorrizas vesiculo-arbusculares (VA) no forman ni manto ni red de Harting, ni
siquiera los ovillos. En su lugar encontramos en el interior de las células de la raiz
unas estructuras muy ramificadas que recuerdan a unos diminutos arboles
llamados arbusculos que absorben el almidén de la célula vegetal y es donde se
produce el intercambio entre el hongo y la planta, también encontramos unas
estructuras globosas con material lipidico que actiuan tanto de reserva del hongo
como organos de reproduccién asexual, llamadas vesiculas (Fig. 16). Algunas hifas
emergen de la raiz y se desarrollan formando el micelio externo, cuya funcién es

absorber los nutrimentos (Cruz, 1992 y Brundrett, 2004).

arbusculos (Brundrett et. al., 1996).
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La micorriza vesiculo arbuscular cambia poco la morfologia de la raiz. La infeccion
se origina por la propagacion del micelio en la raiz, o por la germinacién de
clamidosporas o esporas de resistencia que forman apresorios (hifa vegetativa que
se adhiere en la superficie del hospedante) sobre la superficie de la raiz y
posteriormente penetra en ella. Las hifas no invaden la endodermis, los tejidos

vasculares, ni meristemos.

2.3.2.2 Ectomicorriza

Los hongos ectomicorrizégenos se forman por la asociacion de las raices de los
arboles y las plantas lefiosas, principalmente coniferas. El proceso de infeccion se
inicia cuando el hongo coloniza la superficie de las raicillas secundarias de la raiz y
con frecuencia forma un manto grueso a su alrededor. Las hifas penetran a la raiz
entre las células corticales, formando una serie de hifas interconectadas
denominadas red de Harting (Fig. 17). En esta zona es donde existe contacto con
la raiz para el intercambio de nutrimentos. El hongo también produce hormonas
que estimulan el crecimiento y ramificacibon de las raices de la planta,
incrementando de esta manera la superficie de absorcion (Cruz, 1992 y Brundrett,
2004).

Angiosperma Pino
Hifas externas
ifas del mant
Células
epidérmicas

Red de
Hartig

--g—— Hipodermis

Células del
cortex

—
b\ e ENdOd@rmis e

Fig. 17 Detalle de un tipico sistema de asociacion de hongo ectomicorrizégeno con raiz de
agiospermay pino, mostrando las partes principales (Brundrett et. al., 1996).

A
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Las raices involucradas en la formacién de ectomicorrizas son las mas pequefas
del sistema radicular, las cuales se ramifican abundantemente para constituir un
sistema que aumente la capacidad de absorber agua y minerales del humus y de la
hojarasca del suelo. La forma de ramificacion es caracteristica de cada hospedero.
En la modificacion morfologica de la raiz se pierden sus pelos absorbentes y
generalmente los extremos se ramifican profusamente y se acortan
ensanchandose (Fig. 18). La existencia de fosfatasas en la superficie de las
micorrizas les permite explorar fosfatos del suelo méas eficientemente que las raices

no micorrizadas (Herrera y Ulloa, 1990 y Cruz, 1992).

Fig. 18 Raices Modificadas en la Ectomicorriza formada por un hongo sobre Fagus sylvatica
(Brundrett et. al., 1996).

Los hongos ectomicorrizégenos son importantes en el ciclo de los nutrimentos, ya
que los absorben, trasladan y almacenan, evitando que se pierdan por lixiviacion
del suelo. Ademas, pueden transformar las sustancias organicas complejas y
minerales en nutrimentos utilizables por las plantas. Cuando los hongos que
establecen la simbiosis se reproducen, desarrollan cuerpos fructiferos que
contienen grandes cantidades de estos compuestos quimicos, que al
descomponerse los integran nuevamente al suelo, también sirve de alimento para

insectos y animales superiores (Bruns y Shefferson, 2004).
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Los hongos ayudan a la nutricién de la planta por un lado y por otro sirve para
proteger el tejido de la raiz contra el ataque de patdgenos, debido a que el manto
del hongo otorga una barrera mecanica, ademas de incrementar su resistencia a
enfermedades ya que los hongos pueden secretar antibiéticos o bien, simplemente

se establecen como una poblacién protectora contra la rizosfera.

El extremo de una raiz ectomicorrizada tipicamente esta cubierta por un manto de
hifas, como una vaina, que puede ser desde una capa floja hasta seudo-
parenquimatica (Fig 19). Desde este manto se extiende una red de hifas entre las
primeras capas de células de la corteza radical y rara vez llegan hasta la
endodermis, pero sin entrar en el interior de las células, de aqui el nombre de
ectomicorrizas (Fig. 20) (Arias, et. al., 1998).

Fig. 20 ECM en corte transversal de raiz de Populus tremuloides
Mostrando hifas en laberinto de la red de Hartig (flecha) (Brundrett et. al., 1996).
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Las ectomicorrizas estdn ampliamente dispersas en la naturaleza y se estima que
el 10% de la flora mundial presenta este tipo de asociacion. Principalmente las
familias Pinaceas, Betulaceas, Fagaceas, y también Ericaceas y algunas

Myrtaceas, Junglandaceas y Salicaceas (Arias et.al., 1998).

Los hongos que forman estas micorrrizas son en general los conocidos hongos de
sombrero, como "amanitas" y "boletos". Sélo en Norte América son mas de 2,000
especies, en su mayoria Basidiomycetes y algunos Ascomycetes ("trufas"). Muchos
de estos hongos pueden ser cultivados en cultivo puro, aislados de su planta

huésped, pero no pueden formar carpéforos en su ausencia (Arias et.al., 1998).

2.3.3 Importancia de las Micorrizas

Los hongos son de gran importancia para el mantenimiento de los bosques, ya que
la mayoria de las especies arbéreas no podrian sobrevivir por mucho tiempo sin la
presencia de las micorrizas, sobre todo, en ambientes biolégicos de gran

competencia.

La presencia de hongos en las raices de los pinos, es una condicién indispensable
para su establecimiento y posterior desarrollo, ya que juegan un papel fisiolégico
en el crecimiento de las plantas. Con la asociaciéon hongo-raiz se obtienen varias

ventajas entre ellas:

a) Generan un mayor crecimiento de las plantas en los suelos de baja
fertilidad, incrementando el area fisiolégicamente activa en las raices.

b) Aumenta la absorcion de nitrégeno, fésforo, potasio, calcio y micronutrientes
de la planta.

c) Incrementan la captacion de agua en la planta.
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d) Se incrementa la tolerancia a la sequia, altas temperaturas del suelo, toxinas
organicas e inorganicas, bajos contenidos de materia organica y pH'’s
extremos.

e) Ayudan a reducir los efectos causados por la interaccibn de agentes
patdgenos como son otros hongos o nematodos.

f) Reducen el estrés ocasionado por los cambios de humedad y temperatura.

g) Inducen relaciones hormonales que producen que las raices alimentadoras
permanezcan fisioldgicamente activas por periodos mayores que las raices
no micorrizadas.

h) Para los viveristas que producen arboles, el hecho de trabajar con
micorrizas les puede suponer conseguir arboles bien desarrollados en
menos tiempo y con menos bajas potenciales.

i) La mayor adaptabilidad y vigorosidad de los arboles les permite sobrevivir
mejor y sufrir menos las consecuencias del paso de un ambiente
extremadamente favorable a un medio hostil.

j) Ademas las micorrizas quedan adheridas al arbol y por tanto contindan
haciendo su efecto mientras el arbol se adapta a las condiciones de su
habitat definitivo (Santiago et. al., 1999).

2.4 Caracterizacion e Identificacion de Hongos

La identificacion de hongos es posible a dos niveles dependiendo de la exactitud
gue se desea. Como primer nivel, los especimenes frescos pueden ser
comparados con ilustraciones a color que estan disponibles en guias especificas y
con claves simples, reconociendo el género de los hongos. La identificacién a nivel
de género es usualmente suficiente para determinar si un espécimen es 0 no
micorriza. La investigacion a segundo nivel es examinandolos microscépicamente,
la mediciébn de esporas, tests quimicos, otras caracteristicas y consultando con

especialistas y trabajos publicados.
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La observacién microscoépica constituye la primera etapa del estudio del micelio,
que permite conocer algunas caracteristicas de los microorganismos, en los
hongos se observan los tubos filamentosos del micelio llamados hifas, los tipos de
anastomisis, las paredes perforadas, o septos que dividen las hifas en células que

contienen uno o dos nucleos, las fibulas o clamps.

2.5 Métodos de Conservacion de Hongos
2.5.1 Transferencia Periodica

Este método consigue menor estabilidad genética, puesto que al estar las células
creciendo hay una alternancia de generaciones, y al cabo de un tiempo mayor las
células que se estan guardando seran descendientes lejanas de las células
iniciales y es posible que ya no conserven algunas de sus caracteristicas. Para
llevar acabo la transferencia periddica la cepa del hongo aislado se guarda en
forma de cultivo activo en un tubo con el medio de cultivo en el que ha crecido. Sin
embargo, estas células no pueden permanecer indefinidamente en el mismo tubo,
porque al seguir activas excretan productos toxicos del metabolismo que se
acumulan, provocando el envejecimiento y muerte celular, por lo que es necesario

transferirlas a otro tubo con medio de cultivo fresco (Garcia y Uruburu, 2004).

2.5.2 Liofilizacion

La liofilizacion conocida también como secado por congelacion es un proceso de
secado por sublimacion, es decir el paso de una sustancia (agua) de su estado
sélido al estado gaseoso sin pasar por el estado liquido. La sustancia es evaporada
mediante la aplicacion de temperatura y vacio cuando ha sido previamente
congelada. Es un método de conservacion a largo plazo que paraliza el
crecimiento de las células, sin que estas mueran. Asi se garantiza al maximo la

estabilidad genética (Garcia y Uruburu, 2004).
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2.5.3 Aceite Mineral

Una manera relativamente simple y barata de almacenar cepas de hongos por
largo tiempo, consiste en limitar el oxigeno disponible para el crecimiento de las
mismas. Este método da altos porcentajes de viabilidad y la estabilidad para
caracteres morfolégicos y fisiologicos es buena consiste en adicionar aceite mineral
de densidad 0.8 a los tubos de ensaye en donde esta creciendo el micelio. Esto se
hace cuando el micelio ha cubierto la superficie de agar en el tubo de ensaye. El
material asi procesado se puede guardar por espacio de 1-2 afios, dependiendo de

la especie (Garcia y Uruburu, 2004).

2.6 Pruebas Fisiolégicas y Bioquimicas

Las plantas ectomicorrizicas han tenido que colonizar diversos habitat en una
amplia gama geogréfica. Sin embargo para que un hongo pueda colonizar
exitosamente las raices de un arbol influyen factores edafolégicos y ambientales,
tales como temperaturas, pH, humedad, disponibilidad de nutrimentos, etc. por esta
razon se planeé medir la influencia de la temperatura y degradacion de

compuestos de las cepas aisladas.

2.6.1 Crecimiento en Temperaturas Extremas

Hutchison (1990) mencion6é que la sensibilidad y tolerancia de los hongos
ectomicorrizogenos a las temperaturas extremas puede ser empleada como la
herramienta taxonomica para marcar la diferencia de los aislamientos y que en
comparacion con las caracteristicas fisiologicas y bioquimicas permite definir la

identidad genérica o especifica de las cepas de identidad desconocida.
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2.6.2 Degradacion de Compuestos

Los microorganismos tienen toda una gama de enzimas extracelulares que
degradan polimeros que se encuentran alrededor que le permiten nutrirse y
sobrevivir en ambientes especificos. Los hongos, como cualquier organismo
viviente digiere algunas moléculas complejas con enzimas hidroliticas que secretan
a su alrededor, las cuales rompen los substratos en sub-unidades mas pequefias.
Algunas de estas moléculas complejas que son degradadas para obtener fuentes
de carbono y nitrégeno se encuentran en el almidén, gelatina, lignina, celulosa,

pectina, lipidos, ureay aminoacidos.

Los hongos tienen una forma de nutricion caracteristica y altamente exitosa,
requieren como fuentes de energia y de carbono de compuestos organicos
preformados. Las moléculas mas simples como monosacaridos, aminoacidos y
acidos orgéanicos, los obtienen a través de la membrana celular y las moléculas
mas complejas que incluyen muchos disacaridos, deben degradarse en el exterior
de la célula por medio de enzimas extracelulares. Los alimentos se digieren por
enzimas hidroliticas que los hongos secretan a su alrededor, las cuales rompen los
sustratosen sub-unidades mas pequefias. Los hongos como todos los organismos
vivientes toman el material que esta alrededor de sus membranas, lo transportan
por sitios metabdlicos activos y lo transforman en energia para el mantenimiento y

procesos biosintéticos (Garraway y Evans, 1991).

Entre las diferentes fuentes de carbono y nitrégeno que usan los hongos se
encuentran la lignina, celulosa, pectina, almidén, lipidos, gelatina, urea y
aminocidos. Las investigaciones sobre la actividad enzimética de varios hongos
han tenido interés para diferenciar los grupos ecolégicos basados en su modo de
nutriciéon. El medio basal utilizado para el seguimiento de las pruebas fisiologicas
fué MMN descrita por Hutchison en1990.
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Se ha reportado que diferentes cepas de la misma especie de hongos pueden
variar en su habilidad para utilizar ciertas clases de compuestos de carbono y
nitrogeno para su transporte y asimilacion en las diferentes vias metabdlicas
(Hutchison, 1990).

2.7 Estudios Moleculares

TaxonOmicamente existen entre 5000 y 6000 especies de hongos
ectomicorrizdgenos principalmente basidiomicetos. Por tal motivo es necesaria su
identificacion no solo morfolégica si no también molecular y una forma de identificar
estas especies es por medio de la técnica de ADN recombinante como la Reaccion
en cadena de la polimerasa (PCR) y Polimorfismo en la longitud de los fragmentos
de restriccion (RFLP). La técnica de PCR-RFLP se conoce como el procedimiento
gue detecta la region polimérfica del ADN, uno de los mas utilizados es el ADN
ribosomal amplificado por un cebador o primer especifico de oligonucleotidos y
digerido con diferentes enzimas de restriccion. La variable a medir para los
estudios moleculares es la secuencia génica del Espacio Interno Transcrito (ITS)
completo, localizado entre el gen de la subunidad menor y la subunidad mayor del
ADN ribosomal nuclear. La variacion del ITS se analiza y se compara la similitud y

disimilitud de los fragmentos digeridos (Gomez et. al., 2002).

La identificacion por PCR ha sido el método de seleccion mas utilizado por su
rapidez, reproducibilidad y potencial para la comparaciébn entre micorrizas y
esporocarpos recolectados en diferentes épocas y areas. Los andlisis por
polimorfismo en la longitud de los fragmentos de restriccion (RFLP) acoplados a la
PCR y la amplificacion al azar del polimorfismo del ADN (RAPD) entre otros, varian
el grado de resolucion del polimorfismo, por lo cual se puede seleccionar cualquier
tipo de marcador molecular, dependiendo del organismo a identificar (Bruns et. al.,
1991).
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2.7.1 Extraccion de ADN Total

La extraccién y purificacion del ADN son la base de cualquier protocolo en
laboratorios de biologia molecular y depende de la naturaleza del material inicial
(micelio, esporocarpo, esporas). Este procedimiento primero consiste en romper las
célula fungicas, la segunda etapa remueve las proteinas celulares por precipitacion
dejando el ADN en soluciéon, finalmente, el ADN genémico es concentrado y

desalado por precipitacion con isopropanol.

2.7.1.1 Determinacion de Purezay Cuantificacion de ADN

La pureza del ADN es un factor muy importante para los subsecuentes analisis
moleculares. Existen en general métodos diferentes para medir la cantidad de
acidos nucleicos en solucion entre los cuales podemos mencionar al método de
absorbancia y el de fluorescencia, la eleccion de estos esta en funcion del método

de extraccién del acido nucleico.

2.7.1.2.1 Espectrofotometria

La capacidad que tiene el ADN de absorber luz a una determinada longitud de
onda (260 nm) permite el célculo de la concentracion de &cido nucleico en la
muestra. Si la densidad oOptica (OD) es 1, corresponde a aproximadamente 50
ug/mL de cadena doble de ADN, entonces calculamos la concentracion de ADN
que tenemos en nuestras muestras, midiendo simplemente su absorbancia, sin

necesidad de realizar una curva patron.

Las proteinas tienen un maximo de absorcion a 280 (principalmente por residuos
de triptofano), asi las lecturas a esta longitud pueden mostrar si existe algun

contaminante proteico.

El calculo de una relacion entre las lecturas a 260 nm y 280 nm es una manera

comun para hacer un estimado de la pureza o evaluar la contaminacion de una
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preparacion de ADN con proteinas del acido nucleico, ésta relacion debe estar
entre los valores de 1.8 y 2.0. Si la muestra es pura, el primer método comunmente

usado para la cuantificacion es el de espectrofotometria.

2.7.1.3 Electroforesis en Gel

La electroforesis en gel es un modo conveniente de cuantificar el ADN y analizar su
estado fisico al mismo tiempo, se puede visualizar si existen contaminantes que

pueden estar presentes en la muestra de ADN o si esta degradado.

La electroforesis es la aplicacion de las técnicas de separacion de macromoléculas
en un campo eléctrico en funcién de su tamafio y carga eléctrica superficial, se
define como el método de separacidén de sustancias cargadas al aplicar un campo
eléctrico, de modo que se diferencian en el comportamiento en un campo eléctrico.
Aquellas particulas cargadas positivamente (cationes) migraran hacia el catodo y

las cargadas negativamente (aniones) hacia el anodo (Sambrook y Russell, 2001).

En biologia, no se utiliza esta técnica con iones, sino con macromoléculas o incluso
con células enteras. Entre las macromoléculas, las mas utilizadas son las proteinas
seguidas de los &cidos nucleicos, ya que ambos tipos presentan una carga

importante, algo que no presentan los lipidos, sin contar con que son insolubles.

El método consiste en inmovilizar las muestras en estudio en un material gelatinoso
(gel). El gel se somete a una corriente eléctrica durante un periodo de tiempo
determinado. Cada muestra comenzara a migrar a través de los poros del gel con
una velocidad diferencial, que dependera de la carga eléctrica y del tamafio
molecular. Cuando las separaciones se han completado se interrumpe el paso de
corriente y las muestras separadas se tifien para visualizarse. Cada muestra se

encontrard a una distancia distinta respecto al origen (Sambrook y Russell, 2001).
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Los acidos nucleicos presentan carga y son solubles ya que tienen un grupo
fosfato, parte que confiere la carga, y estd presente de forma regular en la
estructura. Los acidos nucleicos tienen la capacidad de migrar en un campo

eléctrico y por tanto, son susceptibles de ser separados por electroforesis.

El gel se encuentra sumergido en un electrolito tamponado con Tris-Borato (no
glicina), para garantizar que los acido nucleico estén cargados negativamente; por
esto a la técnica se le denomina electroforesis de inmersién. Las moléculas
migraran hacia el polo positivo, de modo que viajaran en esa direccion por el gel,
separandose por tamafio (n° de nuleétidos) (Sambrook y Russell, 2001), a la hora
de cargar la muestra se colocan unos marcadores de frente (Loading dye) que nos

permitan detener la electroforesis en el momento que lo creamos oportuno.

Para visualizar las bandas, hay que tefiir el gel o marcar radiactivamente las
moléculas. EI método mas utilizado en geles de agarosa es el del BrEt (bromuro de
etidio), el cual se comporta como un agente intercalante, de modo que ademas de
disminuir la densidad de la molécula, tiene la capacidad de emitir luz cuando se le
excita con luz ultravioleta. Hay que tener cuidado con este compuesto ya que es

altamente cancerigeno (Sambrook y Russell, 2001).

La electroforesis en gel es muy utilizada en la deteccion, control de pureza,
caracterizacion, cuantificacibn (por comparacibn con controles) asi como
preparacion y purificacion (por extraccion de bandas desde el gel) de moléculas y
fragmentos de DNA y RNA (Sambrook y Russell, 2001).

Los geles que se emplean son geles tridimensionales de polimeros ramificados que
tienen los espacios entre ramificacion rellenos de liquido. Las redes de polimeros
no solo reprimen la conveccion sino que también actian como cribas que pueden
retardar y hasta bloquear la migracion de los analitos poliméricos mas grandes. En
cambio los iones pequefios pueden moverse libremente a través de la estructura

porosa del gel. De este modo la electroforesis en gel tiene dos mecanismos de
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separacion: la electroforesis, que separa por la relacion carga/tamafo y el tamizado
por el gel, que separa mayormente por tamafio. Los geles mas comunes son

agarosa y poliacrilamida.

La agarosa es un polimero derivado de un polisacarido neutro, que gracias a su
poder de gelificacion y propiedades fisico-quimicas, lo han convertido en el soporte
mas comun para electroforesis en el area de Biologia Molecular. La poliacrilamida
es un polimero formado a partir de acrilamida y metilenbisacrilamida. La
concentracion de ambos reactivos define el grado de reticulacién del gel. Ambos
geles tienen en comun que adquieren la misma forma y estan practicamente libres
de cargas ionicas. Esto es importante para evitar que la disolucion tampén se
desplace por el gel cuando se active el campo eléctrico (Sambrook y Russell,
2001).

2.7.2 Reaccion en cadena de la polimerasa (PCR)

El impacto de la PCR en la biologia molecular ha sido muy grande. Este es un
método para obtener multiples copias de fragmentos de ADN, utiliza una enzima
polimerasa estable al calor y ciclos de calentamiento y enfriamiento para seccionar
y separar, sucesivamente las hebras de ADN vy utilizar los fragmentos asi obtenidos
como plantillas para la formacion de nuevo ADN completo. La figura 21 muestra un

esquema general de la PCR.

Es una técnica que permite duplicar un namero ilimitado de veces un fragmento de
ADN en un tubo de ensayo. Mediante esta técnica pueden generarse millones de
moléculas idénticas, a partir de una molécula de ADN. Esto se puede conseguir en
unas horas. La reaccion es muy sencilla, necesita cantidades de ADN muy
pequefas y sélo se precisa un tubo de ensayo, algunos reactivos, una fuente de
calor y unas pequefias cadenas de nucleétidos que actian como cebadores o

primers (Sambrook y Russell, 2001).
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Fig. 21 Esquema de las etapas de la reaccidén en cadena de la polimerasa.

En la caracterizacion de hongos endo y/o ectomicorrizégenos, las técnicas basadas
en la PCR tienen una gran cantidad de protocolos, entre los cuales, los mas
comunes son: amplificacion de una regiéon variable de genes ribosomales (ITS o
IGS), polimorfismos del tamafio de los fragmentos de restriccion (RFLP del inglés
“restriction fragment length polymorphism”), o la amplificacion al azar del
polimorfismo del ADN (RAPD’s del inglés “random amplified Polymorphic DNA),

entre otros.

Este estudio pretende realizar un analisis de una region del genoma como es el ITS
(Internal Transcribed Spacer) que se encuentra repetidamente entre los genes del
ARN ribosomal de la subunidad mayor y menor del ADN nuclear. El ITS contiene

dos regiones espaciadoras separadoras por el gen 5.8 S ARNr.
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Estas regiones fueron amplificadas mediante el uso de pares de primers o

iniciadores universales como son ITS 1 e ITS4 (White, et. al. 1990).

2.7.2.1 Aplicaciones de la PCR

1. Secuenciacion: Una de las razones mas comunes para el uso de la PCR es la
formacion de suficiente cantidad de ADN molde para su secuenciacion. Es mucho

mas sencillo y rapido que la clonacion en células.

2. Estudios evolutivos: Mediante la PCR se pueden amplificar genes de organismos
ya extinguidos y comparar estos genes con los genes semejantes de organismos
actuales y poder reconstruir arboles filogenéticos. EI PCR también se ha utilizado

para conseguir el mapa del genoma humano.

3. Huellas dactilares del ADN: La determinacion de las huellas dactilares genéticas
constituye una de las aplicaciones mas interesantes de la PCR. Mediante esta
técnica es posible comparar muestras diferentes de ADN para comprobar si
pertenecen al mismo individuo o no, o si existe parentesco entre ellas (Sambrook y
Russell, 2001).

Recientemente se han hecho esfuerzos para identificar y describir las
ectomicorrizas. Tales estudios se han llevado a cabo usando una variedad de
métodos: desde la comparacién de micorrizas en campo Yy sintetizadas in vitro,
pasando por descripcion de la micorriza, refiriéendose a las descripciones
anatomicas y mas recientemente, comparando el perfil de amplificaciones de

fragmentos de ADN.

A continuacion se presenta un cuadro que recopila los trabajos relevantes sobre las
estrategias utilizadas para la caracterizacion e identificacion de hongos

ectomicorrizégenos.
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Cuadro 1. Estrategias para el estudio de la caracterizacion e identificacion de hongos ectomicorrizogenos.

Hongo

Estudios
morfoldgicos

Estudios moleculares
(Primers y Enzimas)

Temperaturas de
amplificacién

Autor/afo

Botryosphaeria sp.

Ramaria acrisiccescens,
R. cyaneigranosa, R.
sandaraccina,

R. celerivirescens,
R.flavobrunnescens.

Cantharellus cibarius

Lactarius mairei, L.
tesquorum,

L. pubescens, L.
scoticus, L.spinosolus,
L. tominosus.

Lactarius deliciosus

No realizado

Observacion morfolégica

No realizado

Caracteristicas
anatémicas del manto.

Crecimiento de la planta

PCR-ITS: ITS1/NL4
RFLP: Alu I, Asu |,Hae I,
Mbo I, Andalisis asistidos
por computadora,
Secuenciacién de ADN,
Analisis del mapa de
restriccion.

PCR-ITS: ITS1F-ITS4B
RFLP: Alu I, Hinf I, Rsa I,
Hae IIl, Taq |

PCR-ITS: ITS1F-ITS4
RFLP

PCR-ITS: ITS1F-ITS4B

PCR-ITS: ITS1F-ITS4

95°C 5 min

94°C 30 s 30 ciclos
50°C 30s

72°C 1 min

72°C 10 min

95°C 3 min

95°C 30 s 30 ciclos
55°C 30s

72°C 1.5 min

94°C 2 min

94°C 2 min

50°C 25s

72°C 2 min

72°C 10 min

95°C 2 min

95°C 15 s 10 ciclos
63°C 20s

72°C 1 min

53°C 35ciclos
72°C 10 min.

Alves et.al., 2005.

Nouhra et.al., 2005.

Guevara et.al., 2004.

Nuytinck et.al., 2004.

Guerin- laguette et. al.

2003.
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Hongo

Estudios
morfolégicos

Estudios moleculares
(Primers y Enzimas)

Temperaturas de

amplificacién

Autor/afo

Thricholoma magnivelare

Rhizopogon, Cortinarius,
Lactarius

Amanita muscaria,
Cenococum geophilum,
Chondrogaster angusti-
sporus, Hyterangium
garoneri, Paxillus
involutus, Pisolitus sp.,
Scleroderma sp.,
S.Citrum

Lactarius sanguifluus,
Lactarus vinosus.

Varias

Estudios taxonémicos
Estudios geograficos
Estudios ecoldgicos.

No realizado

No realizado

Caracteristicas
macroscopicas del
esporocarpo y de
esporas

No realizado

No realizado

PCR-ITS: ITS1F,ITS4B-
GL, Desnaturalizacion
gradiente gel,
Electroforesis,
Secuenciacion de DGGE
bandas

PCR-ITS: NSA3/NLC2
ITS1IF/NLB3
RFLP: Hinfly Taq |

PCR-ITS: ITS1F-ITS4B
Secuenciacion ITS

PCR-ITS:ITS1F-ITS4B
Clonacion, ldentificacion
de fragmentos ITS

94°C
94°C
50°C
72°C
72°C

95°C
95°C
63°C
72°C
53°C
72°C

94°C
94°C
50°C
72°C
72°C

3 min
1 min
1 min
3 min 30 ciclos
10 min

2 min

15s 10 ciclos
20s

1 min

30 ciclos

2 min.

3 min
1 min
1 min
3 min
10 min

Zamora y Nieto de
Pascual 2003.

Landerweert et. al., 2003

Malvarez y Olveira 2003.

Nuytinck y Verbeken
2003.

Landerweert et. al.,
2003.
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Hongo

Estudios
morfolégicos

Estudios moleculares
(Primers y Enzimas)

Temperaturas de
amplificacién

Autor/afo

Pleurotus pulmonaris

Russulaceae

Tricholoma matsutake, T.
bakamatsutake, T. fulvo-
castaneum, T. pondero-
sum(magnivelare),

T. robudtum,

Laccaria bicolor

Tricholoma matsutake

Crecimientomicelial
Produccion biomasa
Actividad enzimatica
Crecimiento a través de
una membrana de
celofan

Caracteristicas
macroscaopicas del
cuerpo fructifero fresco y
de las esporas

No realizado

Pruebas de crecimiento y
caracterizacion de
colonias

No realizado

No realizado

PCR-ITS: ITS1F-ITS4B
Secuenciacion ITS

PCR-ITS
SSR Caracterizacion

No realizado

PCR-IGS1:SSA/CNL12
Secuencia nucleétidos
RFLP: Msp I, Hae lll y
CfrB I, Alu |, Sau 3 Al,
Scr Fly Hinf |
Secuencia IGS1

2 min

15 s 10 ciclos
20s

1 min

35 ciclos

2 min.

95°C
95°C
63°C
72°C
53°C
72°C

94°C 1 min 1 ciclo
94°C 30s 29 ciclos
30 s para cada primer
72°C 30s

94°C 30s 1 ciclo
72°C 5 min

Téllez et. al., 2003.

Nuytinck et. al., 2003.

Lian et. al., 2003

Santiago et. al., 2002.

Guerin-laguette et. al.,
2002.
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Estudios Estudios moleculares Temperaturas de

morfolégicos (Primers y Enzimas) amplificacién Autor/afio

Hongo

94°C 3 min
30 ciclos
N : PCR-ITS 94°C 30s
Laccaria bicolor No realizado RAPD 50°C 30 s Weber et. al., 2002.
72°C 2 min
72°C 10 min

95°C 1 min

Russula nigricans, ;
9 35 ciclos

Lactarius sp., Leccinum PCR-ITS:ITS1F-NLGb

: Cagracteristicas de o 94°C 45 s .
scabru_m, Rh_lzopogon Raices, Manto e Hifas mun, Secuenciacion 48°C 45 s Sakakibara et. al.,, 2002.
sect, Villosuli, Telephora ADN R
terrestris 72°C 555
) 72°C 2 min.
Tricholoma terrum No realizado RAPD Huai et. al., 2002
Agaricacea, Amanitacea PCR-ITS: MYK1/MYK 2
Bankeracee; bolbitacea ’ (Bowen1992)
Boletacea ' ' ML3/ML4, L5/ML6
L . (White 1990)
Ceratqba3|d|acea, No realizado ITSE/ITSR y CNL12/SSA Glen et. al., 2001.
Clavalinacea, L7
: Secuenciacion ADN
Coniophoracea, P ”
Curtinacea Restriccion dlgestl(_)n y
' PAGE electroforesis
95°C 3 min
Thricholoma magnivelare PCRITS:ITSIF/ITS4B gg cci:ckf’sSeg
No realizado RLFP: Alu I, Hinf I, Rsa I, o Yamada et. al., 2001.
y T. bakamatsutake Hae Il v Tag | 55°C 30 seg
y taq 72°C 1.5 min
72°C 10 min
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Hongo

Estudios moleculares
(Primers y Enzimas)

Estudios
morfolégicos

Temperaturas de

amplificacién

Autor/afo

Lyphyllum semitale,
Lyphyllum shimeil,
Tricholoma flavovirens,
T. portentosum, T. sapo-
naceum, Suillus granu-
latus, S. loteus, S. bovi-
nus, Lactarius hatsu-
dake, L. akahatsa.

Amphinema byssoides,
Catathelesma imperiale
C. favrei, C.brunneus,
C.calochrous, C. oraceus
C. delibotus, C. evernius,
C.glaucopus,C.hinnueleu
s,C.multiforms,C.trformis,
C. percomis, C. muscige-
nus, Dermocybe crocea,
Geopora arenosa,
Hebeloma crustulinifor-
me, Hydnellum caeru-
lum, Hygrophorus
chysodom,

Lyphillum semital,
L.shimeji,L.. decastes,

L. fomusum Tricholoma
Flavorvi-rens, T. porten-
sosum, T. saponaceum,
Leucopaxillus gigan-teus,
Suillus granulatus,S.lute-
us, S. bovinus, y otras.

PCR-ITS
Morfologia y anatomia ITS1F-ITS4B
microscopica basidiomicetes
RFLP

Descripcion morfolégica
y foto microscépica.
Comparacion de

PCR-ITS: ITS 1F-ITS 4
RFLP: Alu I, Hha I, Hinf I,

caracteristicas Rsa |
anatémicas.
Adaptacion de micorrizas .

No realizado

al suelo

95°C
95°C
55°C
72°C
72°C

3 min

30 s 30 ciclos
30s

90 s

10 min

Yamada et. al., 2001.

G. Kernaghan 2001

Yamada et. al., 2000.
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Hongo

Estudios
morfolégicos

Estudios moleculares
(Primers y Enzimas)

Temperaturas de
amplificacién

Autor/afo

Boletus satanas,
Chalciporus pierrho-
guesii, Hebeloma
crustuliniforme, H.
edurum,Suillus luteus, S.
variegatus, Tricho-loma
caligatum,T. focale, T.
striatum, Xerocomus
subtomentosus.

Boletus edulis, Lactarius
deliciosus y Suillus
luteus

Pisoluthus tinctorius

Lactarius alnicola, L.
caespitosus, L. aff-
indeliciosus,L. uvidus, L.
pubescens, R. bre-vipes,
R. fragilis, R. integra,R.
torulosa, R. silvicola,R.
nigricans, R. xerampelina

Pisolithus tinctorius

Descripcion de la
morfolégia del micelio,
margen, presencia de
exudados, etc.
Microscépicamente
tamario de hifas,
ramificaciones, presencia
de fibulas y anastomosis

Caracteristicas
morfolégicas de las
colonias y crecimiento en
medio de cultivo.

No realizado

Morfologia del manto

No realizado

PCR-ITS
P-01/P-02
RAPD

PCR-ITS
ITS1F-ITS4
RFLP

PCR-ITS:
ITS1F-ITS 4

94°C 1 min
60°C 2 min
72°C 3 min
30 ciclos

72°C 10 min

2 min
1 min
1 min
2 min
10 min

94°C
94°C
55°C
72°C
72°C

30 ciclos

Sanchez et. al., 2000.

P. Royo, M. Fernandez
Torran y C. R. Fischer.
1998.

Anderson et. al., 1998

Kernaghan et. al., 1997.

Carnero et. al., 1997
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Estudios Estudios moleculares Temperaturas de .
Hongo L . . o Autor/afo
morfolégicos (Primers y Enzimas) amplificacion
Amanita muscaria,
A. pruphyria, A.rube- 95°C 35s 35ciclos
scens, Boletus edulis, B. 62°C 60 s
aereus, B. erythro-pusm No realizado PCR-ITS 72°C 60s
B. calopus, Lactarius CTK-052/CTK-031 95°C 90s Kreuzinger et. al., 1996.
deterrimus, L. deli- 55°C 60 s
ciosus,L. porni-nsis,L.. 72°C 10 min

scrobicalatus.
Suillus granulatus. Morfologia del
esporocarpo

RAPD

Jacobson et. al, 1993.

Seleccion e Identificacion de especies de Hongos Ectomicorrizogenos del
Estado de Hidalgo mas Competentes en Medio de Cultivo Sélido

45



Ingenieria Agroindustrial UAEH-ICAP

3. HIPOTESIS

La caracterizacion fisioldgica, bioquimica y molecular de un simbionte en la
asociacion micorrizica, permite seleccionar un hongo micorrizico de interés para la
produccion de hongos comestibles con valor agregado a programas de

reforestacion.

4. OBJETIVOS
4.1 Objetivo General
» Seleccionar e identificar parcialmente especies o cepas de hongos

ectomicorrizogenos especificos por medio de algunas pruebas fisiologicas,

bioguimicas y moleculares.

4.2 Objetivos Particulares

» Evaluar el crecimiento y adaptacion del hongo ectomicorrizogeno en
diferentes medios de cultivo.
» Estudiar la influencia de la temperatura en el crecimiento miceliar.

A\

Realizar algunas pruebas enzimaticas con fines de caracterizacion.
» Seleccionar algun(os) hongo(s) ectomicorrizogeno(s) susceptible(s) a su

posterior propagacion en plantulas de interés.
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5. MATERIALES Y METODOS
5.1 Lugar de Trabajo

El presente trabajo se realiz6 en el Centro de Investigacion en Ciencia y
Tecnologia de los Alimentos (CICyTA) de la Universidad Auténoma del Estado de
Hidalgo dentro Cuerpo Academico de Biotecnologia Agroalimentaria, como parte
de las actividades del proyecto “Desarrollo de un banco de cepas nativas de
hongos ectomicorrizégenos del Estado de Hidalgo” (PROMEP/103.5/03/1130).

5.2 Recolecta de Material Biologico

Los hongos que se estudiaron fueron recolectados en temporada de lluvia, en la
region conocida como “Sierra de Pachuca” que se localiza en la parte centro-
meridional del estado de Hidalgo, a unos 100 km al NNE de la Ciudad de México.
La porcion sureste de esta sierra se localiza dentro de las coordenadas
geograficas: 20° 03’ a 20°06’ de lat. N y los 98°30’ a 98°33’ Long. O del Meridiano
de Greenwich (Suéarez, 1997)
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Una de las areas de estudio esta comprendida dentro del predio particular:
Fraccion 1l de la Ex. Hacienda de Cuyamaloya e Innominado, en el municipio de
Singuilucan, Hidalgo. Los copropietarios de los predios estan organizados en la
Sociedad de Produccion Rural de Responsabilidad Limitada “Rincon del Agua”
(SPR y RL). La parcela se localiza en el paraje conocido como “La Mesita”
situados sobre un cerro adyacente a la Cafiada del Rincon del Agua. Esta zona es
una ladera con vegetacion de Encino-Pino (Quercus crassifolia y Pinus teocote),
en el sotobosque se presentan especies como Arbutus glandulosa, A. xalapensis,
Eupatorium glabratum, Calibanus sp, Baccharis conferta, Arctostaphylos pungens
y Verbesina virgata, la altitud es de 2660 m.s.n.m. y pendiente de 36° de

inclinacion, cobertura arbérea de 88%, clima templado-subhimedo, una

precipitacion pluvial de 900 mm y temperatura media anual 12.8°C (Suérez, 1997)

S 1

Fig. 23 Area de recolecta Municipio de Singuilucan, Hgo.
ExHacienda de Cuyamaloya, Bosque de Encino-pino.

La siguiente recolecta se realiz6 en Mixquiapan que corresponde al municipio de
Acatlan, Hgo. En el cerro conocido como “Cerro Prieto”. Esta zona es una ladera
con exposicion Norte, altitud de 2600 m.s.n.m., pendiente de 20° de inclinacion,
vegetacion de Encino-Pino (Quercus crassifolia, Pinus teocote y Pinus leiophylla),
Con una altura promedio del dosel de 20 m, clima templado-subhimedo, el
sotobosque tiene como especies comunes a Arbutus glandulosa, Baccharis
conferta, Prunus capulli, Mulembergia sp. y Senecio sp. (Suarez A. 2005.

Comunicacion personal).
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24 Area de recolecta Municipio de Acatlan, Hgo.
“Cerro Prieto”, Bosque de Encino-pino.

Fig .

Finalmente la tercer recolecta se realizé en Huasca de Ocampo, Hgo. El sitio tiene
una exposicion zenital con una pendiente de 4°, altitud de 2320 m.s.n.m., bosque
de Pino (Pinus teocote y Pinus michoacana) con una altura promedio del dosel de
20-25 m, clima templado-subhimedo, el sotobosque tiene como especies
comunes a Arbutus glandulosa, Bacharis conferta, Juniperus deppeana y Senecio
sp. (Suarez, 2005).

Fig. 25 Area de recolecta municipio de Huasca, Hgo., Bosque de Pino.

Ademas se estudiaron esporocarpos comerciales provenientes de Acaxochitlan,

Hgo., apreciados por su sabor y aroma.
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5.3 Crecimiento Micelial de las Especies Fungicas

Con el objeto de seleccionar el medio nutritivo mas adecuado para el cultivo de
cada cepa se evaluaron los tres medios: el Medio Melin Norkrans modificado
(MMN) (Molina y Palmer, 1982), Biotina Anuerina Acido Folico (BAF) (Moser,
1960) (Tabla 1) y papa-dextrosa-agar (PDA, Difco, Detroit, Mich.) a pH 5.5.

Cuadro 2. Composicion de los Medios Nutritivos

Concentracion g /L

Reactivo

BAF MMN
KH2PO,4 0.5 50
CaCL, 0.1
MnSO, 0.005
Peptona 2.0
Extracto de levadura 0.2
(NH4)2HPO, 25
CacCl, * 2H,0 5
NaCl 2.5
MgSO, * 7TH,0 0.5 15
FeCl; * 6H,0 0.0094 16.66
Glucosa 30 10
Tiamina 0.0005 1
Biotina 0.00001
Mio-inositol 0.05
Acido Félico 0.0001
Agar 15 15
Agua destilada 1L 1L

El Medio de Papa Dextrosa se elaboré en base a las especificaciones del
fabricante. Cuando fue oportuno, se cubrié el medio de cultivo con celofan, el cual
se sumergio previamente por 15 min. en agua destilada hirviendo para
posteriormente esterilizarlo. Este dispositivo permite separar del medio a las

colonias fangicas en fase de crecimiento rapido.
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5.4 Aislamiento Vegetativo

El aislamiento vegetativo consistio en tomar un pequefio fragmento del contexto
(carne) del cuerpo fructifero y se reprodujo en un medio de cultivo seleccionado. El
espécimen del hongo seleccionado fue un ejemplar en buen estado, fresco,
turgente, joven y limpio. Llevandose acabo en un ambiente de absoluta asepsia en
el laboratorio, el cuerpo fructifero se corto longitudinalmente con una navaja estéril
y con la ayuda de unas pinzas de disecciébn con puntas delgadas y también
estériles, se extrajo un fragmento de unos 2 mm de dicha carne de la zona central
del cuerpo fructifero y se coloco inmediatamente en una caja de petri con el medio
de cultivo seleccionado. Las cajas se sellaron con parafilm para evitar la
contaminacion y se incubaron. Los aislamientos que se realizaron correctamente
mostraron en el segundo o tercer dia un crecimiento micelial sobre la superficie del
medio a partir del fragmento del cuerpo fructifero, lo que indic6 un desarrollo
normal del hongo que se habia sembrado. Se consideraron aislamientos positivos,
todos aquellos con crecimientos y caracteristicas miceliares uniformes, sin

presencia de estados conidiales.

El micelio crecido durante 3 semanas en cajas de petri con el medio de cultivo
MMN, se cuadriculé con un bisturi estéril, cortando fragmentos de 5 mm por lado,
posteriormente se transfirieron a cajas de petri de 90 mm de diametro por 10 mm
de alto que contenian los medios de cultivo que se utilizan cotidianamente en la
manipulacion de cepas de hongos ectomicorrizégenos. Se sembraron cinco
repeticiones por cepa y medio de cultivo. Las placas se incubaron en la oscuridad
a 25°C, durante 46 dias.

El desarrollo de las cepas se evalué midiendo el diametro de las colonias cada
tercer dia, hasta que se estabilizoé el crecimiento registrandose el diametro final.
Con los valores obtenidos cada tercer dia, se obtuvo mateméticamente el valor de
la pendiente de la curva para tener un indicador de la velocidad media de

crecimiento (Tellez-Tellez et. al., 2003).
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Al final de estos periodos, se midid la biomasa por peso seco, modificando la
técnica de Chapman et. al. (1990) en la cual el micelio se separd calentando la
caja hasta el punto de fusién del agar. Posteriormente se enjuagd con agua
caliente para eliminar el medio nutritivo y se secdé a 60°C hasta obtener peso
constante. A los resultados de diametro final, velocidad de crecimiento y
produccién de biomasa se les aplico el analisis de varianza simple, asi como

pruebas de intervalos multiples de Tukey con un nivel de significancia de 0.05.

Las especies aisladas se encuentran depositadas en el cepario de hongos
ectomicorrizogenos del Centro de Investigaciones en Ciencia y Tecnologia de los

Alimentos (CICyTA) de la Universidad Auténoma del Estado de Hidalgo.

5.4.1 Aislamiento a partir de la Raiz Micorrizada

Se elimin6 de la raiz micorrizada la hojarasca y tierra, (Fig. 26) se lavd
enérgicamente con agua destilada y unas gotas de tween 80. Después se
introdujo la ectomicorriza en una solucién acuosa de H,O, al 30% durante 20 min.
y transferida a 1 litro de agua destilada estéril durante 20 min. Se enjuago la
micorriza con agua destilada estéril varias veces y se depositdé en cajas petri con

diferentes medios nutritivos (Bruns et. al., 2002).

RPEL beY ' . o
Fig. 26 Raiz micorrizada que corresponde al morfotipo micorrizico no ramificado.
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5.4.2 Aislamiento a partir de Esporas

Las esporas se obtuvieron a partir de un producto comercial que contiene una
mezcla de esporas viables de Pisolithus tinctorius EctoRIZE DC ® proporcionada
amablemente por el Dr. Joel Meza R. (UAEH). Posteriormente se realiz0 una
suspension de 2.1 g por litro de acuerdo a las instrucciones del proveedor. Se
realizaron diluciones 10X, 50X, de las cuales se tomaron 0.5 mL con una pipeta
estéril de cada dilucion colocandolas en las cajas petri con diferentes medios
nutritivos. Se sembraron cinco repeticiones por medio de cultivo y se incubaron en

la oscuridad a 25°C, durante 46 dias.

5.5 Observaciones Anatomicas y Morfologicas del Micelio

Las estructuras microscépicas del micelio aislado se observaron al microscopio
(Olympys CH20), las imagenes fueron tomadas con Moticam 480 con el software

Motic Images 2000 1.3 (Motic Instruments Inc).

5.6 Métodos de Conservacion de Hongos

Con el fin de conservar correctamente y evitar que se contaminaran los hongos
que integraron el cepario del laboratorio de biotecnologia (CICyTA-UAEH),
(carpéforo recolectado y cultivo micelial), se llevaron a cabo las siguientes

técnicas (Garcia y Uruburu, 2004).
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5.6.1 Transferencia Periodica

Se realizé la transferencia de un fracmento del micelio crecido en medios nutritivo
a otra caja con medio fresco, de cada una de las cepas aisladas anteriormentelas
cepas, la transferencia se realizo cada dos o tres semanas dependiendo del

crecimiento presentado por la cepa. (Garcia y Uruburu, 2004).

5.6.2 Liofilizaciéon

La liofilizacion de los cuerpos fructiferos recolectados se llevo acabé con la ayuda
de un sistema de Liofilizacion LABCONCO Freeze Dry System (Labconco

Corporation, Kansas Mo.).

5.6.3 Aceite Mineral

Se sembro la cepa en los tubos de ensaye previamente llenos con el medio
nutritivo, una vez crecido elmicelio se llenaron los tubos completamente con el
aceite mineral estéril. Luego se cerraron bien y se almacenaron en condiciones de

refrigeracion a 5°C.

5.7 Pruebas Fisiologicas y Bioguimicas
5.7.1 Crecimiento en Temperaturas Extremas

Para esta prueba se realizaron pruebas de crecimiento sometiendo a las cepas a
diferentes temperaturas: 4°C, 24°C y 30°C. de crecimiento en diferentes
temperaturas, se tomo un fragmento del micelio con un oradador No. 2 y se
transfirieron a las cajas petri que contenian los diferentes medios (MMN, PDA,
BAF) (Marx, 1969). Se sembraron 10 cajas con cada una de las cepas por medio y

se separaron dos grupos los cuales se sometieron a las temperaturas de 4°C, 24°
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y 30°C. La velocidad de crecimiento radial fue calculada como la pendiente del
radio versus tiempo, analizado por regresion lineal en la fase de crecimiento de
todas las repeticiones. (Téllez-Téllez et al., 2003). El desarrollo de las cepas se
evalud midiendo el didmetro de las colonias diariamente. Al final de este periodo
se midi6 la produccion de biomasa a través del peso seco de la colonia,
calentando la caja hasta el punto de fusion del agar para separar el micelio, la
colonia se enjuagd con agua destilada para eliminar el medio nutritivo restante,
secandose posteriormente a 60°C hasta obtener peso constante. Todos los
resultados obtenidos de velocidad de crecimiento y biomasa se les aplic6 un
analisis de varianza simple, asi como pruebas de intervalos mdultiples de Tukey,

con un nivel de significancia de 0.05.

5.7.2 Degradacion de Compuestos

Para diferenciar algunos hongos basados en su modo de nutricion, y en su
capacidad para utilizar ciertas clases de compuestos en diferentes rutas
metabdlicas, se seleccionaron como primera instancia las pruebas cualitativas de

amilasas y proteasas.

5.7.2.1 Degradacion de Grenetina

Para la elaboracion de este medio se utilizé el medio basal de MMN conteniendo
120 g/L de gelatina en lugar del agar. Para esto la gelatina se disolvié en 900 mL
de agua esterilizandose por separado de los demas ingredientes, después de
esterilizar la mezcla de sales se adiciono a la gelatina tibia antes de vaciar a las
cajas petri. En el caso de que el hongo haya producido proteasas se observo la

licuefaccion de la gelatina alrededor y debajo de la colonia.

5.7.2.2 Degradacion del AlImidén

Al medio basal de MMN se le agregaron 2.0g/L de Almidén soluble después de

tres semanas de incubacion, las cajas petri se inundaron con una solucién de yodo
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(5.0 g Kly 1.5 g de | en 100ml de agua). Después de varios minutos el liquido se
elimind. Si el hongo produjo amilasa se observaria una zona destefiida del color

parpura que tomo el medio al adicionar la solucion de Yodo.

5.8 Estudios Moleculares
5.8.1 Extraccion de ADN Total

Para la extraccion de ADN total se utilizd el Kit de purificacion WIZARD®
(Promega, Madison, Wis,). EI ADN fué extraido a partir de 150 ug de micelio
fungico crecido en los medios nutritivos, el cual previamente habia sido congelado
en nitrégeno liquido y triturado. Se agregaron 600 pL de solucion de lisis,
incubandose a 65°C por 15 min., posteriormente se agregaron 3 UL de Ryase Y se
incubd a 37°C por 15 min., se agregaron 200 pL de solucion para la precipitacion
de proteina, se agitd y centrifugd por 3 min. Se removio el sobrenadante dejando
la proteina y se transfirio a otro tubo que contenia 600 pL de isopropanol y se
mezclo hasta que se formaran filamentos de ADN, se centrifugd 1 min. y se
removio el isopropanol. Posteriormente se agregaron 100 pL de solucién para

rehidratar el ADN y se incubo a 65°C por una hora.

5.8.1.1 Determinacion de Pureza y Cuantificacion de ADN

5.8.1.1.1 Espectrofotometria

La capacidad que tiene el ADN de absorber luz a una determinada longitud de
onda (260 nm), permite el célculo de la concentracion de acido nucleico en la
muestra. Si la densidad 6ptica (OD) es 1, corresponde a aproximadamente 50
pg/mL de cadena doble de ADN, entonces calculamos la concentracion de ADN
gue tenemos en nuestras muestras, midiendo simplemente su absorbancia, sin

necesidad de realizar una curva patron.
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Las proteinas tienen un maximo de absorcién a 280 (principalmente por residuos
de triptofano), asi las lecturas a esta longitud pueden mostrar si existe algun
contaminante proteico. El célculo de una relacion entre las lecturas a 260 nm y
280 nm es una manera comun para hacer un estimado de la pureza del acido
nucleico, ésta relacion debe estar entre los valores de 1.8 y 2.0. La lectura del
extracto de ADN se realiz6 por medio de un Espectrofotometro Cary 100
VARIAN® (Varian Analytical Instruments) que se muestra en la figura.27, a una

absorbancia de 260 nm para medir ADN y 280 nm para la proteina.

Fig. 27 Espectrofotémetro Cary 100 VARIAN® (Varian Analytical Instruments)

5.8.1.1.2 Electroforesis en Gel

Se elabor6 un gel con agarosa al 1% en buffer TBE, (Cuadro No. 3) en el que se
colocdé un peine de 1.5 mm de espesor, dejdndose enfriar para que el gel
solidifique. Posteriormente se introduce a la camara de electroforesis
(electroforesis system Cole parmer instruments) la cual contiene suficiente buffer
TBE.

Cuadro 3. Formulacién del Buffer TBE

Componente Concentracion (g/L)
TRIS 107
Ac. Borico 55
EDTA 9.3
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5.8.1.1.2 .1 Preparacion de las Muestras

En el primer pozo del gel, se deposité un marcador o regla molecular (1 Kb ADN
ladder o 100 pb segun fue el caso). A 8 uL de cada una de las muestras se le
agregé 5 uL de colorante azul de carga (loading dye) que contenia bromofenol
azul y glicicerol y se depositaron en el resto de los pozos. El bromofenol azul es un
tinte que permite observar la migracion del ADN y el glicerol es el que le confiere

peso a la muestra evitando que esta salga del pozo.

Se conect6 la cdmara de electroforesis y se aplicd un voltaje constante de 5V por
cm de gel durante cuatro horas aproximadamente (Fig. 28). Una vez terminada la
migracion, se retiro el gel y se llevo a una solucion de BET durante 10-15 minutos,
se enjuag0 con agua destilada y se examino con luz UV para ser fotografiado y asi

conocer la talla del ADN en base a la regla molecular.

Fig. 28 Camara de Electroforesis ® (electroforesis system Cole parmer instruments)

El movimiento de los fragmentos de ADN va a producir un patron de bandas,
donde cada banda corresponde a un fragmento de una talla particular. La
visualizacion del gel se realiz6 por medio de un sistema de documentacion de
geles con luz UV, el cual nos permitio la obtencion de la fotografia del gel, esto
también se realiz6 con una camara polaroid o con una camara digital Sony Cyber
Shot DSC F828.
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5.8.2 PCR (Reaccion en Cadena de la Polimerasa)
5.8.2.1 Preparacion de Muestras

Los extractos de ADN que se utilizaron como templetes se diluyeron (1:250, 1:500,
1:1000) para determinar la mejor opcion para su amplificacion. Se agregaron los
ingredientes del PCR Master mix ® (Promega Corporation, Madison, WI) que
incluye la taq DNA polimerasa, dNTPs, MgCl, y buffers a concentraciones 6ptimas
para una amplificacion eficiente del ADN por la PCR. Los iniciadores utilizados
para amplificar la regiébn ITS del ADNr fueron ITS1 con la secuencia
5TCCGTAGGTGAACCTG-CGG3’ (White et al. 1990) y el ITS4 cuya secuencia es
5TCCTCCGCTTATTGATATGC3’ (White et al. 1990) sintetizados por Sigma-
Aldrich Quimica S. A. de C. V. La reaccion se prepard en tubo eppendorff, en un

volumen de reaccion de 25 pl como se menciona en el siguiente Cuadro.

Cuadro 3. Componentes de lareacciéon PCR

Componente Volumen (uL) Concentracién final
PCR Master mix®, 2x 12.5 1x
Primer ITS1 10 uM 2.0 1.0 yuL
Primer ITS4 10 uM 2.0 1.0 uL
Templete de ADN 5-8,5 <250 ng
Agua libre de nucleasas 25

5.8.2.2 Condiciones de Amplificacion

La amplificacion fue realizada en un termociclador TECHNE TC-412 (Techne
corporation, Cambridge) (Fig.29) con los siguientes paradmetros: una
desnaturalizacion inicial a 95°C durante 3 minutos, seguida de 30 ciclos de
desnaturalizacién a 95°C por 1 minuto, alineamiento a 52°C y una extension a
72°C durante 1.5 minutos, con una sintesis final de ADN a 72°C durante 10
minutos. En cada serie de amplificaciones se realiz6 un control negativo sin ADN

que sirvi6 para detectar la presencia de contaminantes en los reactivos.
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La deteccion del producto de PCR se realizO mediante un corrido electroforético
en gel de agarosa al 1%, utilizando una regla molecular de 1kb (Promega
Corporation, Madison, Wis,) (Fig.30). Para la visualizacién el gel se tifi6 con

bromuro de etidio y se observé con luz UV en un documentador de geles.

Fig. 29 Termociclador Techne® incorporated, Princeton

Fig. 30 Sistema de Documentacion de geles ®
BioDoc-It Electrophoresis Image Aquistion System
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6. RESULTADOS Y DISCUSIONES

6.1 Recolecta de Material Bioldgico

En el periodo de enero a agosto del 2004 se recolectaron hongos frescos en los
diferentes bosques cercanos al municipio de Tulancingo, Hgo., se seleccionaron
los que no presentaron dafos fisicos para realizar su aislamiento, se anotaron sus
caracteristicas anatémicas para su posterior herborizacion. La identificacion fue a
nivel familia, género o especie en base a las caracteristicas anatomicas de
acuerdo a descripciones reportadas en la literatura (Zamora, et. al. 2000 y

Courtecuisse, et. al. 1995).

Los micobiontes fueron pertenecientes a la division amastigomycota, subdivision
basidiomycotina y clase homobasidiomycetes, encontrdndose presentes a tres
subclases Agaricomycetideae, Gasterimycetideae y Aphyllophoromycetideae y
siete familias Russulaceae, Ramariaceae, Agaricaceae, Tricholomataceae,

Boletaceae, Cantharellaceae, Amanitaceae (Courtecuisse, et. al. 1995).

En el cuadro 4 se muestra una relaciéon de los aislados, nimero de registro,
localidades de procedencia, caracteristicas morfoldégicas del cuerpo fructifero,

indicando su hospedero.

Cuadro 4. Caracteristicas de coleccion del material recolectado

Registro de Lugar
coleccion del Taxa 9 Caracteristicas morfologicas
) de recolecta
herbario

CSz01B1 Russulasp.  SINGUILUCAN ' lleo convexo rojizo, laminillas
poco separadas, estipite 5 cm.
Pileo rojizo, laminillas poco

CCPO0O2A Russula sp. CERRO PRIETO separadas y estipite
Blanquecino.

ETZO1Al1 Hongo no SINGUILUCAN La raiz presenta un manto
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Algodonoso, color blanguecino

Registro de

coleccion del Taxa Lugar Caracteristicas morfologicas
. de recolecta
herbario
ETZ02A1 Hongo no SINGUILUCAN La raiz presenta un manto color
identificado 2 Amarillo intenso
Pileo rojizo de 5.5 cm., poroso de
CS7Z02A1 Suillus sp SINGUILUCAN color amarillento, estlplt(.a lefioso
de 6 cm. de altura 3 cm; de
diametro.
Suillus Pileo liso, color café claro,
CSHO3A HUASCA poroso, color café, estipite
granulatus lefiosollcm.
Pileo liso, color café claro,
CCPO1A Suilluis sp CERRO PRIETO poroso, color amarillo, estipite
lefioso.
Estructura ramificada, estas
ramificaciones cortas erectas y
cilindricas con puntas divididas,
CSZ03A1  Ramariasp  SINGUILUCAN  Cortas puntas manchadas
irregularmente de color rojo-
amarillo, de base gruesay
carnosa de color blanco; Hongo
completo 11cm.
Ramificaciones cortas erectas y
CAXO04A Ram_ana ACAXOCHITLAN C|I|ndr|ca_s_, co_Ior café, basg
fennica gruesa cilindrica y carnosa;
hongo completo 9 cm.
Ramificaciones cortas erectas y
CAXO5A Raman_a ACAXOCHITLAN cﬂmdncqs_, collor amarillo, pase
largentii gruesa cilindrica y carnosa;
hongo completo 6 cm.
Macrolepiota Pileo convexo de 7-8 cm., estipite
CSZ04A1 P SINGUILUCAN de 1.5 cm. de diametro y de 8
procera
cm. De altura
CSZ05A1 Tnchqloma SINGUILUCAN Plle_:o_ concavo blanquecino,
magnivelare estipite
Pileo convexo; 12cm de
CSHO1A1L Cantharellus HUASCA diametro, laminillas del estipite

Sp

blanquecinas, estipite corto y
grueso.
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Registro de

coleccion del Taxa Lugar Caracteristicas morfologicas
. de recolecta
herbario
Cantharellus Pileo color amarillo-naranja;
CCPO5A S CERRO PRIETO laminillas finas, estipite corto y
P grueso.
Pileo convexo color blanco-
Cantharellus amatrillo de 8-10 cm. de diametro,
CCPO4A S CERRO PRIETO Ilaminillas separadas decreciendo
P desde el estipite hasta la punta
del gorro, estipite corto y grueso.
Pileo color plateado, dorado y
CSHO2A Amanita sp HUASCA bronce; 9 cm del gorro, forma

plana, laminillas distantes,
estipite blanco con volva 14 cm.

Pileo color grisaceo forma plana,
laminillas distantes, estipite
CCPO3A Amanita sp CERRO PRIETO blanco con volva 14 cm. (se
encontraron en las dif: etapas de
crecimiento, presenta volva)

Pileo café amarillento, convexo,
CAXO01A Boletus sp ACAXOCHITLAN poros blanquecinos, estipite 10
cm.

Pileo color azul, convexo,
laminillas poco recurrentes color

HUASCA azul, al final juntas, estipite corto
azulado y grueso: 7cm, 5 cm de
diametro.

Lactarius

CSHO5A -
indigo

Pileo color azul, convexo con
aspecto de embudo con el centro
!_agtarius ACAXOCHITLAN deprimido, laminas adnatas o
indigo poco decurrentes, azules, carne
azul indigo. Estipite corto y
grueso de 3cm.

CAXO3A

NOTA; Fecha de Recolecta: Singuilucan, Hgo. (Enero-agosto 2004), Huasca, Hgo. (Julio
2004) y Acatlan, Hgo. (Julio 2004), Acaxochitlan, Hgo. (agosto 2004), todo el material
recolectado es huésped de Pinus sp. y/o Quercus sp.
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6.2 Aislamiento Vegetativo

En caso de los hongos ectomicorrizégenos, el aislamiento y cultivo axénico de las
especies fangicas con las que se desea trabajar es parte fundamental de cualquier
trabajo de investigaciéon encaminado a generar conocimiento sobre su biologia y
fisiologia. En este estudio se lograron aislar 8 cepas a partir de los cuerpos

fructiferos y dos a partir de la asociacion micorrizica.

Se seleccionaron 4 cepas que tenian mejor crecimiento micelial para ser
estudiadas en este trabajo, teniendo como testigos una cepa de Lactarius
deliciosus donada amablemente por la M. en C. Zamora M. (INIFAP) y una cepa

de un basidiomicete Pleurotus sp., el cual no es micorrizico.

La descripcién y caracterizacion de las colonias fangicas crecidas en PDA

seleccionadas para este trabajo estan integradas en el cuadro 5.

El aislamiento a partir de esporas comerciales de Pisolithus tinctorius se perdié por

contaminacién de las cajas petri en los diferentes medios nutritivos utilizados.

Cuadro 5. Caracteristicas culturales de los cultivos puros.

Color del agar

Nombre de la : Morfologiay
Color de la colonia
cepa textura
Frente Reverso
Micelio inicial Radial, uniforme,
Pleurotus blanquecino y algodonoso y incoloro blanco

finalmente blanco. micelio abundante.

Aterciopelada, en

Micelio inicial
. algunas partes .

rosaceoy . Cafe-
Russula . planas y algunas Rosa-café )

finalmente toma un marrén

, veces eleva la
color marrén-violeta. !
colonia.

Lactarius Micelio inicial Micelio aéreo amarillo Crema-
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amarillento y blanquecino, de anaranja
finalmente color aspecto fibroso, do

mostaza

margen irregular

Nombre de la . Morfologia

Color de la colonia glay Color del agar

cepa textura

Micelio inicial

blanquecino,

posteriormente hay

formacion de un

. . Textura planay en .
Hongo no anillo amarillento, . Naranja
. o : algunas zonas Rojo-rosa -
identificado permaneciendo de rojizo
) algodonosa

color amarillo

intenso y finalmente

un anillo blanco

rodea el micelio.

Micelio inicial blanco

. finalmente .

Tricholoma y . Algodonoso pardo incoloro pardo

blanquecino

grisaceo

Micelio inicial blanco ,. . .

. ) .~ Micelio de aspecto . Anaranja
Relacionado v finalmente amarillo Anaranjad
. rugoso, abundante do
aCantharellus con coloraciones 0 .
y algodonoso intenso

rojas

Estas cepas se encuentran

en el banco de germoplasma fungico (cepario)

localizado en el laboratorio de Biotecnologia del ICAp-UAEH, la gestion de este

cepario implica

una tarea de

laboratorio permanente destinada a su

acrecentamiento, mantenimiento y preservacion. Esta coleccion de material

genético nos proporcionara material para obtener principalmente:

» Cepas de hongos comestibles.

A\

Cepas con probada capacidad para formar simbiosis micorrizica.

» Cepas de interés biotecnoldgico para la producciéon de enzimas de potencial

aplicacion en industria en general.

» Cepas de interés para el control biologico de plagas de insectos y vectores

de enfermedades.

» Produccion de in6culo micelial en pequefia o gran escala.
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6.3 Observaciones Anatomicas y Morfologicas del Micelio

Dentro de la observacion morfologica al microscopio se distinguieron algunas
caracteristicas de las estructuras microscépicas del micelio aislado, como las
dimensiones de hifas, grosor y forma de la pared de las hifas, estructuras

caracteristicas como frecuencia de septos, clamps y anastomosis principalmente.

Las hifas de Russula presentaron clamps y septos, de pared delgada y lisa, con
algunas terminales dicotomizadas, y una talla de 19.4um de diametro y 87.7 um de

largo entre septos (Figura 31).

M L1 m ¥
Largo:19.4um -

,3 La[ 0: 8?.7 u

Fig. 31 Micelio de Russulla (1) La flecha indicaelclamp y tamano de la hifa, (2) Septos definidos,
(3) hifa dicotomica.

En la cepa de Lactarius se observa la presencia de clamps, pared bien definida,

delgada y lisa como se observa en la figura 32.

ot

Fig. 32 Micelio de Lactarius donde las flechas mustran la presencia de clamps.
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En el caso de las hifas de Tricholoma, presentaron una pared delgada y bien
definida, con un didmetro de 32 a 46 um ademas de una pared lisa con pocas o
ninguna célula emergente, con septos no bien definidos pero visibles y
ramificaciones laterales largas. Ademas de la presencia de esporas de un

diametro aproximado de 18 um (Figura 33).

Fig. 33 Micelio de Tricholoma sin clamp, manto liso,
micelio septado, esporas redondas

El hongo relacionado a Cantharellus presenta una pared delgada, de un didmetro

de 22 a 25 um, manto fibroso, micelio septado y dicotémico (Figura 34).

o !

Fig. 34 Micelio de la cepa parecida a Can'tha;.rellus mostrando eptos.
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El micelio del hongo no identificado no fue septado y tiene una superficie bien
definida y fibrosa, también presenta clamp y una terminacion coraloide con ejes

densamente ramificados y cortos, como se observa en la Figura 35.

r - 2 - Lk - ":}‘L »
Fig. 35 Micelio del Hongo no identificado. (1) micelio no septado, superficie fibrosa
(2) las flechas indican los clamps, (3) terminacion coraloide.

6.4 Métodos de Conservacion de Hongos

Con el fin de conservar los hongos que integran el cepario del laboratorio de
biotecnologia (CICYyTA-UAEH), se realizaron algunos métodos de conservacion.
Para nuestro proposito de estudio, los cultivos puros se transfirieron
periddicamente en diferentes medios nutritivos, durante las transferencias en este
estudio no se presentaron variaciones importantes en el crecimiento micelial

considerando entonces que se conservo una estabilidad genética.

Se puede observar en la figura 36 los hongos liofilizados, los cuales presentan una

buena estructura y coloracién después del secado.

Seleccion e Identificacion de especies de Hongos Ectomicorrizégenos del
Estado de Hidalgo mas Competentes en Medio de Cultivo Sélido 68



Ingenieria Agroindustrial UAEH-ICAP

Tricholoma
Magnivelare

-

- ~
Lactarius indigo 3
Y

ca"”’ﬂmr‘fus

Fig. 36 Fotografia de hongos liofilizados

6.5 Pruebas Fisiolégicas y Bioquimicas

6.5.1 Crecimiento a Temperaturas Extremas
Para que un hongo ectomicorrizégeno pueda colonizar exitosamente las raices de
un arbol influyen factores edalfologicos y ambientales; tales como la temperatura,

tipo de suelo, pH, humedad etc. (Hutchison, 1990).

En ocasiones se correlaciona la asociacion especifica de los hongos con la
tolerancia a las temperaturas de 30°C con la incidencia de los hongos en pinos y

encinos que poseen caracteristicas de un sistema profundo.
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El caracter taxondmico como la temperatura ha sido bien establecida en la
identificacion de levaduras y ciertos grupos de hongos donde se definen los
valores maximos, minimo y 6ptimo de crecimiento para cada especie, pero ha sido

poco estudiada en hongos ectomicorrizogenos (Hutchison, 1990).

Asi, la sensibilidad o tolerancia de estos hongos a las temperaturas extremas
puede ser utilizada como herramienta taxondmica para marcar las diferencias de
los aislamientos y que en combinaciébn con las caracteristicas fisioldgicas,
bioquimicas y moleculares nos permita definir la identidad de un simbionte
desconocido. Hutchison (1990) utilizd temperaturas extremas de 7°C y 30°C
considerando la temperatura de 18°C como ideal, sin embargo, en los trabajos de
Santiago-Martinez (1992) se reporta que las cepas estudiadas presentan un buen
crecimiento a 25°C, concluyendo que las condiciones tanto de latitud como en
altitud en el extranjero son diferentes a las que presenta el centro de nuestro pais.
Para determinar como influye la temperatura en el crecimiento fangico, se

utilizaron las temperaturas de 4°C, 24°Cy 30°C.

Siguiendo el criterio de Hutchison (1990) mencionamos las siguientes categorias

de tolerancia a la temperatura:

» Tolerante, cuando el crecimiento es mayor del 50 % con respecto al testigo.

» Semitolerante, cuando el crecimiento es del 20 al 50 % con respecto al
testigo.

» Sensible, cuando el crecimiento es menor del 20 % con respecto al testigo.

Las cepas incubadas a 30°C no mostraron crecimiento alguno, por lo que se
puede mencionar que todas ellas son sensibles a altas temperaturas. El cuadro 6
se muestra la respuesta de 5 de los aislados en diferentes medios nutritivos
utilizados (MMN, PDA y BAF) incubadas a 4°C, 24°C y 30°C.
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La velocidad media de crecimiento en los medios nutritivoss de PDA y BAF
utilizado a 24°C fué el doble en Russula comparado con las otras cepas (cuadro
6), mientras que en MMN no hay diferencia significativa entre las cepas

estudiadas.

Las cepas incubadas a 4°C no mostraron diferencia significativa en la velocidad de
crecimiento en el medio MMN, excepto el hongo no identificado, el cual no crecio a
esta baja temperatura en ningln medio nutritivo. En el analisis de varianza se
observé que las cepas de Russula, Lactarius, Tricholoma y el relacionado a
Cantharelluscon en los medios PDA y BAF no mostraron diferencia significativas

en su crecimiento a 4°C.

Cuadro 6. Crecimiento a diferentes temperaturas.

Velocidad media
Nombre de (mmd?)

la cepa 30°C 24°C 4°C
MMN PDA BAF MMN PDA BAF MMN PDA BAF
0.00 0.00 0.00 0.402 1.150 1.150 0.262 0.27a 0.31a
+0.0 +0.0 +0.0 | +002 | +0.08 | +0.07 | +0.03 | +0.02 | +0.02
Hongo no 0.00 0.00 0.00 0.512 0.44b 0.55¢ 0.00 0.00 0.00
identificado | +0.0 | +0.0 | +00 | +0.01 | +0.01 | +0.02 | +00 | +0.0 | +0.0
0.35b

Russula

Lactarius | 000 | 000 | 000 | 034 | 066 | 066 | 025 | "7 | 033
£00 | 00 | £0.0 | £0.01 | +0.01 | £0.03 | £0.006 | o 5o, | +0.02

Tichooma | 00 | 000 | 000 | 046: | 053 | 043 | 015 | 025 | 028
+0.0 | +00 | +00 | +0.01 | +0.02 | +0.02 | +0.04 | +0.01 | +0.004

Re'acg’”ado 000 | 000 | 000 | 0322 | 0620 | 0.64b | 0142 | 0340 | 0.24¢

+00 | +00 | +00 | +0.03 | +0.02 | +0.009 | +0.01 | +0.02 | +0.03

Cantharellus
Nota: Entre letras iguales no hay diferencias significativas de acuerdo con la prueba de Tukey.
(p £0.05)

Russula cultivada a 24°C mostré mayor biomasa en el medio BAF seguido por
PDA y MMN, sin embargo, mostr6 un aumento de biomasa micelial a 4°C en el
medio BAF seguido por PDA (Cuadro 7), sugiriendo que el crecimiento es lento en
condiciones extremas para reactivar su metabolismo con lo que recompensa con
biomasa. Las temperaturas bajas afectaron parcialmente el crecimiento de las

cepas estudiadas en los medios BAF y PDA, con lo que puede considerarse a
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Russula, Lactarius, Tricholoma y el relacionado a Cantharellus como cepas

semitolerantes.

Cuadro 7. Biomasa a diferentes temperaturas y medios

Nombre de Biomasa (mg)
la cepa 30°C 24°C 4°C
MMN | PDA | BAF | MMN | PDA | BAF MMN PDA BAF
R 0.00 | 0.00 | 0.00 | 0.192 | 0.23"> | 0.37¢ | 0.202 0.31b 0.52¢
ussula

+00 | +00 [+00|+0.02 |+0.02|+0.04| +0.03 | £0.02 | +0.02
Hongono | 0.00 | 0.00 | 0.00 | 0.252 | 0.30* | 0.35° | 0.00 0.00 0.00

identificado | +0.0 | +0.0 |+0.0| +0.01 | +0.04 |+0.02| +00 | +0.0 | +0.0
0.00 | 0.00 | 0.00 | 0.182 | 0.48> | 0.43> | 0.182 | 0.60° | 0.34

Lactanus | 0| +0.0 |+0.0| +001 | +0.01 | +0.05 | +0.006 | +0.07 | +0.01
Tricholoma | 000 | 000 [0.00 [ 0.122 [ 1023 034 [ 008 | 020° | 0.3%

+0.0 | +0.0 |+0.0|+0.02 | +0.04 | +0.06 | +0.07 | +0.001 | +0.003
Re'acg’”ado 0.00 | 0.00 | 0.00| 0.132 | 0.27° | 0.42¢ | 0.10% | 029 | 0.36¢

+0.0|+00 [+0.0{ +0.02 | +0.01 | +0.06 | +0.02 |+0.0006 | +0.002
Cantharellus

Nota: Entre letras iguales no hay diferencias significativas de acuerdo con la prueba de Tukey.
(p £0.05).

La biomasa de Lactarius y Tricholoma no tuvieron diferencias significativas cuando
se incubaron en los medios PDA y BAF a 24°C, pero en el medio MMN la
biomasa se ve afectada hasta casi un 50% (Cuadro 7). Mientras que Si
hubo diferencia significativa en el valor de biomasa de Cantharellus cuando fue
crecido en los tres medios nutritivos, por lo cual podemos seleccionar el medio

BAF como productor de micelio de esta cepa.

A la temperatura de 4°C, la cepa flingica aislada a partir de la simbiosis raiz-hongo
fue sensible ya que su crecimiento fue menor del 20 %. Cabe sefialar que a pesar
de que no hubo crecimiento en el tiempo de este ensayo, el medio se tifid con un
tono rojizo-anaranjado que puede suponer que el hongo excreta algin metabolito
para iniciar con su crecimiento en un tiempo mas prolongado (entre 10-15 dias)
comparado con las otras cepas seguramente podra reactivar su metabolismo sin

que exista una evidencia bibliogréfica al respecto.
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Finalmente, las cinco cepas evaluadas en general lograron adaptarse mejor en los
medios BAF y PDA a 24°C sin diferencias significativas entre ambos que en el
medio MMN como se puede observar en la fig. 37, donde se puede apreciar el
crecimiento radial de Russula en los 3 medios nutritivos utilizados a las dos
temperaturas (4°C y 24°C) estudiadas, considerando entonces que la cepa aislada

Russula es tolerante a bajas temperaturas.

Las temperaturas bajas afectaron completamente el crecimiento de la cepa aislada
a partir de la planta huésped pues no hubo crecimiento, sin embargo se pudo
observar (Fig. 37.2, 37.4 y 37.6) una coloracién naranja-rojiza probablemente
porque excreta algunos metabolitos para tratar de sobrevivir a dicha temperatura

extrema.

Se han encontrado en la literatura una variedad de respuestas al incubar
diferentes cepas de una misma especie, que fueron aisladas de lugares
geogréficos proximos. Denis (1985) menciona que Amanita rubescens presenta
crecimiento a los 35°C, en tanto Yang et al (1999) reportaron que esta especie no

sobrevive a -10°C y es sensible a 7 y 30°C.

Las cepas de Suillus glandulosipes fueron sensibles a temperatura de 7°C, pero la
Suillus sp creci6 mas que a 24°C, considerandose entonces como tolerante
(Santiago 2002).

Samson y Fortin (1986) encontraron que S. Grevillei es una especie de amplia
distribuciéon pero su origen geografico no se correlaciona con el crecimiento en las
temperaturas probadas, argumentando que la altitud es un factor mas importante
gue la latitud o el intervalo de latitudes muestreadas y sugiriendo que esto se debe

a una gran variedad genética.
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Fig. 37 Cepas en Diferentes medios nutritivos y temperaturas (1) BAF a 24°C. (2) BAF a 4°C. (3)
MMN a 24°C. (4) MMN a 4°C (5) PDA a 24°C (6) PDA a 4°C
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La determinacién de la temperatura Optima de cada una de las cepas es muy
importante para la reproduccién masiva de las cepas para posteriormente realizar
inoculaciones en vivero, debido a que en algunos estudios indican que las
respuestas a la temperatura pueden limitar su distribucion actividad y persistencia
en la formacion de micorrizas ectotréficas con especies de arboles particulares
(Hacskaylo et. al., 1965).

Cline et. al., (1987) citaron que es importante determinar los requerimientos de
temperatura, porque esto permite que el crecimiento del inéculo sea efectivo, que
la micorriza alcance un buen desarrollo después de la inoculacion en el vivero, y

gue tenga buena sobrevivencia y crecimiento en el trasplante.

6.5.2 Degradacion de Compuestos

Como una forma de diferenciar ciertos hongos, se ha tenido interés en saber
algunos caracteres bioguimicos tales como actividades enzimaticas, que aunados
con las caracteristicas morfoldgicas y moleculares podran ser Utiles en el estudio
taxondmico entre ellos. Por tal motivo se inicio con algunas pruebas enzimaticas
presentes en las cepas estudiadas. En el cuadro 8 se muestra que la Unica cepa
pura relacionada a Cantharellus degrada el almidon, como se puede observar en
la Fig. 38 con un halo destefido del color purpura que toma el medio al adicionar
la solucidbn de yodo. Mientras que las cepas aisladas, Russula, Lactarius y
Tricholoma no presentan actividad amilolitica, ya que no hay un halo de actividad
cuando es agregada la solucién de yodo.

Cuadro 8. Degradacion de compuestos
Nombre de la cepa Almidén Grenetina

Russula - +
Hongo no identificado - +
Lactarius - +
Tricholoma - +
Relacionado a + +

Cantharellus
NOTA: (-) no presenta actividad enzimatica (+) actividad presente

Seleccion e Identificacion de especies de Hongos Ectomicorrizégenos del
Estado de Hidalgo mas Competentes en Medio de Cultivo Sélido 75



Ingenieria Agroindustrial UAEH-ICAP

Santiago-Martinez (2002) reporta que varias cepas de Suillus son incapaces de
producir amilasas, resultados que coinciden con los de Hutchison (1990) que
menciona que algunas cepas de Amanita muscaria presentan respuesta negativa,

mientras que Amanita rubescens tienen respuestas fuertemente positivas.

En la figura 38 se muestra la licuefaccion de la gelatina alrededor de la colonia de
Russula y el probable hongo simbionte, mostrando que existe una secrecion de
enzimas proteoliticas, esta actividad positiva fue observada también en todas las

cepas.

Tricholoma
CSZ05A1

Raiz Russula

micorrizada

Fig. 38 Pruebas fisiolégicas (1) Prueba de almidon negativa. (2) Prueba de almidén positiva. (3) y
(4) Prueba de Grenetina positiva.

Hutchison (1990) report6 que Amanita presenta respuestas variadas, desde
negativas hasta ligeramente positivas, mientras que Santiago-Martinez (2002)
menciona que las cepas de Amanita fueron de moderada a fuertemente positivas
en lo que concierne a proteasas. Estas diferencias en la capacidad proteolitica
podrian resultar de los diferentes estados sucesionales del bosque asi como en la
capacidad proteolitica que seria prerrequisito para la explotacién selectiva de
fuentes de carbono o nitrégeno organico de acuerdo a la especie dada (Hutchison,
1990).
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Los resultados de actividades enzimaticas de las cepas estudiadas en esta tesis
nos proporcionan solamente una aproximacion de la capacidad de degradacion de
cada uno de los hongos, puesto que fueron solamente cualitativos por lo que es
necesario medir otras pruebas enzimaticas para indicar el potencial real de cada

uno de los hongos in vivo.

6.6 Estudios Moleculares

6.6.1 Extraccion de ADN Total

El desarrollo de técnicas moleculares basadas en la reaccion en cadena de la
polimerasa (PCR), la cual permite la caracterizacion del acido nucleico amplificado
a partir de pequefias cantidades de muestra, ha sido aplicada en hongos endo y
ectomicorrizégenos donde los caracteres morfolégicos han sido un conflicto o

simplemente ambiguos para su identificacion.

Como primer paso para realizar estos estudios es la extraccion de ADN con buena
calidad y concentracion. Nuestros resultados mostraron que la técnica para la
extraccion del ADN total fue adecuada a partir de muestras de los micelios
aislados de Tricholoma, Russula, hongo no identificado y Lactarius deliciosus en
diferentes medios nutritivos, utilizando el protocolo de Wizard (Promega, Madison,

Wis.1996), realizando por duplicado las extracciones.

6.6.1.1 Determinacion de Pureza de ADN y Cuantificacion

Se cuantificé el ADN extraido por absorbancia a 260 nm y se determiné la pureza
con la relacion de 260/280 nm. Como se puede observar en el cuadro 10, la cepa
de Tricholoma crecida en el medio BAF, tiene una concentracion
aproximadamente de 5 veces mas que cuando es incubado en el medio de PDA,

lo cual concuerda con nuestros datos de biomasa. La menor concentracion fue la
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obtenida con Russula, con una concentracion de 31 ng/pL mientras que la mayor

concentracion (1602 ng/uL) se obtuvo con el hongo no identificado.

La relacion de la medicion a 260 y 280 nm fue menor o igual que 1, lo que podria
indicarnos que el ADN no es completamente adecuado en relaciébn a su pureza
para los andlisis posteriores, por lo cual se confirmé con el siguiente método de
determinacion de pureza que es de fluorescencia.

Cuadro 9. Concentracion de ADN en agua por medio de espectrofotometria

Absorbancia

Nombre de la cepa Medio (nm) Relacion de Concentracién

260 280 260/280 ng/pl
Russula MMN 0.0125 0.0046 2.7173 31.25
Hongo no identificado MMN 0.6410 0.6334 1.0119 1602.5
Lactarius PDA 0.0489 0.0472 1.0360 122.25
Lactarius PDA 0.1809 0.1635 1.1064 452.25
Tricholoma PDA 0.0461 1.4761 0.03123 115.25
Tricholoma BAF 0.2464 0.2348 1.0494 616
Relacionado a PDA 0.0480 0.0238 2.0168 120

Cantharellus

Segun los patrones electroforéticos de cada uno de los extractos de ADN
analizados por fluorescencia, observamos en los carriles 1-5 y el 7 que se
presenta una sola banda bien definida cercana al extremo superior, la talla del
fragmento mayor en la regla molecular, es de 10,000 pb, (Fig. 39), que nos indica
que el ADN esta intacto y en concentracion suficiente para los demas analisis. En
el carril 6 donde se deposito la muestra del extracto de ADN de Lactarius, no se
alcanza a distinguir la banda en la foto tomada (Fig. 39) porque en el volumen
maximo de depdsito en el pocillo (15 pL) contiene muy poca concentracion de
ADN.
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Fig. 39 Separacion electroforética de los extractos de ADN, (1)Tricholoma, (2) Tricholoma,
(3)Russula, (4) Relacionado a Cantharellus, (5)Hongo no identificado, (6)Lactarius, (7)Pleurotus,
(8) Tricholoma liofilizado, (M) Regla molecular.(1 kb ladder promega®)

En el carril 8 se deposité el ADN total de Tricholoma, el cual fue extraido a partir
del cuerpo fructifero herborizado y no con micelio como las muestras anteriores.
Se puede observar en la Fig. 39 que existe un barrido, significando que el ADN es
degradado, probablemente por ADNasas, por tal motivo, ésta muestra no fue

seleccionada para ser amplificada.

6.6.2 PCR (Reaccion en Cadena de la Polimerasa)

El templete de ADN que mostré una buena amplificacién fue con una dilucién de
1:500, el cual se utilizé en las subsecuentes amplificaciones. EI ADN templete de

un hongo conocido, no micorrizico (Pleurotus sp.) fue usado como control positivo.

La Fig. 40 muestra en cada uno de los carriles un sola banda bien definida que

representa el amplificado de la region ITS con talla que varia de 550 a 700 pb
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aproximadamente de acuerdo a la regla molecular que se encuentra en el primer y

ultimo carril.

pb M, 1 2 3 4 5 6 7 8 9 10 11 12 M, pb

750
500
500

Fig. 40 Separaciéon electroforetica de PCR utilizando primers ITS1 y ITS4 (1)Tricholoma,
(2)Tricholoma, (3)Russula, (4) Relacionado a Cantharellus, (5)Hongo no identificado,
(6)Lactarius, (7)Lactarius, (8)Pleurotus, (9)Russula, (10)Lactarius, (11) Lactarius, (12) Control
negativo (sin templete), (M1y 2) Reglas moleculares (1 kb y 100pb promega)

Existe una marcada diferencia de talla de Tricholoma con respecto a los demas
amplificados con lo que podemos mencionar que desde la amplificacion del ITS

existe un leve polimorfismo entre las especies analizadas en este trabajo.

El amplificado de Russula (carril 3), Relacionado a Cantharellus (carril 4) y el
probable hongo micorrizico (carril 5) muestran un pequefia variacion polimorfica

gue es necesario confirmar con la resolucion de otro gel.

El carril 6 no presenta ninguna banda, probablemente la cantidad de ADN utilizada
como templete no fue suficiente. Mientras que el producto de la amplificacién del
ITS correspondiente a Lactarius (carril 7,10 y 11) coinciden entre si en la misma
talla.

El control positivo utilizado fue la amplificacion del segmento ITS de Pleurotus

(carril 8), en el cual se puede observar una banda muy ligera alrededor de 500 pb,
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y un control negativo (sin templete de ADN) en el carril 12 donde no existe
templete de ADN para probar si existe presencia de contaminantes en la mezcla

de reaccion.

White, et. al. 1990 ha reportado una talla del ITS que varia de 560 a 850
dependiendo de la especie fungica. Guevara et al., 2004 reporta para el género de
Canharellus un valor de 720 hasta mas de 1600 pb, mencionando que esta
variacion ocurre Inter e intra especificamente, mientras que para las especies de
Rhizopogon se encuentra entre 740 y 850 pb y para las especies de Suillus es de
710 pb

De acuerdo a la longitud del fragmento amplificado, pudimos distinguir 4
polimorfismos, pero sin ninguna otra distincion intra o inter especifica
suplementaria basandose solo en el polimorfismo de la region ITS realizado en

este trabajo.

La temperatura de alineamiento es critica para la buena amplificacion de un
templete de ADN. Si es muy alta esta temperatura, el alineamiento de los
cebadores o primers es pobre y por lo tanto el rendimiento de la amplificacion de
ADN es muy bajo; y si la temperatura es muy baja, el alineamiento puede ser no

especifico, resultando de segmentos de ADN no deseados.

La optimizacion de los parametros para la PCR fueron satisfactorios, incluyendo la
temperatura de alineamiento (52 °C), asi, encontramos una sola banda bien
definida de la talla esperada confirmando la amplificacion correcta del fragmento
ITS.

En la Fig. 41 se observa una de las réplicas de la amplificacion del fragmento ITS
del ADNTr con los primers ITS1-ITS4 en el termociclador TOUCH GENE (Techne

corporation, Cambridge), donde la talla del ITS de Tricholoma comparado con la
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regla molecular (100pb INVITROGEN life technologies) esta entre 600 y 700 pb,
como han encontrado otras especies flungicas (White, et. al. 1990).

pb M, 1 2 3 M,

2072
1500
"*"——'
-
-
600 » b4 m—
100

Fig. 41 Separacién electroforética de PCR utilizando primers ITS1 y ITS4 (1)Tricholoma, (2)
hongo muestra, (3) Control negativo (sin templete), (M1 y 2) Reglas moleculares (100pb
INVITROGEN life technologies)
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7. CONCLUSIONES

Se logro la recoleccion de 10 clases de hongos nativos del estado de Hidalgo,
pertenecientes a siete familias: Russulaceae, Ramariaceae, Agaricaceae,
Tricholomataceae, Boletaceae, Cantharellaceae, Amanitaceae de las cuales se
aislaron 8 cepas puras. Se seleccionaron las taxas de Russula, Tricholoma,
Relacionado a Cantharellus y el hongo no identificado para su caracterizacion
parcial como primera fase para la micorrizacion controlada de las cepas. Estos
simbiontes forman parte del cepario fungico del laboratorio de Biotecnologia del
CICyTA.

Comparando la adaptacion de las cepas en los 3 diferentes medios nutritivos, se
encontré que los medios BAF y PDA son mejores que el medio nutritivo MMN para

el crecimiento y produccion de biomasa.

Tricholoma, Russula, el hongo relacionado a Cantharellus y Lactarius deliciosus
son capaces de degradar la grenetina lo que indica la presencia de enzimas
proteoliticas y por otro lado solo el hongo relacionado Cantharellus tiene actividad

amilolitica.

Los protocolos utilizados para la extraccion de ADN del micelio crecido en un
medio nutritivo resultaron ser satisfactorios, logrando obtener una concentracion
de 1602 ng/uL, sin embargo es necesario realizar modificaciones al protocolo de

extraccion de ADN si se quiere utilizar un cuerpo fructifero herborizado.

La amplificacion de los fragmentos ITS del ADNr, de talla entre 550 a 700 pb fue
satisfactoria utilizando los primers ITS1/ITS4 con una temperatura de alineamiento
de 52 °C. La deteccion de un leve polimorfismo fue evidente con la cepa de

Tricholoma con respecto a las otras cepas aisladas.
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8. RECOMENDACIONES

Siguiendo el proceso biotecnolégico de la produccion de inoculantes a base de
hongos ectomicorrizogenos para uso horticola fruticola y forestal, se debera
continuar con la identificacion taxonémica a nivel molecular, utilizando algun
marcador como el RFLP-PCR. Para detectar un amplio rango de polimorfismo es
necesario la digestion de los productos de PCR con diferentes enzimas de

restriccion.

Igualmente se deberan realizar ensayos de seleccion basandose en su capacidad
de colonizacion y promocién del crecimiento en los hospedantes para realizar una

propagacion inicial in vitro.

Analizar otras actividades enzimaticas que aunados a otros parametros
fisiolégicos, morfolégicos y moleculares nos sirva para la seleccion de un

micobionte para la produccion de in6culo en programas de forestacion.

Utilizando éstos inoculantes en diferentes sistemas de produccién se podra
realizar un control de calidad para finalmente realizar una reforestacion en suelos
marginales con diferentes grados de perturbacion y/o contaminacion, asi como
tener una alternativa rentable a cultivos agricolas y valor afiadido a explotaciones

forestales.
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