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Resumen

Los hongos comestibles no solo son capaces de convertir la biomasa lignoceldsica en
alimentos para los seres humanos, sino que son también una fuente de nutrientes tales
como proteinas, lipidos, carbohidratos, vitaminas y minerales, conteniendo ademas,
compuestos medicinales con grandes beneficios para la salud, lo que le da un valor
nutracéutico. Por otra parte, los hongos son muy eficientes para producir proteinas
comparado con las fuentes de produccién de origen animal, ademas resultan favorables
para el medio ambiente siempre que su produccion sea gestionada de manera adecuada,
debido a que permite emplear desechos de la agro-industria. A su vez, el cultivo de hongos
cuenta con una serie de ventajas, como tener cortos periodos de produccion, la mnversion
econdmica es inferior comparada a otros alimentos, requiere en general de un bajo nivel
tecnoldgico y su cultivo es independiente de las condiciones ambientales. Por todos estos
motivos, la produccion de hongos comestibles deberia incluirse como una alternativa
dentro de un nuevo paradigma de alimentacién mundial con el objeto de contribuir a la
produccion de comida. Con el afin de encontrar nuevas especies de hongos que puedan
ser cultivados de forma intensiva y que aporten ventajas productivas o nutricionales, nos
centramos en el estudio de las especies del género Oudemansiella, que son xilofagas y
por lo tanto, cultivables en desechos lignocelulésicos. En el capitulo 1 de esta tesis el
principal objetivo consistid en relevar y estudiar las especies del género Oudemansiella.
Para abordar el mismo, se realizaron muestreos en diferentes parques provinciales y
nacionales en el centro este y noreste de la Argentina, se caracterizaron detalladamente
todos los ejemplares muestreados y cuando fue posible, se aislaron las cepas. Luego, se
realizd la caracterizacion y diferenciacion taxonomica de los materiales a nivel
morfolégico y molecular. Como resultados, se obtuvieron 22 colecciones a partir de las

cuales se consiguieron aislar 15 cepas y se lograron obtener 20 secuencias de marcadores
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moleculares ITS. A partir de analisis taxonomicos, se encontraron dos especies que fueron
identificadas como Oudemansiella canarii y O. cubensis. En el capitulo II hemos
evaluado la produccién de las especies en estudio. Para ello, nos planteamos el objetivo
principal de estudiar los parametros productivos para la produccion intensiva de hongos
del género Oudemansiella presentes en el pais. Primeramente estudiamos el crecimiento
micelial a diferentes condiciones de temperaturas, pHy empleando diferentes granos de
cereales. Luego, estudiamos la tasa de inoculacion Optima, el sustrato de cultivo Sptimo
y se propuso una metodologia para determinar el mejor sistema para induccion de
basidiomas de Oudemansiella, que ademas podria aplicarse para cultivar cualquier hongo
xilofago por primera vez. Como resultado, se concluydo que para el cultivo de
oudemansiellas, la forma dptima para producir indculo es a 25°C, a un pH inicial neutro
o levemente 4cido y a partir de granos de sorgo o mijo. La tasa de inculacion Optima
resultd ser al 10%. Se ensayaron 4 sustratos abundantes en la region: paja de trigo
(Triticum sp.) aserrin de alamo (Populus sp.), aserrin de eucalipto (Eucalyptus sp.) y
aserrin de pino (Pinus sp.) resultando el mejor sustrato la paja de trigo. Se ensayaron 5
sistemas de produccidbn que son representativos de las especies mas cultivadas
mundialmente a saber: i) bolsas con perforaciones; ii) bolsas abiertas i) frascos de vidrio;
iv) bloques de micelio; v) bolsas con tierra de cobertura. El sistema optimo de induccion
y produccion de basidiomas resultd ser el de bolsas plasticas con perforaciones. En los
diferentes ensayos realizados se obtuvieron entre 1 y 4 oleadas de basidiomas, el ciclo
dur6 entre 46 y 79 dias; y los valores de EB obtenida fueron de hasta 188,52 % para O.
canarii y hasta 142,24% para O. cubensis. En el capitulo III, decidimos estudiar algunas
caracteristicas importantes para un producto alimenticio novedoso. Con esa finalidad, nos
planteamos el objetivo principal de estudiar la composicion proximal, el perfil de acidos

grasos y la actividad antioxidante de los basidiomas de Oudemansiella. Para ello, se
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tomaron muestras y se mandaron a analizar a un laboratorio de alimentos, donde se
determin6 la composicidon proximal y perfil de acidos grasos. Por otro lado, se realizaron
extractos metanolicos apartir de los cuales se determind el contenido de fenoles totales y
se midid la actividad antioxidante mediante diferentes métodos. Como resultados, se
encontro que la composicion proximal de ambas especies fue muy similar dando valores
promedio de 12% de protefna, 23,58% carbohidratos, 8,87% de grasas, 32,05% de fibras
y 11,57 % de cenizas. Respecto al perfl de dacidos grasos, los encontrados
mayoritariamente en O. canarii fueron el acido linoleico y el 4acido oleico, mientras que
en O. cubensis los dos principales fueron el acido lnoleico y el palmitico. El contenido
de fenoles totales fue similar para ambas especies siendo el valor promedio de 3,27 mg
EAG/g extracto. A su vez, se registrd actividad antioxidante en los extractos metandlicos
de las especies estudiadas y la misma fue variable respecto a los valores reportados para
otros hongos comestibles. En el capitulo numero IV, se tuvo como principal objetivo el
de estudiar las enzimas lignoceluloliticas de las especies obtenidas. Para ello, se
realizaron extractos enzimaticos y se medid la actividad endoglucanasa, endoxilansa y
lacasa a partir de muestras de sustrato durante las fases de incubacién, formacidn de
primordios, fructificacion y poscosecha. Como resultado, se determind que tanto la
actividades CMCasa y endoxilanasas son maximas durante la fructificacion, mientras que
la maxima actividad lacasa es detectada durante la incubacion. A partr de los resultados
de actividad enzimatica en la fase de poscosecha, se presume que el sustrato agotado de
las oudemansiellas seria una fuente Optima para el aprovechamiento de endoglucanasas y
endoxilanasas que podrian ser empleadas en diferentes industrias o en procesos de

bioremediacion.

Queremos destacar que en este trabajo la especie O. cubensis fue producida en forma

mtensiva por primera vez a nivel global y es propuesta como una nueva especie cultivable
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de hongos comestibles, mientras que O. canarii fue producida por primera vez en la
Argentina. Dado los desarrollos aqui obtenidos, ambas especies podran ser empleadas

para su produccion intensiva en el pais.

Palabras claves: Hongos comestibles, Cultivo de hongos, Produccion de alimentos,

Sustentabilidad, Desechos agroindustriales, enzimas fingicas.
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Abstract

Edible mushrooms are not only capable of converting lignocellosic biomass into food for
humans, but they are also a source of nutrients such as proteins, lipids, carbohydrates,
vitamins and minerals, and also contain medicinal compounds with great health benefits,
giving them a nutraceutical value. Moreover, mushrooms are very efficient for protein
production compared to animal production sources, also, they are environmentally
friendly since they allow to recycling of agro-industrial wastes. Mushroom cultivation has
a number of advantages, such as they have short growmng periods, very low mput
requirements for production when compared with other food productions, independence
from weather conditions and generally, they require simple production technologies. For
all these reasons, the production ofedible mushrooms should be included as an alternative
within a new global food paradigm as a source of food production. In an effort to find
new species of mushrooms that can be cultivated mntensively and provide productive or
nutritional advantages, we focused on the study of species of the Oudemansiella genus,
which are xylophagous fungi and, therefore, cultivable on lignocellulosic wastes. In the
first chapter of this thesis, the main aim was to survey and to study the species of the
Oudemansiella genus. In order to address this aim, samplings were carried out in different
provincial and national parks in central-eastern and northeastern of Argentina. Specimens
sampled were detailed described and, when possible, strains were isolated. Then, the
characterization and taxonomic identification of the collected materials both at
morphological and molecular level were performed. As a result, 22 collections were
found, 15 strains were isolated and 20 sequences of ITS molecular markers were obtained.
Results showed that there were present only two species which were identified as

Oudemansiella canarii and O. cubensis. In chapter II we focused on the cultivation of
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these two species. The mamn objective of this chapter was to study the productive
parameters for the intensive production of Oudemansiella. First, we studied the mycelial
growth at different temperatures, pH values and using different cereal grains. Then, we
evaluated the optimal moculation rate and the optimal culture substrate. Finally, we
proposed a methodology to determine the best system for Oudemansiella basidiomes’
induction and production that could also be applied to cultivate any xylophagous
mushroom for the first time. As results, we found that the optimal way to produce
Oudemansiella spawn was at 25°C, at a neutral or slightly acid mitial pH and using
sorghum or millet grans. The optimum moculation rate was 10%. Four abundant
substrates in the region were tested: wheat straw (7riticum sp.), poplar sawdust (Populus
sp.), eucalyptus sawdust (Eucalyptus sp.) and pine sawdust (Pinus sp.), the best
lignocellulosic substrate was wheat straw. Five production systems were tested that are
representative of the most cultivated species worldwide, namely: 1) bags with holes; ii)
open bags i) glass jars; iv) mycelial blocks; v) bags with cover soil. The optimal system
for the induction and production of basidiomes was the system of plastic bags with holes.
One to four flushes were obtained; the crop cycle lasted between 46 and 79 days; and the
values of EB obtained were up to 188.52 % for O. canarii and 142.24% for O. cubensis.
In chapter III, we studied some features that are important for a novel food product. The
main objective for this chapter was to study the proximal composition, fatty acid profile
and antioxidant activity of Oudemansiella basidiomes obtained m culture. The proximal
composition and fatty acid profile were determmed in a food analysis laboratory. On the
other hand, methanolic extracts were made in order to determinate the content of total
phenols and the antioxidant activity by using different methods. As results, it was found
that the proximal composition of both species was similar, and the average values were

12% for protein, 23.58% for carbohydrates, 8.87% for fat, 32.05% for fiber and 11.57%
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for ash. Regarding the fatty acid profile, the main fatty acids found m O. canarii were
linoleic acid and oleic acid, while in O. cubensis were linoleic acid and palmitic acid. The
total phenol content was similar for both species and the mean value was 3.27 mg AGE/g
extract. In chapter 1V, we studied the lignocellulolytic enzymes produced by the species
of Oudemansiella that we found. For this purpose, enzyme extracts were made and
endogluicanase, endoxylanase and laccase activitiess were measured from substrate
samples during the incubation, primordium formation, fruiting and postharvest phases.
We concluded that both CMCase and endoxylanase activities are maximal during fruiting,
while the maximum laccase activity is detected during incubation. Based on the results of
enzymatic activity found in the postharvest phase, it is presumed that the spent substrate
of oudemansiellas would be an optimal source for endoglucanases and endoxylanases that

could be used in different industries or in bioremediation processes.

We remark that in this work O. cubensis was produced intensively for the first time in the
word while O. canarii was produced for the first time in Argentina. From the results here

obtained, both species could be used for intensive production in our country.

Key words: Edible mushrooms, Mushroom cultivation, Food production, Sustainability,

Agro-industrial wastes, Fungal enzymes.
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Introduccion general

Problematica demografica y alimenticia mundial: los hongos
como una fuente de proteina alternativa.

Segin la Organizacién de las Naciones Unidas para la Alimentaciéon y la Agricultura
(FAO 2017), en los proximos 50 afios, el planeta necesitara producir mas comida que en
los dltimos 10.000) se calcula que la demanda de proteina se duplicard en 2050 y habra
que alimentar a 9.000 millones de personas. En este contexto de crecimiento demografico
se observan simultineamente dos escenarios: desnutricion y deficiencia de
micronutrientes especialmente en paises en vias de desarrollo e incremento de individuos
con sobrepeso en los paises desarrollados (Pingali et al 2019). El primer escenario
significa una de las necesidades de salud publica mas urgentes a resolver.
Paraddjicamente, una parte importante de la poblacion presenta serios problemas de
sobrepeso, lo que aumenta la incidencia de varias enfermedades cronicas tales las
coronarias, la diabetes tipo II y algunos tipos de cancer (Hu 2011; Pan ef al. 2012). En
cuanto al tipo de alimentos consumidos, en los ultimos afios, se registr6 un incremento en
el consumo de alimentos procesados, aziicares y grasas refinadas, y sobre todo de proteina
de origen animal (Tilman y Clark 2014). La produccion de protefna animal es muy costosa
para el ambiente y una razdn de dicho costo es la eficiencia (o ineficiencia) de la
conversion de los alimentos en tejidos animales, siendo los rumiantes los animales mas
meficientes para convertir alimentos en carne (Morawicki y Diaz 2018). A su vez, el
progresivo aumento de alimentos de origen animal requiere también, un aumento de la
superficie utilizada para la produccion de forraje (Arrieta 2014) que actualmente ocupa
un asombroso 75% del total de las tierras agricolas del mundo (Foley et al. 2011).

Ademéds, la cria de animales tiene un profundo impacto negativo en las propiedades del
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suelo (Steinfeld 2006) y en la liberacion de gases de efecto mvernadero (Morawicki y
Diaz 2018). Portodo esto, la produccion futura de proteinas a partir de fuentes alternativas
a la animal representa un desafio para la salud publica y para el ambiente. Entre las
alternativas se encuentran los hongos comestibles, que tienen una eficiencia muy superior
de conversion de proteina por unidad de area y de tiempo, comparado con las fuentes de
protefna animal (bovinos, peces y pollos) (Escobedo 2006). Otra de las ventajas de los
hongos comestibles, es que debido a su naturaleza descomponedora, pueden producirse a
partir de residuos lignoceluldsicos. La lignocelulosa (celulosa, hemicelulosa y lignina) es
el principal componente estructural de las paredes celulares vegetales y por lo tanto, es
uno de los principales desechos de las actividades agroindustriales y representa la
principal fuente renovable de carbono y energia del planeta. Sin embargo, debido a su
estructura compleja y heterogénea, la bioconversion de dicho componente es lenta y
limitada aunos pocos organismos (Ruegger ef al. 2001). Los hongos comestibles, no sélo
son capaces de convertir la biomasa lignoceluldsica en alimentos para los seres humanos,
también son considerados alimentos nutracéuticos. Los “nutracéuticos” (contraccion de
nutricion y farmacéutico) son aquellos productos alimenticios que se cree que tienen un
efecto beneficioso para la salud o para la prevencion de enfermedades cronicas. En la
definicion mas amplia, el término incluye a los alimentos funcionales, a los suplementos

dietarios y a los alimentos medicinales (Bidegain 2017).

El producto resultante del cultivo de hongos, es un alimento de agradable aspecto y sabor
(Chang 1999). Si bien el contenido de protefna en los hongos puede variar desde 4 a 9 %
para algunas especies, para otras se pueden obtener valores tan altos como hasta 44 % en
peso seco (Crisan y Sands 1978). A su vez, muchos hongos poseen todos los ammoacidos

esenciales en proporciones ideales para la nutricion humana (Turlo ez al. 2008). Por otra
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parte, los hongos comestibles representan una fuente de nutrientes como carbohidratos,

vitaminas, y minerales, entre otros (Cuesta y Castro-Rios 2017).

Ademas de su superioridad en la conversion de protefnas, si la produccion de hongos
comestibles es gestionada de manera adecuada, tiene un balance de cero emisiones de
gases de efecto invernadero (Chang 1999). A su vez, los hongos tienen cortos periodos
de produccion, la mversion econdmica para producirlos es inferior comparada a otros
alimentos, requieren, en general, un bajo nivel tecnoldgico y son ndependientes de las
condiciones ambientales (Rosmiza et al. 2016). Por todos estos motivos, la produccion
de hongos comestibles podria y deberia incluirse como una alternativa dentro de un nuevo
paradigma de alimentaciéon, contribuyendo a la resolucion de los dos escenarios
problematicos mencionados anteriormente: produccion de alimentos en paises en vias de

desarrollo y mejora en la calidad nutricional de los alimentos de los paises desarrollados.

Produccion global de hongos comestibles: historia y situacion
actual.

Se estima que la primera especie de hongos en ser cultivada fue Auricularia auricula en
el afio 600 d. C., luego, Flammulina velutipes, alrededor de los afios 800-900 seguido por
Lentinula edodes entre los afios 1000-1100, todas ellas en China. Agaricus bisporus, por
su parte, comenzo a cultivarse alrededor de los afios 1650 en Francia, y los primeros
reportes de las técnicas utilizadas para el cultivo datan en el 1707, siendo que las mismas
no distan demasiado de las metodologias utilizadas actualmente (Singh y Mishra 2005).
Sin embargo, fue en China en el afio 1245 d. C. donde Chen Yen-Yu publico uno de los

primeros reportes detallados de “fungus flora”, describiendo el desarrollo, la morfolo gia,
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Introduccion general

la influencia estacional, los métodos de cultivo, la cosecha y la preparacion de comidas

para 15 variedades de hongos (Wang 1987).

Actualmente, pesar de que decenas de hongos han sido domesticados y son producidos
en cultivo, son pocas las especies cultivadas a gran escala: el shitake (L. edodes), los
hongos ostras o girgolas (nombre solo utilizado en la Argentina y el Uruguay) (Pleurotus
spp.), la oreja de cerdo A. auricula y A. polytricha), los champifiones (A4. bisporus)y el
enokitake (Volvariella spp.) componen el 90% de la produccion a nivel mundial (Fig. 1)
(Royse et al. 2017). Cabe destacar que el champifion, si bien actualmente ocupa el cuarto
lugar, continia siendo el mas ampliamente cultivado en varios paises (especialmente en
Occidente) y uno de los mas aceptados por los consumidores, teniendo ademds el mayor

desarrollo tecnologico (Dhar 2017).

Figura 1. Produccién mundial de los distintos géneros de hongos comestibles. Fuente:

Royse et al. 2017.
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En cuanto al mercado de hongos, fue valuado en 63 mil millones de ddlares observandose
que la produccion mundial de hongos cultivables crece sostenidamente desde hace
muchos afios. Por ejemplo, se estima que crecid mas de 30 veces desde 1978, mientras
que la poblacién humana solo crecio 1,7 veces en el mismo periodo, lo que significa que
se incrementd extraordinariamente el consumo per capita, que paso de ser 1 kg en 1997 a

superar los 4,7 kg en el afio 2013 (Royse et al. 2017).

Respecto a la cantidad y la produccion total (incluyendo las trufas) es de 42,79 millones
de toneladas, de las cuales China es el productor de casi 18,62 millones de toneladas
(43%). Otros grandes productores son Japon (441 mil toneladas), Estados Unidos (385
mil toneladas), Paises Bajos (267 mil toneladas), Italia (186 mil toneladas), Polonia (177
mil toneladas), Francia (144 mil toneladas), Espafia (129 mil toneladas), Canadé (98 mil

toneladas) y Remo Unido (91 mil toneladas) (FAO 2020).

En cuanto a Latinoamérica, la produccion estd también en continuo crecimiento y las
expectativas son prometedoras. México encabeza la lista de producciéon con 63,7 mil
toneladas, seguido por Brasil (15,6 mil toneladas), Chile (12 mil toneladas), Colombia (8

mil toneladas) y Argentina (4,5 mil toneladas) (Sanchez et al. 2018).

Produccion de hongos en la Argentina: situacion actual y
potencial.

La Argentina no es un gran consumidor de hongos por una cuestion cultural, se cree que
el consumo de hongos proviene de inmigrantes europeos a comienzos del siglo pasado
(Albertd y Gasoni 2003). Actualmente no hay estadisticas oficiales del consumo de

hongos, y los datos son estimativos e inferidos a partir del nimero de establecimientos de

produccion, la capacidad productiva y la cantidad de ndculo adquirido (Albertd y Gasoni
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2003). Se estima que la produccion actual ronda las 4500 toneladas (Sanchez et al. 2018)

lo que da consumo aproximado de 100g/hab/afio.

En 1941 comenzaron los primeros cultivos de champifion (A. bisporus) y convirtieron a
la Argentina en el primer pais en Sudamérica en cultivar hongos. La produccion de
champifidn se concentra en unos pocos productores del centro del pais. La segunda
especie cultivada son las girgolas (Pleurotus spp.) que por contrario del champifion, son
producidas por varios productores pequefios que trabajan en escala artesanal. En cuanto
al shitake (L. edodes), su cultivo comenzdé hacia finales de los 90, aunque no ha
prosperado demasiado en el tiempo debido a la baja aceptacion por parte de los
consumidores o bien a disponibilidad de shitake seco proveniete de China aun bajo costo

(Sanchez et al. 2018).

Como mencionamos anteriormente, los hongos comestibles pueden producirse a partir de
desechos agroindustriales (Colavolpe y Albertdé 2014) y esta es una de las razones que
vuelve mas atractiva la produccion de hongos xildéfagos en los paises como la Argentina,
donde existe una amplia disponibilidad de sustratos lignocelulosicos que pueden

conseguirse a bajo costo o incluso en forma gratuita (Poppe 2005).

En la Argentina se generan unas 90 millones de toneladas de residuos agricolas y el 80
por ciento de esos residuos corresponden a cultivos de maiz y cafia de azicar (Vanoy et
al. 2015). Si bien no seria conveniente remover del campo la totalidad de los residuos
agricolas, debido a los beneficios que aportan al sistema de siembra directa, se estima que
se puede remover hasta un 40% de dichos residuos, manteniendo los riesgos de erosion
por debajo de los limites tolerables (Sheehan et al. 2004). Entonces, considerando Ila
disponibilidad de 35 millones de toneladas y estimando una eficiencia biologica promedio
del 50% (lo que es un valor bajo), nuestro pais tiene un potencial de produccion anual de

17,5 millones de toneladas de biomasa de hongos.
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Los hongos comestibles y sus metabolitos.

Los basidiomicetes, son un grupo de hongos superiores adaptados a muchos climas,
habitats y sustratos, que hace que su micelio y cuerpos fructiferos (basidiomas) estén
expuestos a predadores y competidores, lo que probablemente alent6 el desarrollo de una
variedad muy diversa de metabolitos secundarios. Entre ellos se encuentran los
compuestos antibioticos, nsecticidas, repelentes (Anke y Schiiffler 2018), toxinas
(Bresinsky 'y Besl 1985), compuestos aluicmogenos (Schultes y Hofimann 1980),
antifingicos, nematicidas (Sidorova y Voronina 2019) y pigmentos (Gill y Steglich
1987). Muchos de estos metabolitos, sobre todo los antibidticos, son considerados una
potencial fuente alternativa para tratar con bacterias que se han vuelto resistentes a varios

principios activos ampliamente usados (Vallavan et al. 2020).

Entre las propiedades medicinales atribuibles a los hongos comestibles, se encuentran las
de antitumorales (Vetchinkina er al 2016), antivirales, mmunomoduladoras,
hipocolesterolémicas, hipoglucémicas, antiinflamatorias, analgésicas, prebidticas,
reguladores de la presion arterial y antioxidantes (Duarte Tryjillo 2018). Si bien los
componentes que les otorgan las propiedades medicinales a ciertos hongos no han sido
totalmente clarificados, se han aislado polisacaridos tales como los hetero-fB-glucanos,
complejos proteicos, asi como también fibra dietaria, lectinas, terpenoides, que se cree
que son responsables de algunos de sus beneficios nutracetticos (Wasser y Weis 1999).
A su vez, los polifenoles, vitaminas, carotenoides y minerales, les otorgan

fundamentalmente las propiedades antioxidantes (Kozarski et al. 2015).

Otros metabolitos de interés, que son secretados al medio para llevar a cabo la
caracteristica digestion extracelular de los hongos son las enzimas. En el caso de los

hongos xiléfagos, estas enzimas son capaces de degradar la celulosa y/o la lignina. Para
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ello, poseen distintos sistemas enzimaticos, uno de ellos esta formado por las hidrolasas
responsables de la degradacion de los polisacaridos como la celulosa, otro grupo estd
formado por las monooxigenasas liticas de polisacaridos (LPMO’s), que catalizan la
despolimerizacién oxidativa de polisacaridos msolubles recalcitrantes (Eibmnger et al
2014) y el tercer grupo es el sistema oxidativo ligninolitico que rompe los anillos de la

lignina (Malherbe y Cloete 2002).

El potencial litico de dichas enzimas les da a los hongos un interés mndustrial muy
importante ya que pueden utilizarse como componentes de detergentes para lavar ropa,
productos para la clarificacion de vinos y cervezas, en la industria del papel, del bioetanol,
del aceite y en proyectos de biorremediacion (Kuhad et al. 2011; Malherbe y Cloete 2002;

Ortiz et al. 2015; Ovando-chac et al. 2005; Treu y Falandysz 2017).

En el caso de la produccion de hongos comestibles, el sustrato agotado constituye una
fuente interesante de enzimas que podrian extraerse para ser usadas en procesos

industriales (Pérez-Chavez et al. 2019).
Oudemansiella: ;qué sabemos y qué falta saber?

El género Oudemansiella Speg. incluye un grupo de basidiomicetes comestibles de
pudricion blanca, pertenecientes a la familia Physalacriaceae (Alberti et al. 2020a;
Moncalvo et al. 2002). Las especies de este género, estan distribuidas en todo el mundo
(sobre todo en zonas templadas) y se caracterizan por tener una buena apariencia, un
contexto carnoso y un sabor y olor suaves lo que las vuelve atractivas para su consumo y

por ende para su produccion intensiva.

El género Oudemansiella fue estudiado en diferentes aspectos: 1) su potencial de
biorremediacién y sus metabolitos de utilidad biotecnolégica (Wang et al. 2018); i) su

cultivo mtensivo (Xu et al. 2016; Zhang et al. 2018) y i) su posicidbn taxondémica
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(Petersen y Hughes 2010). En este ultimo aspecto, puede decirse que el concepto del
género Oudemansiella fue drasticamente modificado a partir de los estudios de sus
marcadores moleculares, y como consecuencia de ello, el nimero actual de especies se
redujo a 36 (Alberti ef al. 2020b). De este modo, algunas especies ampliamente conocidas
tales como O. radicata'y O. mucida fueron transferidas a los géneros Hymenopellis y

Mucidula, respectivamente (Petersen y Hughes 2010).

Solo tres especies han sido reportadas en cultivo, O. canarii (Ruegger et al. 2001; Xu et
al. 2016), O. submucida (Li et al. 2012) y O. tanzanica (nom prov) (Magingo et al. 2004);
y en algunos de estos reportes, no se especificaron los sustratos utilizados ni se detallaron
totalmente las metodologias empleadas, por lo que la informacién para su cultivo es muy
escasa. En nuestro pais, no se han reportado trabajos de nvestigacidon acerca de la
optimizacién de las condiciones de cultivo para su produccién intensiva. Por lo tanto,
nuevos estudios sobre la caracterizacion y optimizacion de la produccion de las especies
de Oudemansiella asi como también de los parametros de crecimiento son necesarios
lograr conocer su potencial como hongo comestible, y de ser oportuna, lograr la expansion

como especie cultivable a nivel mundial
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Objetivo General

e (aracterizar y optimizar la produccion de las especies de Oudemansiella para
conocer e informar su potencial productivo, y de ser oportuna, proponer su

inclusion dentro del acervo mundial de hongos comestibles cultivables.



Objetivos particulares de la tesis

e Relevar y estudiar las especies del género Oudemansiella del centro este y noreste de la
Argentina.

e Estudiar los parametros productivos para la produccién intensiva de hongos
pertenecientes al género Oudemansiella.

e Estudiar la composicion proximal, perfil de acidos grasos y capacidad antioxidante de
hongos de las especies del género Oudemansiella encontradas en la Argentina.

e Estudiar el perfil lignocelulolitico de las especies de hongos del género Oudemansiella

encontradas en el pais.



CAPITULO 1

Relevamiento y estudio de las especies
del género Oudemansiella de la Argentina




Introduccion

El género Oudemansiella Speg. (Basidiomycota, Physalacriaceae) fue propuesto en base
a A. platensis Speg. (Spegazzini 1880a) y combinado en Oudemansia Speg. (Spegazzini
1880b). Un afio mas tarde, este fue reemplazado por Oudemansiella (Spegazzini 1881)
porque Oudemansia era un género existente dentro de la familia de plantas Malvaceae.
En la diagnosis, Spegazzini (1880b, 1881) caracteriza a este género por su estipite central
sin velo, sombrero hemisférico, carnoso, no delicuescente, y laminillas membranosas,
primero connatas, luego libres. Los caracteres diagnosticos para delimitar Oudemansiella
descriptos por Spegazzini (1881) eran demasiado amplios y comunes a la mayoria de los
hongos agaricoides (Petersen y Hughes 2010) y con el paso de los afios el concepto del
género fue cambiando. Algunos autores (Clémencon 1979; Moser 1955; Pegler y Young
1986; Singer1962a, b; Singer1964; Singer 1986; Yang et al. 2009) consideraron a
Oudemansiella como un género amplio que incluia otros géneros como Xerula Maire y
Mucidula Pat. Por el contrario, otro grupo de autores (Boekhout y Bas 1986; Boekhout
1999; Contu 2000; Corner 1994; Corner 1996; Dorfelt 1979; Horak 2005; Halling y
Mueller 1999; Mueller ef al. 2001; Petersen 2000, 2008a,b,c; Petersen y Baroni 2007;
Petersen y Halling 1993; Petersen y Hughes 2005; Petersen y Methven 1994; Petersen y
Nagasawa 2006; Redhead et al. 1987) consideraron a Qudemansiella, Xerula, y Mucidula
como géneros separados. Un tiempo después, Yang et al. (2009) y Petersen y Hughes
(2010) sumarizaron Ia historia taxondémica del complejo Oudemansiella y Xerula. Con el
advenimiento de los estudios moleculares, Oudemansiella fue colocado en la familia
Physalacriaceae. Petersen y Hughes (2010) completaron los previos estudios
morfolégicos y moleculares y propusieron cuatro géneros nuevos (Hymenopellis R.H.
Petersen, Paraxerula R.H. Petersen, Pointiculomyces R.H. Petersen, y Protoxerula R.H.

Petersen), y redefinieron otros géneros preexistentes (Dactylosporina [Clémengon]



Dortelt, Mucidula, Oudemansiella y Xerula). Finalmente, el género Oudemansiella sensu
stricto ha quedado circunscripto a especies con pileo seco a generalmente viscido,
usualmente con escamas, laminillas crémeas a blancas subdistantes, y estipite central que
comunmente no tiene anillo o bien este es rudimentario o fugaceo. Microscopicamente,
las basidiosporas estan caracterizadas por ser de grandes medidas, globosas a subglobosas
y con esporada blanca, sus pleuro y quelocistidios estan bien desarrollados y su pileipellis
estd compuesta por un policistodermo o ixotricodermo de hifas con formas variables que
van desde desde subesféricas, esféricas, barriliformes, fusiformes o fillomentosas
(Petersen y Hughes 2010). A partir de estos estudios, el nimero de especies dentro de
Oudemansiella sensu stricto ha sido delimitado y actualmente son 36 las especies
reconocidas por el Index Fungorum (2022), las mismas tienen una amplia distribucidon
mundial, pero se sitian principalmente en las zonas troplicales a templadas (Yang et al.
2009).

La identificacion morfoldgica de las especies de Qudemansiella es usualmente compleja
y puede ser ambigua, especialmente para O. canarii (Jungh.) Hohnel y O. cubensis (Berk.
y M.A. Curtis) R.H. Petersen, ya que comparten gran cantidad de caracteristicas por lo
cual han sido consideradas erroneamente como sindnomos por varios autores (Horak
1968; Niveiro y Albertd 2012; Pegler y Young 1986; Singer 1986; Wright y Alberto
2002). Por tal motivo, muchas citas y descripciones de dichas especies no deberian ser
tenidas en cuenta como material de consulta para realizar tareas de identificacion, al
menos hasta que se lleven a cabo nuevas revisiones de los materiales de herbario. Por otro
lado, los datos moleculares de las especies de OQudemansiella son escasos y en general no
estdn acompafiados por sus correspondientes descripciones morfoldgicas, motivo por el
cual podrian llevar a errores de identificacion. En la Argentina, las especies de

Oudemansiella sensu lato fueron citadas por Spegazzini (1880b, 1881, 1899, 1926),
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Singer (1950), Singer y Digilio (1952), Smger (1964), Raithelhuber (1979, 1987, 1991,
1995, 2004), Wright y Albertd (2002), Wright ef al. (2008) y Wright y Wright (2005), sin
embargo, no hay descripciones recientes o ilustraciones detalladas y la informacidén
practicamente no existe. Los objetivos de este capitulo fueron describir e ilustrar las dos
especies de Oudemansiella sensu stricto encontradas en la Argentina en base a nuevas

colecciones, datos de cultivo y andlisis filogenéticos de sus marcadores moleculares ITS.
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Objetivo general

e Relevar y estudiar las especies del género Oudemansiella del centro este y noreste de la

Argentina.



Objetivos especificos

e Realizar muestreos y recolectar ejemplares del género Oudemansiella en la
Argentina.

e Aislar, preservar las cepas obtenidas e incorporarlas al cepario del I1IB-
INTECH.

e Identificar morfoldgicamente las especies de los ejemplares hallados.

e Describir detalladamente la morfologia de las especies halladas.

e Proponer una clave dicotomica que contribuya a la identificacién de especies
en la Argentina.

e Secuenciar los marcadores moleculares ITS para las especies halladas.

e Realizar un andlisis filogenético a partir de las secuencias ITS utilizando
mformacién proveniente de otras bases de datos (Gen Bank).

e Aportar mformacion genética a las bases de datos Bar Code y Gen Bank.



Materiales y métodos
Obtencion de materiales

Se realizaron numerosos muestreos a lo largo de las provincias de Misiones, Corrientes y
Buenos Aires. Los materiales colectados fueron fotografiados y aislados en medio de
cultivo agar papa dextrosado (APD 39 g/l, Britania ™, Argentina). Las cepas aisladas
fueron conservadas en la Coleccion de Cultivos fingicos del INTECH (ICFC) con
referencia en el World Data Centre for Microorganisms (WDCM) bajo el nimero 826.
Los materiales secados fueron colocados en el freezer por una semana y luego fueron

depositados en el herbario CTES.

Identificacion morfologica

Para la identificacion morfoldégica, los especimenes recolectados fueron analizados macro
y microscopicamente siguiendo los criterios y la terminologia propuesta por Alexopoulos
y Mims (1985), Lodge et al. (2004) y Vellinga (1988). Para los colores, se utilizo la
terminologia propuesta por Kornerup y Wanscher (1978). Las observaciones
microscopicas se realizaron a partir de trozos de material montados con solucion al 5%
KOH (v/w), floxina acuosa al 1%, azul de metileno al 1% y reactivo de Melzer para
verificar reaccion amiloide (Wright y Albertdé 2002). Las estructuras microscopicas
fueron medidas directamente a través de fotografias tomadas con el estereoscopio Zeiss
Discovery V20 SteREO utilizando el software ZEN 2.6 (Blue Edition) o a partir del

microscopio BX 43 Olympus usando el software Cell standard 3.0. Para las basidiosporas,

3 29

=" indica el nimero de basidiosporas medidas, “x=" promedio, “Q=" el valor Q
(largo/ancho), y “Qx="" el valor promedio de Q. Los nombres cientificos corresponden a

los aceptados por el Index Fungorum “Authors of Fungal Names” (Index Fungorum,

2022), y los acrénimos de los herbarios con Index Herbariorum (Thiers 2022). Con el
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objetivo de caracterizar el desarrollo de los basidiomas desde el estado de primordio hasta
la completa madurez los basidiomas fueron cultivados en bolsas con perforaciones

sembradas al 10% y utilizando paja de trigo como sustrato (ver capitulo 2).

Analisis moleculares

La extraccion de ADN se realizd de dos formas: (1) a partir de proyecto Barcode of Life
siguiendo el protocolo de Ivanova y Grainger (2006), y (2) utilizando el kit EasyPure®
Plant Genomic DNA siguiendo los protocolos recomendados por los fabricantes. La
amplificacidn por PCR fue realizada siguiendo los protocolos de Ivanova et al. (2008).
El espaciador transcripto mterno (ITS, del nglés Internal Transcribed Spacer) fue
amplificado usando el set de primers especifico para basidiomicetes: ITS1-F y ITS4-B
(Gardes y Bruns 1993). Para aquellas muestras procesadas a partir de proyecto Bar code
of Life, los productos de PCR fueron secuenciados en el Canadian Centre for DNA
Barcoding (CCDB). Para el resto de las muestras, los productos de la PCR fueron

secuenciados en Macrogen, Korea.

Filogenia Molecular

El conjunto de datos fue compilado utilizando 15 secuencias nuestras y 21 secuencias
seleccionadas desde GenBank, en base a los resultados del BLAST. Hymenopellis
radicata (Relhan: Fr.) R.H. Petersen y Xerula pudens (Pers.) fueron usadas como
outgroups. La edicién de las secuencias y el alineamiento fueron realizados en el BioEdit
(version 7.2.5). Las secuencias fueron alineadas bajo el criterio Clustal ITW. La
reconstruccion filogenética fue inferida usando estimacidén por maxima verosimilitud
(MV) e inferencia bayesiana (IB), separadamente. El mejor modelo evolutivo para MV

fue TrN+G; y fue estimado usando criterio de informacién bayesiana (BIC) con el
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software jModelTest2 (version 1.6) (Darriba et al. 2012; Guindon y Gascuel 2003). El
mejor modelo evolutivo para IB fue GTR+I+G. Las estimaciones de maxima
verosimilitud fueron calculadas usando el software MEGA X (Kumar ez al. 2018). El
soporte estadistico para la filogenia resultante fue evaluado por bootstrapping con 1000
réplicas (Felsenstein 1985). La inferencia bayesiana fue realizada en el MrBayes 3.2.7
(Ronquist et al. 2012) y fue realizada con dos series simultdneas de cuatro cadenas de
Markov Monte Carlo. Estas fueron realizadas para 10° generaciones, con un muestreo
cada 100 generaciones y con un burnin de 1001 generaciones. EI consenso final se basé
en 17959 arboles usados para estimar las probabilidades posteriores. Se mostrara
unicamente la topologia del arbol de MV, indicando los valores de soporte de
Probabilidad Bayesiana Posterior/Bootstrapping (PBP/BS) en cada nodo. Se considerd
como fuerte un nodo con un valor de PBP > 0,95 y/6 BS > 90%, y como moderado a

aquel cuyo BPP > 0,90 y/6 BS > 70%.
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Capitulo 1. Resultados

Resultados

Materiales obtenidos

Los materiales obtenidos, los lugares de colecta, los codigos de cepario y los codigos de
acceso de las secuencias en las bases de datos se muestran en la Tabla 1. Todos los
materiales fueron incorporados al herbario CTES y cuando fue posible fueron aislados,
para ser incorporados al cepario del INTECH (ICFC). Ademds, se logré obtener la
secuencia ITS de 20 ejemplares muestreados, y las mismas fueron incorporadas a las

bases de datos GenBank y/o Barcode (Tabla 1).

Tabla 1. Listado de materiales obtenidos, lugares de colecta, codigos de cepario y codigos

de accesos a las secuencias ITS en las bases de datos.

Lugar de | Codigo | Codigo Codigo
colecta | cepario | Gen Bank Barcode

Voucher | Especie Provincia

O. cubensis

O. cubensis
O. canarii
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O. canarii
O. canarii
O. canarii
O. canarii
O. canarii
O. canarii
O. canarii
O. canarii
O. canarii

O. canarii
O. canarii

O. canarii
(0)

. canarii
O. canarii
O. canarii




Clave dicotomica para Qudemansiella y géneros afines presentes en la Argentina.

En la siguiente clave encontraremos las especies de Oudemansiella y las especies afines
reportadas en la Argentina. Como especies afines se tuvieron en cuenta a aquellas que
alguna vez fueron consideradas como pertenecientes al género pero que ahora han sido

reclasificadas y trasladadas a otros géneros.

1. Basidiosporas ornamentadas____ 2
1' Basidiosporas lisas 3

2. Plleo de 15-85 mm diam., marréon a marrén rojizo (umbrinous), subviscido,

pleurocistidios ventricosos con extremos agudos Dactilosporina steffeni

2' Pileo de 6-45 mm diam., marron oscuro, seco a subviscido, pleurocistidios utriformes

Dactilosporina macracantha

3. Baidiomas con setas en la superfice Xerula setulosa
3'. Basidiomas sin setas 4

4. Pileo viscido a glutinoso durante todo el desarrollo, marcadamente convexo, anillo

presente Mucidula mucida

4'. Pileo viscido cuando joven, volviendose seco en el desarrollo, plano a plano convexo,

anillo ausente 5
5. Pe radicante Hymenopellis radicata
5'. Pie no radicante 6

6. Pileipellis compuesta por una capa superficial compuesta por un ixotricodermo de

células expandidas Oudemansiella canarii
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6'. Pileipellis compuesta poruna capa superficial formada por un policistodermo formado

por cadenas de células progresivamente infladas Oudemansiella cubensis

El género Oudemansiella en la Argentina

Oudemansiella canarii (Jungh.) Hohnel. Fig. 2-3.

Siztgber. K. Akad. Wiss., Wien, math.- nat. KL 118: 276. 1909.

Tipo: Indonesia, Parque Natural Java. Mt. Halimun Nat. Park, sendero bucle de
Cikiniki, ~1000 m de elevacion, 8 de enero de 1999, DE Desjadin, DED6886 (Neotipo:
SFSU, BO; Holotipo: no preservado, ex herbario Junghuhn).

Bas: Agaricus canarii Jungh. Praemissa in floram cryptogamicam Javae Insuae, Fasc. 1:

82. 1838.

Basidiomas gregarios en pequefios grupos, xilofagos (Fig. 2A). Pileo de hasta 65 mm de
ancho, hemisférico-convexo cuando joven, luego plano-convexo a plano (Fig. 2B).
Superficie marcadamente glutinosa cuando joven, embebida en un mucilago transhicido
que desaparece con la madurez, siendo higréfano marrén oscuro (7F4-6) cuando joven,
que se va aclarando y secando pasando por tonos naranja-amarronados (7C4-6), amarillo-
amarronados (5D-E4), finalmente crémeos (4A2-3) en el centro y crémeos (2A2) a
blancos (2A1) en el margen a la madurez. Glabros u ocasionalmente con escamas mas o
menos organizadas en escalas (mas pequefias hacia el centro y mas grandes hacia los
margenes) que van de marron oscuras (7F4-6) a marron claras (5D-E4) y en especimenes
jovenes se encuentran embebidas en una sustancia glutinosa. Margenes suaves con
pequefios fragmentos de velo cuando jovenes. Contexto delgado de hasta 2 mm, blanco
(2A1) apaldo (2A2), aroma farindiceo que se acentia y se vuelve dulce cuando se seca.
Laminillas adnatas con pequefio diente decurrente cuando jovenes (Fig. 2C), luego

adnatas a anexas, ventricosas a ampliamente ventricosas, blancas cuando jovenes (1Al)
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y veces palidas (2A2) a la madurez y con margen fimbriado al microscopio y lamélulas
de primer y segundo orden. Estipite 15-80 x 4-9 mm, central (Fig. 2A-D), derecho o
curvado, cilindrico, afindindose hacia el apice con base bulsosa a sub-bulbosa, blanco
(2A1) a palido (2A2), concoloro con las laminillas, solido y macizo, de superficie seca,
fibroso longitudinalmente con tenues remanentes de velo hacia el dpice que desaparecen
a la madurez. Desarrollo del basidioma hemiangiocarpico (Fig. 2D). Esporada blanca y
extremadamente abundante (Fig. 2E).

Basidiosporas 16,79-19,96 x 17,69-21,99 um, x = 18,11 x 19,13 ym, Qx = 1,00-1,16, Qx
= 1,05, n=25; globosas a subglobosas, suaves, no amiloides, hialinas, de pared delgada,
con contenido multigranular y abundantes gitulas (Fig. 3A 'y 3b-D). Basidios 40-69 x 22-
35 um, clavados, 4-esporados, hialinos, de pared gruesa (Fig. 3B). Pleurocistidios 146-
246 x 25,75-38,00 um, lageniformes, formados por una base globosa a subglobosa y un
extremo afinado y alargado; de pared gruesa hacia la base y fina hacia el apice, con
contenido homogéneo (Fig. 3C y 3b-B). Queilocistidios 9-28 x 44-84 um, clavados a
ampliamente clavados, a veces pedicelados. Trama himenoforal con hifas de 4-35 pm
de diam., subregular, pared delagada no amiloides (Fig. 3b-A). Pileipellis formada por
dos tipos de tejidos: (1) inferior, formado por una capa mas o menos himeniforme,
formada por células de 9,0-13,5 um de ancho por 67-101 um de largo, cilindricas a
claviformes suavemente pigmentadas color oliva, de pared delgada y contenido
homogéneo; (2) superficial, un ixotricodermo formado por hifas de 4,7-6,75 um de diam.
x 90-202 ym de largo, alargadas y erectas, ocasionalmente ramificadas y entrecuzadas

(Fig. 3D).
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Figura 2. Basidiomas de O. canarii. A. Aspecto general; B. Especimenes obtenidos en
cultivo; C. Laminillas; D. Velo parcial; E. Esporada. Escala = 1,3 cm (A); 2,6 cm (B);

0,15 cm (C); 0,3 cm (D); 0,92 cm (E).

Escamas formadas por cadenas de células 19,28-41,14 x 28,28-51,42 um, ampliamente

fusoides basalmente y globosas a subglobosas apicalmente (Fig. 3E). Estipitipellis

formada por un cutis de hifas de 6,65-12,75 pm de diam. alargadas y paralelas.
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Caulocistidios clavados, hialinos, de pared gruesa (1,5 um de grosor). Fibulas presentes
(Fig 3b-C).

Los basidiomas obtenidos en cultivos mostraron un desarrollo hemiangiocarpico (Fig.
2D). Pileo de 10-140 mm, convexo cuando joven y convexo a plano en la madurez sin
escamas. Las demds caracteristicas macro y microscopicas coinciden con las de los
basidiomas hallados en la naturaleza y mencionadas anteriormente.

Distribucion: Sur de Asia (Japon, Malasia, Paptia Nueva Guinea, Islas Salomoén) y
América tropical (Argentina, M¢éxico, Estados Unidos) (Petersen y Hughes 2010). En
Argentina, se ha reportado en las provincias de Buenos Aires, Corrientes, Misiones, y
Tucuman.

Ecologia: creciendo en arboles vivos, decaidos, o troncos muertos de gimnospermas y

angiospermas. Solitarios o formando pequefios grupos de 1 a 5 basidiomas.
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Figura 3. Caracteristicas microscopicas de O. canarii. A. Basidiosporas; B. Basidios; C,

Pleurocistidios; D. Elementos de la pileipellis; E. Elementos de las escamas. Escala= 30

pm (A); 50 pm (B, E); 70um (C, D).



Figura 3b. Fotos de algunas estructuras microscopicas de O. canarii. A. Trama

himenoforal y pleurocistidios; B. Pleurocistidios; C. Hifas fibuladas (la flecha sefala la

fibula); D. Esporas. Escala= 200 um (A); 50 um (B); 10um (C); 120 pm (D).

Especimenes examinados: ARGENTINA, Buenos Aires, Reserva Ecologica Costanera
Norte, 31°38'10" S, 60°40'31" O, 4/08/2016, J. Aliaga MA4 (CTES). Corrientes, Ciudad
de Corrientes, 27°27'29" S, 58°49'17" O, 26/03/2017, N. Niveiro MAS (CTES). Misiones,
General Manuel Belgrano, Reserva Natural Estricta San Antonio, 26°03'00" S, 53°43'00"
0, 23/03/2017, M. Alberti 22v, 33v, 36v (CTES); INTA, Campo Anexo General Manuel
Belgrano, bosque de Araucaria angustifolia, 26°38'29" S, 53°46'14" O, 23/03/2017, M.
Alberti 43v (CTES); Guarani, Reserva Privada Yasi Yateré, 27°13'26" S, 54°00'47" O,

23/03/2017, M. Alberti 60v (CTES); Iguazi, Parque Nacional Iguazii, cercano al CIES,

45



26°38'29" S, 53°46'14" O, 22/03/2017, N. Ramirez 13v, 14v, 15v, 17v (CTES), Ib.
Estacion Timbo, N. Ramirez 16v (CTES). San Ignacio, Parque Provincial Teyd Cuaré,
27°33'43,3" S, 55°35'24,2" O, 18/10/2017, N. Nivero MA3325, MA3326, MA3327,
MA3328 (CTES). Santa Ana, Parque Provincial Cafiadon de Profundidad, 27°33'23,1" S,
55°42'21,1" O, 16/10/2017, N. Niveiro MA3325 (CTES). San Pedro, Parque Provincial
Mocona, Chachi trail, 27°08'35" S, 53°53'12" O, 25/03/2017, M. Alberti 68v (CTES). /b.
26/03/2017, M. Abberti 93v (CTES). Reserva Privada Yagurundi, 26°41'40" S, 54°15'52"

0, 23/03/2017, M. Alberti 57v (CTES).

Oudemansiella canarii se caracteriza por su pileo blanco con escamas amarronadas (que
estdn ausentes en los basidiomas obtenidos en cultivo), superficie marcadamente
glutinosa y oscura cuando joven y pileipellis formada por un ixotrichodermo superficial
compuesto por células expandidas montadas sobre una capa mas o menos himeniforme
compuesto por células cilindricas a levemente pigmentadas de oliva. Pleurocistidios
numerosos y de gran tamafio (Petersen y Hughes 2010). Una de las especies mas similares
respecto a la estructura de la pileipellis es O. exannulata (Cleland y Cheel) R.H. Petersen
el este de Australia. Sin embargo, se esta se diferencia de O. canarii por la ausencia de
escamas en la superficie del pileo y por poseer un pileo de mayor tamafio (de hasta 100
mm diam.) (Petersen y Hughes 2010). Las caracteristicas macro y microscépicas de los
especimenes de O. canarii de Argentina coinciden con las descriptas por Corner (1994)
y Petersen y Hughes (2010), con minimas diferencias. Petersen y Hughes (2010)
describen basidiosporas mds grandes (hasta 31 x 33 um), con basidios con 1 a 4
esterigmas y basidiomas con coloraciones rosaceas. En este trabajo, las esporas de mayor

tamafio medidas fueron de 19,96 x 21,99 um; todos los basidios observados fueron
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tetrasporados y no se observaron coloraciones rosadas en ninguno de los basidiomas

examinados.

Oudemansiella cubensis (Berk. & M. A. Curtis) R. H. Petersen Fig, 4-5.

Nova Hedwigia, Beih. 137: 283. 2010.

Tipo: Cuba. Julio de 1857, C. Wright s.n. (FH).

Bas: Agaricus (Amanita) cubensis Berk. & M.A. Curtis. J. Linn. Soc. London 10: 282.
1869.

Sin: Agaricus (Tricholoma) platensis Speg. Anales Soc. Ci Argent. 9(4): 161. 1880.
Oudemansia platensis (Speg.) Speg. Anales Soc. Ci. Argent. 10(6): 280. 1880. [nom. gen.
illeg., Art. 53 ICNB].

Oudemansiella platensis (Speg.) Speg. Anales Soc. Ci. Argent. 12(1): 24. 1881.
Psalliota platensis (Speg.) Herter. Estudios Botanicos Region uruguaya, Il Florula

Uruguayensis Plantae Avasculares (Montevideo): 43. 1933.

Basidiomas gregarios en pequefios grupos, xilofagos (Fig. 4A). Pileo de hasta 80 mm de
ancho, hemisférico-convexo cuando joven, luego plano convexo a plano; gliutinoso al
micio tornandose rapidamente viscido y finalmente seco a la madurez (en condiciones
ambientales secas) (Fig. 4B-C); higrofano, marrén (6E5-8) cuando joven, convirtiéndose
en marron claro a medida que se deseca (6D4), marron grisaceo (6D3), finalmente blanco
anaranjado (6A2) en el centro blanco (6Al) en los margenes a la madurez. Glabros u
ocasionalmente con escamas formando escalas recurvadas (mas pequefias y concentradas
en el centro y de mayor tamafio y dispersion hacia los margenes), marrones (7E4-6) a
marrdn oscuras (7F4-6), variando considerablemente de tamafio (1 a 20 mm) (Fig. 4D).

Margenes suaves con pequefios fragmentos de velo remanente cuando jovenes. Contexto
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fino, de hasta 2 mm, blanco (2Al) a palido (2A2), olor farindceo, el cual se acentua y se
vuelve dulce cuando se seca. Laminillas adnatas cuando jovenes, luego anexas,
ventricosas, subdistantes a distantes (Fig. 4E), blancas (1A1) tornandose palidas (1A2) a
palidas amarillentas (1A3) a la madurez, lamélulas de primer y segundo orden. Estipite
17-80 x 4-8 mm, central, derecho o curvado, cilindrico levemente afinado hacia el apice,
con una base bulbosa a subbulbosa, (Fig. 4A-F), blanco (2A1) a palido (2A2), concoloro
con las laminillas, sélido, macizo, fibroso longitudinalmente, de superficie seca, con
pequefios remanentes de velo hacia el apice que desaparece a la madurez. Desarrollo del
basidioma hemiangiocarpico (Fig. 4F). Esporada blanca a palida y extremadamente
abundante (Fig. 4G).

Basidiosporas 14,92-20,47 x 17,08-20,2 ym; x = 17,7 x 18,38 yum, Q= 1,00-1,20, Qx =
1,03, n = 25; globosas a subglobosas, con contenido multigranular y abundantes gutulas,
no amiloides, hialinas, lisas, de pared gruesa (Fig. 5A y 5b-D). Basidios 45-70 x 23-36
um, clavados, tetraesporados, hialinos, de pared gruesa (Fig. 5B). Pleurocistidios 140,0-
190,3 x 25,38-39,24 um, lageniformes, formedos por una base globosa a subglobosa, con
un extremo alargado y afinado, de pared gruesa en la base que se va afinando hacia el
apice y con contenido homogéneo (Fig. 5C y 5b-B). Queilocistidios de dos tipos: (1) 13-
28 x 39-83 um, fusiformes a ampliamente clavados, de pared delgada; y (2) 12-40 x 61-

150 um, muy ampliamente fusiformes y de pared gruesa.
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Figura 4. Basidiomas de O. cubensis: A. Aspecto general;, B. Primordios; C.
Especimenes obtenidos en cultivo; D, Detalles de las escamas del pileo; E. Laminillas; F.
Velo parcial; G. Esporada. Escala = 0,75 cm (A); 1 cm (B, G); 1,75 cm (C); 0,3 cm (D,

E); 0,43 cm (F).
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Trama himenoforal constituida por hifas de 5-38 ym de diam., subregular de pared
delgada y no amiloides (Fig. 5b-A). Pileipellis formada por dos tipos de tejidos: (1)
mferior, una capa mas o menos himeniforme formada por células de 20-80 x 8-10 um
clavadas, suavemente pigmentadas color oliva; y (2) superficial, formada por un
policistodermo compuesto por cadenas de células de 6-25 um de diam. progresivamente
ensanchadas (Fig. 5D). Escamas formadas por cadénas de células de 20-50 um de diam.,
ampliamente fusiformes (basalmente) y subglobosas o globosas (apicalmente) (Fig. SE).
Estipitipellis enun cutis formado por hifas de 6,68-14,63 um de diam., lisas y dispuestas
de forma paralela. Caulocistidios fusiformes, hialinos, de pared gruesa (1,4 um de
grosor). Fibulas presentes (Fig 5b-C).

Los basidiomas obtenidos en cultivo mostraron un desarrollo hemiangiocarpico (Fig. 4G).
Pileo15-99 mm diam., convexo cuando joven y plano convexo aplano enla madurez con
escamas presentes. Las otras caracteristicas macro y microscopicas coinciden con las de
los basidiomas hallados en la naturaleza y mencionadas anteriormente.

Distribucion: Neotropical, desde el sur de Estados Unidos al norte y centro de Argentina:
Argentina, Brasil, Colombia, Costa Rica, Cuba, Republica Dominicana, Ecuador, Estados
Unidos (Petersen y Hughes 2010). En Argentina, se conoce en las provincias de Buenos
Aires, Corrientes y Misiones.

Ecologia: Se lo encuentra creciendo en arboles vivos o decaidos y en troncos muertos de
angiospermas y gimnospermas. Solitarios o formando pequefios grupos de 1 a 4

basidiomas.

50



Figura S. Caracteristicas microscopicas de O. cubensis: A. Basidiosporas; B. Basidios;
C. Pleurocistidios; D. Elementos de la pileipellis; E. Elementos de las escamas. Escala =

25 um (A, D); 50 um (B); 70 um (C); 80 um (E).
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Figura 5b. Fotos de algunas estructuras microscopicas de O. cubensis. A. Trama

himenoforal y pleurocistidios; B. Pleurocistidios; C. Hifas fibuladas; D. Esporas. Escala=

80 um (A); 45 pm (B); 10um (C); 120 um (D).

Especimenes examinados: ARGENTINA, Buenos Aires, Reserva Natural Municipal
Santa Catalina, 34°46'46" S, 58°25'36" O, 27/07/2016, S. Ponce MA3 (CTES). Corrientes,
San Cosme, Paso de la Patria, Estancia Las Lagunas, 27°22'15" S, 58°32'54" O,
21/04/2016, N. Niveiro MA2 (CTES).

Petersen y Hughes (2010) definen seis caracteres para separar Oudemansiella cubensis
de otras especies similares: (1) esporas de menor tamafio, (2) basidios mas largos y
delgados (3) pleurocistidios mas delgados que en otras especies (4) pileo mmaduro
marrdn oscuro en vez de gris claro, amarillo claro o rosado (5) queilocistidios conspicuos,

y (6) pileipellis formada por cadenas de células. Sin embargo, el tamafio de las esporas,
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los basidios, queilocistidios y pleurocistidios no son caracteres completamente exclusivos
ya sus medidas se superponen en muchos casos. Los caracteres mas adecuados para
diferenciar esta especie son su pileo blanco a marrén claro con escamas dispersas y su
pileipellis. Esta ultima estd compuesta por un policistodermo superficial formado por
cadenas de células progresivamente infladas y una capa inferior mids o menos
himeniforme formado por células claviformes levemente pigmentadas color oliva.
Oudemansiella apalosarca (Berk. & Broome) Hohn. Proveniente de Sri Lanka y Oceania
(O. australis G. Stev. & G.M. Taylor) difiere de O. cubensis en su pileo sin escamas, su
superficie secay sus esporas de mayor tamafio (22-25 x 20-24 um) (Petersen y Hughes,
2010).

Las descripciones de los ejemplares de O. cubensis de Argentina concuerdan con las de
Petersen y Hughes (2010) y con las descripciones realizadas por Corner (1994) para O.
platensis. En este trabajo, se reportaron esporas con un tamafio maximo de 20,47 x 20,72
um, las cuales son menores a las reportadas por Petersen y Hughes (2010) (con tamafio
maximo de 22,5 x 22 pym) y por Corner (1994) (15 x 25 pm). Ademsas, estos autores
reportaron pleurocitidios mayores a 250 pm, mientras que el largo maximo de los
pleurocistidios descriptos en este trabajo fue de 190,3 pm. Respecto a los basidios,
Petersen y Hughes (2010) reportaron basidios de dos a cuatro esterigmas, pero en este

trabajo sdlo se describieron basidios tetrasporados.

Filogenia Molecular

El conjunto de datos original consistio de 36 taxa y 682 posiciones. El arbol generado a
partir de IB coincidid con el generado a partir del andlisis de MV. Las especies estudiadas
en este trabajo fueron agrupadas en tres clados bien definidos: Clado O. canarii (1/91);

Clado O. cubensis (1/84); y Clado O. apalosarca (1/90), en el cual fueron agrupadas las
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secuencias de O. crassifolia y O. australis provenientes del continente asidtico, ambas

sinonimizadas a O. apalosarca por Petersen y Hughes (2010) (Fig. 6).
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L MT272114 O. canaril Argentina
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l- MT272116 O. canarii Argentina
MT271882 O. canarii Argentina
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Figura 6. Filogenia molecular estimada por inferencia bayesiana en base a secuencias

ITS. Se muestran los valores de probabilidades bayesianas por encima de 0,9 (BPP >0,9)
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y de boostrap por encima de 70% (BS > 70). Las secuencias obtenidas en esta tesis se

muestran en negrita.
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Discusion

Tomado en consideracion los trabajos publicados por Niveiro y Albertd (2012) y Petersen
y Hughes (2010), siete especies de Oudemansiella fueron descriptas para Argentina,
algunas de las cuales no han sido revisadas atn. Algunas de estas especies, tales como O.
aculeata Raith. y O. haasiana Raith. han sido pobremente descriptas y los materiales tipo
probablemente se hayan perdido. Luego de varios viajes de muestreos al centro y norte
de nuestro pais donde obtuvimos varios especimenes del género Oudemansiella,
encontramos que es muy dificil la identificacién a nivel de especie debido a las grandes
similitudes entre ellas. Inicialmente, pensamos que el nimero de especies presentes iba a
ser mayor, pero luego de los andlisis detallados tanto morfoldgicos como moleculares,
concluimos que solo hay dos especies en las regiones exploradas. Sin embargo, a nivel
macroscopico es dificil diferenciar estas especies, siendo necesario para ello, realizar
estudios microscopicos, de cultivo o moleculares para diferenciarlas con exactitud. A
nivel microscopico, estas especies pueden diferenciarse principalmente por la estructura
de la pileipellis, especificamente por la capa mas superficial: O. canarii posee un
xotricodermo compuesto por células expandidas, O. cubensis por su parte, tiene un
policistodermo superficial formado por cadenas de células progresivamente infladas.
Algunos autores consideran que la pileipellis podria ser algo variable de acuerdo con el
estado de desarrollo (Corner 1994; Dorfelt 1981; Yang et al. 2009).

Otra diferencia morfologica hallada luego de repetidas observaciones de los
basidiomas obtenidos en cultivo fue la consistencia de los primordios, los primordios de
O. canarii son mucho mas glutinosos que en O. cubensis. No obstante, esta caracteristica
podria ser variable segin las condiciones ambientales, asi como también a partr de la
percepcion del observador. Adicionalmente, cuando estas especies son cultivadas bajo

condiciones controladas pueden ser diferenciadas por la presencia de escamas sobre el
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pileo de O. cubensis, y la ausencia de las mismas en los basidiomas maduros de O. canarii
(Fig. 2C, 4C-E).

Respecto al desarrollo de los basidiomas Corner (1994) reportd que el desarrollo de estas
especies era gimnocarpico, sin embargo, la produccion de basidiomas en cultivo nos
permitid realizar la observacion de numerosos especimenes de ambas especies, y de esta
manera podemos afirmar que tanto O. canarii como O. cubensis tienen un desarrollo del
tipo hemiangiocarpico. De acuerdo con Alexopoulos y Mims (1985), el desarrollo
hemiangiocarpico se caracteriza por el hecho de que durante las fases inciales del
desarrollo del basidioma, el himenio se encuentra cubierto por el velo parcial, el cual es
un tejido que conecta el pie con los margenes del sombrero, cuando el pileo se expande,
el velo parcial se rompe y puede permanecer o no, en forma de anillo.

El andlisis filogenético llevado a cabo a partir de las secuencias ITS permitié separar tres
clados bien soportados (Fig. 6). Nuestras secuencias fueron agrupadas en dos clados
diferentes: O. canarii y O. cubensis. Estos resultados concuerdan con los hallados por
Petersen y Hughes (2010), quienes también separaron ambas especies a partir de sus
secuencias ITS. Los ITS demuestran ser Optimos marcadores para la filogenia molecular
de estas especies que hasta el momento son las tUnicas dos especies pertenecientes al

género Oudemansiella sensu stricto reportadas en la Argentina.
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Conclusiones del capitulo

A partir de los estudios microscopicos, de cultivo y moleculares, podemos concluir que
en las regiones exploradas hay dos especies de Oudemansiella: O. canari'y O. cubensis.
A nivel microscdpico, como hemos explicado, estas especies pueden diferenciarse
principalmente por la estructura de la pileipellis; en estudios de produccion en cultivo
pueden ser diferenciadas por la presencia de escamas sobre el pileo de O. cubensis y la
ausencia de las mismas en O. canarii; mientras que mediante los andlisis moleculares

pueden diferenciarse a partir de marcadores ITS sin dificultad.
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’ CAPITULO 2
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Estudio de los parametros productivos

para la produccion intensiva de hongos .
pertenecientes al género Oudemansiella |




Introduccion

En térmmos generales, las etapas para la produccion de hongos comestibles consisten en:
adquisicion o produccion de indculo, preparacion del sustrato, tratamiento térmico
(pasteurizacion o esterilizacion) para reducir o eliminar la carga microbiana de los
sustratos, incubacion, induccion y cosecha (Albertd 2008). Si bien el esquema general es
el mismo para la mayoria de los hongos cultivables, cada especie de hongo comestible
tiene sus particularidades y parametros Optimos en cada etapa. Por lo tanto, cuando se
desea estudiar el cultivo de una nueva especie, hay que poner a punto cada uno de los
pasos del ciclo productivo, de manera tal de obtener los mejores rendimientos mtentando
ser lo mas eficiente posible en cuanto a los recursos utilizados y los tiempos de
produccion. A su vez, toda la informacidn generada respecto a la nueva especie, tanto en
cuanto a similitudes y diferencias con otros hongos cultivados mundialmente, asi como
también, la caracterizacion detallada de los basidiomas obtenidos, que son el producto
final para consumir y comercializar, son de vital importancia para lograr la expansion de

la incipiente especie.

Siguiendo el esquema mencionado anteriormente, lo primero que debemos poner a punto
cuando comenzamos a estudiar un hongo con los fines de cultivarlo, es la produccion de
moculo y para ello hay que optimizar las condiciones de crecimiento micelial. El
crecimiento micelial, consiste en la multiplicacién del micelio sobre algin sustrato o
medio de cultivo. Durante el cultivo de hongos, el crecimiento micelial tiene lugar en la
fase de incubacion, tanto para la produccidon de moculo, que por lo general se hace sobre
granos de cereales, como también durante la colonizacidon del sustrato de produccidn,
cuyo componente principal por lo general es paja o aserrin. La optimizacion de este
parametro va a estar relacionada con una mayor velocidad en la colonizacion de los

sustratos, reduciendo los tiempos en el ciclo productivo y disminuyendo las chances de
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contaminacién. Son varios los factores que pueden estudiarse para optimizar el
crecimiento micelial, algunos muy cominmente estudiados son: temperatura, pH, medios

de cultivo y sustratos.

Las condiciones de temperaturas moderadas y de alta humedad en las cuales se cultivan
los hongos comestibles, favorecen la aparicion de contaminantes de diferente naturaleza,
pero principalmente, la aparicion de hongos imperfectos conocidos como mohos. Los
mohos compiten por el espacio y los nutrientes con la especie a cultivar y en general, lo
hacen de manera mas veloz y agresiva. A su vez, pueden producir metabolitos secundarios
toxicos, enzimas extracelulares, asi como compuestos organicos volatiles (Mumpuni et
al. 1998; Williams et al. 2003), que pueden disminuir sustancialmente e incluso bloquear
directamente la produccion comercial de hongos. Ademds de los tratamientos realizados
sobre los sustratos para evitar su proliferacidon, algunos fungicidas sistémicos de amplio
espectro como el carbendazim han demostrado ser eficientes inhibiendo el desarrollo de
mohos contaminantes a muy bajas concentraciones, sin afectar a los hongos comestibles
(Hatvani et al. 2012). Por lo tanto, resulta muy interesante estudiar la tolerancia de las

diferentes especies a este tipo de fungicidas.

Contnuando con el esquema mencionado anteriormente y una vez obtenido el indculo,
¢éste debe sembrarse en un sustrato lignoceluldsico previamente tratado, generalmente con

pasteurizacién o esterilizacidon, para reducir su carga microbiana.

Para la siembra, el porcentaje de inoculacion recomendado es variable para las diferentes
especies. La mayoria de los cultivadores emplean porcentajes de moculacion que van del
2 al 5 % (Albertd 2008). Para el género Pleurotus, por ejemplo, se han reportado tasas de
moculacion que van del 0,8 al 20% (Gaitdn-Herndndez et al. 2006; Sanchez y Royse
2001; Stamets 2000). Jaramillo y Albertd (2019) recomiendan el uso del 13% de in6culo

para Pleurotus, valor con el cual obtuvieron la mayor productividad del cultivo.
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Establecer la tasa de noculacién Optima, resulta fundamental a la hora de cultivar una
nueva especie, ya que el ndculo es uno de los insumos que los cultivadores deben

adquirir, y representa uno de los principales costos de produccion.

Debido a la naturaleza heterdtrofa de los hongos, los sustratos de cultivo empleados van
a tener que ser capaces de proveerles todas las sustancias necesarias para permitir el
crecimiento y la fructificacion. La diferente composicion de los materiales en cuanto a
contenido de lignina, dureza, presencia de resmas, relacion C/N y probablemente
diferencias en los micronutrientes, van a ser determinantes en los rendimientos obtenidos,
en los tiempos que conlleve cada etapa de cultivo y en las caracteristicas del producto

obtenido.

Luego de que se complete la colonizacion del sustrato, es necesario favorecer el
mtercambio gaseoso para estimular el desarrollo de los basidiomas (Bellettini ez al. 2019).
Son varios los sistemas de produccion utilizados a nivel mundial y estos varian
dependiendo de las especies. En general, cada una de las especies mayormente cultivadas
tienen un sistema que es el mas utilizado porque permite los mayores rendimientos, por
lo tanto, para estudiar el cultivo de un hongo xil6fago por primer vez, deberian evaluarse

diferentes sistemas y asi definir cual es el mas optimo.

En cuanto al cultivo de las oudemansiellas, unicamente tres especies sensu stricto han
sido producidas en cultivo sobre unos pocos sustratos: O. canarii (Ruegguer et al. 2001;
Xu et al. 2016), O. submucida (Li et al. 2012) y O. tanzanica (nom prov) (Magingo et al.
2004); y la mformacion respecto a la tecnologia utilizada para su cultivo, las
caracteristicas del ciclo productivo o de los basidiomas obtenidos es muy escasa y se

encuentra pobremente detallada.
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Con el objetivo de describir la mejor metodologia para el cultivo de dos especies de
Oudemansiella, se estudiaron en primer lugar algunos parametros importantes para el
desarrollo micelial tales como temperatura y pH optimos, tolerancia al carbendazim y los
posibles sustratos para la produccion de méculo. En segundo lugar, se evaluaron y
describieron aspectos relacionados a las diferentes etapas del cultivo, tales como el
porcentaje de moculacion a la siembra, el sustrato Optimo para el cultivo y el mejor

sistema para induccion y produccion de basidiomas.
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Objetivo general del capitulo

e Estudiar los parametros productivos para la produccion intensiva de las especies

de hongos pertenecientes al género Oudemansiella halladas en el pais.



Objetivos especificos del capitulo

e Determinar la temperatura y el pH Optimo para el crecimiento micelial.

e Determinar tolerancia al carbendazim durante el crecimiento micelial.

e Determinar el sustrato dptimo para el crecimiento micelial.

e Determinar el porcentaje de inoculacion dOptimo a la siembra.

e Determinar el sustrato lignoceluldsico Optimo para la produccion de basidiomas.

e Determinar el sistema Optimo para la induccién y produccion de basidiomas.

e Evaluar la eficiencia biologica y algunos otros parametros del rendimiento en
funcion de la tasa de moculacion, el sustrato y el sistema de cultivo empleado.

e Caracterizar los basidiomas cosechados en funcidn de la tasa de moculacion, el
sustrato y el sistema de cultivo empleado.

e Evaluar las oleadas y los tiempos del ciclo de cultivo en funcién de la tasa de

moculacion, el sustrato y el sistema de cultivo empleado.
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Materiales y métodos

Cepas

Las cepas usadas fueron identificadas como O. canarii ICFC 853/17 (Buenos Aires,
Argentina) y O. cubensis ICFC 852/17 (Corrientes, Argentina). Las mismas fueron

aisladas e identificadas tal como se detalld en el capitulo anterior.
Temperatura oOptima de crecimiento micelial

El medio de cultivo utilizado con fines de almacenamiento y repiques de rutina fue agar
papa dextrosado (APD 39 g/l, Britania ™, Argentina). Se utilizd un disco de APD de 5
mm de diam. con micelio activo y se coloco en el centro de una placa de Petri de 90 mm.
Las placas fueron incubadas a 20, 25 y 30 °C. El crecimiento del micelio fue medido
diariamente hasta que se completd toda la placa. Se realizaron tres réplicas de cada cepa

y el crecimiento diario fue promediado.

pH optimo de crecimiento micelial

Se tomaron dos discos de APD de 5 mm de diam. con micelio activo y se colocaron en
Enlermeyers con 100 ml de medio liquido estéril de papa gluicosa a pH 5, 7y 9. Se
incubaron a 20°C en shaker a 200 rpm. Luego se realizaron mediciones de peso seco del
micelio (a partir del micelio deshidratado) a los 5, 10, 15 y 20 dias. Se realizaron tres

réplicas de cada cepa y el crecimiento diario fue promediado.

Sustrato optimo de crecimiento micelial

Para realizar las pruebas de sustrato Optimo para producciéon de inoculo se hirvieron
durante 5 minutos los diferentes granos: sorgo, avena, trigo y mijo con agua
desmineralizada y 2% p/p de carbonato de calcio. Luego se escurrieron en papel de diario

durante media hora para absorber el exceso de humedad. En cuanto al aserrin de



Eucalyptus, el mismo fue hidratado al 60% p/v con agua desmineralizada y se le adiciond
2% p/p de CaCO3. Con estos materiales se llenaron cajas de Petri de vidrio de 90 mm, se
esterilizaron en autoclave durante 2 h a 121°C y 1 atm de presion. Cuando se enfriaron,
se sembraron con un disco de 5 mm de APD con micelio activo de cada cepa y se
colocaron en el cuarto de incubacion. Se realizaron tres réplicas de cada cepa y el

crecimiento diario fue promediado.

Tolerancia al carbendazim (Benzimidazol)

Para evaluar la tolerancia al fungicida carbendazim, se sembraron discos de 5 mm de
diam. con micelio activo en placas de Petri de 90 mm con APD con carbendazim en la
concentraciéon de ImlVL (1000 ppm). Como control se compard el crecimiento de ambas
especies en placas de Petri de 90 mm con APD sin carbendazim. Se incubaron a 25°Cy
se observd el crecimiento micelial de los dias posteriores. Se realizaron tres réplicas de

cada cepa.

Ensayos de cultivo

Produccion de inoculo

El in6culo fue preparado en bolsas plasticas con el siguiente contenido: 500g de granos
de sorgo hidratados y 2% p/p CaCOs. Las bolsas fueron esterilizadas en autoclave durante
2,5ha 121 °C, enfriadas hasta alcanzar temperatura ambiente e noculadas con un disco
de APD con micelio de la cepa correspondiente. Las bolsas fueron incubadas a 25 °C en

la oscuridad y agitadas periodicamente durante 21 dias.

Preparacion del sustrato y siembra

Los materiales lignoceluldsicos fueron hidratados al 70% de humedad con agua

desmineralizada (denommada tipo A, con 0,54 puS/m de conductividad aproximada) y
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luego mezclados con 2% p/p de carbonato de calcio (CaCO3). Se utilizaron bolsas de
polipropileno (25 x 45 cm) o frascos de vidrio (12 cm de ancho x 10 cm de diam) que se
llenaron con 500 g de sustrato y luego fueron esterilizados a 121 °C durante 2 h. Luego
de alcanzar temperatura ambiente fueron moculados con 10% p/p de moculo en la cdmara
de flujo laminar (excepto en el ensayo de porcentaje de noculo a la siembra, en el cual
se moculd al 1,5y 10%). Las bolsas fueron cerradas con un tapon de algodén sostenido
exteriormente porun fragmento cilindrico de PVC (cloruro de polivinilo). Para los frascos
se utilizaron tapas de metal en cuyo centro se realizd un orificio de 2 cmy se cubrid con
un tapon de algodén. La incubacion se realizd a 25 °C en oscuridad hasta que el sustrato

fue totalmente colonizado.

Sustrato optimo para la produccion de basidiomas

Se ensayaron 4 materiales lignocelulésicos para determmnar el sustrato Optimo para la
produccion de basidiomas en bolsas de polipropileno: paja de trigo (7riticum sp., picada
previamente hasta 3 cm de largo) aserrin de dlamo (Populus sp.), aserrin de eucalipto
(Eucalyptus sp.) y aserrin de pino (Pinus sp.). Luego de la incubacion, se realizaron seis

cortes en cruz (2,5 x 2,5 cm) y las bolsas fueron colocadas en el cuarto de fructificacion.

Sistema optimo para la produccion de basidiomas

Luego de finalizada Ila etapa de incubacion, se ensayaron 5 técnicas para la induccion y
produccion de basidiomas (Tabla 2; Fig. 7). En todos los tratamientos se utilizo paja de
trigo hidratada al 70%. La tierra de cobertura fue preparada utilizando 99% de turba

(Bertinat ™, Argentina) y 1% p/p de CaCOs.
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Capitulo 2. Materiales y métodos

Tabla 2. Diferentes técnicas evaluadas para induccion de basidiomas de Oudemansiella.

Nombre de | Especie

.. Induccion Referencias
la técnica modelo

Abreviatura

Bolsas con
perforaciones

Bolsas
abiertas
Frascos de
vidrio

Bloques de
micelio

Las técnicas utilizadas fueron: i) bolsas con perforaciones; ii) bolsas abiertas iii) frascos
de vidrio; iv) bloques de micelio; v) bolsas con tierra de cobertura. Las técnicas
seleccionadas son representativas de las especies mas cultivadas mundialmente y estan
claramente explicadas en muchas publicaciones (Chang y Miles 1989; Stamets 2000).
Brevemente: 1) bolsas con perforaciones: las bolsas fueron colocadas en el cuarto de
produccion, seis perforaciones fueron realizados utilizando un cortador; i) bolsas
abiertas: las bolsas colonizadas fueron colocadas en el cuarto de fructificacion y luego
abiertas apicalmente para permitir ala formacion de basidiomas; i) frascos de vidrio: los
frascos fueron colocados en el cuarto de fructificacion y la tapa fue removida para inducir

la formacion de basidiomas; iv) bloques de micelio: las bolsas colonizadas fueron
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colocados en el cuarto de fructificacion, las bolsas plasticas fueron removidas dejando el
bloque de sustrato expuesto; v) bolsas con tierra de cobertura: las bolsas fueron colocados
en el cuarto de fructificacion, abiertas apicalmente y se les colocd una capa de 4 cm de
tierra de cobertura encima. Un esquema que muestra la zona donde se forman los

basidiomas en cada sistema ensayado se puede observar en la Fig. 7.

B C
T

e

Figura 7. Esquema de las distintas técnicas evaluadas para induccion de fructificacidn.
A. Bolsas con perforaciones (los basidiomas salen solo a través de ellas); B. Bolsas
abiertas apicalmente (los basidiomas salen por arriba); C. Frascos de vidrio (los
basidiomas salen por la abertura del frasco); D. Bloques de micelio (los basidiomas
pueden salir en cualquier zona del bloque); E. Tierra de cobertura (los basidiomas salen

sobre la tierra de cobertura).

Condiciones de la sala de cultivo

Las condiciones ambientales la sala de fructificacion fueron: temperatura: 20-24 °C;
humidad: 70-80%; ventilacion: CO2 menor a 500 ppm mediante incorporacion de aire
filtrado al cultivo; fotoperiodo: 9h de luz y15 hde oscuridad usando un tubo fluorescente
de 20 W (400—700 nm); riego: durante 5 min, 5 veces por dia a través de un sistema de

aspersion. Al tratamiento de frascos de vidrio y bolsas con tierra de cobertura se les
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realizd riego manual por aspersion 1 vez por dia. Los basidiomas fueron cosechados

diariamente, pesados y medidos.

Parametros evaluados

Los parametros de produccion evaluados fueron: 1) Eficiencia biologica EB (%),
calculada como: EB% = Peso fresco de los hongos (g)/Peso seco del sustrato (g) x 100;
if) Peso total; 1) Numero de hongos cosechados; iv) Peso fiesco de los hongos, el cual
es el peso fresco total de los hongos cosechados durante el ciclo, dividido por el nimero
de hongos. Los parametros evaluados del ciclo de cultivo fueron: v) Primer dia de
cosecha, medido desde el dia de la siembra (precocidad); vi) Duracién total del ciclo,
medido desde el dia de siembra hasta el dia de la tltima cosecha; vil) Numero de oleadas;
viii) Distribucién del rendimiento, el cual es porcentaje de rendimiento en cada oleada.
Los parametros morfologicos evaluados fueron: ix) Diametro del pileo, x) Largo del

estipite xi) Ancho del estipite.

Diserio experimental y andlisis estadistico

Se utilizaron 8 repeticiones en todos los tratamientos. Previo al andlisis estadistico se
realizaron los test de Shapiro Wilks y de Levene para constatar los parametros de
normalidad y homocedasticidad, respectivamente. Los datos fueron analizados con el
software InfoStat (version 2015) a partir del andlisis de varianza (ANOVA) con p< 0,05

y las medias fueron comparadas con el test de Tukey.
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Resultados

Temperatura optima de crecimiento micelial

El micelio de O. canarii creci6 de forma optima a 20 y 25°C cubriendo la caja de Petri
en 9 dias, mientras que a 30°C el micelio demord 2 dias mas para alcanzar un didmetro
de 90 mm (Fig. 8). O. cubensis cubrié la caja de Petri en 8§ dias a las tres temperaturas

evaluadas sin mostrar diferencias entre ellas (Fig. 9).

== 30°C
—#= 25°C

== 20°C

Crecimiento diario (cm)

Tiempo (dias)

Figura 8. Temperatura Optima de crecimiento micelial de O. canarii. Las barras indican

la desviacion estandar.

—*— 30°C
—&— 25°C

== 20°C

Crecimiento diario (cm)

Tiempo (dias)



Capitulo 2. Resultados

Figura 9. Temperatura Optima de crecimiento micelial de O. cubensis. Las barras indican

la desviacion estandar.

pH optimo de crecimiento micelial:

En cada uno de los cultivos se obtuvieron esferas de micelio que fueron filtradas, secadas
a peso constante y pesadas (Fig. 10). Tanto para O. canarii como para O. cubensis, el
micelio alcanzd sumaximo peso luego de 20 dias apH 5 y 7, sin mostrar diferencias entre
ellos y dando un promedio aproximado de 0,9 g. A su vez, para ambas especies, se vio un

crecimiento menor a pH 9 dando un promedio de 0,5 g a los 20 dias (Fig. 11y 12).

Figura 10. Cultivo en medio liquido. A. Biomasa de micelio en medio liquido; B.

Biomasa de micelio filtrado.
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Figura 11. pH optimo de crecimiento micelial de O. canarii. Las barras indican la

desviacion estandar.
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Figura 12. pH optimo de crecimiento micelial de O. cubensis. Las barras indican la

desviacion estandar.

Sustrato optimo de crecimiento micelial
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Capitulo 2. Resultados

El crecimiento del micelio en algunos de los sustratos evaluados puede verse en la Fig.
13. Para ambas especies se verifico crecimiento del micelio en todos los sustratos
evaluados. Para el caso de O. canarii podria decirse que tanto en el mijo como el sorgo
completaron la caja de Petri en la menor cantidad de dias (9 dias), seguido por el trigo
(10 dias), avena (11 dias), sorgo mas Eucalyptus (12 dias) y Eucalyptus (13 dias) (Fig.
14). En el caso de O. cubensis, y a partir de la velocidad de crecimiento del micelio
observamos que tanto en el mijo como el sorgo, el micelio completd la caja de Petri a los

8 dias, seguido por el trigo (9 dias), avena y sorgo mas Eucalyptus (10 dias) y Eucalyptus

(12 dias) (Fig. 15).

Figura 13. Determinacién del sustrato dptimo para produccion de méculo. A. Placas de
Petri con diferentes sustratos 48 h posteriores a la siembra; B. Placas de Petri con

diferentes sustratos 7 dias posteriores a la siembra.
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Figura 14. Sustrato 6ptimo de crecimiento micelial de O. canarii. Las barras indican la

desviacion estandar.
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Figura 15. Sustrato optimo de crecimiento micelial de O. cubensis. Las barras indican la

desviacion estandar.
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Capitulo 2. Resultados

Tolerancia al carbendazim

Se observo el crecimiento micelial normal en todas las cepas de O. canarii y O. cubensis
evaluadas en medio de cultivo con carbendazim al 1%, aunque el crecimiento fue un poco
mas lento. El micelio tardd 15 dias en colonizar las placas de Petri con medio APD mas

carbendazim mientras que demor6 11 dias en completar las placas control.

Porcentaje de inoculo optimo para la produccion de basidiomas

Con el néculo obtenido (Fig. 16) se llevaron a cabo los experimentos de cultivo con paja
de trigo como sustrato y con diferentes porcentajes de inéculo en la siembra. Se pudo
determmar que en O. canarii se obtuvieron valores de EB de 116,4 a 85,3%, y que no se
encontraron diferencias significativas con los diferentes porcentajes de indculo en la
siembra (aunque se vio una tendencia de mayor EB a mayor % de indculo). En O.
cubensis, en cambio, las diferencias fueron estadisticamente significativas, la mayor

eficiencia bioldgica (115,2%) se obtuvo con 10% de indculo, seguido por la siembra al

5% (81,4%) v al 1% (64,88% de EB) (Fig 17).
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Figura 16. Produccion de moculo.

A. Bolsas de ndculo 6 dias posteriores a la

moculacion; B. Bolsas de ndculo 21 dias posteriores a la moculacion.

150 9

120 9
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EB (%)
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O.canarii

BN 0% indculo
B 5% indculo

BN | % indculo

O.cubensis

Figura 17. Eficiencia bioldgica de O. canarii y de O. cubensis producidas con tres tasas

diferentes de inoculacion. Las barras indican la desviacion estandar y letras diferentes

ndican diferencias significativas con p < 0,05, de acuerdo con el test de Tukey, n = 8.

Los basidiomas cosechados de O. canarii y O. cubensis se muestran en la Fig. 18. En

cuanto a los parametros morfolégicos, no se encontraron diferencias significativas para

ninguna de variables analizadas para el O. canarii; para O. cubensis se encontraron

diferencias en las variables nimero de hongos y peso medio de los hongos (Tabla 3).
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Capitulo 2. Resultados

Figura 18. Cosecha de basidiomas de Oudemansiella. A y B. Colecta de basidiomas; C.

Medicion de didm. de pileo; D. Pesado de basidiomas.

En O. canarii el diametro del pileo vario de 4,45, para una tasa de noculacion de 10%, a
4,90 cm para una tasa de 1%, el largo del estipite vario de 5,75 cm para para una tasa de
5% a 5,94 cm para 10%, el ancho del estipite varié de 0,49 para 10% a 0,53 cm para 1%;
el nimero de hongos promedio varié de 13,33 unidades para 1% a 18,25 unidades para
10%. El peso medio de los hongos vari6 desde 8,63 g para una tasa del 1% a 10,76 g para
5%. En el caso de O. cubensis el nimero de hongos promedio vari6 de 8,67 unidades para
una tasa de inoculacion de 1% que fue estadisticamente diferente a los valores de 5y 10%

(13,40 unidades). El peso medio de los hongos fue desde 8,94 g para una tasa de
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moculacion del 5% que vari6 significativamente respecto del valor obtenido con una tasa
del 1% (12,95 g) y del valor alcanzado por la tasa de moculacion al 10% (14,49 g). El
didmetro del pileo varié de 4,54 cm para una tasa del 5% a 5,63 cm para 10%, el largo
del estipite varid de 5,80 cm para una tasa del 5% a 6,80 cm para 10%, el ancho del

estipite varié de 0,49 para una tasa del 5% a 0,53 cm para 1% (Tabla 3).

El primer dia de cosecha, la duracion total del ciclo, el nimero de oleadas y la distribucién
del rendimiento para los diferentes % evaluados se muestra en la Tabla 4. Respecto al
primer dia de cosecha, el mismo vari6 del dia 48 a 52 para O. canarii. Los basidiomas
producidos con tasas del 10% fueron los primeros en ser cosechados, a partir del dia 31
al 48 y del 37 al 40, respectivamente. La duracion total del ciclo fue de 60 a 77 dias y el
nimero de oleadas fue desde una a dos para todas las tasas de inoculacion. El rendimiento
(EB) se distribuyd con un mayor porcentaje en la primera oleada con tasa de moculacién
del 10%, en cambio, con tasas de inoculacion menores, varid6 de 40—100 % y de 20—100%
en la primera oleada (Tabla 4). En cuanto al primer dia de cosecha para O. cubensis fue
de 50 a 56 dias, dependiendo de la tasa de moculacidn. Los primeros basidiomas en ser
cosechados fueron los provenientes del ensayo con una tasa de noculacion del 10%. La
duracion total del ciclo fue de 51 a 79 dias y el nimero de oleadas fue de 1 a 2 para todas
las tasas de noculacion. El rendimiento se distrbuyd con un mayor porcentaje en la
primera oleada con tasa de moculacion del 10% y del 5%, en cambio, con tasa de

moculacion del 1% vari6 de 40-100 % en la primera oleada (Tabla 4).
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Capitulo 2. Resultados

Tabla 3. Parametros morfologicos y de rendimiento de Oudemansiella canarii y O. cubensis obtenidos con diferentes porcentajes de inoculacion

ala siembra.
o, Di del Largo del | Ancho del | Nimero de | Peso medio
Especie iné ° 1 i:am.( ; estipite estipite hongos de los hongos | Peso total (g)
il || ulies (i) (cm) (cm) (unidades) @©

2445+ 0,18
O. canarii 24,73+0,12
24.90+0,26

®5,63+1,29
O. cubensis 2 4,54+023
 4,6440,46

Valores seguidos por diferentes letras en la misma columna y especie son diferentes significativamente con p
< 0,05, a partir del test de Tukey, n= 8.
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Capitulo 2. Resultados

Tabla 4. Parametros de cultivo Oudemansiella canarii 'y O. cubensis cultivadas con diferentes porcentajes de inoculacion a la siembra.

; ja | Duracion | Distribucién del rendimiento (%
Especie % inoculo (l;:gl)eszg]l; total del N::;::;zsde e
ciclo Oleada 1 Oleada 2

O. canarii

O. cubensis
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Sustrato optimo para la produccion de basidiomas

O. canarii alcanzd su maximo rendimiento cuando fue cultivada en paja de trigo
(188,52% de EB); y se diferencio estadisticamente de los valores de EB obtenidos con
aserrines de eucalipto, pino o dlamo, que variaron de 46,30 2a91,12% de EB (Fig. 19). De
forma similar, O. cubensis alcanzd su mayor rendimiento en paja de trigo (132% de EB)
y el menor en aserrin de eucalipto (28,43% de EB) y en aserrin de pino (30,29% de EB).

El aserrin de dlamo se mostrd como el segundo mejor sustrato (70,00% de EB) (Fig. 19).

Respecto a las caracteristicas morfologicas de los basidiomas de O. canarii, se vieron
diferencias significativas en todas las caracteristicas morfoldgicas en todos los sustratos
evaluados (Tabla 5). El maximo valor de didmetro de pileo fue 7,35 cm para aserrin de
pino y el menor, 4,52 cm para aserrin de dlamo. El mayor valor para largo del estipite fue
9,85 cm para aserrin de pino y el menor 6,11 cm para paja de trigo. Para el ancho del
estipite, el maximo valor fue 0,87 cm para aserrin de pino y el menor, 0,53 para aserrin
de alamo. La variable nimero promedio de hongos fue mayor en paja de trigo dando
25,57 unidades y menor en aserrin de pino, dando 3,00 unidades. El mayor peso de los

hongos fue de 31,07 g en aserrin de pino, y el menor fue de 10,83 g para paja de trigo.

Para el caso de O. cubensis, de los basidiomas obtenidos en los diferentes sustratos, el
numero promedio de hongos fue la tnica variable que mostré diferencias significativas
alcanzando su maximo valor de 14,5 unidades en paja de trigo y su minimo valor de 3,2
unidades en aserrin de pino (Tabla 5). El diametro del pileo varié de 5,70 cm para paja de
trigo a 7,40 cm para aserrin de pino. El largo del estipite varid de 5,00 cm para aserrin de
alamo a 5,88 cm para aserrin de pino. El ancho del estipite vario de 0,62 cm para aserrin
de eucalipto a 0,66 cm para serrin de alamo. El peso medio de los hongos varid desde

12,93 g para paja de trigo a 29,34 g para aserrin de alamo.
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Figura 19. Eficiencia biologica de O. canariiy de O. cubensis producidas en cuatro tipos
de sustratos lignocelulosicos. Las barras indican la desviacion estidndar y letras diferentes

indican diferencias significativas con p < 0,05 de acuerdo con el test de Tukey, n = 8.

El primer dia de cosecha, la duracion total del ciclo, el niimero de oleadas y la distribucidén
del rendimiento para todos los sustratos evaluados se muestra en la Tabla 6. Los sustratos
fueron completamente colonizados en 21 dias luego de la moculacion. El primer dia de
cosecha, para O. canarii vario de 28 a 54 dias, dependiendo del sustrato. Los primeros
basidiomas en ser cosechados fueron provenientes del aserrin de 4lamo y la paja de trigo,
y a partir de los dias 28 a 40 y de 40 a 43, respectivamente. La duracion del periodo del
cultivo vario de 48 a 74 dias. El nimero de oleadas fue de 1 a 2 para la mayoria de los
sustratos, excepto para la paja de trigo en la cual se vieron de 2 a 3 oleadas. Cuando el
numero de oleadas fue de una a dos el rendimiento se distribuyd de 42—100 % en la
primera y de 0-58% en la segunda mientras que cuando las oleadas fueron de 2 a 3, la
distribucidon del rendimiento fue de 38—-84% en la primera oleada, de 11-55% en la

segunda y de 0—12% en la tercera (Tabla 6).
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Respecto al primer dia de cosecha para O. cubensis el mismo varid del dia 31 a 55. Los
basidiomas producidos en aserrin de dlamo y paja de trigo fueron los primeros en ser
cosechados, del dia 31 al 48y del 37 al 40, respectivamente. La duracion total del periodo
varié de 46 a 71 dias. El nimero de oleadas varid desde una a dos para todos los sustratos,
excepto para la paja de trigo en la cual se obtuvieron de tres a cuatro oleadas. Cuando el
nimero de oleadas fue de una a dos el rendimiento se distribuyd de 40—100 % en la
primera y de 0-60% en la segunda; cuando el nimero de oleadas fue de tres a cuatro, el
rendimiento se distribuyd de 25-70% en la primera oleada, 20—40% en la segunda, 10—

20% en la tercera y 0—10% en la cuarta (Tabla 6).
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Capitulo 2. Resultados

Tabla 5. Parametros morfologicos y de rendimiento de Oudemansiella canarii 'y O. cubensis obtenidos en los diferentes sustratos.

Diam. del pileo Largo del Ancho del Numero de hongos | Peso medio de

egpeoits Sustrato (cm) estipite (cm) estipite (cm) (unidades) los hongos (g)

Peso total (g)

O. canarii

26,56 + 2,60
O. cubensis

27,04 + 1,88

25,70 = 0,38

Valores seguidos por diferentes letras en la misma columna y especie son diferentes significativamente con p < 0,05, a partir del test de
Tukey, n=8.
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Capitulo 2. Resultados

Tabla 6. Parametros de cultivo Oudemansiella canarii y O. cubensis cultivadas en

diferentes sustratos.

Primer | Duracion | Numero | Distribucion del rendimiento (%)

Especie | Sustrato| diade | total del de Oleada | Oleada| Oleada| Oleada
cosecha ciclo oleadas 1 2 3 4

canarii

cubensis

Sistema 6ptimo para la produccion de basidiomas

Para determinar la mejor técnica para inducir la produccion de basidiomas de
Oudemansiella se evaluaron cinco técnicas de produccion diferentes (Tabla 2; Fig.7). O.
canarii, obtuvo los mayores rendimientos con los sistemas de BP (Bolsas con
perforiones) y TC (tierra de cobertura) obteniendo 140,30 y 121,63 % de EB,
respectivamente y sin diferencias significativas entre si Los otros sistemas evaluados
mostraron valores de EB significativamente menor, siendo: 69,52 para BA (Bolsas

abiertas), 55,43 para FR (Frascos de vidrio) y 38,21% para BM (Bloques de micelio)

(Fig. 20).
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O. cubensis obtuvo similares resultados, mostrando los mayores rendimientos en bolsas
con perforaciones (BP) alcanzando 142,24% de EB y en bolsas con tierra de cobertura
(TC), logrando 117,38% de EB, sin diferencias significativas entre si. Los menores
rendimientos se encontraron en las técnicas de bloque de micelio (BM), bolsas abiertas
(BA) y frascos (FR) alcanzando 37,62, 60,83 y 58,86% de EB, respectivamente, y sin
diferencias significativas entre ellas.

2501

Bolsas con perforaciones (BP)
Bolsas abiertas (BA)
Frascos de vidrio (FR)

Bloques de micelio (BM)

Tierra de cobertura (TC)

EB (%)

O.canarii O.cubensis

Figura 20. Eficiencia bioldgica de O. canarii y de O. cubensis en cinco sistemas de
cultivo. Las barras indican la desviacion estandar y letras diferentes indican diferencias

significativas con p < 0,05 de acuerdo con el test de Tukey, n = 8.

Con respecto a las caracteristicas morfoldgicas de los basidiomas obtenidos para O.
canarii, las variables largo del estipite y numero de hongos mostraron diferencias
significativas (Tabla 7). El largo del estipite fue mayor en el sistema de TC y FR,
alcanzando 7,98 y 7,40 cm, respectivamente. El menor valor fue obtenido por el sistema

de BM con 5,19 cm. El mayor valor de nimero promedio de hongos fue visto en el sistema
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BP con 30,38 unidades, mientras que el menor fue obtenido en el sistema de BA con 8,50
unidades. El didmetro del pileo vari6 desde 4,40 cm para el sistema de BA a 5,10 cm para
el sistema de TC. La variable ancho del estipite vari6 desde 0,50 cm para el sistema BP a
0,58 para el sistema TC. El peso medio de los hongos vario de 7,07 g para el sistema BP

a 13,57 g para el sistema de BA.
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Figura 21. Basidiomas obtenidos. O. cubensis (A, By C)y O. canarii. (D, E y F).

Para la especie O. cubensis (Fig. 21), las variables ancho del estipite, nimero de hongos
y peso medio de los hongos mostraron diferencias significativas deprendiendo del sistema

de produccion utilizado (Tabla 7). El sistema de BA mostrd los mayores valores de ancho
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de estipite alcanzando 0,82 cmy el sistema TC produjo los menores valores con 0,48 cm
alcanzados. El mayor nimero de hongos se obtuvo con el sistema TC siendo 22,75
unidades, mientras que el menor niimero de hongos fue de 4,80 unidades, dado por el
sistema de FR. El mayor peso medio de los hongos fue obtenido por los sistemas de BA
y FR dando 25,55y 21, 06 g, respectivamente. El diametro del pileo varié desde 4,95 cm
usando el sistema BM a 7,47cm usando el sistema BA. El largo del estipite varid desde

4,57 cm en el sistema BP a 6,17 cm usando el sistema de BA.

El primer dia de cosecha, la duracién del ciclo, el nimero de oleadas y la distribucién del
rendimiento de O. canarii y O. cubensis vsando diferentes sistemas de cultivos, se
muestran en la Tabla 8. El primer dia de cosecha de O. canarii fue del 36 al 56, siendo el
sistema de TC el primero en ser cosechado (dfa 36 al 42). La duracion del periodo varid
del dia 59 al 77. El nimero de oleadas fue de uno a dos para BA y FR, de uno a tres para
BM, de dos a tres para BP y de dos a cuatro para TC. Con respecto a la distribucion del
rendimiento, en el caso de una a dos oleadas se obtuvo de 50—100% para la primera y de
0-50% para la segunda. En el caso de 2—4 oleadas, la primera fue de 25-81%,8 la segunda
de 19-65%, 0-16% la tercera y de 0—8% la cuarta varid de 25 a 54 (Tabla 8). En cuanto
a O. cubensis, los primeros basidiomas en ser cosechados fueron producidos en el sistema
TC desde el dia 25 al 30, mientras que la duracion del periodo varié de 48 a 74 dias. El
numero de oleadas fue de una a dos para los sistemas de BA y FR, de uno a tres para BM,
de dos a tres para TC y de dos a cuatro para BP. Con respecto a la distribucion del
rendimiento, en el caso de 1 a 2 oleadas, la distribucion fue de 70—100% para la primera
y de 0-30% para la segunda. En el caso de 2—4 oleadas, la primera fue de 40—70%, 18—

46% la segunda, 0—60% la tercera y 0—30% la cuarta (Tabla 8).
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Capitulo 2. Resultados

Tabla 7. Parametros morfologicos y de rendimiento de O. canarii y O.cubensis obtenidos con cinco técnicas de produccion diferentes.

Diam. del pileo | Largo del estipite | Ancho del estipite | Numero de hongos Peso medio de los Peso total

(cm) (cm) (cm) (unidades) hongos (g) (g)
2446 + 0,21
2440 £0,33
O. canarii 25,06 £1.21
24,98 £ 1,06
25,10 + 0,46
2539 +£0,73
2747 £2,58
o 27,10 £ 2,62
cubensis
2495 + 1,05
25,00 + 1,00

Valores seguidos por diferentes letras en la misma columna y especie son diferentes significativamente con p < 0,05, a partir del test de Tukey,
n=_§.

Especie |Sistema
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Capitulo 2. Resultados

Tabla 8. Parametros de cultivo O. canarii 'y O. cubensis obtenidos con cinco técnicas de produccion diferentes.

Primer dia de | Duraciéon total | Numero de Distribucion del rendimiento (%)

Especie Sistema

cosecha del ciclo oleadas Oleada 1 Oleada 2 Oleada 3 Oleada 4

O. canarii

O. cubensis
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Discusion

Existe muy poca informacion sobre el cultivo de oudemansiellas. O. canarii ha sido
cultivada en bagazo de cafa de azicar, paja de arroz, cdscara de semilla de algodon y
aserrines no especificados (Ruegger et al. 2001; Xu et al. 2016). Ademas, practicamente
no existen datos sobre algunos parametros criticos de produccion tales como: nimero de
hongos cosechados, peso medio de los hongos, primer dia de cosecha, duracion total del
periodo, ni tampoco de los parametros morfolégicos. En cuanto a O. cubensis, no existen

evidencias de haber sido cultivada antes, por lo tanto, no hay mformacion al respecto.

En cuanto alos andlisis de algunos parametros importantes para el desarrollo del micelio,
después de evaluar tres temperaturas diferentes sobre el crecimiento micelial, observamos
que el micelio de O. cubensis tiene un amplio rango de preferencia de temperaturas ya
que demord ocho dias en colonizar completamente las placas de Petri en las tres
temperaturas evaluadas. O. canarii, por su parte, mostrd preferencia por las temperaturas
de 20y 25 °C respecto a 30 °C, ya que demord dos dias mads en completar la placa cuando
fue expuesta adsta tltima. Las tasas de crecimiento aqui observadas fueron algo mayores
a las observadas por Sede y Lopez (1999), quienes informaron que el micelio de O.
canarii completd una placa de Petri con agar malta dextrosado a 25 °C en 3 semanas. Por
otro lado, Carrefio-Ruiz er al. (2014) no encontraron diferencias en el crecimiento
micelial de O. canarii a 26 o 30 °C n APD. Basados en nuestros resultados, podemos
decir que 25 °C es una temperatura adecuada para incubar ambas especies, y se
corresponde con la temperatura Optima para el crecimiento micelial de la mayoria de las
especies fungicas que son intensivamente cultivadas (Stamets 2000), aunque podria haber

cierta variacion segun las cepas seleccionadas (Zharare ef al. 2010).
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Cada hongo cultivable tiene un rango optimo de pH para el desarrollo micelial. Se sabe
que los hongos tienden a acidificar el sustrato en el que crecen debido a la liberacion de
diferentes componentes acidos y en general tienen un buen crecimiento a pH neutros o
levemente acidos (Bellettini ez al. 2019). Los resultados obtenidos en este trabajo para O.
cubensis 'y O. canarii concuerdan con tal generalidad, ya que se observd un mayor
crecimiento en rango de pH de entre 5y 7, que disminuyo hacia pHs mas alcalinos (pH
9). En la bibliografia no hay reportes para las especies en estudio, pero similarmente, Choi
et al. (2011) evaluaron un rango de pH de 4 a 9 para el crecimiento del micelio de
Oudemansiella mucida y obtuvieron el crecimiento mas rapido en el pH 5. Kim et al.
(2005) evaluaron el crecimiento micelial en un rango de pH de 4 a 9 para Himenopellis
radicata, una especie de la misma familia que Oudemansiella, y obtuvieron el mayor
crecimiento en pH 6. Por otra parte, como para poner un valor de una especie de cultivo
de referencia, Kalmis ez al. (2008), encontraron que el pH 6ptimo para el crecimiento

micelial de P. ostreatus esta entre 6,5y 7,0.

Seglin Stamets (2000), el principal objetivo de generar indculo en base a granos de
cereales es impulsar al micelio a un estado de vigor, antes de ser colocado en el sustrato
de cultivo, ya que los granos ademds de funcionar como un vehiculo para el micelio,
funcionan como un suplemento nutricional, debido a su composicion rica en hidratos de
carbono (Jaramillo y Albertd, 2019). Sin embargo, los granos de cereales no son la tnica
materia prima posible para generar indculo, Ortiz et al (2017) evaluaron el uso de
capsulas de alginato para produccion de mnodculo y en otros paises como Brasil suele
utilizarse aserrin de maderas duras para produccion de ndculo en reemplazo del uso de
granos. Los sustratos alternativos pueden presentar ventajas como una mayor velocidad
de produccién en el caso del alginato o un menor costo en el caso del aserrin; ademas

segin Mata y Savoie (2005), el agregado de compuestos ricos en lignina y fenoles a los
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granos para hacer ndculo genera una pre adaptacion en el metabolismo del micelio
otorgandole ventajas competitivas cuando posteriormente se siembra en sustratos a base
de maderas. En este trabajo se encontré que todos los sustratos ensayados permitieron el
desarrollo del micelio de O. canarii y O. cubensis. Para ambas especies, los granos
mostraron el desarrollo micelial mas rapido respecto al aserrin. Tanto en el mijo como el
sorgo se completd el crecimiento en menor cantidad de dias, mientras que el trigo se
mostré como el segundo mejor sustrato seguido por la avena. El aserrin de eucalipto, si
bien permitié el desarrollo del micelio, este crecido en forma mas lenta y mejord un poco
cuando se lo combind con el sorgo. Seria interesante explorar el aserrin de otras maderas

como alternativas para general noculo de buena calidad y bajo costo.

En cuanto a medicién de tolerancia al carbendazim, se observd unicamente un retraso de
cuatro dias en el crecimiento del micelio en placa de Petri en presencia del fungicida en
relacion al control. Podria decirse que estos resultados significan algo muy positivo ya
que el carbendazim es uno de los fungicidas mas comunmente utilizados para el control

de contaminaciones en el cultivo de hongos comestibles (Sharma et al. 2020).

Una vez determinadas varias cuestiones importantes relacionadas con el crecimiento
micelial, nos enfocamos en evaluar algunos parametros del cultivo propiamente dichos.
En primer lugar, evaluamos tres tasas de inoculacion diferentes. En ambas especies vimos
una clara tendencia a la obtencion de una mayor eficiencia biologica a mayor tasa de
moculacion, la cual fue estadisticamente significativa en el caso de O. cubensis (Fig. 17).
Estos resultados concuerdan con los de Jaramillo y Albertd (2019), que obtuvieron
aumentos en la eficiencia bioldgica conforme aumentd la tasa de moculacion para P.
ostreatus; Bhatti et al. (2007), por el contrario, no encontraron aumentos en los

rendimientos mas alld de la tasa de moculacion al 3% para P. ostreatus al igual que Smita
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(2011), que no obtuvo diferencias significativas cuando aumentd la tasa de moculacidon

por encima del 8 % para el caso del hongo comestible shiitake.

Las tasas de inoculaciéon del 5y 10% proporcionaron ademds, los mayores niimeros de
hongos cosechados, sin embargo, no se encontraron diferencias explicadas por este
parametro en cuanto a las caracteristicas morfologicas evaluadas. Por otra parte, los
primeros hongos en ser cosechados (precocidad) fueron aquellos provenientes de los
ensayos con una tasa de moculacion al 10%, lo que nos permite suponer que a esa tasa se
logré una mayor velocidad en el crecimiento y se alcanzo antes la madurez del micelio.
Sin embargo, como el tiempo de incubacion fue el mismo para todas las bolsas (30 dias)
consideramos que no tenia sentido evaluar la productividad [EB /dias del ciclo productivo
(Royse 1985)] para cada tasa de moculacion ya que en este caso seria lo mismo que
comparar las eficiencias biologicas. La medicion de este parametro, resultaria
fundamental para poder estimar las ventajas reales de las diferentes tasas de inoculacion,
no solo en términos de eficiencia biologica, sino también en funcion al tiempo y a los
costos beneficios de adquirir una mayor cantidad de moculo en pos de aumentar Ia

productividad (Jaramillo y Alberté 2019).

Dado que hay disponibilidad en nuestra zona (regidbn pampeana) de varios sustratos que
podrian emplearse para cultivar estas especies, decidimos evaluar y comparar los
parametros de cultivo empleando algunos de ellos. Los resultados obtenidos, indicaron
que todos los sustratos evaluados resultaron aptos para la producciéon de basidiomas de
O. canariiy O. cubensis. Ambas especies mostraron un comportamiento similar en cuanto
a eficiencia biologica alcanzada y preferencias de sustratos (Fig. 19). Curiosamente, a
pesar de que las especies del género Oudemansiella son halladas creciendo naturalmente
sobre maderas, ya que son organismos descomponedores primarios, se vio una clara

preferencia por la paja de trigo por sobre los aserrines, obteniendo una EB de 188,52%
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para O. canarii y de 132% para O. cubensis cuando fueron cultivadas en la paja de dicho
cereal. Podria pensarse que una de las razones de tal comportamiento sea la relacion C/N
de los materiales, la cual es aproximadamente de 1000:1 en los aserrines de alamo, el pino
y eucalipto (Mathers et al. 2007; Varnero et al. 2010) mientras que en la paja de trigo
ronda valores de 100/1 (Zavalloni ef al. 2011). Estos resultados son similares con los
obtenidos por Xu et al. (2016) quienes obtuvieron las mayores EB% de O. canarii sobre
cascara de semilla de algodén suplementada con salvado de trigo, con una relacion C/N
de aproximadamente 66/1, dando 113,64% de EB comparados con 85,44% de EB
obtenidos en aserrin no especificado. De forma similar, Ruegger efal. (2001) obtuvieron
las mayores eficiencias biologicas (55,66%) en bagazo de cafia de azicar suplementado
con salvado de trigo, mientras que las eficiencias obtenidas en aserrin de Eucalyptus
suplementado con salvado de trigo fueron considerablemente menores (19,51% de EB).
Respecto a las caracteristicas morfoldgicas de los basidiomas cultivados en los diferentes
sustratos, observamos que O. canarii mostro diferencias significativas en todos los
parametros evaluados, mientras que O. cubensis solamente mostré diferencias en el
numero promedio de hongos producidos y este fue obtenido en el sustrato con mayor EB.
Por lo tanto, podria decirse que los incrementos en la EB estdn mayoritariamente
explicados por el nimero de hongos mas que por un aumento en el peso medio de los
mismos. Esta relacion positiva entre rendimiento y nimero de hongos fue ampliamente
reportada por diversos autores para otras especies (Girmay ef al. 2016; Navarro et al.
2017; Zied et al. 2019). Cabe igualmente sefialar que en el cultivo de O. canarii en aserrin
de Pinus, donde el nimero de hongos obtenidos fue el menor, se observaron los mayores
tamafios, dando un diamentro de pileo de 7,35 cm y un peso total de 31,07 g (Tabla 5).
Por otra parte, comparando los diferentes parametros de cultivo obtenidos en los

diferentes sustratos (Tabla 6), se observd que fueron necesarios al menos 28 dias desde
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la siembra para la obtencién de basidiomas de O. canarii y 31 dias para O. cubensis. Los
sustratos que obtuvieron la mayor precocidad fueron aserrin de dlamo y paja de trigo. En
esta ultima, en la cual se obtuvieron las mayores EB, la duracion total del ciclo de cultivo
fue 40 dias para O. canarii y 37 dias para O. cubensis. El nimero de oleadas fue variable
segln el sustrato, siendo que en ambas especies se obtuvo el mayor nimero de oleadas
en la paja de trigo (hasta 3 o 4). Tal como ocurre en la mayoria de los hongos cultivables,
la primera y segunda oleada produjeron los mayores rendimientos (Tabla 6). La suma de
las dos primeras oleadas dio en promedio 95% del total cosechado. En general, Ia
produccion de hongos declina luego de cada oleada debido al agotamiento de los
nutrientes disponibles, la disminucidn de nutrientes especificos, la proliferacion de
microorganismos contaminantes o la acumulacién de metabolitos tdxicos o minerales
(Royse et al. 2008). Dado que las dos primeras oleadas alcanzan casi la totalidad de la
produccion es recomendable solo extender el ciclo de cultivo por dos oleadas. Esto es
altamente beneficioso para el productor que al ver acortado el ciclo productivo podra
reemplazar las bolsas agotadas por nuevas bolsas y de este modo, al cabo de un afio el
numero de lotes que produzca sera considerablemente mayor y por consiguiente podra

producir mas kg de hongos en un mismo espacio.

Como paso siguiente, nos enfocamos en proponer una metodologia para determmar cual
era la mejor manera de cultivar estas especies de oudemansiellas para lo cual nos
enfocamos en la optimizacion del sistema de induccidn y produccion de cuerpos
fructiferos. Para alcanzar este objetivo, fueron evaluadas algunas de las técnicas mas
extensamente usadas para cultivar los hongos mas consumidos del mundo (Tabla 2).
Como puede verse en esta tabla, se selecciond una especie modelo como ejemplo de cada
sistema de cultivo evaluado; esto se hizo en base al sistema mas comunmente usado, el

cual no es necesariamente exclusivo de dichas especies. Con base en los resultados
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anteriores, en los cuales la paja de trigo resultd ser el mejor sustrato evaluado, la misma
fue seleccionada para realizar los ensayos de optimizacidn del sistema para inducciéon y
produccion de basidiomas. Los sistemas que alcanzaron los mayores rendimientos fueron
el de BA y TC para ambas especies (Fig. 20). El primero, es el sistema mas frecuente para
producir gfrgolas (Pleurotus spp.) (Stamets 2000), las cuales son los segundos hongos
mas cultivados del mundo y en cuanto al sistema de TC, es el sistema utilizado para la
produccion de Agaricus spp. (Pardo-Giménez et al. 2017), el cuarto género mas cultivado
del mundo (Fig. 1) yel mas cultivado dela Argentina y de América (Sanchez et al. 2018).
La tierra de cobertura en el cultivo de hongos tiene varias funciones, tales como las de
suministrar agua para el desarrollo de los basidiomas, constituir un soporte fisico para los
mismos, y en el caso de Agaricus spp., permite la ocurrencia de varias oleadas altamente
productivas (Khakimov et al. 2018). Dado que los rendimientos obtenidos en ambos
sistemas son similares, debido al costo adicional que implica el uso de tierra de cobertura,
el sistema de BP para la produccion intensiva de Oudemansiella spp. resultaria ser el mas
recomendable (Alberti et al. 2021b). Los demas sistemas evaluados (BA, FR y BM),
parecieran ser inadecuados ya que produjeron rendimientos significativamente menores.
Probablemente, los bajos valores de EB obtenidos con estos sistemas, estan asociados a
la deshidratacién del sustrato a partir de la superficie de micelio expuesta, ya que el
correcto desarrollo de los hongos es altamente dependiente de la disponibilidad constante
de agua (Navarro ef al. 2020). Hemos observado que a pasar que los niveles de humedad
en el cuarto de cultivo se mantuvieron elevados, el micelio tuvo una tendencia a la
desecacion mientras que los sistemas de BP como el de TC, aparentemente conservaron
mejor la humedad en el sustrato. Mandeel ez al. (2005) obtuvieron las mayores eficiencias
biolégicas de P. columbinus en un sistema de bolsas con perforaciones cuando se lo

compard con otros sistemas de cultivo (bandejas de plastico, bandejas de porcelana,
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bolsas tejidas de poliester); ellos justificaron los resultados asumiendo que las bolsas de
polietileno son mas eficientes para retener humedad y para controlar los niveles de

contaminacién respecto a los demds sistemas evaluados.

La Tabla 9 resume todos los reportes previos de cultivo de todas las especies de
Oudemansiella en diferentes sustratos y la EB obtenida en cada uno. Como puede
observarse, los rendimientos obtenidos en este trabajo son mayores a los reportados,
incluyendo a los valores alcanzados por Magingo ef al. (2004) para O. tanzanica, el cual
alcanzd 101,9% de BE en paja de arroz, 126,1% en desechos de sisal, y 145,4% en aserrin
sin especificar. Respecto a O. submucida, Li et al. (2012) reportaron % de EB de 140,36%
en mezclas de aserrin con cascara de semilla de algodon. Ademds, la EB obtenida en
nustro trabajo es altamente superior a los valores promedios de EB reportados para los
hongos lignoceluldsicos mas cultivados del mundo. Nandni y Mishra (2018) reportaron
valores de hasta 40% para L. edodes; Jaramillo y Albertd (2013) hasta 106,9% para P.
ostreatus; Fanadzo et al. (2010) obtuvieron 71% para P. sajor-caju; Ahmed et al. (2009)
obtuvieron 75,06% para P. florida; y Kirbag y Akyuz (2008) alcanzaron 48% de EB para
P. eryngii.

Tabla 9. Comparacién de la eficiencia bioldgica de especies de Oudemansiella cultivadas

en diferentes sustratos.

) Eficiencia ;
Especie Sustrato Biologica (%) Referencias

Aserrin de alamo

Aserrin de eucalipto

Aserrin de pino

Paja de trigo

Bagazo de cafa de azicar
suplementado con salvado

de trigo
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Aserrin suplementado con
salvado de trigo

Marlo de maiz
suplementado con salvado
de trigo
Cascara de semilla de

algodon suplementada con
salvado de trigo

Aserrin suplementado con
salvado de trigo

Aserrin de alamo

Aserrin de eucalipto

Aserrin de pino

Paja de trigo

Aserrin mezclado con
cascra de semilla de algodon

Paja de arroz

Desechos de sisal

Aserrin sin especificar

Las caracteristicas morfologicas de algunos basidiomas variaron con el sistema de
cultivo. Observamos que para ambas especies cultivadas en los tratamientos BP y TC,
donde se obtuvieron las mayores EB%, se cosecharon un mayor nimero de hongos. Este
mismo patron se observd en P. ostreatus en el cual los mayores rendimientos estuvieron

asociados aun mayor nimero de hongos y ocasionalmente a un mayor numero de oleadas

(Jaramillo y Alberto 2019).

En cuanto al primer dia de cosecha, para O. canarii fueron necesarios 36 dias a partir de

la siembra, y 25 dias para O. cubenis cuando se utilizd el sistema de BP. Dicho sistema,
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fue el segundo mas precoz luego del sistema de TC. La duracion total del ciclo de cultivo
no vario demasiado entre los tratamientos siendo de 59 a 77 para O. canarii 'y 59 a 74 de
para O. cubensis. Estos periodos de tiempo son similares a los estimados para el cultivo
de for Pleurotus spp. y A. bisporus. Stamets (2000) reportd que son necesarios de 60—76
dias para el ciclo de P. ostreatus. Patar et al. (2018) reportaron un periodo de 64 dias para
el cultivo de P. sajor-cajuy Raghav et al. (2016) reportd un periodo de entre 67 y 85 para
cultivar diferentes especies de Pleurotus. Para A. bisporus se han descripto periodos de
5860 dias (Ergun et al. 2007; Stamets 2000). Por otro lado, para la produccién de
shitake, L. edodes se han reportado periodos de entre 210 y 360 dias (Przybylowicz y
Doughue 1990; Royse et al. 1985). El hecho de que las especies de Oudemansiella puedan
ser producidas en sistemas similares a los utilizados para P. ostreatus utilizando paja de
trigo, les proporciona una ventaja enorme. P. ostreatus, cominmente conocido como
girgola gris, girgola parda u hongo ostra, estd catalogada como la especie mas sencilla,
rapida, y menos costosa para el cultivo intensivo, ademas de que requiere un muy bajo
nivel tecnologico (Alberti et al. 2021a; Patel er al. 2019). Consecuentemente, seria
posible que se expanda el conocimiento sobre el cultivo de estas especies de
Oudemansiella y que corran la misma suerte de convertirse en uno de los hongos mas

ampliamente cultivados.
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Conclusiones del capitulo

A partrr de este capitulo, definimos varios de los parametros mas importantes para el
cultivo de dos especies de Oudemansiella, siendo este, el primer reporte de cultivo de O.
cubensis en el mundo. Ademads, se propuso una metodologia para determinar el mejor
sistema para induccidén de basidiomas de Oudemansiella, que podria utlizase para

cultivar cualquier hongo xilofago por primera vez.

Se determind que el micelio de ambas especies es resistente al carbendazim. Se concluye
que parael cultivo de oudemansiellas, es recomendable generar indculo a partir de granos
de sorgo o mijo a un pH inicial neutro o levemente 4acido y a 25°C. La siembra debe
realizarse a una tasa del 10% y se recomienda el uso de paja de trigo como sustrato en
sistema de bolsas plasticas con perforaciones. Las temperaturas de fructificacion se
encuentran dentro del rango 20-24 C. La duracion del cultivo es de entre 46 y 79 dias
pero puede acortarse, ya que se recomienda obtener solo las dos primeras oleadas. En las
condiciones ensayadas hemos obtenido rendimientos promedio de 188,52 % para O.
canarii y de hasta 142,24% para O. cubensis, siendo estos valores altos lo que permitiria

soportar el cultivo comercial de estas especies.
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CAPITULO 3

Composicion proximal, perfil de acidos
grasos y capacidad antioxidante de
hongos del género Oudemansiella



Introduccion

Existe vasta evidencia cientifica sobre cémo los componentes de los alimentos y la
nutricién se relacionan con la salud humana (Jones y Frongillo 2006; Spence ef al. 2009;
Tarasuk et al. 2018). Estos componentes incluyen tanto a los macronutrientes (proteinas,
carbohidratos y lipidos) que proporcionan el principal sustento de todos los organismos
heterdtrofos, asi como también a los micronutrientes que se constituyen por las vitaminas,
los minerales y demds compuestos vinculados al correcto funcionamiento de los

organismos y prevencion de enfermedades.

Los hongos comestibles son considerados alimentos de alto valor nutricional ya que
ademas de contener carbohidratos, fibras y vitaminas, son bajos en calorias, sodio, grasas,
no poseen colesterol y a su vez, suelen contener proteina con todos los aminodcidos
esenciales (Mattila er al. 2001). Los carbohidratos y las fibras representan el mayor
porcentaje de su composicion variando desde el 50 al 90%; las vitaminas presentes suelen
ser B1, B2, B12, C, D y E (Heleno et al. 2010; Mattila et al. 2001); las proteinas pueden
representar del 4,4 al 41% vy los lipidos, del 1 al 9% (Kala¢ 2016). Respecto a estos
ultimos, estan compuestos por los acidos grasos, que son un conjunto amplio de moléculas

con distintas caracteristicas.

Los 4cidos grasos omega-3 y omega-6 son nutrientes esenciales para la salud, benefician
al cerebro a lo largo de toda la vida, alivian los sintomas de artritis reumatoide y
depresion, lentifican el progreso de la enfermedad de Alzheimer, bajan los niveles de la
gluicemia en ayunas, protegen frente al desarrollo de diabetes tipo Il y también frente al
cancer (Ortega et al. 2013). Actualmente, la ingesta de 4cidos grasos poliinsaturados y
especialmente de acidos grasos omega-3, estd por debajo de los niveles recomendados

para favorecer una salud Optima en la mayor parte de las poblacion mundial (Gomez-
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Candela et al. 2011). Los hongos comestibles en general, contienen una alta proporcion
de 4cidos grasos poliinsaturados respecto a los saturados siendo los contenidos en general:
oleico: entre 1y 60,3%, linoleico de 0 —81,1%; lnolénico: de 0-28,8% (Sande et al.
2019). Estos dos ultimos, ademas de aportar energia, se pueden biotransformar,
generando componentes bioactivos con variadas acciones fisiologicas. Desde este punto
de vista se considera que el 4cido lnoleico (182 omega -6, LA) y el 4cido a-linolénico
(183 omega -3, ALA) son acidos grasos esenciales (Catalan ef al. 2015). Esta
caracteristica agrega a los hongos el valor de alimentos recomendados para dietas de

personas con altos niveles de colesterol en sangre (Gonzilez-Tijera et al. 2014).

Ademas de su valor nutricional, algunos hongos comestibles tienen compuestos activos
con aplicaciones medicinales lo que les da la denominacidon de alimentos nutracéuticos.
Estos compuestos que incluyen compuestos fendlicos policétidos, terpenos y esteroides
(Kues y Liu 2000), se consideran responsables de las propiedades antioxidantes de los
hongos comestibles. Los antioxidantes, neutralizan los radicales libres que son moléculas
producidas naturalmente por nuestro organismo pero cuya acumulacion estd asociada a

numerosas enfermedades (Khatua et al. 2013).

En los ultimos afios, la restriccion en el uso de algunos antioxidantes sintéticos en la
industria alimenticia, debido al hallazgo de toxicidad ocasionada por productos tales
como el BHA (2-terc-buti-4-metoxifenol) y el BHT (2,6-diterc-butil-4-metilfenol)
mcrementd el mterés por el estudio de antioxidantes naturales (Lorenzo et al 2013).
Numerosos autores han reportado la alta capacidad antioxidante de los hongos
comestibles (Choi et al. 2006; Erbiai ef al. 2021; Kozarski ef al.2015; Lo y Cheung 2005)

de alli el nterés en conocer la capacidad de especies comestibles y cultivables.

En cuanto a la informacién sobre el valor nutricional del género Oudemansiella, sélo se

ha reportado el valor nutricional de O. canarii'y O. submucida (Ruegger et al. 2001; Xu
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et al. 2016; Zhou et al. 2015), pero la mformacion en general es escasa y superficial. Por
ejemplo se desconoce el perfil de 4acidos grasos o aminodcidos que las constituyen. De
manera similar, existen algunos pocos trabajos sobre la actividad antioxidante de los
extractos metandlicos de O. canarii (Acharya et al. 2019; Contato et al. 2020), pero no
se cuenta con informacién acerca de la actividad antioxidante y compuestos fendlicos de

O.cubensis.
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Objetivo general del capitulo

e FEstudiar la composicion proximal, perfl de dacidos grasos y capacidad

antioxidante de las especies del género Oudemansiella identificadas en el pais.
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Objetivos especificos del capitulo

e Determinar la composicion proximal de los basidiomas de O. canarii y O.
cubensis.

e Determinar la composicion de acidos grasos.

e Determinar el contenido de fenoles totales.

e Determinar la actividad antioxidante por diferentes métodos analiticos.
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Materiales y métodos
Cepas

Las cepas usadas fueron O. canarii ICFC 853/17 (Buenos Aires, Argentina) y O. cubensis
ICFC 852/17 (Corrientes, Argentina). Las mismas fueron aisladas e identificadas tal
como se detalld en el capitulo 1. Paralos andlisis se utilizaron basidiomas secos cultivados
en paja de trigo (sembrado a una tasa del 10 % en bolsa con perforaciones, tal como se

detallé en el capitulo 2).

Composicion proximal

Las determinaciones de proteina, fibra y lipidos fueron llevadas a cabo en el Centro de
Investigacion y Desarrollo en Criotecnologia de Alimentos (CIDCA, La Plata,
Argentina). El contenido de proteinas fue determinado utilizando el método Kjeldhal
(usando un factor de conversion de 4,38); el contenido de lipidos se estim6 mediante el
método Soxhlet; la fibra dietaria fue determinada a partir del kit enzimatico gravimétrico
Megazime™ (Bray, Irlanda). El contenido de cenizas fue estimado de acuerdo con APHA
(1992). EI contenido de carbohidratos fue determinado por diferencia de 100 menos la

suma de los porcentajes de todos los componentes mencionados anteriormente.

Perfil de acidos grasos

Todas las determmnaciones fueron llevadas a cabo en el Centro de Investigacion y
Desarrollo en Criotecnologia de Alimentos (CIDCA, La Plata, Argentina). Para la
obtencion de la fase lipidica se utilizd el método de Folch. Se peso una cantidad adecuada
de muestra y se le agregd 10 mL de mezcla cloroformo: metanol en relacién 2:1. Se lo

dejé a 4°C sin agitacion toda la noche, se filtré y se adiciond 2 mL de agua destilada Mili
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Q. Se centrifugd 5 min a 620 rfc (Rolco, Argentina). Se separ6 la fase organica y se
evaporo el solvente con una corriente de nitrdgeno quedando solamente los lipidos. Para
la derivatizacién y metilacion se transvasaron los lipidos obtenidos y se les adiciond 2
mL de una solucion de HCI en metanol (5% v/v, con una pizca de sulfato de sodio como
deshidratante), con el fin de solubilizar los &cidos grasos presentes. Se tapd y agitd
vigorosamente, para posteriormente colocarlos enun bafio con agua hirviendo por 10 min.
Después de enfriar, se agregd 1 ml de agua destilada Mili Q y 1 mL de hexano. Los tubos
se taparon, se agitaron y se centrifugaron por 15 min a 1333 rfc (Rolco, Argentina). Se
tomd el sobrenadante con los ésteres metilicos disueltos en hexano y se filtré (0,25 pum).
Para la separacion e identificacion de los acidos grasos, los ésteres metilicos (1puL) se
myectaron en un cromatografo de gases Agilent Technologies 7890A (Agilent
Technologies; EEUU) con detectores de ionizacion de llama. Se utilizd una columna
capilar DB 23 (30 m, 250 pm 1.d., 0,25 mm) marca Supelco. El modo dividido fue 50: 1
y el programa de temperatura del horno fue: isoterma 1 min a 50°C, de 50 a 175°C a
25°C/min, de 175 a 230°C a 4°C/min, isoterma a 230°C durante 15 min. Caudal (helio):
0,4763 mL min. Las temperaturas del mnyector y del detector se mantuvieron a 250 y
280°C, respectivamente. Los acidos grasos se identificaron al comparar con los tiempos
de retencion de los estandares de los esteres metilicos de acidos grasos Supelco 37-
Component FAME Mix (Sigma-Aldrich, EEUU) Y se analizd el area de los diferentes
picos. Las determinaciones se analizaron por duplicado y se expresaron como gramos del

acido graso cada 100 g de lipidos.

Extractos metanolicos

Para los analisis de las propiedades antioxidantes se realizaron extractos metanolicos
utilizando 1 g de basidiomas deshidratados molidos con nitrégeno liquido y suspendidos

en 10 ml de metanol al 80%. Se sonicaron 5 min., se dejaron en agitacion 10 min. y se
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filtraron con filtro Whatman numero 40, se rotaevaporaron y se pesaron los extractos
semisecos. Luego, se prepararon concentraciones conocidas en metanol 80% para la

realizacion de los ensayos.
Contenido de fenoles totales

Para medir el contenido de fenoles totales se usé el método de Zhang et al. (2006). En
una placa de 96 pocillos se mezclaron 20 pl de muestra con 100 pl de reactivo Folin al
10% (Sigma Aldrich™, EEUU). Esto se mezclo y se dejo reposar 5 min. Se agregaron 80
pl de Na2COs al 7,5% y se mezcld nuevamente. Se dejo reposar en oscuridad y a
temperatura ambiente durante 2 h. Luego se midié la absorbancia a 750 nm en el lector
Synergy H1 (BioTek). El blanco se realizd con metanol 80% en el lugar de la muestra.
La curva de calibracién de realizd con acido galico (de 0 a 10 pg/ml) y a partrr de la
ecuacion de la recta los resultados fueron expresados en equivalentes de acido galico

(EAG/ g de peso seco).

Actividad antioxidante

Actividad antioxidante por el método de DPPH (2,2-difenil-1-picrylhydrazyl)

Para medir la capacidad reductora delradical DPPH se usé el método de Vaz et al. (2011).
En una placa de 96 pocillos se colocaron 270 pl del radical DPPH (2 x 10~ molar) con 30
ul de muestra. Se dejo reposar en oscuridad y a temperatura ambiente durante 1 h. Luego
se midi6 la absorbancia a 515 nm en el lector Synergy H1 (BioTek). El blanco se realizd
con metanol 80% en el lugar de la muestra y el control positivo se realizd con acido

ascorbico. Luego se calculd la actividad reductora DPPH con la siguiente ecuacion:

Actividad reductora DPPH= [(Abs DPPH - Abs muestras)/ Abs DPPH ] x 100.
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Donde Abs DPPH es la absorbancia de la solucion de DPPH; Abs muestras es la
absorbancia de los extractos a diferentes concentraciones. Luego, a partir del grafico de
actividad reductora DPPH en funcidn de la concentracion de la muestra, se calculd el IC

50 (mg/ml), que es la concentracion de las muestras ala cual se reduce el 50% del radical.

Actividad antioxidante por método de poder reductor del hierro (FRAP)

Para medir la actividad reductora del hierro a partir del método FRAP se siguio la
metodologia de Bolanos de la Torre ef al. (2015). Para preparar el FRAP se mezclaron
TPTZ (2,4,6-tripiridil-s-triazina) con HCI hasta alcanzar la concentracién 10 mM. Luego
se mezclaron 2,5 ml de FeCk (20 mM) con 2,5 ml de TPTZ (previamente combinado con
HCI) y 25 ml de buffer acetato 0,3 molar a pH 3,6. Una vez preparado el FRAP se dejo
mcubar 10 minutos a 37°C. Luego se tomd una placa de 96 pocillos y se mezclaron 280
pl de FRAP y 20 pl de muestra. Se incubd durante 30 min a 37°Cy se midi6 la abs a 593
nm en el lector Synergy H1 (BioTek). El blanco se realizO con FRAP mas metanol. La
curva de calibracidon se realizd con sulfato de hierro de 0 a 0,05 molV/ml. Los resultados

fueron expresados en M Fe2+/mg.

Actividad antioxidante por el método ABTS (2,2'- azinobis (3-etilbenzotiazolina-6-
sulfonato)

Para medir la capacidad antioxidante por el método del ABTS se utilizd el método de
Smith et al. (2015). El stock de ABTS se formuld disolviendo ABTS en agua en una
concentracion de 7 mM. Luego el formuld el radical (ABTS+) mezclando la solucion
stock de ABTS con Persulfato de potasio 2,45 mM en proporcion 1:1 (v/v), luego se dejo
en oscuridad y a temperatura ambiente durante 12 a 16 h antes de su uso. Luego, el
ABTS+ fue diluido en metanol 99% hasta alcanzar una absorbancia de entre 0,7 a2 0,75 a
734 nm. Luego, en una placa de 96 pocillos se mezclaron 180 pl de ABTS+ diluido con

20 pl de las muestras. Se calculd la absorbancia a tiempo 0y a los 6 minutos en el lector
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Synergy H1 (BioTek). La actividad de barrido de radical fue calculada con la siguiente

ecuacion:

Actividad reductora ABTS= [(Abs ABTS - Abs muestras)/ Abs ABTS] x 100.

Luego, apartir del grafico de actividad reductora de ABTS en funcién de la concentracion
de la muestra, se calculd el IC 50 (mg/ml), que es la concentracion de las muestras a la

cual se reduce el 50% del radical.

Disefio experimental y analisis estadistico

Todos los analisis de actividad antioxidante fueron realizados por triplicado. Previo al
analisis estadistico se realizaron los test de Shapiro Wilks y de Levene para constatar los
parametros de normalidad y homocedasticidad, respectivamente. Los datos fueron
analizados con el software InfoStat (version 2015) a partir del andlisis de varianza

(ANOVA) con p< 0,05 y las medias fueron comparadas con el test de Tukey.
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Resultados

Composicion proximal

El contenido de proteinas, carbohidratos, grasas y fibras de O. cubensis y O. canarii fue
muy similar en ambas especies y los valores se muestran en la Tabla 9. De modo de tener
una referencia, los resultados obtenidos se muestran en la tabla conjuntamente con las
composiciones nutricionales previamente reportadas para las especies L. edodes, P.

ostreatus, A. bisporus y Agrocybe cylindracea.

Tabla 9. Contenido de proteina cruda, carbohidratos, grasas, fibras y cenizas de O.

canarii, O. cubensis, A. bisporus, L. edodes, P. ostreaus y A. cylindracea.

A. L. P. A.
bisporus® | edodes® | ostreatus®| cylindracea®

0. canarii O. cubensis

Proteinas 11,50 + 0,30
Carbohidratos 23,72+ 0,55
Grasas 10,45 £ 0,03

Fibras 32.35+0,45

Cenizas 10,65 = 0,07 |
Valores expresados en g/ 100g de peso seco

aValores promedios tomados de Crisan y Sands. 1978;® Valores promedios tomados de Uhart
et al. 2008

Perfil de los acidos grasos

El perfil de 4cidos grasos se muestra en la Tabla 10. Los dos acidos grasos mayoritarios
encontrados en O. canarii fueron: el acido linoleico y el 4cido oleico (49,68 % vy 33,82,
respectivamente) mientras que en O. cubensis los dos principales fueron el 4cido linoleico
y el palmitico (35,17 y 28,12%, respectivamente), aunque también se hallaron contenidos

relativamente altos (mayores al 15%) de acido palmitico y 4cido miristico.

Tabla 10. Perfil porcentual de 4cidos grasos de O. canarii'y O. cubensis expresados como

ésteres metilicos.
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Capitulo 3. Resutados

Acido graso y formula Tipo y Familia O. canarii | O. cubensis

o
e
o
e

Valores expresados en g/ 100 g de lipidos.
*Acidos grasos esenciales.

Contenido de fenoles totales, actividad antioxidante por el método de DPPH,
FRAP y ABTS

En cuanto a los resultados de las propiedades antioxidantes, ambas especies mostraron
valores similares de todos los parametros analizados con excepcion de la actividad ABTS

la cual fue significativamente mayor en O. canarii respecto a O. cubensis (Tabla 11).
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Tabla 11. Contenido de fenoles totales, capacidad reductora del DPPH, capacidad

reductora del hierro y actividad ABTS de O. canarii y O. cubensis.

Contenido de Capacidad Capacidad Actividad
Especie fenoles totales (mg | reductora DPPH| reductoradel Feg ABTS (IC 50
EAG/g extracto) (IC 50 en mg/ml) (uM Fe2+/mg)| en mg/ml)
O. canarii 23,36 + 0,06 23.88+0,71 20,358 +0,04 | »12,9 + 0,37
O. cubensis 2318+0,43 2437+0,27 20,294+ 0,06 | 7,64 + 0,26

Valores seguidos por diferentes letras en la misma columna son diferentes significativamente
con p < 0,05, a partir del test de Tukey, n = 8.
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Discusion

Las dos especies de Oudemansiella estudiadas en este trabajo, presentaron una
composicion proximal muy similar. Estos resultados fueron comparables a los reportados
por Zhou et al. (2015) para O. submucida. Los resultados de proteinas y carbohidratos
(13,22 y 23,44%, respectivamente), difieren de los de Xu et al. (2016) para O. canarii
quienes obtuvieron un contenido algo mayor para ambos nutrientes (16,65-18,88 % de
proteinas y 30,08-33,39% de carbohidratos). A su vez el contenido de lipidos (7,30%) y
cenizas (12,5%) fue algo mayor al obtenido por estos autores (1,64-3,04% y 7,99-8,91%,
respectivamente). En cuando a las proteinas, el perfil de aminodcidos obtenido por Xu et
al. (2016) indico la presencia de 18 aminoacidos en O. canarii dentro de los cuales se
encontraron a todos los esenciales lo que indica que la calidad de la proteina fingica que
aporta esta especie es alta. Hoy en dia existe una porcion importante de la poblacién que
se define como vegana y no consume alimentos o productos provenientes de animales.
Este grupo conjuntamente con los vegetarianos, requieren de fuentes de alimentacion que

aporten los aminoacidos esenciales en reemplazo de la proteina animal.

Por otro lado, Ruegger ez al. (2001) produjeron basidiomas utilizando bagazo de cafia de
azicar y aserrin de eucalipto, y reportaron mayores contenidos de lipidos de (15,85-
17,52%, respectivamente) y menores contenidos de cenizas (7,2-9,15 %,

respectivamente).

En términos generales, el contenido de protena de O. cubensis (11,50%) y O. canarii
(13,22%) y el contenido de carbohidratos (23,72 y 23,44% respectivamente), fueron
menores a los reportados para A. bisporus, L. edodes, P. ostreatusy A. cylindracea (Tabla
9). A su vez, los contenidos de fibras y grasas fueron superiores comparados con estos

hongos ampliamente producidos (Tabla 9).
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En general, es comin observar diferencias en los perfiles hallados, estos varian no solo
entre las especies evaluadas, sino entre cepas, y ain mas varian cuando una misma cepa
es producida en diferentes sustratos ya que tiene una disponibilidad diferente de nutrientes

en cada caso.

Debido al alto contenido de lipidos encontrados en O. canarii y O. cubensis, ya que en
general los hongos se caracterizan por tener muy bajo contenido de lipidos (Wani et al.
2010), decidimos hacer un andlisis del perfil de dcidos grasos para de cierta manera
evaluar la calidad de los mismos. En cuanto al perfil de acidos grasos, resultd ser una
cuestion que diferencido bastante a las dos especies estudiadas en este trabajo. Sibien tanto
O. canarii como O. cubensis mostraron una prevalencia en la presencia de 4cidos grasos
insaturados respecto a los saturados, la suma total de msaturados O. canarii fue del
87,88% (siendo 33,82% ac. grasos monoinsaturados y 54,06% ac grasos polinsaturados),
mientras que para O. cubensis la suma de suma total de msaturados fue del 53,33%

(siendo 16,78 % grasos monoinsaturados y 36,55 % ac. grasos poliinsaturados).

Los acidos grasos predominantes en O. canarii fueron dos: &c. oleico (33,82 %) y
linoleico (49,68%), mientras que en O. cubensis predominaron cuatro: ac. linoleico
(35,17%), palmitico (28,12%), oleico (16,78%) y miristico (15,43%). Cabe destacar que

ambas especies contienen los acidos grasos esenciales.

Catalan et al. (2015) explica que todos los acidos grasos ejercen efectos sobre el
organismo, y los efectos seran negativos o beneficiosos dependiendo del tipo de acidos
grasos que se han consumido. Es de especial importancia la relacion de acidos grasos
omega-6/omega-3, la cual cuanto mas alta sea, mas negativo sera su efecto, y, por lo tanto,
el reto de la alimentacion actual es obtener un valor bajo de dicha relacion. Desde este

punto de vista, O. canarii tiene una relacibn mas baja de acidos grasos omega-6/omega-
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3 y al mismo tiempo, tiene menor cantidad de acidos grasos saturados, por lo que

podriamos decir que O. canarii tiene un perfil de 4dcidos grasos mas deseable.

Este trabajo representa el primer reporte del perfil de acidos grasos para las especies
encontradas en la Argentina. Xu et al. (2020), caracterizaron el perfil de acidos grasos de
Oudemansiella mucida, la cual mostr6 un perfil bastante diferente, en el cual
prevalecieron los &cidos palmitico (39,48%), latrico (25,74%) y oleico (15,23%),
ademas, se encontrd un menor contenido de los acido estedrico (6,6%), miristico (5,31%)
y linoleico/ linolénico (5,33%).

En cuanto al perfil de acidos grasos de algunos de los hongos mas consumidos del mundo,
A. bisporus contiene dos acidos grasos principales que son linoleico (77,7%) y palmitico
(11,9%); L. edodes contiene mayoritariamente lnoleico (81,1%) y palmitico (10%);
mientras que P. ostreatus contiene tres ac. grasos predominantes que son el linoleico
(68,9%), palmitico (11,2%) y oleico (12,3 %) (Reis et al.2012).

A su vez, A. bisporus, contiene una relacion ac. omega-6/omega-3 de 77,7/ 0,1; L. edodes
de 81,1/ 0,1 y P. ostreatus de 68,9/0,1 (Reis et al.2012). En todos los casos, la relacién
fue menor y por lo tanto, mas deseable, para las dos especies estudiadas en este trabajo
(49,68/4,38 para O. canarii y 35,17/ 1,6 para O. cubensis).

Con respecto a las propiedades antioxidantes, de todos los pardmetros evaluados, sélo la
capacidad antioxidante por ABTS mostr6é diferencias significativas entre ambas especies
estudiadas (Tabla 11). El contenido de fenoles totales fue 3,36 mg EAG/g extracto O.
canarii 'y 3,18 mg EAG/g extracto para O. cubensis. Estos resultados, son similares a los
reportados por De Pauli (2010), quien reportd un valor de 3,74 mg EAG/g extracto para
O. canarii. Acharya et al. (2016) reportaron valores un poco mayores para el extracto
metandlico de O. canarii (5,38 mg EAG/g). Los contenidos de fenoles totales hallados

para estas especies resultan ser valores levemente inferiores a los reportados para los
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extractos metandlicos de otros hongos comestibles, por ejemplo, Barros et al. (2008),
reportaron valores de 4,49 mg EAG/g extracto para A. bisporus y Smith et al. (2015)
reportaron valores de 5,73 mg EAG/g y 4,02 mg EAG/g para los extractos de L. edodes

P. ostreatus, respectivamente.

En cuanto a la capacidad reductora del radical DPPH, los valores de IC 50 encontrados,
fueron muy similares para ambas especies, siendo 3,88 y 4,37 mg/ml para O. canarii y
O. cubensis, respectivamente. Estos valores, resultaron aproximados a los hallados por
De Pauli (2010) quien reporto6 valores de entre 2 y 4 mg/ml para O. canarii. Por otra parte,
tanto Santos et al. (2020) como Acharya et al. (2019), reportaron valores de IC 50 de 0,8
mg/ml para Oudemansiella sp.y 0,9 mg/ml para O. canarii, lo cual significaria una mayor
capacidad antioxidante, ya que cuanto menor es el IC 50, menor es la concentracion
necesaria para neutralizar el radical. En cuanto a los valores de IC 50 reportados para
otras especies conocidas, De Pauli (2010) reportd valores de 2 mg/ml para A. bisporus,

de 4 a 5 mg/ml para L. edodes y de 4 mg/ml para P. ostreatus.

Respecto a los resultados de capacidad reductora del Fe, O. canarii presentd un valor de
0,358 uM Fe2+/mg, y O. cubensis de 0,294 uM Fe2+/mg. En la bibliografia, no se
encontraron registros de capacidad reductora del hierro mediante el método FRAP para
especies de Oudemansiella, pero los valores hallados en este trabajo, indican valores
bastante superiores respecto a especies cultivadas mundialmente, los cuales corresponden
a 0,024 M Fe2+/mg para A. bisporus, 0,0044 uM Fe2+/mg para L. edodes, y 0,0063 uM

Fe2+/mg para P. ostreatus (Piliac-Zegarac et al. 2011).

Por otro lado, en relacién a la actividad antioxidante por el método ABTS, O. canarii
mostré un valor de IC 50 de 12,9 mg/ml, mientras que para O. cubensis el IC 50 fue de
7,64 mg/ml. Acharya et al. (2019), realizaron estos andlisis y obtuvieron como resultado

de 12.91 pm equivalentes de TROLOX /mg, resultado que no es comparable con los
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valores de esta tesis, ya que los resultados aqui fueron expresados en IC 50. Nuestros
resultados, se mostraron similares a los hallados para otras especies ampliamente
cultivadas como L. edodes (9,90 mg/ml) o P. ostreatus 8,90 (Smith et al. 2015), y menores

a los hallados para A. bisporus (0,59 mg/ml) (Popescu et al. 2017).

Estos resultados revelan que las dos especies estudiadas en esta tesis poseen cierta
capacidad antioxidante como efecto nutracéutico, muy similar entre si'y dependiendo del
método parece ser levemente mayor o menor respecto a otras especies altamente
consumidas en el mundo. Esto nos hace pensar que muy probablemente ademas de los
polifenoles hay otras moléculas con actividad antioxidante, con diferentes capacidades de

reducir a los diferentes radicales libres, que hacen a la actividad antioxidante total.
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Conclusiones del capitulo

La composicion proximal de las dos especies de Oudemansiella mostré un mayor
contenido de grasas y fibras respecto a otras especies ampliamente cultivadas. O. canarii
tiene un perfil de 4acidos grasos mas deseable respecto a O. cubensis y a su vez, ambas
especies tienen una relacion omega-6/omega-3 preferencial respecto a otras especies
mundialmente cultivadas. Por otra parte, los extractos metandlicos de O. canarii y O.
cubensis contienen moléculas fendlicas y actividad antioxidante variable dependiendo del

método de estimacion.
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CAPITULO 4

Perfil lignocelulolitico de
hongos del género
Oudemansiella



Introduccion

Dada su naturaleza heterotrofa, todos los hongos requieren para su nutricion la
degradacion de compuestos organicos. Esto se puede observan en todas las formas y
relaciones de las cuales los hongos participan: en el caso de los liquenes (simbiosis entre
hongos y algas) u hongos formadores de micorrizas (simbiosis entre hongos y plantas)
los compuestos organicos que son suministrados por el fitobionte son degradados por el
hongo, lo mismo ocurre con los hongos saprofitos que degradan la materia organica del
sustrato donde se desarrollan, o de los hongos parasitos que degradan la materia organica
de su hospedante. De acuerdo a los diferentes tipos de nutricion, cada grupo de hongos
cuenta con una maquinaria enzimatica que libera al medio para poder realizar la digestion

extracelular, tan caracteristica del remo fungi.

Los basidiomicetes de pudricion blanca son los microorganismos degradadores de lignina
y celulosa mas efectivos de la naturaleza (Sasidhara y Thirunalasundari 2014) y muchos

de los hongos comestibles que se cultivan comercialmente pertenecen a este grupo.

La lignocelulosa es un biopolimero complejo, constituido principalmente por azicares
como glucosa, xilosa, arabinosa, galactosa, manosa, entre otros. Estd formada
principalmente por hebras de celulosa sostenidas sobre una matriz de hemicelulosa y

lignina (Devia Ulloa 2014) (Fig. 22).

WWW_’ Lignina
)/ p———— > y—

—3 Celulosa

Hemicelulosa
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Figura 22. Esquema de la estructura de la lignocelulosa: compuesta por celulosa,

hemicelulosa y lignina. Fuente: Mussatto y Teixeira 2010.

La celulosa, forma aproximadamente un 50% del peso seco de la pared celular de los
vegetales (Quiroz y Folch 2011). Su estructura corresponde a largas cadenas lineales, de
moléculas de D-glucosa, unidas a través de un enlace glucosidico B-1,4. La celulosa esta
conformada por un cadenas ordenadas y cristalinas (celulosa cristalina) y sectores con
cadenas mas desorganizadas (zonas amorfas) que son mas susceptibles a la degradacion

enzimatica (Pérez et al. 2002).

La hemicelulosa constituye del 25 al 30% del peso seco de la pared celular, es un
heteropolisacarido complejo cuyos principales compontes son las de pentosas (D-xilosa
y L-arabinosa), hexosas (D-glucosa, D-manosa y D-galactosa), y acidos (4-O-
metilglucurénico, D-galacturénico y D-glicurdénico). Los xilanos son los mas
abundantes, representando aproximadamente un 70% del peso de la hemicelulosa y estin

formados porunidades de D-xilosa unidos a partir de enlaces -1,4 (Quiroz y Folch 2011).

La lignina, es un polimero altamente resistente a la degradacidon quimica o biologica y
proporciona soporte estructural a la pared celular, disminuyendo su permeabilidad y
confiriéndole resistencia frente al ataque de microorganismos. Juntas, la liginina y la
hemicelulosa forman una matriz amorfa que se agrega sobre las fibras de celulosa,
protegiéndolas de la degradacion (Sanchez 2009). La lignina es un polimero heterogéneo
sintetizado a partir de precursores fenilpropanoides cuya composicidn y proporcidon varia
segiin las especies vegetales (Prassad ef al. 2007). Los grupos presentes en la lignina son
los alcoholes coniferilico, cumarilico y sinapilico. Esta compleja estructura estd unida

mediante uniones Carbono- Carbono y enlaces aril-éter (Sanchez 2009).
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La degradacion de la celulosa mnvolucra la accidn sinérgica de varias enzimas. Por un
lado, existen las enzimas llamadas en conjunto celulasas, que catalizan la hidrolisis de los
enlaces glucosidicos B-1,4, que mantienen unida la cadena de celulosa y se conocen
como: endoglucanasas  que hidrolizan  aleatoriamente  enlaces  glucosidicos
mtramoleculares; la exocelobiohidrolasa que cliva los extremos no reductores
produciendo unidades de celobiosa, y la B glucosidasa que hidroliza la celobiosa
separandola en dos unidades de glucosa (Coughlan y Ljungdahl 1988). Todas las
celulasas son glicosil hidrolasas, enzimas que hidrolizan el enlace glucosidico mediante
un mecanismo de catalisis acido-base, bien con mversion o con retencion de la

configuracion anomérica de la glucosa (Davies y Henrissat 1995).

Recientemente se han descubierto enzimas oxidativas que complementan y constituyen
un factor significativo en la eficiencia en la despolimerizacion de la celulosa enzimatica
de biomasa lignoceluldsica por hidrolasas (Forsberg et al. 2011; Hemsworth ez al. 2013).
Estas enzimas se conocen como monooxigenasas liticas de polisacaridos (LPMO’s)
catalizan la despolimerizacion oxidativa de polisacaridos msolubles recalcitrantes y su
accién fue demostrada por la liberacion de oligosacaridos oxidados a partir de estos

polimeros (Eibmnger ef al. 2014).

En cuanto a la hemicelulosa, las xilanasas son las principales enzimas involucradas en su
degradacion. Este grupo incluye las endoxilanasas, que actiian sobre la cadena principal
de carbohidrados hidrolizando uniones entre xilano y produciendo oligosacaridos de
diferente longitud. En forma conjunta, las B-xilosidasas convierten dichos oligosacaridos
en xilosa (Aro et al. 2005). Por otro lado, la degradacién completa de la hemicelulosa,
requiere de la accién sinérgica de enzimas accesorias tales como xilano esterasas, o-

arabinofuranosidasas, o-4-metil glucuronosidasas, entre otras (de Vries et al. 2001).
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La despolimerizacion de la lignina nvolucra enzimas oxidativas tales como lacasas y
peroxidasas. Estas tltimas son oxidoreductasas, dentro de las cuales hay dos grupos que
se conocen como lignino peroxidasas y manganeso peroxidasas (Mn peroxidasas), y

dependen del peroxido de hidrégeno para catalizar la hidrdlisis (Pérez ef al. 2002).

Al final del proceso de cultivo y luego de que los cultivadores cosechan todos los
basidiomas, el sustrato agotado queda como remanente de produccidn, siendo el mismo
una fuente considerable de macronutrientes, minerales y enzimas fingicas (Corréa et al.
2016; Ko et al. 2005). Pese al gran potencial que tienen dichas enzimas en diferentes
sectores industriales y a la gran cantidad de informacién existente sobre la produccion de
enzimas a partir hongos cultivables, poco se sabe acerca de la utilizacion del sustrato
agotado como fuente de enzimas, y por lo general es utilizado como abono para la tierra

o quemado a campo abierto (Pérez-Chavez et al. 2019)

Respecto a Ila actividad lignocelulolitica de especies pertenecientes al género
Oudemansiella sensu stricto, hasta el momento sélo se ha descripto parcialmente Ia
actividad ligninasa para O. mucida (Geoffrey et al. 1994) y lacasa para O. canarii (Iark
et al. 2019; Uber et al. 2022), pero nada se sabe sobre el potencial enzimitico a lo largo

del ciclo de cultivo de las diferentes especies.

El objetivo de este capitulo fue estudiar la produccion de endoclucanasas (actividad
CMCasa), endoxilanasas y lacasa en hongos del género Oudemansiella alo largo del ciclo
de cultivo, pero con la finalidad principal de estimar el potencial del sustrato agotado

como fuente de enzimas.
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Objetivo general del capitulo

e Estudiar las enzimas lignoceluloliticas de las especies de hongos del género

Oudemansiella encontradas en la Argentina.
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Objetivos especificos del capitulo

Evaluar cualitativamente la produccién de endoglucanasas, endoxilanasas, Mn-
Peroxidasas y lacasa de las especies encontradas de Oudemansiella a partir de su
cultivo in vitro con medios de cultivo selectivos (Screening enzimaticos).

Evaluar las actividades endoglucanasa (CMCasa), endoxilanasa y lacasa durante
las diferentes etapas del ciclo productivo de dos especies de Oudemansiella.
Evaluar la factibilidad de aprovechamiento de las enzimas lignoceluloliticas
sustrato agotado proveniente del cultivo de Oudemansiella como fuente de

enzimas lignoceluloliticas.
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Materiales y métodos
Cepas

Las cepas usadas fueron identificadas como O. camarii: ICFC 853/17 (Buenos Aires,
Argentina) ICFC 864/17 (Misiones, Argentina) y O. cubensis: ICFC 852/17 (Corrientes,
Argentina) y ICFC 863/17 (Buenos Aires, Argentina). Las mismas fueron aisladas e

identificadas tal como se detallé en el capitulo 1.
Screenings enzimaticos

Se realizaron ensayos cualitativos para la deteccion de enzimas lignoceluloliticas
(Celulasas, Hemicelulasas, Mn-Peroxidasas y Lacasas). Para ello, se dispusieron 20 mL
de cada medio de cultivo selectivo en placas de Petri de 90 mm y en el centro de las
mismas se sembrd un disco de 0,5 cm de diam. con micelio activo de cada cepa. Las
placas se incubaron a 25°C en oscuridad y se realizaron mediciones diarias del didmetro
de crecimiento de la colonia (mm/dia). A su vez, se midieron los halos de actividad en
los distintos medios. Se tomaron dos mediciones por caja y todas las determinaciones se

realizaron por triplicado.
Screening para deteccion de Celulasas

Para la deteccion de celulasas (especificamente endoglucanasas) se utilizd medio de
cultivo agarizado (asparagina 4 g/L; agar 20 g/L; medio basal 1 L), adicionado con
carboximetilcelulosa (CMC) 0,1 % como principal fuente de carbono. La presencia del
polisacarido residual en el medio se reveld cuando la colonia alcanzd aproximadamente
la mitad de la placa, siendo que la actividad celulolitica se detecté como un halo
decolorado alrededor de la colonia. Para ello se mundd la caja con solucion de Rojo

Congo 0,3% y luego de 10 min, se volcd el colorante y se lavd el exceso con solucion de
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NaCl 1 N (Magnelli y Forchiassin 1999). Cuando fue necesario, se realizd un lavado con

acido acético al 5% para aumentar el contraste (Hankin y Anagnostakis 1977).

Screening para deteccion de Hemicelulasas

El método de deteccion y revelado de halo de hemicelulasas (endoxilanasas) se realizd de
la misma manera que para las celulasas excepto que el medio de cultivo fue adicionado

con xilano de haya al 0,1% como fuente principal de carbono en lugar de CMC.

Screening para deteccion de Lacasas

Para detectar la presencia de actividad lacasa se utilizo como medio de cultivo agar malta
(extracto de malta 20 g/LL y dgar 15g/L) y ABTS (2,2'- azinobis (3-etilbenzotiazolina-6-
sulfonato) al 0,035% (p/v) (Montoya et al. 2014). La actividad positiva de la lacasa se

basé en la formacion de halos color violeta.

Screening para deteccion de Mn-Peroxidasas

Para detectar la presencia de actividad Mn-Peroxidasa se utilizO como medio de cultivo
agar malta (extracto de malta 20 g/LL y 4gar 15g/L) adicionado con cloruro de manganeso
(MnCh4H20) 1 mM. La actividad positiva para Mn-Peroxidasa se evidencid por la
formacion de un halo de precipitado color marréon oscuro producto de la oxidacion del

manganeso a 6xido de manganeso (MnO2) (Jarosz-Wilkotazka et al. 2002).

Extractos enzimaticos y cuantificacion de proteinas totales

Para los andlisis enzimaticos se utilizo sustrato a base de paja de trigo (sembrado al 10%
en sistemas de bolsas con perforaciones, tal como se detalla en el capitulo 2). Se tomaron
muestras de sustrato en cuatro momentos diferentes representativos de las fases mas
importantes del ciclo productivo: finalizada la colonizacién del sustrato (fase de

incubacién), durante la formacion de primordios, durante la frutificacion y finalizada Ila
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cosecha de la primera oleada de basidiomas (poscosecha). Los extractos enzimaticos
realizaron colocando en un tubo 1 g de sustrato molido con nitrégeno liquido con 10 ml
de buffer citrato (4acido citrico y citrato de sodio) 0,1 M a pH 4,8 y 0,1% de tween 80. Los
tubos se dejaron en agitacion (200 rpm) a 4-7° durante 2h. Luego se centrifugaron a 10000
rpm durante 30 mmnutos. Los sobrenadantes clarificados se filtraron y se reservaron a -
20°C hasta su utilizacién. La proteina total se cuantific6 mediante el método de Bradford
(Olivieri ™, Argentina) Yy siguiendo el protocolo para microplaca propuesto por Nouroozi
et al. (2015). Como blancos se utilizaron los extractos desactivados a partir de hervor a

95°C durante 10 minutos.

Actividad CMCasa

La actividad de endoglucanasas se midi® sobre carboximetilcelulosa (CMC) usando el
protocolo para microplaca propuesto por Xiao et al. (2005). Se colocaron en un tubo 30
ul de extracto junto con 30 pul de CMC al 1%. Se incubaron a 50°C durante 30 minutos,
se retiraron y se les afiadio 60 pl de acido dinitro salicilico (DNS), para luego incubarse
a 95°C durante 5 minutos. Con la reaccion finalizada, se tomd una placa de 96 pocillos,
se colocaron 100 pl de cada reaccion y se leyd la absorbancia a 545 nm en el lector
Synergy H1 (BioTek). Se realizd6 una curva de calibracion con glucosa. Para estimar la
actividad CMCasa se siguieron los criterios de la [TUPAC empleando las férmulas
propuestas en Ghose (1987), en las cuales se considera que 1 Unidad Internacional (UI)
de CMCasa corresponde a la actividad enzimatica que libera 1 pmol de azicares
reductores (expresado como equivalentes de gluicosa) por minuto por ml de solucién
enzimatica, en las condiciones de ensayo. Las Ul se calcularon empleando la siguiente

ecuacion:
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Unidades Unidades
—) = Gx0.37 (—)

CMCasa(
ml

ml
Donde G son los mg de glucosa liberados durante la reaccion.

Actividad Endoxilanasa

La actividad de endoxilanasas se midi® sobre xilano de haya usando el protocolo para
microplaca propuesto por Kim ez al. (2014). En un tubo se colocaron 20 ul de extracto
junto con 20 pl de xilano al 1%. Se incubaron a 40°C durante 60 minutos, se retiraron y
se les afiadié 160 plde &cido dinitro salicilico (DNS), para luego incubarse a 95°C durante
5 minutos. Con la reaccion finalizada, se tomd una placa de 96 pocillos, se colocaron 100
ul de cada reaccion y se leyd la absorbancia a 545 nm en el lector Synergy H1 (BioTek).
Se realizo una curva de calibracion con xilosa. Para estimar la actividad endoxilanasa se
siguieron los criterios de la [IUPAC empleando las formulas propuestas en Ghose y Bisara
(1987), en las cuales se considera que 1 Unidad Internacional (UI) de Endoxilanasa
corresponde a la actividad enzimdtica que lbera 1 pmol de azicares reductores
(expresado como equivalentes de xilosa) por minuto por ml de solucion enzimitica, en
las condiciones de ensayo. Sabiendo que 1 pmol de xilosa equivale a 150,13 mg y
utilizando la ecuacidn de la curva de calibracidon realizada, de Abs a 545 nm versus

concentracion de xilosa, fueron calculados las Ul presentes en los extractos enzimaticos.

Actividad Lacasa

La actividad lacasa se midi6 utilizando el método del ABTS siguiendo el para microplaca
propuesto por Alcalde y Bulter (2003). En un tubo se colocaron 20 ul de extracto y 180
ul de ABTS 5 mM en buffer acetato de sodio pH. Se midié la absobancia a 420 nm y a
25°C en el lector Synergy H1 (BioTek), en tiempo iicial y luego de 5 minutos. La

actividad lacasa fue calculada en unidades enzimaticas mediante la siguiente férmula:
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Unidad enzimatica (UE)= pumoles liberados/minuto

Abs x Vol reaccion

UE 1/ min ml) =
(kmol/ min ml) ¢ x Volumen enzima (ml)x tiempo de incubaciéon (min)

Donde ¢ es el coeficiente de extincion molar a 420 nm que es = 36/mM cm

Diseito experimental y andlisis estadistico

Para los calculos de las actividades enzimaticas se realizaron 3 repeticiones en todos los
tratamientos. Previo al andlisis estadistico se realizaron los test de Shapiro Wiks y de
Levene para constatar los parametros de normalidad y homocedasticidad,
respectivamente. Los datos fueron analizados con el software InfoStat (version 2015) a
partir del andlisis de varianza (ANOVA) con p< 0,05 y las medias fueron comparadas con

el test de Tukey.
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Resultados

Screenings enzimaticos

En la Tabla 12 pueden verse resultados positivos para la deteccion de los cuatro grupos
de enzimas evaluadas en medios de cultivo selectivos (Fig. 13) O. canarii (ICFC 853/17)

y O. cubensis (ICFC 852/17).

Tabla 12. Halos de coloracion/ degradacion, obtenidos en medios de cultivo selectivos

para endoglucanasas, endoxilanasas, MnP y lacasas para O. canarii y O. cubensis.

Especic Halo de coloracion/ degradacién (cm)
P Endoglcanasas | Endoglucanasas MnP Lacasas
O. canarii
Ei= + L +
(ICFC 853/17) 0,50 ==t 2,6+£035] 05+0
O. cubensis
acrc ssy17) || =0T 160,28 | 55+0,17 | 1,9%0,17

Figura 23. Modelo de Screenings realizado para la deteccion de algunas de las enzimas

lignoceluloliticas estudiadas.

Actividad CMCasa
Se detecto actividad CMCasa en todas las etapas del ciclo de cultivo en cada cepa de las
dos especies estudiadas (Tabla 13 y Fig. 24). Los resultados fueron expresados en Ul/ml

de extracto, Ul/ gramo de sustrato seco (gds) y Ul/mg de protefna (también llamada
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Capitulo 4. Resultados

actividad especifica), para facitar la comparacion bibliografica de resultados. Se
encontraron diferencias significativas entre los valores de actividad enzimatica estimados
en Ul/ml y en Ul/gds. Para todas las cepas estudiadas, la maxima actividad CMCasa
registrada fue en el momento de fructificacién (de 228,36 a 83,43 Ul/gds), seguido por la
etapa de pos cosecha (de 54,26 a 47,63 Ul/gds). A su vez, la actividad CMCasa fue
mtermedia durante la formacion de primordios (55,15 a 5,66 Ul/gds y muy baja durante
el crecimiento micelial (5,21 a 0,88 Ul/gds) (Tabla 13 y Fig. 24). En cuanto a las cepas,
se destaca O. canarii ICFC 853/17, que se diferencié estadisticamente del resto,

obteniendo el maximo valor durante la fructificacidon.

Tabla 13. UI de actividad CMCasa en diferentes momentos del ciclo de cultivo de O.

canarii'y O. cubensis y en diferentes unidades de medicion.

Momento del CMCasa Ul/ml CMCasa CMCasa Ul/mg

Especie y cepa ol D Ul/gds protena
20,08 + 0,04
O. canarii *0,16 £0,03
ICFC 853/17 ©575+0,19
51,27 £0,03
20,02 £ 0,01
O. canarii * 138 +031
ICFC 864/17 ©2,59 +£0,22
v 1,19 £ 0,05
20,1 £ 0,06
O. cubensis 2041 0,12
ICFC 852/17 4365+ 0,41
®1,36 + 0,09
20,13 £ 0,05
O. cubensis 20,14 £ 0,03
ICFC 863/17 ©2,09 +£0,19
®1,29 £0,13

Valores seguidos por diferentes letras en la misma columna son diferentes significativamente
con p < 0,05, a partir del test de Tukey, n = 8.
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Figura 24. Actividlad CMCasa (Ul/ml) registrada para las diferentes etapas del ciclo de

cultivo para dos cepas evaluadas de O. canarii y dos cepas evaluadas de O. cubensis.

Actividad Endoxilanasa

Se detectd actividad endoxilanasa en todas las etapas del ciclo de cultivo en cada cepa de
las dos especies estudiadas (Tabla 14y Fig. 25). Se encontraron diferencias significativas
entre los valores de actividad enzimatica estimados en Ul/ml y en Ul/gds. La maxima
actividad endoxilanasa registrada fue en el momento de fructificacion (154,3 a 70,17
Ul/gds) y la minima para la fase de incubacion (de 4,62 a 4,96 Ul/gds). A su vez, en los
momentos de formacion de primordios y de poscosecha se registraron valores de
actividad endoxilanasa intermedios para todas las cepas evaluadas (de 53,72 a 30,1 Ul/gds
y de 44,45 a 18,95 Ul/gds, respectivamente) (Tabla 14y Fig. 25). Respecto a la diferencia
entre cepas, se destaca O. cubensis ICFC 852/17, que alcanza un valor estadisticamente

mayor respecto a las demas cepas durante la fructificacion.
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Capitulo 4. Resultados

Tabla 14. Ul de actividad Endoxilanasa en diferentes momentos del ciclo de cultivo de

O. canarii 'y O. cubensis y en diferentes unidades de medicion.

Especie Momento del Endoxilanasa Endoxilanasa EndSIx/ilanasa
y cepa ciclo Ul/ml extracto Ul/gds 8 trerﬁa
0. 20,05+ 0,001
canarii €0,75 £ 0,03
ICFC £2,53+0,03
833/17 & 1,11+ 0,05
0. 20,08 + 0,01
canarii ¢1,21 £ 0,06
ICFC £1,75+ 0,02
864/17 ©0,75 + 0,03
0. 20,12+0,07
cubensis ¢1,34+ 0,06
ICFC h 3,86+ 0,08
832/17 50,47 = 0,01
0. 20,06+ 0,01
cubensis «d(,87 + 0,07
ICFC £2,74+0,19
863/17 b 0,63 % 0,02

Valores seguidos por diferentes letras en la misma columna son diferentes
significativamente con p < 0,05, a partir del test de Tukey, n = 8.
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Figura 25. Actividad Endoxilanasa (Ul/ml) registrada para las diferentes etapas del ciclo

de cultivo para dos cepas evaluadas de O. canarii y dos cepas evaluadas de O. cubensis.

Actividad Lacasa

Se registrd actividad lacasa en todas las etapas del ciclo de cultivo en cada cepa de las
dos especies estudiadas excepto en los momentos de fructificacion de la cepa ICFC
853/17 de O. canarii y de ICFC 852/17 O. cubensis. Se encontraron diferencias
significativas entre los valores de actividad enzimatica estimados en todas las unidades
de medicion. Para todas las cepas evaluadas, la maxima actividad lacasa registrada fue en
la fase de incubacion (5,62 a 1,12 UE/gds), seguida por el momento de poscosecha (de
4,56 a 2,02 UE/gds). Por el contrario, durante la formacion de primordios y la
fructificacion, la actividad lacasa fue mimina (0,19 a 0,75 y de 0 a 0,4 UE/gds,
respectivamente) (Tabla 15 y Fig. 26). En cuanto a las cepas, el valor estadisticamente

mayor fue alcanzado por O. canarii ICFC 864/17 en la etapa de incubacion.
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Capitulo 4. Resultados

Tabla 15. Ul de actividad lacasa en diferentes momentos del ciclo de cultivo de O.

canarii y O. cubensis y en diferentes unidades de medicion.

T e
o abede (,03 £ 0,001
canarii abe () 03 + 0,004
ICFC -
sl & (0,05 = 0,0007
o 70,14 + 0,02
canarii 20,004 £ 0,0008
ICFC abe .01 + 0,001
864/17 de 0,03 £ 0,0001
2 0,04 £ 0,01
cubensis abed ) 02 + 0,001
ICFC -
S5zl 70,11+ 0,03
0. bede (0,04 + 0,003
cubensis 350,06 + 0,01
ICFC 20,003 +0,0004
863/17

©0,01 + 0,0005
Valores seguidos por diferentes letras en la misma columna son diferentes
significativamente con p < 0,05, a partir del test de Tukey, n = 8.
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Figura 26. Actividad Lacasa (Ul/ml) registrada para las diferentes etapas del ciclo de

cultivo para dos cepas evaluadas de O. canarii y dos cepas evaluadas de O. cubensis.
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Discusion

A partir de los screenings enzimaticos, y tal como era esperado, se detectd actividad
enzimatica para las dos especies de Oudemansiella estudiadas para todos los grupos
enzimaticos evaluados (celulasas, hemicelulasas, mn-peroxidasas y lacasas). Si bien este
tipo de ensayos podrian parecer demasiado simples, suelen resultar interesantes al
momento de realizar una seleccidn de cepas para el estudio de ciertos grupos enzimaticos
ya que por ejemplo, en algunas especies se ha demostrado que la tasa de crecimiento y el
halo de degradacion en medio de cultivo selectivo correlacionan positivamente (R*=
0,977) con la produccion de celulasas en fermentacidn en estado sdlido en diferentes

cepas del ascomiceto 7Trichoderma sp. (Florencio et al. 2012).

Respecto a los resultados de las actividades enzimaticas, y al igual que sucede con las
actividades antioxidantes, la gran variacion en la metodologia y las condiciones
experimentales empleadas por los diferentes autores vuelve muy dificil la tarea de
comparar los valores obtenidos para otros tipos de hongos e incluso para las mismas
especies. Se ha demostrado que pequefias diferencias en el buffer utilizado, el pH o el
tiempo de extraccidn, pueden afectar considerablemente los valores de actividad
enzimatica alcanzados (Chuwech y Rakariyatham 2014; Salcedo et al. 2012). A su vez,
también se encuentran diferencias pequefias (y no tanto) en las ecuaciones utilizadas para
calcular las unidades enzimaticas y en las unidades de expresion de resultados, que
dificultan atn mas la comparacion de los valores alcanzados. Pese a esto, en este trabajo
de tesis se procurd utilizar las metodologias y formulas mas ampliamente reportadas, para
que, en conjunto con los recursos y tecnologias disponibles en el lugar de trabajo, se logre

la maxima reproducibilidad posible en los resultados alcanzados.
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Como puede verse en la tabla 13, la maxima actividad CMCasa registrada fue en el
momento de fructificacion (de 228,36 a 83,43 Ul/gds), seguido por la etapa de pos
cosecha (de 54,26 a 47,63 Ul/gds), la formacion de primordios (55,15 a 5,66 Ul/gds), y
el crecimiento micelial o mcubacion (5,21 a 0,88 Ul/gds) (Tabla 13 y Fig. 24). De forma
muy similar, Elisashvili ef al. (2003) reportaron las actividades CMCasa para P. ostreatus
cultivado sobre desechos de algodon, y hallaron maximos valores durante la fructificacion
(de 140 a 75 Ul/gds); intermedios durante la formacion de primordios (75 a 30 Ul/gds),
mientras que los valores mas bajos fueron alcanzados durante el crecimiento del micelio
(50 a 25 Ul/gds). Esta misma tendencia fue reportada por Elisashvili ez al. (2008) para
dos cepas de P. ostreatus cultivado sobre paja de trigo y hojas de arboles; también, otros
autores como Mata y Savoie (1998) encontraron resultados similares durante el desarrollo
de seis cepas de L. edodes cultivadas en paja de trigo. Estos cambios en las actividad
CMCasa difieren de los reportados por Zhai y Han (2018), en un estudio realizado para
cinco especies de Pleurotus cultivadas sobre vastagos de esparragos. En este caso,
encontraron la maxima actividad CMCasa durante la fase de formacion de primordios
(18,50 a 8,49 Ul/gds), seguida por la fase de fructificacion (13,50 a 5,22 Ul/gds) y la
etapa de incubacion (5,73 a 12,60 Ul/gds). Por otra parte, Lechner y Papinutti (2006),
encontraron la maxima actividad de endogluicanasas (1250 U/g) y endoxilanasas (750
U/g) mmediatamente después de la tltima cosecha de Lentinus tigrinus, cultivado en paja

de trigo.

Con respecto a la produccion de endoxilanasas, como mencionamos anteriomente, la
maxima actividad registrada fue en el momento de fructificacion (154,3 a 70,17 Ul/gds),
seguido por la etapa de formacién de primordios (de 53,72 a 30,1 Ul/gds) y poscosecha
(44,45 a 18,95 Ul/gds). A su vez, la fase de incubacion reportd la minima actividad (de

4,62 a 4,96 Ul/gds) (Tabla 14 y Fig. 25).
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Elisashvili ef al. (2003) reportaron cambios similares en las actividades endoxilanasas
para P. ostreatus cultivado sobre desechos de algoddn: se hallaron los valores maximos
durante la fructificacion (de 80 a 60 Ul/gds); mtermedios durante la formacion de
primordios (70 a 40 Ul/gds), y los valores mas bajos fueron alcanzados durante el
crecimiento del micelio (60 a 25 Ul/gds). Asi mismo, Mata y Savoie (1998) encontraron
resultados similares durante el desarrollo de seis cepas de L. edodes cultivadas en paja de

trigo.

Por otra parte, Wood y Goodenoug (1977) hallaron resultados bastante diferentes para
champifion, para el cual encontraron la maxima actividad endoxilanasa (200 U/ml) luego

de finalizada la primera oleada de produccion.

En cuanto a la produccién de lacasas, su maxima actividad se registr6 durante la
incubacion (5,62 a 1,12 UE/gds), seguida por el momento de poscosecha (de 4,56 a 2,02
UE/gds), formacién de primordios (0,19 a 0,75 UE/ gds) y fructificacién (0 a 0,4 UE/gds)

(Tabla 15y Fig. 26).

Resultados con la misma tendencia de actividad lacasa fueron hallados por Elisashvili er
al. (2008), para dos cepas de P. ostreatus cultivado sobre paja de trigo y hojas de arboles;

y por Mata y Savoie (1998) para el cultivo de L. edodes sobre paja de trigo.

Bonnen et al. (1994) por su parte, también encontraron la maxima actividad lacasa
durante la incubacion, pero se extendid temporalmente durante la formacion de
primordios (8,5 a 8,0 U/ g de compost) y bajé al minimo durante la primera y segunda
oleada de fructificacion (1,3 a 0,4 U/ g de compost). De forma similar, Cho ef al. (2002)
cultivaron P. ostreatus y P. sajor-caju en aserrin de haya con salvado de trigo y
obtuvieron la maxima actividad lacasa durante la formacion de primordios (40 a 18 nkat/

ug proteina) y la minima durante la fructificacién (0,5 a 0 nkat/ pg proteina).
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Los resultados obtenidos en este trabajo, revelan que existe una fuerte regulacion de las
actividades enzimdticas durante el ciclo de cultivo de O. canarii y O. cubensis, en
términos generales, la actividad lacasa prevalece durante la incubacion y luego de la etapa
de fructificacion, mientras que la actividad CMCasa y endoxilanasa prevalecen durante
la formacién de basidiomas. Como hemos visto, esta fuerte tendencia ha sido reportada
previamente por algunos autores como Elisashvili ef al. (2008) y Mata y Savoie (1998)
para algunos basidiomicetes. Sin embargo, también se encuentran diferentes resultados,
incluso para diferentes cepas de las mismas especies (Bonnen ef al. 1994, Cho et al
2002). Tales diferencias podrian estar dadas por las variaciones en sustratos, formas de
cultivo y demds factores que impactan sobre las expresion de las enzimas
lignoceluloliticas, asi como también en la actividad individual de cada enzima dentro del

complejo enzimatico (Elisashvili ez al. 2008b; Silva et al. 2005).

Ademas de la caracterizacion del perfil lignocelulolitico de las especies de Oudemansiella
estudiadas en este trabajo un objetivo principal consiste en evaluar la factibilidad de
utilizar el sustrato agotado proveniente del cultivo de estos basidiomicetes como fuente
de enzimas. Sin embargo, para responder a ciencia cierta esa pregunta, haria falta la
realizacion de decenas de experimentos adicionales e implicaria la consideracion de
multiples factores, incluyendo los aspectos econdmicos. Pese a esto, y disponiendo de la
mformacion generada a partir de los andlisis enzimaticos y en algunas publicaciones
recientes responderemos aqui a dicho interrogante (al menos parcialmente
tentativamente). Se sabe que una de las principales tendencias actuales parala produccion
de enzimas lignoceluloliticas a partir de hongos se basa principalmente en el sistema de
fermentacién en estado solido (FES). La FES se trata de un proceso con un bajo costo
operacional de tecnologia simple, amigable con el ambiente y en el cual la nversion de

capital requerida es menor que en la fermentacidén en estado liquido, obteniéndose
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mayores productividades (Ceny Xia 1999; Pandey 2003). Por otro lado, si consideramos
exclusivamente la utilidad del sustrato agotado como fuente de enzimas, debemos
enfocarnos en valores de actividlades CMCasa, endoxilanasa y lacasa obtenidas en el
periodo de poscosecha. La Tabla 16 muestra las maximas actividades lignoceluloliticas
obtenidas en este trabajo, y las compara con las obtenidas a partir de microorganismos

ampliamente utilizados para cada grupo enzimatico.
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Capitulo 4. Discusion

Tabla 16. Actividades CMCasa, Endoxilanasa y Lacasa para el periodo poscosecha de las especies estudiads en este trabajo y comparacion con

actividades enzimaticas de otros microrganismos altamente reportados.

Especie y cepa Ac!:M'da}d U/ml Ulg Método de cultivo Referencia
enzimatica

O. canarii ICFC 853/17

O. canarii ICFC 864/17

O. cubensis ICFC 852/17

O. cubensis ICFC 863/17

Asperguillus niger KITH

A. niger SCBM1

Trichoderma asperellum MR 1
T. asperellum SR1-7
T. asperellum UCI1

O. canarii ICFC 853/17

O. canarii ICFC 864/17

O. cubensis ICFC 852/17

O. cubensis 1CFC 863/17
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A. niger KIJTH

A. niger KIJH

A. tubingensis NKBP-55

T. asperellum MR 1

T. asperellum S4F8

O. canarii ICFC 853/17

O. canarii ICFC 864/17

O. cubensis ICFC 852/17

O. cubensis ICFC 863/17

Trametes versicolor

T. versicolor

T. versicolor CICC 14002

P. ostreatus

Pycnoporus sanguineus

Capitulo 4. Discusion
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La actividad CMCasa de algunas especies de Trichoderma 'y Asperguillus en sistemas de
FES varié desde 167 a 6,69 Ul/g y en 1,017 Ul/ml La actividad CMCasa encontrada en
nuestros extractos de poscosecha de O. canarii y O. cubensis alcanzaron valores
mtermedios dentro de este rango, variando desde 54,26 a 47,63 Ul/g (y expresada en

unidades liquidas la misma fue desde 1,19 a 1,36 Ul/ml).

De la misma forma, la actividad endoxilanasa de algunas especies de Trichoderma y
Asperguillus en sistemas de FES varid desde 1,53 a 126,87 Ul/g y de 2,10a 1,218 Ul/ml.
La actividlad CMCasa encontrada en nuestros extractos de poscosecha de O. canarii y O.

cubensis alcanzaron valores mtermedios dentro de este rango, variando desde 44,33 a

18,95 Ul/g (y expresada en unidades liquidas la misma fue desde 1,11 a 0,47 Ul/ml).

Por el contrario, la actividad lacasa encontrada en nuestros extractos de poscosecha de O.
canarii'y O. cubensis alcanzaron valores dentro del rango de 4,56 a 2,02 UE/g, mientras
que el rango reportado para especies productoras de lacasas como lo son Trametes
versicolor, P. ostreatus'y P. sanguineus varié desde 180,2 a 19,34 UE/g, es decir, el rango

estuvo muy por encima de los valores reportados en este trabajo.

Los resultados acd reportados mdican que si bien las actividlades CMCasas y
endoxilanasas disminuyen luego de la fructificacion, durante la poscosecha siguen siendo
lo suficientemente altas como para ser recuperadas a partir del sustrato agotado. De todas
maneras, €s necesario mencionar que en este capitulo se evaluaron las actividades
enzimaticas posteriormente a la primera oleada, por lo que seria muy apropiado y
necesario evaluar ademas, las actividades enzimaticas del sustrato agotado después de las

siguientes cosechas.
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Se estima que por cada kg de hongos producido se generan aproximadamente 5 kg de
sustrato agotado (Pérez-Chavez et al. 2019), lo cual se traduce a la obtencién de entre

271300 a 238150 Ul de CMCasa y entre 221650 a 94750 Ul de endoxilanasas por cada

kg de oudemansiellas cosechadas.

Cabe destacar que las actividades enzimaticas de las endoglucanasas y endoxilanasas
comerciales (marca Genecor™, Argentina) alcanzan wuna actividad enzimaticas
aproximadas de 1782,1 Ul/ml y 28,23 Ul/ml, respectivamente (Salcedo et al. 2012), por
lo tanto, habria que pensar en la posibilidad de concentrar aquellos extractos enzimaticos

obtenidos de Oudemansiella que vayan a ser utilizados por su actividad endoglucanasa.
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Conclusiones del capitulo

En este capitulo se determind la capacidad CMAsa, endoxilanasa y lacasa durante el ciclo
de cultivo de O. canarii y O. cubensis. Para ambas especies, las variaciones de dichas
actividades fueron muy similares. La actividad CMCasa es minima durante la incubacion,
aumenta durante la formacion de primordios, se maximiza durante la fructificacion y
disminuye un poco en poscosecha. De manera muy similar, la actividad endoxilanasa es
baja durante la incubacion, comienza a aumentar durante la formacién de primordios y
semaximiza durante la fructificacion, y luego, disminuye durante la poscosecha. La
actividad lacasa, de forma diferente, es maxima durante la incubacion, disminuye durante
la formacidén de primordios, se hace minima durante la fructificacion, y luego, en la
poscosecha aumenta nuevamente. En base a los resultados de actividad enzimatica de los
extractos de poscosecha se estima que el sustrato agotado de las oudemansiellas seria una
fuente Optima para la extraccion de endoglucanasas y endoxilanasas, al menos después

de la primera cosecha.

153



Discusion General

Previo al micio de nuestros estudios, en reiteradas ocasiones de viajes de campafia y en
muestreos habiamos observado el crecimiento de ejemplares silvestres de Oudemansiella
rrumpiendo sobre distintos sustratos naturales de diferentes regiones geograficas de
nuestro pais y de algunos otros paises de Latmoamérica. Las frecuentes visualizaciones
de estos ejemplares de tan agradable aspecto y aroma, sumados a su gran porte y
condicion xiléfaga, nos motivaron asaber un poco mas acerca de estas especies que hasta
el momento habian sido escasamente estudiadas. Cabe destacar, que las especies
lignocelulésicas son muy interesantes porque estas pueden ser cultivables en condiciones
ntensivas sobre desechos de la agroindustria (Albertd 2017; Stamets 2000). Esto los hace
diferentes a los hongos humicolas que son mucho mas dificiles de producir y que

requieren de un compost selectivo para su cultivo.

Con el objetivo principal de conocer el potencial de cultivo intensivo de las especies de
este género presentes en la Argentina es que comenzamos con los ensayos de muestreo e

identificacion de especies.

Partiendo de sucesivos muestreos en algunas provincias delnorte y centro de nuestro pais,
logramos recolectar y aislar cepas mediante las cuales se dilucidaron, en primer lugar, los
aspectos taxonomicos. Como resultados, se encontrd6 que los materiales colectados
correspondian unicamente a dos especies pertenecientes al género, determinadas como
Oudemansiella canarii 'y O. cubensis. Observamos ademis que ambas especies
comparten muchas caracteristicas morfolégicas al punto tal que se dificulta su
identificacion especifica a ojo desnudo. Estas pueden diferenciarse cuando son cultivadas
o caracterizadas molecularmente a partir de los marcadores moleculares universales

empleados en hongos, los ITS. Con minimas diferencias, las descripciones morfologicas
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que hemos realizado coinciden con los reportes previos de Corner (1994) y tanto las
descripciones morfologicas como los analisis moleculares, coinciden con los de Petersen
y Hughes (2010). Por otra parte se defini6 que ambas especies tienen un desarrollo
hemiangiocarpico (Alexopoulos y Mims 1985), que hasta el momento habia sido
reportado como gimnocarpico (Corner 1994). Esto fue posible ya que cuando estas
especies son cultivadas es posible observar a los ejemplares desde su etapa de primordio
a la de adulto. En cambio, cuando se recojen ejemplares en la naturaleza, debemos tener
“la suerte” de encontrar varios ejemplares en diferentes estadios de desarrollo para poder
definir esta variable. Con estos resultados propusimos una clave dicotomica para
Oudemansiella 'y géneros afines presentes en la Argentina con el objeto que sea de

utilidad para identificar mas facilmente a las especies del grupo.

Luego de darles nombres y una posicion en el arbol filogenético, las cepas fueron
sometidas a ensayos de cultivo que nos brindaron vasta informacidn sobre cuestiones
referidas al crecimiento micelial, tasa de moculacién, preferencias de sustratos y del
sistema de induccién. Adicionalmente, se conocieron los tiempos del ciclo productivo, el
nimero de oleadas y las caracteristicas morfoldgicas de los basidiomas cosechados. Si
bien fueron muchos los pardmetros trabajados en el capitulo de produccion, vale la pena
destacar el parametro de rendimiento que mas interesa a nivel comercial: la eficiencia
bioldgica. Las altas eficiencias biologicas encontradas, de hasta 188,52 % para O. canarii
y de hasta 142,24% para O. cubensis, representan valores superiores a los reportados para
los hongos mas cultivados del mundo. En general, se considera que valores de EB que
superan al 100 %, son altos y hacen a esta especie rentable (Jaramillo y Alberto 2012). A
su vez, fueron similares o superiores a reportes previos dentro del género Oudemansiella
por otros autores (Li ef al. 2012; Magngo et al. 2004; Ruegger et al. 2001; Xu et al.

2016).
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La domesticacion de especies silvestres de hongos comestibles requiere de la resolucion
de varios problemas a fin de lograr rendimientos Optimos de produccion que hagan este
un recurso comercialmente rentable. Por ello la optimizacion de la produccion de una

cepa desconocida requiere de muchos pasos. Albertdo (2017) indica:

1- Aislamiento de la cepa: el primer paso es obtener la cepa. La cepa puede obtenerse a
partir de un pequefio trozo de contexto del pileo o del pie, que se cultiva en medio de
cultivo agarizado. Un micdlogo experto tiene que certificar que el aislamiento obtenido
pertenece al espécimen recogido y descartar cualquier contaminacién. También es muy
importante estar absolutamente seguro de que el hongo colectado sea una especie
comestible. Si hay alguna duda sobre este tema, se debe descartar la cepa. Otra opcidn es

hacer una prueba de comestibilidad utilizando ratones o ratas.

2- Determinacion de las condiciones dptimas para el crecimiento del micelio. EI objetivo
de este paso es obtener el mayor crecimiento en el menor tiempo posible. Para ello se
deben determmar pardmetros como el pH, la temperatura, los nutrientes, etc. Estas
condiciones Optimas deben ser utilizadas para la produccion de ndculo y el periodo de

incubacion o cualquier etapa para el crecimiento micelial.

3- Produccién de indculo. El ndéculo se puede producir sembrando la cepa seleccionada
sobre granos de cereales esterilizados (Sinden 1932). El tipo de grano (sorgo, trigo, avena,
etc.), la humedad de los granos, también son criticos para optimizar el tiempo requerido

para la produccion de mdculo.

4- Seleccion de sustratos. Se deben ensayar diferentes tipos de sustratos para determinar
cudles son los mas productivos. Si estamos trabajando con hongos xilofagos es
aconsejable probar los sustratos donde crecen los hongos en la naturaleza. También es

util probar los sustratos que estan disponibles y son abundantes en la zona donde se
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cultivaria la especie. En primer lugar, es conveniente ensayar sustratos formulados con el
100 % de un tipo de componente (por ejemplo el 100 % de serrin de alamo) y luego seria

conveniente ensayar mezclas de diferentes componentes.

5- Periodo de incubacion. Se debe determinar el tiempo necesario para la colonizacion
total del micelio. Se debe evaluar el tipo y tamafio de los contenedores (bolsas, cajas,

bandejas, etc) ya que pueden influir en el crecimiento y tiempo de colonizacion.

6- Requerimientos de luz para la formacién de primordios. Para algunas especies la luz
es necesaria para la formacion de primordios, para otras los primordios pueden formarse
normalmente en ausencia de luz, mientras que otras especies no precisan luz para formar
primordios pero si para un desarrollo normal de cuerpos fructiferos. Colavolpe y Alberto
(2014) propusieron un modelo sencillo para determinar la necesidad de luz de los hongos
cultivables, mientras que Kurtzman y Martinez-Carrera (2013) estudiaron la calidad de la

luz necesaria para cultivar hongos.

7- Condiciones de induccién. Se sabe que algunos factores ambientales mfluyen en el
desencadenamiento de los mecanismos de induccién para la produccion de basidiomas.
Estos son la temperatura y el aumento del intercambio de aire. Porlo general, un descenso
de 10 grados en la temperatura ambiente induce la formacion de primordios en la mayoria

de los hongos cultivables.

8- Uso de tierra de cobertura. Algunas especies humicolas requieren una capa de tierra o
turba para la fructificacion. La tierra de cobertura modifica la relacion entre el Oz y el
COzen la superficie del sustrato, proporciona agua y un soporte fisico para el crecimie nto
de los hongos. En consecuencia, el uso de la tierra de cobertura, el uso de los diferentes

componentes y el espesor de la capa deben ser estudiados en detalle (Kalberer 1985).
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9- Seleccion de suplementos. Los suplementos son nutrientes ricos principalmente en
carbohidratos o proteinas que ayudan a aumentar los rendimientos. Deben ser
preferentemente de bajo costo y de facil acceso. Hay muchos suplementos que se
producen comercialmente para la produccidn del champiion (4. bisporus), de todas
formas también se pueden ensayar otros suplementos como salvado de trigo, céscara de

girasol, malta de desecho de la industria cervecera, harina de soja, etc.

10- Condiciones de produccion. Hay muchos parametros que deben ser estudiados para
la producciéon de hongos, estos son: la temperatura Optima para la fructificacion, el
mtercambio de aire, el riego las necesidades de luz (fotoperiodo), y el intercambio de aire

(tolerancia al CO2, velocidad de intercambio de aire, etc.).

11- Parametros de cultivo. Se deben definir muchos pardmetros del cultivo, estos son:
eficiencia bioldgica (BE%), productividad, nimero de oleadas, tiempo de descanso,

porcentaje de rendimiento por oleada, etc. (Salmones et al. 2005; Uhart et al. 2008).

12- Parametros del basidioma. Son las caracteristicas morfolégicas de la especie, tales

como el diametro del pileo, la longitud del pie, el color, el olor, etc.

13- Poscosecha. Se trata de determinar coémo manipular, enfriar, Lmpiar, clasificar y
envasar las especies. También es importante determinar la vida util y como prolongarla

(Brennan et al. 2000; Hammond y Nichols 1975).

14- Composicién nutricional. Al tratarse de la inclusion de una nueva especie y un nuevo
alimento, se debe determinar la composicion nutricional. Se debe definir el contenido de
proteinas, carbohidratos, grasas, fibras y cenizas. También es util determinar qué

aminodcidos, minerales y vitaminas podria aportar la nueva especie.

Las especies silvestres de hongos crecen en diferentes condiciones ambientales y

diferentes sustratos, los cuales no siempre se encuentran disponibles en cantidad para una
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produccion intensiva. A su vez, existen diferentes metodologias de produccion de los
hongos que se producen comercialmente. Sibien hemos cumplido con la mayoria de los
pasos necesarios para la domesticacion de especies, en este trabajo ademds, se propone
una metodologia para identificar la forma Optima para la induccion de basidiomas de una
especie silvestre, cultivada por primera vez. Esta metodologia consiste en evaluar
diferentes sistemas de cultivo utilizando como modelos aquellos que estdn mas
ampliamente difundidos para el cultivo de hongos en el mundo. Los mismos fueron: 1)
bolsas con perforaciones: para inducir la fructificacion se realizan perforaciones con un
cortador; 1) bolsas abiertas: las bolsas colonizadas son abiertas apicalmente para permitir
a la formacion de basidiomas; ii) frascos de vidrio: de los cuales se remueve la tapa para
mnducir la formacion de basidiomas; iv) bloques de micelio: una vez colonizadas, se
remueve totalmente la bolsa de polipropileno, dejando el bloque de sustrato expuesto; v)
bolsas con tierra de cobertura: se abre la bolsa apicalmente y se coloca una capa de tierra

de cobertura.

Las especies de Oudemansiella resultaron finalmente tener un sistema de produccion
optimo como el que se aplica a las especies de Pleurotus (Alberti et al. 2021b). Este
resultado contribuye a que estas especies puedan ser consideras a nivel global para su
cultivo ya que las técnicas de producciéon de hongos comestibles de las especies de
Pleurotus son ampliamente conocidas (Stamets 2000) y ademas implementadas en

muchos paises de Latinoamérica (Sanchez et al. 2018).

Los parametros de produccion que hemos determinado como Optimos para estas dos
especies aportan dos conceptos importantes y diferenciales. Uno de ellos es la temperatura
de fructificacion que se encuentra en los 20 y 25 °C y el otro es que consideramos que
con 2 oleadas de producciéon es suficiente para obtener el 95 % de la cosecha. De este

modo, para el primero de estos conceptos, el cultivo de estas especies propuestas aporta
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a los ahorros de costo de produccion en lo que a control de temperatura del cultivo se
refiere. Siempre es mas caro calentar que enfriar, estas especies al fructificar a
temperaturas mayores permiten un ahorro de energia al no tener que bajara 5 grados la
temperatura en los meses mas calidos del afio y en los que se cultiva, como lo son en la
regidn pampeana los meses de noviembre y diciembre, o marzo y abril. El segundo punto,
el hecho de limitar solo el cultivo a dos oleadas, implica un acortamiento del ciclo de
cultivo de 2 a 4 semanas. Esto aumenta mucho en el afio la cantidad de ciclos de cultivos
que se puede hacer, por consiguiente el productor obtendria mayor cantidad de kg en un

tiempo menor en la misma area de cultivo.

Una vez optimizados algunos de los principales parametros del cultivo intensivo de
Oudemansiella, nos propusimos reportar algunos de los aspectos claves en cuanto a
alimentos se trata. Pensando en alguno de los posibles aportes como producto
nutracéutico, estudiamos la capacidad antioxidante de los basidiomas determmando que
efectivamente poseen dicha actividad. En cuanto al perfil nutricional, se destaca su alto
contenido de fibras y dcidos grasos de buena calidad com lo hemos indicado en especial
en su perfl omega-6/omega-3 preferecial respecto a otras especies mundialmente

cultivadas.

Como paso final, asumiendo que son multiples los usos posibles del sustrato agotado
resultante del cultivo de hongos (Pérez-Chavez et al. 2019) y aprovechando que la
mayoria de los hongos de pudricion blanca poseen complejos sistemas de enzimas que
les permiten degradar el sutrato, pensamos que este aspecto merecia un estudio profundo.
Para ello, se realizaron ensayos con el fin de caracterizar los tres principales grupos
responsables de la degradacién de la lignocelulosa a lo largo del ciclo de cultivo y se
discutié la posibilidad de aprovechar las enzimas remanentes posteriores a la etapa de

fructificacion. Estudiamos la actividlad de endoglucanasas, endoxilanasas y lacasas
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durante la mncubacién, formacion de primordios, fructificacion y luego de la primera
oleada de fructificacion. Como resultados, definimos los momentos de maxima y minima
actividad de estos grupos de enzimas a los largo del ciclo de cultivo y concluimos que el
sustrato agotado de Oudemansiella es fuente competitiva de endogluicanasas y

endoxilanasas.

Pese a que son numerables la cantidad de experimentos y perspectivas posibles cuando
se aborda la tarea de mvestigar aquellas especies de hongos silvestres novedosas,
habiendo recavado toda la informacion que nos fue posible con el tiempo y los resursos
disponiles, concluimos este trabajo de tesis resultando que Oudemansiella canarii
representa el primer antecedente de cultivo en la Reptblica Argentina y que O. cubensis

es cultivada por primera vez en todo el mundo.

Finalmente, podemos afirmar que las dos especies aqui estudiadas, se muestran como
prometedoras para ser cultivadas como una nueva alternativa alimenticia, siendo sus altos
rendimientos, la sencillez del cultivo, la versatilidad productiva y la calidad de los

productos cosechados, algunas de las principales ventajas encontradas.
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Conclusiones generales de la tesis

Las conclusions alcanzadas en este trabajo de tesis fueron las siguientes:

En las regiones que exploramos dela Argentina encontramos tan s6lo dos especies
de Oudemansiella que fueron determinadas con técnicas morfologicas vy
moleculares como O. canari'y O. cubensis.

A nivel microscopico, O. canari 'y O. cubensis pueden diferenciarse
principalmente por la estructura de la pileipellis. A nivel macroscdpico, en
ejemplares obtenidos en cultivo, se verifica la presencia de escamas sobre el pileo
de O. cubensis y la ausencia de las mismas en O. canarii.

Estas dos especies pueden diferenciarse a partir de marcadores moleculares ITS
sin dificultad.

Para el cultivo de oudemansiellas, es recomendable generar moculo a partir de
granos de sorgo o mijo a un pH inicial neutro o levemente acido y a 25°C.

La siembra para el cultivo de oudemansiellas debe realizarse a una tasa del 10%
y se recomienda como sustrato paja de trigo, aunque tambien es posible cultivarlas
sobre aserrin.

El mejor sistema para la producccén de basidiomas en Oudemansiella es el
sistema de bolsas plasticas con perforaciones como el que se utiliza para la
produccion de las especies de Pleurotus.

Los parametros de produccién generales son: incubacion a 25 °C durante 21 dias,
fructificacion a 20-24°C, humedad ambiental entre 70 y 80%, oleadas obtenidas
entre 1 y 4 (aunque se recomienda 2 oleadas ya que se obtiene el 95 % de la

produccion en ese periodo), una duracién de ciclo total entre 46 y 79 dias,
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obteniendo en este trabajo EB de hasta 188,52 % para O. canarii y de hasta
142,24% para O. cubensis, las que pueden ser consideradas como altas.

Las especies ensayadas resultaron resistentes al fungicida Carbendazim que se
emplea para el control de mohos contaminantes.

La composicion proximal de las dos especies de Oudemansiella muestra un mayor
contenido de grasas y fibras respecto a otras especies ampliamente cultivadas. O.
canarii tiene un perfil de acidos grasos mas deseable respecto a O. cubensis y a
su vez, ambas especies tienen una relacion omega-6/omega-3 preferecial respecto
a otras especies mundialmente cultivadas.

Los extractos metanolicos de O. canarii y O. cubensis contienen moléculas
fendlicas y actividad antioxidante.

Para O. canarii y O. cubensis la actividlad CMCasa y endoxilanasa es maxima
durante la fructificacion, mientras que la maxima actividad lacasa es detectada
durante la fase de incubacion.

El sustrato agotado de las oudemansiellas podria emplearse como una fuente

alternativa de obtencidn de endoglucanasas y endoxilanasas.
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Dificultades afrontadas durante esta tesis

Este trabajo de tesis se vio afectado por la pandemia ocasionada por el virus SARS-CoV-
2, covid 19. La mterrupcion total de las actividades laborales presenciales durante el afio
2020 y la reduccién de la jornada laboral durante el 2021, significaron impedimento para
el cumplimiento total de los experimentos planificados al iicio de esta tesis. Como
consecuencia, varios experimentos muy importantes a nivel productivo tales como el
screening de cepas o la optimizacion de la temperatura de fructificacién, no pudieron ser

llevados a cabo.
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Perpectivas futuras en el estudio de
hongos del género Oudemansiella

Como bien mencionamos en la discusion general, son muchisimas las posibilidades de
experimentos y aspectos para abordar cuando se estudia el cultivo de alguna especie de
hongos por primera vez. Si bien pudimos establecer algunos de los parametros
fundamentales para cultivar las oudemansiellas y logramos obtener altos redimientos,

todavia quedan muchos interrogantes para responder.

Basandonos en los lineamientos planteados en este trabajo de tesis, en primer lugar
consideramos que seria muy bueno extender las zonas de muestreo hacia otras provincias,
para verificar la distribucion del género Oudemansiella para toda la Argentina y obtener
nuevas cepas. Seria muy importante continuar incorporando secuencias ITS y utilizar
otros marcadores moleculares, para complementar las bases de datos, ya que hasta el

momento la informacidon es bastante escasa.

Estd ampliamente reportada la gran variabilidad de rendimiento que suele haber entre
cepas, por lo tanto, para conocer los rendimientos potenciales de cada especie, seria
fundamental realizar ensayos de cultivo con nuevas cepas de cada una de las especies
estudiadas. Ademas, serd necesario evaluar la Optima relacion C/N del sustrato,
realizando ensayos de cultivo con diferentes tipos y cantidades de suplementos

nutricionales.

Por otro lado, aprovechando que el género Oudemansiella se extiende en zonas de climas
templado a subtropical, seria fundamental verificar la capacidad de fructificar a
temperaturas atin mayores a las ensayadas en este trabajo y de esta manera determinar el

limite superior de temperatura de fructificaciéon y sus rendimientos en estas condiciones.
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En cuanto al analisis de los basidiomas cosechados, seria interesante realizar estudios
vinculados a la poscosecha, como su perecibilidad de los basidiomas, temperatura de
conservacion, deshidratados y produccion de conservas. Ademas seria mecesario conocer
el perfl de aminoacidos, para determinar con exactitud el valor nutricional de sus
proteinas. Asi como también, seria interesante buscar metabolitos con posibles

actividades antifungicas o antibidticas, ya sea a partir de los basidiomas o del micelio.

Respecto a las enzimas del sustrato agotado, seria pertinente analizar la actividad y
estabilidad de otros grupos enzimaticos como las Mn-peroxidasas, exoglucanasas, y a su

vez, verificar las actividades enzimaticas luego de varias oleadas de produccion.

En cuanto al sustrato agotado, dado la cantidad de usos posibles que existen, podria
evaluarse su utilizacion para la producciéon de biogds o como fertilizante agricola y en

ensayos de biorremediacidn entre otras cosas.
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