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Resumen

La presente investigacion muestra la evaluacion de la actividad enzimatica de
Hericium erinaceus, hongo comestible y medicinal, usando residuos de las

industrias agricola y forestal como sustrato para su aprovechamiento.

Los hongos basidiomicetos son degradadores de lignocelulosa, compuesto
presente en la composicion de los residuos agroforestales. El género Hericium se
distingue por su particular forma similar a una anémona, compacto o ramificado
recubierto de espinas fragiles que crecen de manera descendente, y por presentar

propiedades bioactivas sobre el sistema nervioso.

Cuando a un residuo se le asigna una aplicacion alternativa se habla de una materia
prima, en este caso un sustrato para fermentacion fingica. En esta investigacion se
utilizé aserrin de pino como sustrato base para el crecimiento del hongo,

suplementado con cascara de nuez y salvado de trigo.

Se trabajo inicialmente con dos cepas del género Hericium, se identificaron,
encontrandose 100% y 95% de identidad con la especie Hericium erinaceus.

Posteriormente se trabajoé Unicamente con la primera cepa.

La velocidad de crecimiento in vitro se evalué usando agar papa dextrosa (PDA),
agar dextrosa Sabouraud (SDA) y agar extracto de malta (EMA); el crecimiento en
PDA fue mas rapido (8.26 mm/dia en PDA, 7.56 mm/dia en SDA, 5.72 mm/dia en
EMA, a 25°C); y se utilizé agar combinado con sustratos molidos y tamizados a 0.5
mm por separado para determinar si los residuos eran aptos para la propagacion in
vivo; se encontrd que los sustratos no impidieron el crecimiento del micelio, y

presentaron una velocidad de crecimiento similar a la obtenida en el medio EMA.

El hongo se cultivo en sustrato sdlido para la evaluacion de enzimas. Se utilizaron
mezclas de 100% aserrin de pino (A), 80% aserrin de pino y 20% salvado de trigo
(AS), 80% aserrin de pino y 20% cascara de nuez (AC), y 80% aserrin de pino con
10% salvado de trigo y 10% céascara de nuez (ASC); se analiz6 la produccién de

enzimas celulasas, xilanasas y lacasas, y se observé una mayor produccion de



ellas, de hasta 10 veces mas, en los sustratos suplementados con salvado de trigo
(AS y ASC).

Hericium erinaceus puede ser producido en sustratos como el aserrin de pino, al ser

suplementado con salvado de trigo.

Abstract

The current research shows the evaluation of the enzymatic activity of Hericium
erinaceus, an edible and medicinal fungus, using residues from the agricultural and

forestry industries as a substrate for its use.

Basidiomycete fungi are degraders of lignocellulose, a compound present in the
composition of agroforestry residues. The genus Hericium is distinguished by its
particular anemone-like shape, compact or branched, covered with fragile spines
that grow downward, and by presenting bioactive properties on the nervous system.

When an alternative application is assigned to a residue, it is referred to as a raw
material, in this case a substrate for fungal fermentation. In this research, pine
sawdust was used as a base substrate for the growth of the fungus, supplemented

with pecan nutshell and wheat bran.

We worked with two strains of the genus Hericium, they were identified, finding 100%
and 95% identity with the species Hericium erinaceus. Later, only the first strain was

used.

In vitro growth rate was evaluated using potato dextrose agar (PDA), Sabouraud
dextrose agar (SDA) and malt extract agar (EMA); the growth in PDA was faster
(8.26 mm/day in PDA, 7.56 mm/day in SDA, 5.72 mm/day in EMA, at 25°C); agar
combined with ground substrates and sieved to 0.5 mm separately was used to
determine if the residues are suitable for in vivo propagation; it was found that the
substrates did not inhibit the growth of the mycelium, and presented a growth speed
similar to that obtained in the EMA medium.



The fungus was grown on a solid substrate for the evaluation of enzymes. Mixtures
of 100% pine sawdust (A), 80% pine sawdust and 20% wheat bran (AS), 80% pine
sawdust and 20% walnut shell (AC), and 80% pine sawdust with 10% wheat bran
and 10% pecan nutshell (ASC); The production of cellulase, xylanase and laccase
enzymes was analyzed, and there is a higher production of them, up to 10 times

more, in substrates supplemented with wheat bran (AS and ASC).

Hericium erinaceus can be produced on substrates such as pine sawdust, by being

supplemented with wheat bran.



l. Introduccion

Hongos basidiomicetos

Los hongos basidiomicetos son un grupo de gran importancia, pues gracias a su
versatilidad participan en una gran variedad de procesos en la naturaleza. Existen
especies comestibles que aportan nutrientes a la alimentacion y especies con
relevancia en la medicina por presentar compuestos con actividad contra una amplia
gama de patologias clinicas como cancer de mama, de colon, cervicouterino, de
estbmago, de prostata, de pancreas; transtornos del sistema inmune, diabetes,
transtornos neurolégicos, enfermedades cardiovasculares, infecciones virales y
microbianas (Roupas et al., 2012). En este grupo se encuentran los hongos de
pudriciébn blanca, microorganismos con potencial para ser aplicaciones como
biorremediadores de suelos y aguas contaminadas en las industrias textil y
papelera, gracias a que son capaces de producir enzimas con actividad oxidativa
contra una amplia variedad de sustancias toxicas y recalcitrantes que les permiten

degradar compuestos aromaticos y heterogéneos (Rojas, 2013).

Enzimas fangicas lignoceluloliticas

Los principales polisacéridos que comprenden materiales lignoceluldsicos incluyen
celulosa y hemicelulosa. La hidrolisis enzimatica de estos polisacaridos a azUcares
solubles (y finalmente a mondmeros como glucosa, xilosa y otras hexosas y
pentosas) es catalizada por varias enzimas que actdan en conjunto. Por ejemplo,
las endo-1,4-B-glucanasas y las exo-celobiohidrolasas catalizan la hidrélisis de la
celulosa insoluble a celooligosacaridos (con celobiosa como producto principal),
mientras que las B-glucosidasas convierten los oligosacaridos en glucosa (Figura 1,
Cerda-Mejia, 2016). De forma similar, las xilanasas, junto con otras enzimas como
las a-L-arabinofuranosidasas, las feruloil y acetilxilano esterasas y las p-xilosidasas,

catalizan la hidrélisis de las hemicelulosas (Gusakov et al., 2007).
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Figura 1. Hidrélisis enzimética de la celulosa (CBHI: celobiohidrolasa |, CBHII:

celobiohidrolasa Il, EG: exoglucanasa).
Los hongos de pudricién blanca son potentes agentes productores de enzimas
lignoceluloliticas, por ejemplo, los géneros Auricularia, Lentinus, Polyporus,

Pycnoporus, Schizophyllum y Trametes, entre otros (Montoya et al., 2010).

Hericium

El género Hericium taxondmicamente pertenece a la division Basidiomycote, clase
Hymenomycetes, subclase Homobasidiomycetes, orden Hericiales y familia
Hericiaceae. Todas las especies de Hericium producen basidiomata compuesta por
espinas fragiles parecidas al hielo que crecen de manera descendente suspendidas
de un marco de soporte ramificado o de un cojin de tejido resistente y no ramificado
de hasta 40 cm de diametro, generalmente de color blanco y se torna amarillo o
marrén conforme envejece (Figura 2, Naturalista, 2021). Se consideran hongos
comestibles y de sabor agradable. Se distribuye en China, Europa, Japon y

Norteamérica. Se sabe que las especies de Hericium tienen una gran capacidad




saprotroficay crecen en madera muerta o en proceso de descomposicion de arboles
de arce, haya, nogal, roble, sicomoro y otras especies de hoja ancha; el micelio y el
cuerpo fructifero se desarrollan a temperaturas de entre 20 y 30°C, pero la
temperatura Optima de varias especies de este género es de 25°C (Arora, 1986;
Imtiaj et al., 2008; Stamets, 2000; Xiao y Chapman, 1997).

Figura 2. Hericium erinaceus en medio natural.

Recibe diversos nombres, los mas comunes son “Houtou” (cabeza de mono) en
China, “Yamabushitake” (hongo del monje de la montafa) en Japén, “Lion’s mane”
(melena de ledn), “Hedgehog mushroom” (hongo erizo) (Thongbai et al., 2015), y
“Pechuga de guajolote” en México (Itahi y Aguilar, 2019).

Se ha utilizado en Oriente como una medicina popular comestible para tratar
diversas enfermedades humanas, y por lo tanto ha atraido una atencion
considerable por sus diversas sustancias bioactivas; se ha demostrado que los
compuestos aislados de sus cuerpos fructiferos contienen actividades biologicas
interesantes, como efectos citotoxicos en células cancerosas, estimuladores de la
sintesis de un factor de crecimiento nervioso y actividades nematicidas y
antimicrobianas (Ko et al., 2005). Entre sus propiedades medicinales destaca que

promueve la sintesis de factor de crecimiento nervioso, posee efecto regenerativo




en nervios periféricos después de una lesiébn por aplastamiento, restaura la
disfuncion sensorial después de una lesion en nervios periféricos, protege a las
células nerviosas de la toxicidad por B-amiloide, y mejora el crecimiento de células

nerviosas (He et al., 2017).

Residuos agroforestales

Dentro de la cadena de produccion se general residuos o subproductos que no se
aprovechan como materia prima posteriormente en el mismo proceso productivo
(Rosas-Calleja et al., 2016). El sector agroindustrial genera residuos que pueden
ser definidos, segun Saval (2012), como materiales obtenidos a partir del consumo
directo o industrializacién de productos, que se pueden aprovechar para obtener

otro producto con valor econémico, comercial o social.

La disposicion de estos residuos agroindustriales supone un alto costo, lo que
extiende el problema desde la parte ambienta hasta la econdmica (Milena-Yepes et
al., 2008). Por eso, la creacion de tecnologias que utilicen dichos residuos como
materia prima abre las puertas hacia un manejo de subrpoductos ambiental y
econémicamente adecuado (Gonzéalez-Alvarez, 2013; Saval, 2012).

Los residuos agroindustriales son materiales lignocelulésicos; es  decir, su
composicién esta principalmente constituida de celulosa, hemicelulosa y lignina
(Alonso-Gutiérrez et al.,, 2012; Saval, 2012); gracias a su variada composicion
guimica, presentan un alto potencial de aprovechamiento, y es posible obtener de
ellos, materia prima Optima para utilizarse en diferentes procesos y diversos
productos de interés ambiental, econdmico o social (Vargas-Corredor y Pérez-
Pérez, 2018).

Aserrin de pino

Para el afio 2000, se calculé que México procesaba anualmente poco mas de 8
millones de metros cubicos de madera, de la cual el 70% se destina a aserrio. El
principal producto de desecho es el aserrin con una produccion anual estimada de
2.80 millones de metros cubicos. El aserrin es un subproducto estable y su

acumulacion representa un problema de contaminaciéon ambiental, en particulas en




los suelos donde se deposita (Figura 3, Rain, 2016). Se ha encontrado que una
capa de aserrin de 5 cm de espesor se descompone en 5 a 8 afios. Aunque tiene
ciertas aplicaciones en la produccion de tabique, combustibles, cama para corrales
y produccion de papel de baja calidad, actualmente su uso es limitado (Reyes-
Reyes et al., 2005).

Figura 3. Desecho de aserrin de pino.

Aunque no existen datos concretos sobre la contaminacion de los aserraderos, entre
los impactos ambientales negativos se encuentra el arrastre a las corrientes de agua
de lixiviados téxicos, como el &cido tanico o taninos y material en particulas finas,
ademas de las emisiones de gases con efecto invernadero por la descomposicion
anaerobia y la combustién (Balderrama-Castafieda et al., 2011). Los residuos
forestales del proceso del aserrio se regalan o se venden a precios minimos, o se
tira de forma clandestina para evitar su acumulacion; no se utilizan por
desconocimiento de tecnologias y falta de incentivos para su aprovechamiento
(Guzman-Silva et al., 2007), a pesar de tener multiples aplicaciones como sustrato
en la agricultura o en produccion forestal, complemento alimenticio para ganado,
biocombustible, bioetanol, combustible sélido, pellets, briquetas, usos quimicos,
extractos fungicidas, antibioticos, insecticidas y antioxidantes, y uso como adhesivo
(Fregoso-Maduefio et al., 2007). Su composicibn aproximada es de 15%
hemicelulosa, 56% celulosa y 11% lignina (Mishra y Mohanty, 2018). En la
combustion del aserrin de pino se ha observado que hasta un 80% de la masa se




pierde durante la pirdlisis y la composicién de los gases es de 38% CO, 25.4% Hz,
15% CHa4, 17.8% CO2 y 3.8% de otros compuestos (Chen y Leung, 2003).

Cascara de nuez

La cascara de nuez es el residuo que se genera al pelar el fruto de la nuez pecanera
Carya illinoensis. De acuerdo con el Servicio de Informacién Agroalimentaria y
Pesquera (SIAP), durante el afio 2018 se obtuvo produccion de 2,894 toneladas en
el estado de Hidalgo (SIAP, 2019). La cascara de nuez es escasamente usada para
relleno de caminos y como abrasivo para metales, generalmente se acumula en

terrenos en desuso o a pie de carretera (Figura 4).

Figura 4. Desecho de la cascara de nuez en Atotonilco el Grande, Hidalgo.

La céscara constituye del 45% a 50% del peso total del fruto, cuando queda
expuesta a cielo abierto es un contaminante potencial. (Suarez-Jacobo et al., 2016)
Su composicion es aproximadamente de 30% celulosa, 26% hemicelulosa, 41%

lignina y 3% de otros compuestos (Hernandez-Montoya et al., 2011). Presenta 6.2%




de glucosa, 3.1% de xilosa, 1.2% de galactosa y 5.6% de celulosa, sin presencia de
arabinosa y manosa (Antal et al., 2000). Contiene aproximadamente de 4 a 5 veces
mas compuestos fitoquimicos que el fruto, que junto con su contenido mineral puede
ser usada como posible materia prima en diversas aplicaciones agricolas (Flores-
Cordova y Sdnchez-Chéavez, 2016).

Salvado de trigo

El término salvado se refiere al pericarpio de un grano o cereal (Balandran-Quintana
et al., 2015). El salvado de trigo es una fuente concentrada de fibra insoluble, en la
alimentacion proporciona beneficios para la salud en términos de prevencion de
enfermedades como el cancer de colon y mama, enfermedades cardiovasculares,

obesidad y enfermedades gastrointestinales (Stevenson et al., 2012).

El trigo es un cereal originario del oeste de Asia que se cultiva desde hace mas de
6,000 afios. Actualmente constituye el cultivo mas difundido en el mundo abarcando
una superficie cosechada de 219 millones de ha/afio, seguido por el maiz, el arroz
y la soja. Estos cuatro cultivos cubren el 50% de la superficie cosechada mundial.
Desde el punto de vista productivo, el trigo ocupa el cuarto lugar a nivel mundial
luego de la cafia de azlcar, el maiz y el arroz con cascara. Si se analiza Gnicamente
la produccion que podria utilizarse como alimento humano (descontando la fraccion
no comestible), el trigo ocupa el segundo lugar luego del maiz. Sin embargo, como
la mayor parte del maiz se utiliza como alimento forrajero, actualmente el trigo
constituye el principal alimento humano (Abbate et al., 2017). Se estimo6 que en 2018
México tuvo una produccion estimada de 2.32 millones de toneladas de trigo
cristalino y de 1.60 millones de toneladas de trigo harinero (SAGARPA, 2017).

El grano de trigo se compone de varios tejidos: el germen o embrion, es el érgano
reproductivo y de almacenamiento y representa entre 2% y 3% del peso del grano;
el endospermo, principal fuente de energia durante la germinacion, es la parte
anatomica méas abundante (81% a 84% del peso del grano); el pericapio (salvado)
esta constituido por un conjunto de capas que protegen al grano y comprende entre




14% y 16% del peso de este ultimo (Corke, 2015). Solamente un 10% del salvado
producido se destina a la alimentacion humana, principalmente como fuente de
fibra, y el resto se dirige a la alimentacion animal. Entre los usos no convencionales
propuestos para el salvado de trigo esta su potencial como sustrato para la
produccion de hongos comestibles y como fuente de azucares fermentables para
procesos biotecnolégicos como la produccién de bioetanol, su capacidad para la
remocion de metales pesados y su factibilidad como componente de empaques
biodegradables. Su composicién aproximada es de 6.5% a 9.9% de celulosa, 20.8%
a 33% de hemicelulosa, 2.2% a 9% de lignina 5% a 26.9% de arabinoxilanos
(Chaquilla-Quilca et al., 2018).

[I. Antecedentes

En 2013, a lo largo del mundo el cultivo artificial de hongos comestibles y
medicinales tuvo una produccion total de 34.80 millones de toneladas, equivalente
a 63 mil millones de ddlares, con una produccién aproximada de 22% de shiitake
Lentinula edodes, 19% de setas Pleurotus spp., 18% de Auricularia spp., 15% de
champifién Agaricus bisporus, 11% de Flamulina spp., 5 % de Volvarella spp., y
10% de otras especies. Respecto a Pleurotus spp, la produccién se concentr
principalmente en Asia: China con cerca de 87% del total mundial, Japén, Corea del
Sur, Taiwan, Tailandia, Vietnam e India, con 12%, y sumadas las producciones de
Europa y las Américas solo alcanzaron el 1%. El consumo de hongos comestibles
alcanz6 4.78 kg por persona al afio (13.7 g diarios) en promedio (Royse y Sanchez,
2017).

México posee una larga trayectoria en el cultivo de los hongos comestibles, con
datos que se remontan a la década de 1930 con la implementacion del cultivo del
champifién Agaricus bisporus. En los afos 70’s se inici6 el cultivo de las setas
Pleurotus ostreatus, y hacia el afio 1984 se empez6 a cultivar el hongo shiitake

Lentinula edodes (Gaitan-Hernandez, 2019).




En el afio 2000 se estimo6 una produccién hongos frescos de casi 30,000 toneladas
a nivel nacional. La importancia ecologica de dicha producciéon radica en el
aprovechamiento de mas de 280,000 toneladas de subproductos agricolas anuales,
tales como pajas de trigo, cebada y sorgo; pulpa de café; bagazo de algodén, de
cafia de azUcar y agave tequilero; rastrojos de maiz, haba vy frijol; fibra de coco;
hojas, hojarasca y cascaras de diversas plantas. En ese afio se obtuvo una
produccion aproximada de 55 mil toneladas, aproximadamente 85% de champifion,

10% de setas y menos del 1% de shiitake (Martinez-Carrera et al., 2000).

En los Ultimos afios la produccion de hongos comestibles en México ha tenido un
crecimiento significativo. De 1991 a 2011 la produccién pas6 de 9 mil a 62 mil
toneladas de hongos frescos por afio. México se posicioné como el mayor productor
de hongos comestibles de Latinoamérica, al generar el 80% de la produccion para
la region, seguido por Brasil y Colombia. Entre las principales entidades productoras
se encuentran Coahuila, Chiapas, Guanajuato, Guerrero, Hidalgo, Jalisco, Estado
de México, Michoacan, Morelos, Puebla, Oaxaca, Querétaro, Tlaxcala y Veracruz.
La actividad tiene una importancia ecologica por la utilizacion y reciclaje de mas de
500 mil toneladas anuales de subproductos agricolas, agroindustriales y forestales
(FORDECYT, 2016).

El cultivo y produccion de hongos destaca la relevancia de los residuos generados
de los sectores agricola, agroindustrial y forestal como parte de un proceso
biotecnoldgico. Estos compuestos son empleados como materia prima para
procesos de fermentacion soélida utilizando organismos basidiomicetos superiores.
Varios hongos de esta divisién son aprovechables para la produccién de alimento,
piensos, enzimas, compuestos medicinales, y se usan en procesos de

biorremediacion (Philippoussis, 2009).

En muchos paises, diversos subproductos agroindustriales generalmente se
eliminan como desechos, los cuales pueden generar problemas ambientales,

econdmicos y sanitarios. La bioconversion de estos residuos con hongos colabora




en la disminucién del impacto ambiental, representa una fuente econémica y da

lugar a nuevos empleos (Israilide y Philippoussis, 2003).

La biomasa vegetal presenta grandes cantidades de carbohidratos que
proporcionan una fuente abundante de energia en forma de azlcares que pueden
ser utilizados para numerosos procesos industriales y agricolas. Sin embargo, el
enorme potencial energético de estos carbohidratos estd desaprovechado
actualmente porque los azucares estan encerrados en polimeros complejos y, por
lo tanto, no son facilmente accesibles para la fermentacién. Estos polimeros
complejos a menudo se denominan colectivamente lignocelulosa. Los azUcares
generados por la degradacion de la biomasa vegetal representan potencialmente
materias primas abundantes y econdmicamente competitivas para la fermentacion
en productos quimicos, plasticos y combustibles, incluido el etanol como sustituto
del petréleo. Los hongos filamentosos son una fuente de celulasas y hemicelulasas,
asi como de otras enzimas Utiles en la hidrélisis enzimatica de los principales

polisacéaridos (Gusakov et al., 2007).

El principal componente de los residuos agroindustriales es la lignocelulosa, la cual
estd constituida por tres fracciones principales: celulosa (40-60%) que esta
protegida por hemicelulosa (20-40%) y por lignina (10-25%). La celulosa es un
polimero lineal del dimero glucosa-glucosa con enlaces f-1,4 (celobiosa), su
hidrélisis genera unidades de D-glucosa. La celulosa tiene una estructura muy
cristalina, rigida y dificil de romper. La hemicelulosa es un heteropolisacarido que
contiene 15% de hexosas (D-glucosa, D-manosa y D-galactosa) y 85% de pentosas
(D-xilosa 75% y L-arabinosa 10%). La lignina es un heteropolimero amorfo
ramificado de naturaleza fendlica con grupos metoxi y fenilpropanicos formado por
alcoholes aromaticos como cumarilico, coniferilico y sinapilico (BNDES y CGEE,
2008; Cuervo et al., 2009; Saval, 2012).

Especies de este grupo como los géneros como Auricularia delicata, Coriolus
versicolor, Fomes, Ganoderma applanatum, Ganoderma lucidum, Grifola frondosa,

Lentinula edodes, Pleurotus ostreatus, Pycnoporus sanguineus, Schizophyllum
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commune, y Trametes trogii en la actualidad son reconocidas por su gran capacidad
de degradacion de celulosa y lignina. Asimismo, estos hongos han sido utilizados
en procesos con fines de biodescomposicion de diferentes polimeros: aromaticos,
carbohidratos, colorantes sintéticos, hidrocarburos (Arora et al., 2002; Litthauer et
al., 2007; Elisashvili et al., 2010; Méndez-Hernandez et al., 2019).

La céascara de nuez ha sido utilizada como sustrato para la fructificacion de
Ganoderma lucidum, en combinacién con otros residuos de la industria de la nuez
pecanera, como el pericarpio de la nuez y astillas de ramas de poda (Ozcariz-
Fermoselle et al. 2018).

Recientemente, en el Instituto de Ciencias Agropecuarias (ICAp) se ha mostrado la
posibilidad de utilizar residuos agroindustriales locales para la produccion de micelio
en placa. En dicho proyecto se utilizaron 10 cepas del género Pleurotus, de manera
in vitro en medio de cultivo combinado con residuos de acicula de pino, bagazo de
agave, cascara de nuez, hoja de tamal y pulpa de café, obteniendo un aumento en
la velocidad de crecimiento de tres y hasta 10 veces en los tratamientos combinados

comparados con el testigo (Ozcariz-Fermoselle et al., 2019).

Existen reportes de la presencia de Hericium de manera silvestre en diferentes
partes de la Republica Mexicana, principalmente en zonas montafiosas
correspondientes a la Sierra Madre Oriental y la Sierra Madre Occidental, con mas

avistamientos entre los meses de julio a enero (NaturaLista, 2019).

La produccién de hongos del género Hericium en subproductos agricolas se ha
evaluado anteriormente midiendo el crecimiento del micelio y la producciéon de

basidiomasa.

Chang y Roh (1999) informaron el uso de diferentes especies de madera para
probar su potencial para la produccion de H. erinaceus. Concluyen que el encino y

el pino son adecuados para el crecimiento micelial y la densidad de H. erinaceus.

Las especies analizadas por Ko et al., (2005) mostraron una temperatura optima

para el crecimiento micelial de 25-30°C. Las pruebas de crecimiento micelial en
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medios de aserrin de encino sugieren que subproductos agricolas probados como
salvado de arroz, salvado de cebada, polvo de soja, cascara de huevo, col chinay

salvado de trigo son suplementos adecuados para el cultivo de Hericium.

Hassan (2007) reporta que obtuvo hasta 50% de eficiencia biologica en aserrin de
madera dura con 65% de humedad en un periodo de incubacion de 37 a 46 dias,

por encima de tratamientos de aserrin suplementados con paja de arroz y trigo.

Imtiaj et al. (2008) estudiaron el crecimiento micelial de cepas de Hericium
colectadas de diferentes habitat. Concluyeron que la temperatura mas adecuada es
de 25°C, el requerimiento de pH fue de 6, y presentd buen desarrollo en el medio

de aserrin de encino suplementado con 10 a 20% de paja de arroz.

Hu et al., (2008) cultivaron H. erinaceus y H. laciniatum; utilizaron desechos de
cascara de arroz, paja de arroz, bagazo de cafia de azUcar y sedimentos de soja
para reemplazar parcialmente el aserrin. Concluyeron que ambas especies
presentaron eficiencia biolégica superior, de 80.4% y 77.5%, usando una relacion
1:1 de cafia de azlcar y aserrin en peso seco, a 23°C, con 30 mg de micelio seco,
aireacion no forzada y 90% de humedad relativa. Ambas especies de Hericium
mostraron mayor capacidad lignocelulolitica en los sustratos con bagazo de cafa

de azlcar (1:3y 1:1).

La actividad enzimatica de los hongos depende en gran medida de la composicion
del sustrato. Hericium erinaceus tiene una produccion de celulasas, B-glucosidasas
y lacasas superior a Flammulina velutipes, pero inferior a Pleurotus ostreatus y
Lentinula edodes; xilanasas similar a los otros hongos (dependiendo de las
condiciones de cultivo); y a-amilasa, inferior a las otras tres especies (Ko et al.,
2005); asimismo, la actividad enzimatica es mayor en medios con pH ligeramente
acido (Schimpf y Schulz, 2016). Estas caracteristicas hacen de este género una
herramienta para la degradacién de la lignocelulosa con diversas aplicaciones,
como mejorar la digestibilidad de la paja; Jalc et al. (1997) usaron paja de trigo
incubada durante 30 dias a 28°C y observaron que H. clathroides mejord la

digestibilidad de materia seca in vitro de 41.4% a 56.3%, resultados comparables
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con los obtenidos con Daedalea quercina (59.2%), Phelinus laevigatus (50.2%),
Inonotus andersonii (51.4%), Inonotus obliquus (52%) e Inonotus dryophilus
(55.9%).

[1l. Justificacion

Debido al crecimiento de la agroindustria, los materiales organicos de desecho son
una fuente considerable de contaminacién ambiental, pues la cantidad que se
generan excede la capacidad de degradacion natural, convirtiéndose en una
amenaza para el equilibrio del ecosistema ya que se acumulan en terrenos o son
guemados y de esta manera, se genera también, contaminacion ambiental. Los
materiales lignoceluldsicos juegan un papel muy importante debido a la enorme
disponibilidad y a las diferentes fuentes agroindustriales que lo generan. Debido a
ello es necesario encontrar tecnologias novedosas utilizando recursos renovables
(Alvarez—Castillo et al., 2012). Bajo el enfoque de economia circular un residuo
pierde su condicion y se convierte en materia prima en la transformacion para formar
parte de nuevos productos (Lett, 2014). La existencia y disponibilidad de materiales
lignoceluldsicos que no tienen una siguiente aplicacion, ofrece la oportunidad de su
aprovechamiento con fines productivos, al mismo tiempo que se colabora con

disminuir el impacto que se genera al medio ambiente.

Las posibles aplicaciones de los materiales lignocelulésicos a través de
microorganismos que producen complejos enziméticos aln continta en desarrollo,
con la finalidad de satisfacer las necesidades humanas usando los recursos de
forma sustentable. El costo de las enzimas que degradan la lignocelulosa es uno de
los factores rotundos en la viabilidad de un proceso biocatalitico. Sin embargo, la
produccion de enzimas en condiciones 6ptimas para su produccion puede significar
una mejora en el proceso. Debido a esto, es importante describir las capacidades
hidroliticas de los organismos que degradan estos materiales, para asi, lograr

avances en los procesos industriales (Tovar-Herrera, 2013).
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México es actualmente el décimo tercer productor de hongos comestibles a nivel
mundial, lo que genera una entrada de 200 millones de délares anuales y 25 mil
empleos. El incremento de la produccion que ha tenido el pais ha sido gracias a una
mayor aceptacion y valoracion de los hongos comestibles que son una fuente de
proteinas, vitaminas, minerales fibra dietética y que se ha demostrado que estimulan

y refuerzan el sistema inmunolégico (FORDECYT, 2016).

Por otra parte, la mayoria de las investigaciones en torno al género Hericium se
enfocan en sus propiedades medicinales y diversos compuestos con potencial
terapéutico. Su comercializacion como suplemento (deshidratado, en capsulas y en
extracto) ha tomado mas fuerza en la ultima década, por lo que es necesario
desarrollar mas investigacion respecto a su cultivo haciendo uso de los materiales

disponibles.

IV. Objetivos

Objetivo general
Evaluar la actividad enzimatica del hongo Hericium sp. cultivado en residuos

agroforestales.

Objetivos especificos
» ldentificar molecularmente las especies de Hericium spp. obtenidas del
cepario de la Universidad Autonoma del Estado de Hidalgo (UAEH) y de la
Universidad Auténoma Chapingo (UACHh).

 Determinar la velocidad de crecimiento de Hericium in vitro en medios de

cultivo de laboratorio y agar combinado con residuos agroforestales.

« Evaluar la produccion de enzimas lignoceluloliticas (celulasas, xilanasas y
lacasas) en cultivo en medio sélido usando diferentes combinaciones de

residuos agroforestales como sustrato.
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V. Hipotesis
El uso de aserrin de pino y cascara de nuez pecanera como sustrato
complementado con salvado de trigo permitira al hongo Hericium erinaceus la
produccion de enzimas degradadoras de la lignocelulosa para aprovechar estos

residuos agroforestales.

VI. Material y métodos

1. Propagacion y conservacion de microorganismo
Se obtuvieron dos cepas de Hericium, una de fuente comercial perteneciente al
cepario del Instituto de Ciencias Basicas e Ingenieria de la Universidad Autbnoma
del Estado de Hidalgo y la segunda proveniente de la coleccion de la Universidad

Auténoma Chapingo. Ambas cepas identificadas a nivel de género.

Las cepas del hongo Hericium se mantuvieron en PDA a 4°C (Ko et al., 2005).Se
preparo indculo fungico a partir de micelio cultivado en PDA en placas de Petri de
90 mm durante 14 dias a 24°C en la oscuridad. Se tomaron discos de agar de 4 mm
de didmetro de la periferia de la colonia en crecimiento de Hericium y se usaron

para inocular medios en placa.

2. ldentificacion molecular

2.1 Extraccion de DNA

La identificacion de las dos cepas de Hericium se realizé mediante el “Método de
extraccion de DNA a partir de tejido vegetal” usando el kit de purificacion de DNA

Wizard® de Promega, con algunas modificaciones.

Se prepar6 gel de agarosa al 1%. Se obtuvo el micelio de la placa Petri y se colocé
en un mortero. Se colocaron 600 pL de Nuclei Lysis Solution en tubos Eppendorf de
1.5 mL. Se agrego nitrégeno liquido en el mortero esperando que se disipara. Se
repitié este paso tres veces, y en la siguiente ocasion se molié el material usando el
pistilo, evitando que el mortero se quedara sin nitrdgeno. El micelio molido se agreg6

al tubo Eppendorf después de que se disipara el nitrégeno. Se incubaron durante
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15 min a 65°C. Se adicionaron 200 pL de Protein Precipitation Solution, se agitaron
durante 20 s y se colocaron en un vaso de precipitado con hielo durante 2 min.

Posteriormente se centrifugd a 13 000 rpm durante 3 min.

Se colocaron 600 pL de isopropanol en tubos Eppendorf nuevos. Se recuperé el
sobrenadante de los tubos originales y se colocaron los tubos en hielo durante 2
min. Se centrifugaron a 13 000 rpm durante 1 min. Se desecho el sobrenadante. Se
agregaron 600 puL de etanol al 70% preparado con agua inyectable por el borde del
tubo, no directamente hacia el fondo. Se invirti6 suavemente numerosas veces
hasta que se observaron fragmentos en suspension. Se colocaron los tubos en hielo
durante 2 min. Se centrifugd a 13 000 rpm durante 1 min y se desecho el
sobrenadante y se esper6 a que el residuo de etanol se evaporara. Se afadieron
70 pL de agua a los tubos y se agitdé hasta disolver. Se pasoé el liquido de las

muestras a un solo tubo y se colocé en refrigeracion.

Se coloco6 el gel de agarosa en la cAmara de electroforesis, y se llend de Buffer TAE
(Tris-acetato-EDTA) 1.02x hasta cubrir por completo el gel. Se colocaron 1 pL de
Buffer de carga naranjay 5 uL de muestra de DNA a 80 V durante 3 min, y a 100 V

durante 30 min.

Transcurrido este tiempo se extrajo el gel de la cAmara y se colocé en la bandeja
del fotodocumentador (ENDURO GDS Labnet ®). Se ajusté la exposicion de luz UV
para apreciar los carriles formados de las muestras de DNA. Las muestras se

almacenaron de 2 a 8°C.

2.2  Amplificacion de las regiones ITS y del gen 5.8S rDNA
La amplificacion de las regiones ITS-1, ITS-2 y del gen 5.8S rADN se realiz6
mediante la reaccion en cadena de la polimerasa (PCR) utilizando los iniciadores
ITS4 (5TCCTCCGCTTATTGATATGC-3) e ITS5 (5-
GGAAGTAAAAGTCGTAACAAGG-3’) (White et al., 1990).

En un tubo Eppendorf de 200 puL se colocaron 155 pyL de H20, 8 uL de cebador
ITS4, 8 uL de cebador ITS5, 4 uL dNTP, 20 puL PCR buffer, 4 yuL de la muestra de

ADNYy 1 pL de la Taq DNA polimerasa. Se agité suavemente y se separ6 en 4 tubos
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con un volumen de 50 pL cada uno. Se programd el termociclador como se observa
en la Tabla 1, los pasos 1 y 2 a 95°C consisten en la desnaturalizacion de las
cadenas de DNA, el paso 3 a 55°C se reduce la temperatura, en el paso 4 a 47°C
ocurre la hibridacion, el paso 5 a 72°C se lleva a cabo la elongacion de las cadenas
nuevas. Este proceso se repite 34 veces a partir del paso 2; posteriormente continGia
durante 5 minutos a 72°C para terminar la reaccién, y disminuye la temperatura a
12 °C para su posterior refrigeracion hasta el momento de realizar la identificacion

de la secuencia (Hernandez-Leon et al., 2018).

Tabla 1. Programa de termociclador para la PCR

1 2 3 4 5 6 7 8
T 95°C 95°C 55°C 57°C 72°C Iniciaelciclo 72°C 12°C
t 7min 30s 30s 30s 45s nuevamente 5 Por tiempo
enelpaso2 \in  indefinido
x34

Los productos de la amplificacion se revelaron en un gel de agarosa al 1.5% y una
mezcla de buffer de carga compuesta de 6 pL de buffer naranja y 3 pL de buffer
azul. Los marcadores (1 kb DNA Ladder, LR 100 bp) se prepararon con 2.5 pL del
marcador, 2 uL buffer TAE 1.12x, 1.5 pyL buffer de carga. Para las muestras se

usaron 8 UL de DNA y 2 uL buffer de carga.

Se coloco en la cdmara de electroforesis a 70 V durante 50 min. Transcurrido ese
tiempo se observo en el fotodocumentador. Las muestras se almacenaron de 2 a
8°C.

2.3 Secuenciacion de DNA y comparacion en base de datos
El amplicdn obtenido se envi6 al Laboratorio de Secuenciacibn Gendmica de la
Biodiversidad y de la Salud de la Universidad Nacional Autbnoma de México
(UNAM) para ser secuenciado. La secuencia consenso fue comparada con las
almacenadas en el algoritmo Nucleotide BLAST (NCBI, 2020). Se considero elegir

la secuencia que tuviera el 100% de similitud y un valor de E igual a 0.
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3. Obtencién y conservacién de residuos agroforestales
Para determinar los residuos agroforestales con fines de aprovechamiento que
serian utilizados para el cultivo de Hericium se consideraron los siguientes criterios

de seleccion de residuos (Saval, 2012):

e Que el principal componente del residuo pudiera ser utilizado como sustrato
para la produccién fermentativa de insumos de procesos industriales.

e Que el residuo estuviera disponible localmente y en las cantidades
necesarias para asegurar la fabricacién de un producto de interés.

e Que no tuviera otras aplicaciones o usos que compitan con el proceso que
se pretende promover.

e Que no requiriera pretratamiento, y en caso de requerirlo, que éste sea
sencillo y econémico.

e Que la disponibilidad del residuo permitiera planificar el proceso para el cual
se va a utilizar.

e Que fuera estable, es decir, que no se descomponga facilmente bajo las
condiciones ambientales del sitio donde se genera.

Las alternativas disponibles fueron aserrin de diversos tipos de maderas,
predominantemente de pino, que se manejan en la region; y la cascara de nuez,
proveniente de la industria de la nuez pecanera, ampliamente cultivada en el estado

de Hidalgo; y salvado de trigo de amplia disponibilidad.

Debido a que los residuos mencionados son materiales secos y estables, se
conservaron a temperatura ambiente, sin exposicién a luz solar y alejados de

fuentes de humedad.

4. Velocidad de crecimiento

4.1 En medio de cultivo
El hongo fue inoculado en placas Petri con diferentes medios de cultivo. Se us6 un
disefio experimental completamente al azar con arreglo factorial 3x2, se
establecieron como factores tres medios de cultivo (PDA, SDA y EMA, preparados

siguiendo las instrucciones del producto) y dos temperaturas de incubacion (25 y
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28°C). Se emplearon cinco repeticiones por tratamiento con un total de 30
observaciones. Para la medicién se trazaron tres rectas (A, B, C) tomando como
interseccion el centro del indculo a 60° y se marco sobre cada recta el crecimiento
por dia. La velocidad de crecimiento se calculé mediante el diametro recorrido por
el micelio sobre la media de dias de invasion (Imtigj et al., 2009). Se consideraron
los datos de crecimiento hasta el dia 14, y se llevo a cabo el analisis de la tendencia

del crecimiento con base en la pendiente.

4.2 En medio combinados con residuos agroforestales
Para determinar la velocidad de crecimiento en medio combinado con los residuos
agroforestales se molieron los residuos de aserrin de pino, ciscara de nuez y
salvado de trigo, y se tamizaron por separado a 0.5 mm (35 mesh). Se usaron 15 g
de agar con 25 g de residuo molido (Ozcariz-Fermoselle et al., 2019); se prepararon
3 tratamientos combinados: agar con aserrin de pino (AP), agar con cascara de
nuez (CN) y agar con salvado de trigo (ST). Se seleccioné como testigo el medio de
cultivo y la temperatura en donde se obtuvo la velocidad de crecimiento mayor en
la prueba anterior, que fue el PDA a 25°C, y un tratamiento Unicamente con agar
como testigo negativo. Se inoculd con una porcion miceliar de la cepa y se
emplearon cinco repeticiones. Se establecié un disefio experimental completamente
al azar. Se consideraron los datos de crecimiento hasta el dia 21, y se llevé a cabo

el andlisis de la tendencia del crecimiento con base en la pendiente.

Esta fase del experimento se llevé a cabo como prueba preliminar para descartar

cualquier posible sustrato que inhibiera el crecimiento del hongo.

5. Produccién de enzimas lignocelulolitcas

5.1 Cultivo en medio solido
El hongo se cultivo en frascos de 250 mL usando 15 g de sustrato (A: 100% aserrin
de pino; AC: 80% aserrin de pino, 20% céascara de nuez; AS: 80% aserrin de pino,
20% salvado de trigo; ACS: 80% aserrin de pino, 10% cascara de nuez, 10%
salvado de trigo) con 75% de humedad. Se esterilizé durante 30 min a 121°C y 15

Ib/pulg?, y se inoculd con porciones miceliares procedentes de placa equivalentes a
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3.2 cm?. Los frascos se colocaron en una camara de incubacion a 24+1°C, de
manera aleatoria. Se establecié un disefio completamente al azar, con cinco
evaluaciones que se realizaron cada siete dias. Para cada evaluacion enzimatica

se tomaron tres frascos de cada tratamiento.

5.2 Obtencioén del extracto crudo enziméatico
Para obtener el extracto crudo enzimatico (ECE) se afiadié un volumen de 100 mL
de agua destilada, se coloco el frasco en agitacion magnética y bafio de hielo
durante 30 min. Se filtr6 y se centrifugd a 4000 rpm durante 20 min, y se recuperé
el sobrenadante (Ordaz et al., 2012).

5.3 Evaluacién de celulasas
Para evaluar la actividad enzimatica de celulasas se utilizo el método de Miller et al.
(1960), que cuantifica la accion de las enzimas midiendo los azucares reductores
liberados por la hidrélisis de la carboximetilcelulosa (CMC) por medio de la
cuantificacion indirecta de azlcares reductores, como la glucosa, que reaccionan
con el reactivo 3,5-dinitrosalicilico (DNS) reduciéndolo al acido 3-amino-5-
nitrosalicilico de color rojo oscuro, cuya presencia puede detectarse al medir la

absorbancia a una longitud de onda de 640 nm (Chaplin, 1986).

Se utilizd como sustrato una solucion de carboximetilcelulosa (Sigma-Aldrich ®) al
1%, disuelta en amortiguador de citrato de sodio (50 mM, pH 5.0). Se realizé la curva
estdndar con una solucion de glucosa 10 mM (0.18 g/100 mL) disuelta en

amortiguador de citrato de sodio (50 mM y pH 5.0).

En tubos de ensayo por triplicado se llevé a cabo la reaccion para la determinacion
de celulasas. El volumen de la mezcla de reaccion fue de 1 mL (0.9 mL de CMC y
0.1 mL del ECE). La reaccion se realizé a 50°C durante 20 min, posteriormente se
interrumpio al agregar 1.5 mL del reactivo DNS. Se usaron blancos de muestra, los
cuales llevan el mismo procedimiento, pero el ECE se agreg6 después del reactivo
DNS. El volumen total de reaccion se agité manualmente, los tubos se colocaron en
agua en ebullicion por 20 min y posteriormente en agua fria hasta alcanzar la

temperatura ambiente. Se prepard un blanco, para calibrar el espectro, mezclando
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0.9 mL de CMC, 0.1 mL de amortiguador de citratos (50 mM, pH 5) y 1.5 mL de
reactivo DNS. Las lecturas se realizaron en celdas de plastico en un
espectrofotometro (UNICAM HEAIOS ®) a 640 nm. Una unidad internacional (Ul) de
enzima se define como la cantidad de enzima que libera 1 umol de azucar reductor

(glucosa) por min a 50°C.

5.4 Evaluacion de xilanasas

La actividad de las xilanasas se cuantificd por el método del DNS (Miller et al., 1960)
con modificaciones de Loera y Coérdova (2003). Se utilizO6 como sustrato una
solucién de xilano de abedul (Sigma-Aldrich) al 0.5% el cual fue disuelto en
amortiguador de citrato de sodio (50 mM, pH 5.3). Se realiz6 una curva estandar
con solucién de xilosa a una concentracion final de 10 mM (0.15 g/100 mL) disuelta
en buffer de citratos (50 mM, pH 5.3). La reaccién se realizé en tubos de ensayo por
triplicado. El volumen de la mezcla de reaccion fue de 1 mL (0.9 mL de xilano de
abedul y 0.1 mL del ECE). Se incubd a 50°C por 20 min, posteriormente se adicioné
1.5 mL del reactivo DNS. Al blanco de muestra se le agreg6 después del DNS, la
muestra del ECE. Las muestras se colocaron en agua en ebullicion durante 5 min
para desarrollar color, posteriormente se colocaron en agua fria. Finalmente se
midio la absorbancia a una longitud de onda de 640 nm. Una Unidad Internacional
(UI) se define como la cantidad de enzima necesaria para producir 1 umol de azucar
reductor (D-xilosa) por min a 50°C (Qinnghe et al., 2004).

5.5 Evaluacion de lacasas
La actividad de estas enzimas se evalu6 midiendo la oxidacion del acido 2,2-
azinobis3-etilbencentiazolinasulfénico (ABTS). El reactivo ABTS se prepar6 a una
concentracion de 0.5 uM disuelto en amortiguador de citratos (50 mM, pH 5.0). Esta
solucién se colocé en un frasco color &mbar y se cubrié con papel aluminio, hasta
por 10 dias. Los tubos de reaccion se prepararon con 500 L de ECE y se incubaron
a 40°C durante 1 min. Al momento de la lectura se adicionaron 500 uL del reactivo
ABTS en cada muestra para dar un volumen total de 1 mL en una dilucion 1:1. Los
tubos se agitaron con un vértex y la absorbancia se midié a 420 nm durante 90 s,

registrando la absorbancia en intervalos de 10 s. Una Unidad Internacional (Ul) se
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defini6 como la cantidad de enzima que produce 1 pumol de sustrato oxidado por

minuto bajo las condiciones de reaccion.

6. Analisis estadistico de los resultados

Para realizar el analisis estadistico de los resultados se recurrio al paquete
estadistico XLSTAT 2021.1 con un analisis de varianza (ANOVA) y prueba de
comparacion multiple de Tukey con un a del 5%.

VII. Resultados y discusion

1. Identificacidon molecular

Se confirmd que ambas cepas pertenecen a la especie Hericium erinaceus, pues

cuentan con porcentaje de identidad mayor al 95% (Tabla 2).

Tabla 2. Resultados de la identificacion de ambas cepas

H1 H2
H. erinaceus H. erinaceus
ITS4 ITS5 ITS4 ITSS
Puntaje 760 869 316 366
Valor E 0.0 0.0 2x10°82 2x10°%7
% identidad 100% 100% 95.02% 99.50%

Entre menor es el valor E y el puntaje es mayor, hay mas probabilidades de que la
secuencia corresponda a la especie. Cabe mencionar que en esta base de datos un
valor E de 0.0 es menor a 1x1017° (NCBI, 2020).

Se decidio trabajar con la H1 por dos razones, su porcentaje de identidad es mas

alto y porque ya se encuentra como parte de la coleccion de hongos de la UAEH.
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2. Velocidad de crecimiento

2.1 En medio de cultivo
Como se puede observar en la Tabla 3, los resultados de la velocidad de
crecimiento en medio de cultivo, expresado en mm/dia, indica que el mejor medio
para Hericium erinaceus es el PDA, seguido del SDA 'y por ultimo EMA. Esto
coincide con datos en la literatura que indican que el mejor medio de cultivo para
Hericium es el PDA (Imtigj et al., 2009; Ko et al., 2005). Analizando los factores
por separado la diferencia fue dada por los medios de cultivo, no hubo diferencia
entre las temperaturas, lo que indica que esta especie puede desarrollarse en

dicho rango de temperatura (Imtigj et al., 2008).

Tabla 3. Crecimiento radial del micelio en medio de cultivo

Medio de Cultivo Temperatura Crecimiento (mm/dia)
PDA 25°C 8.26 £0.15a
28°C 8.43+0.15a
SDA 25°C 7.56+0.51b
28°C 741+£0.28b
MEA 25°C 5.72+0.15c
28°C 568 0.16¢c

2.2 En medio combinado con residuos agroforestales
En la Tabla 4 se observa que la velocidad de crecimiento en el medio de agar fue
aproximadamente 10 veces mas lento que en los tratamientos suplementados con
residuos, por lo que se decidié no incluirlo en el andlisis de datos. La velocidad de
crecimiento fue casi la misma en los medios de agar con residuos (5.49 mm/dia en
ST, 5.28 mm/dia en AP y 5.45 mm/dia en CN), sin mostrar diferencias significativas

entre ellos, pero por debajo del valor obtenido en el medio PDA.
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Tabla 4. Crecimiento radial del micelio en medio combinado con sustrato

Medio de cultivo Crecimiento (mm/dia)
PDA 8.50+0.39 a
ST 549+0.30b
AP 5.28+0.44Db
CN 545+£0.24Db
Agar 0.58

De forma visual se observd una diferencia en la densidad del micelio, la cual fue
mayor en el PDA, seguida del tratamiento C, y seguido por los tratamientos Sy A,

datos similares a los obtenidos por Ko et al. (2005).

Los datos son similares a los obtenidos en el medio EMA (5.72 mm/dia). Estos
resultados indican que se descarta la posibilidad de que alguno de estos materiales
pueda impedir el crecimiento de H. erinaceus, situacion que ocurre con otros hongos
como por ejemplo el género Pleurotus cuando se utiliza algun sustrato que contiene

corteza de pino, debido al alto contenido de resinas (Naranjo et al., 1998).

Desde un punto de vista productivo, los medios comerciales son mas efectivos para
el crecimiento micelial, sin embargo, estos residuos molidos en conjunto con un

agente gelificante como el agar pueden ser una alternativa.

3. Produccién de enzimas lignoceluloliticas

3.1 Produccion de enzimas
Durante la produccién de enzimas en medio solido se observo actividad enzimatica
desde la primera determinacion, como se muestra en la Figura 5, de izquierda a
derecha: el primer tubo (B) contiene el blanco para calibracion, los siguientes cuatro
tubos son la reaccion de xilanasas en A (1), AS (2), ACS (3), AC (4), y los ultimos
cuatro tubos son la reaccion de celulasas en A (5), AS (6), ACS (7), AC (8).
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Figura 5. Tubos de reaccion al dia 7 después de la siembra: B) blanco de calibracién; 1 a 4,
produccion de xilanasas en: 1) A, 2) AS, 3) ASC, 4) AS; 5 a 8, produccion de celulasas: 5) A,
6) AS, 7) ASC, 8) AS
El reactivo DNS tiene una coloracion amarilla, al reaccionar con la muestra adquiere
una coloracién que va de anaranjado a rojo. La intensidad de la coloracién rojiza en
los tubos de reaccidn, en comparacion con el blanco para calibracion indica que hay
mayor cantidad de azucares reductores, esto infiere que hubo mas actividad
enzimatica, ya que las enzimas degradan los complejos de carboximetilcelulosa y
xilano de abedul en azucares mas simples, y la reacciéon con el reactivo DNS le
provee de la tonalidad cuyo cambio es detectable en el espectofotometro (Moreno-

Ruiz, 2013).

Los tubos de reaccion que presentaron la mayor diferencia en dicha coloracion
fueron los correspondientes al tratamiento AS, tanto en la evaluacion de xilanasas
como la de celulasas. Esto puede indicar que la adicidén del salvado de trigo a la
base de aserrin de pino provee de los nutrientes necesarios para que Hericium
erinaceus active la maquinaria enzimatica para aprovechar el sustrato como
alimento mas pronto que en los demés tratamientos. Estos datos coinciden con
autores que confirman que el salvado de trigo es un suplemento idéneo que puede
ser usado en el cultivo de Hericium spp. (Atila et al., 2018; Ko et al., 2005; Wolters
et al., 2016; Xie et al., 2010).




Se llevé a cabo un andlisis de componentes principales (PCA) en el paquete
estadistico XLSTAT, el cual es un analisis exploratorio que evalla la tendencia de
los resultados sobre las variables activas; en la Figura 6 se puede observar que este
andlisis indica que los tratamientos donde hubo una mayor produccién de enzimas
manteniéndose equilibrio entre las tres variables activas, que son las enzimas,
fueron los tratamientos AS y ACS (dentro del évalo). Estos resultados son similares
a los obtenidos por Zhiheng y Shuyun en 1997, que comprobaron que el salvado de
trigo es una excelente fuente de carbono y nitrégeno para Hericium erinaceus, y en
1998, que comprobaron que, para obtener un mejor rendimiento, el contenido
adecuado de aserrin y salvado de trigo en el sustrato era aproximadamente 77% a
88% y 11% a 23% respectivamente.

Biplot (ejes F1y F2: 95.44 %)
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Figura 6. Analisis de componentes principales de la produccién de enzimas
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De igual modo, empleando el mismo programa, los resultados analizados con la
prueba de comparacion multiple de Tukey mostraron que la produccién de enzimas
lignoceluloliticas de Hericium erinaceus presentd diferencias estadisticamente
significativas entre los tratamientos. Como se observa en la Figura 7, se muestra la
estimacion media de la produccién de enzimas en cada sustrato ilustrada en
columnas, en la parte superior de cada columna se identifica una letra, las letras
diferentes expresan diferencias estadisticamente significativas. Para las tres
enzimas, los tratamientos AS y ACS no presentaron diferencias significativas, y a la
vez, el tratamiento ACS no tuvo diferencias con los tratamientos A y AC, pero el

tratamiento AS fue estadisticamente diferente a los Ultimos dos.
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Figura 7. Prueba de comparacion multiple de Tukey con un a del 5% por tratamientos
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3.2 Comportamiento enzimético en cada sustrato
Respecto al comportamiento de las enzimas en los sustratos, en la Grafica 1 en A,
se puede observar que la expresion de celulasas se detectd en la primera semana
con 3.1 Ul/gSS (Unidades Internacionales por gramo de sustrato seco), que se
mantuvo estable hasta la semana 3 y aumentd a 3.9 Ul en la semana 4 y disminuyo
a 3.7 Ul en la semana 5. La expresion de xilanasas también se detect6 en la semana
1 con 2.3 Ul, que disminuyé ligeramente y volvié a aumentar a 3.1y 3.2 Ul en la
semana 4 y 5. La actividad de las lacasas se detect6 en la semana 1 pero aumentoé
a 0.8 Ul en la semana 2 y mayor expresion en la semana 3 con una Ul para después

descender en la semana 4.
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Gréfica 1. Comportamiento enzimético en sustrato de Aserrin
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En la Gréfica 2 en sustrato AC, se tuvo una produccién de celulasas en la primera
semana con 3.1 Ul, que aumento a 3.5 Ul en la segunda semana y se mantuvo en
este rango en las siguientes semanas. La produccion de xilanasas en la primera
semana fue de 2.7 Ul, que disminuy6 en las semanas 2 y 3 para después aumentar
en la semana 4 hasta 3.5 Ul y nuevamente descender en la semana 5. Y la
produccion de lacasas se detectd en la primera semana, con un pico de produccion

en la segunda semana con 0.6 Ul, y disminuy0 en las siguientes semanas.
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Gréfica 2. Comportamiento enzimatico en sustrato Aserrin-Cascara
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En el tratamiento AS, en la Grafica 3, se tuvo una produccion de celulasas de 10.6
Ul en la primera semana, disminuyo ligeramente en la segunda, aumentd a 17.4 Ul
en la tercer semana y nuevamente disminuy6 hasta 9.1 Ul en la semana 5. La
produccion de las xilanasas fue de 3.8 y 4.3 Ul en las semanas 1y 2, que aumentd
hasta 28.3 y 33.3 Ul en las semanas 3y 4, y disminuy6é a 9.1 Ul en la semana 5. Y
la produccion de lacasas fue de 0.8 y 1.2 Ul en las semanas 1y 2, que disminuyo

en las 3 semanas posteriores.
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Gréfica 3. Comportamiento enzimatico en sustrato de Aserrin-Salvado
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Y en el caso del tratamiento ACS (Gréfica 4), se observa que la produccion de
celulasas aumentd progresivamente hasta 12.5 Ul en la semana 2, para después
aumentar ligeramente hasta la semana 4, con 13.8 Ul, y disminuyé a 5.7 Ul en la
semana 5, con un comportamiento de campana de Gauss. La produccion de
xilanasas aumenté progresivamente hasta la semana 3 con 9.6 Ul, hasta 20.6 Ul en
la semana 4 y disminuyé hasta 5.2 Ul en la semana 5. Y finalmente, se tuvo un pico
de produccion de lacasas en la semana 1 con 1.2 Ul que disminuy6 a 0.6 Ul en la
segunda semana, y fue casi imperceptible en las siguientes semanas con valores

muy cercanos al 0.
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Gréfica 4. Comportamiento enzimético en sustrato de Aserrin-Céscara-Salvado
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El beneficio que aporta el salvado de trigo a la formulacion del sustrato para que
Hericium erinaceus produzca mayor cantidad de enzimas se observa tanto
estadistica como numéricamente, ya que la produccion de enzimas en los
tratamientos que contienen salvado de trigo fue mucho mas alta, con una mayor
diferencia en las semanas 1y 2 para lacasas y las semanas 3, 4 y 5 para celulasas

y xilanasas.

Los resultados de la produccion de enzimas muestra que Hericium erinaceus es
capaz de producir celulasas, xilanasas y lacasas en las condiciones establecidas.
La produccidn de celulasas llego hasta 17.4 Ul en la semana 3 en el tratamiento AS,
brindando al organismo la capacidad de degradar la celulosa como reportan Fen et
al. (2014) quienes evaluaron a 10 especies de basidiomicetos y concluyeron que
Hericium erinaceus presenté mejores resultados al degradar la CMC y papel filtro.
Por otra parte, la produccion de xilanasas y lacasas fueron similares a los
reportados por Schimpfy Schulz (2016) en paja de trigo (25 I/g de xilanasas y 1 Ul/g
de lacasas), cuyos valores se acercan a los obtenidos en el tratamiento ACS (20.6

Ul de xilanasas en la semana 4 y 1.2 Ul de lacasas en la semana 1).

Pelaez-Acero et al. (2009) evaluaron la actividad enzimatica de 2 especies de
Pleurotus en bagazo de cafia de azUcar y encontraron que al aumentar el pH del
sustrato con hidroxido de calcio (aumento de pH de 7.70 a 8.13) se mejora la
actividad enzimética (al dia tres tuvieron una diferencia de 2.46 Ul hasta 5.64 Ul de
celulasas; de 10.39 hasta 18.49 Ul de xilanasas; y de 9.60 Ul hasta 50.55 Ul de
lacasas). Por lo que se considera que los tratamientos de A y AC pudieron presentar
menor actividad enzimatica debido al pH del sustrato, ya que el pH de la cascara de
nuez es neutro (Miranda, 2018) y el pH del aserrin de pino esta por debajo de 5
(Sanchez-Cordova et al., 2008).

Ibarra Islas (2019) observé el mismo comportamiento con Lentinula edodes y
Ganoderma lucidum en paja de cebada con residuo de cascara de nuez para la
actividad de celulasas y xilanasas, y de lacasas fue similar a Ganoderma y

Pleurotus ostreatus, con diferencia en la cantidad de unidades que fue mayor vy el
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periodo de tiempo que fue mas reducido que lo presentado aqui con Hericium

erinaceus.

En el caso del basidiomiceto Agaricus bisporus, Arce-Cervantes et al. (2015)
encontraron que existe una correlacion positiva entre los valores de produccion y el
aumento de celulasas y xilanasas. Al igual que se presenta la formacion de
primordios, es decir, el inicio de la produccién del cuerpo fructifero, al momento de
mayor produccién de lacasas, que posteriormente desciende durante el crecimiento
del hongo, y vuelve a aumentar en la siguiente etapa de produccién de primordios.
En este estudio realizado con Hericium erinaceus se llegé hasta el dia 35, sin
embargo al prolongar el andlisis se podria encontrar un nuevo aumento en la

produccion de lacasas.

VIIl. Conclusiones

e Se identificé a la especie Hericium erinaceus mediante el uso de los primers
ITS4 e ITS5.

e EI medio hongo crecio mas rapido in vitro en el medio PDA sin diferencia
entre temperatura (25 y 28°C).

e Laadicion de residuos molidos de aserrin de pino, cascara de nuez o salvado
de trigo en agar permitié el crecimiento in vitro de H. erinaceus con una
velocidad de crecimiento similar a la obtenida en medio MEA

e H. erinaceus es capaz de producir enzimas lignoceluloliticas extracelulares
en los residuos de aserrin de pino y cascara de nuez pecanera con la adicion
de salvado de trigo

e La descripcion de la produccion de enzimas lignoceluloliticas de Hericium
erinaceus a traves del tiempo podria ayudar a predecir el comportamiento
de la produccién de los cuerpos fructiferos, similar al comportamiento de A.
bisporus, al obtener un pico de produccion de lacasas es el momento en que
se forman los primordios, y la cantidad de celulasas y xilanasas esta

directamente relacionada a la eficiencia bioldgica, es decir, a mayor cantidad
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de estas dos enzimas, se obtiene una mayor produccion de los cuerpos
fructiferos.

Se propone evaluar diferentes formulaciones de los residuos (80% a 90%
aserrin de pino y cascara de nuez, 10 a 20% salvado de trigo) para la

fructificacion de Hericium erinaceus.
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“Desde la materia vegetal muerta hasta los nematodos y las bacterias, jnunca
subestimes la inteligencia de los hongos para encontrar nuevos alimentos! Los
hongos son los grandes recicladores del planeta y las especies de vanguardia

en la restauracion del habitat.”

- Paul Stamets
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