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RESUMEN

Las especies flngicas Lactarius quieticolor y Rhizopogon roseolus son simbiontes micorricicos
especificos del género Pinus y pueden ser cultivadas en condiciones axénicas, siendo necesario
conocer y evaluar su dindmica de crecimiento in vitro. Se estudi6 la produccién de biomasa miceliar
de L. quieticolor y R. roseolus en cultivo liquido y se evalud su eficiencia en la formacién de
micorrizas en plantas de Pinus radiata y Pinus ponderosa. L. quieticolor fue recolectada de
plantaciones adultas de P. radiata de la Provincia de Concepcion, Biobio y Cauquenes y R. roseolus
de plantaciones juveniles de P. radiata de la Provincia del Biobio y Cachapoal. De ambas especies,
se aislaron cepas previa identificacion a nivel macro, microscopico y molecular. Una vez
identificadas las especies fungicas se llevé a cabo el proceso de optimizacion de la produccion de
biomasa en medio liquido considerando el pH inicial (3,5 a 5,5), concentracién de fuente de
carbono (20 a 40 g/L) y temperatura (20 a 28 °C), para ello, se utiliz6 la metodologia de superficie
de respuesta (MSR) y el disefio de Box—Behnken. Para ambas especies se escald su producciéon en
biorreactor y para el caso de L. quieticolor (hongo comestible) se evalud la presencia de metabolitos
secundarios extracelulares. Finalmente el potencial de micorrizacion de las especies fungicas se
analizé bajo condiciones controladas de laboratorio donde se evalud y caracterizé la formacién de
micorrizas entre los hongos en estudio con los fitobiontes, y la aplicacién de fertilizantes quimicos.
Los resultados permitieron identificar la especie L. quieticolor por primer vez en Chile y corroborar
la especie R. roseolus. La optimizacién permitié establecer el maximo de crecimiento en medio
liquido para ambas especies fingicas arrojando un aumento de la produccién de biomasa de 1,2 g L
"a 3,25 g L' para L. quieticolor (pH 5,5, 24°C y 20 g L™ de glucosa) y de 3,02 a 8,6 g L™ para R.
roseolus (pH 5,5, 28°C y 30 g L"'de manitol), respecto a un cultivo control (pH 5,5, 24°Cy 10 g L
de glucosa) para ambos hongos ectomicorricicos. En biorreactor se obtuvieron rendimientos de 3,42
y 8,5 gL'! para L. quieticolor y R. roseolus, respectivamente, respaldando con ello el modelo. Los
principales metabolitos producidos y extraidos de L. quieticolor con amberlita XAD-2 fueron el
dcido propanodioico (3-oxo-1l-ciclopentano-1-il) (37%) y derivados de hidroquinona (17%),
mientras que con SPE el metabolito principal fue el 4cido decanoico (93%). Se comprobd que la
presencia de fertilizantes quimicos disminuye la tasa de formacién de micorrizas por L. quieticolor
y R. roseolus en Pinus spp., sin embargo, la aplicacién de hongos ectomicorricicos como R.
roseolus estimula el crecimiento de las especies vegetales P. radiata y P. ponderosa, a un grado
mayor al alcanzado en este estudio con el fertilizante comercial Basacote 6M, por lo que la
seleccién de buenas cepas fingicas podrian ir en reemplazo de la aplicacién de fertilizantes

quimicos.
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CAPITULO I: MARCO TEORICO




1. INTRODUCCION

Los hongos son organismos vivos eucariotas, la mayoria de ellos pertenecientes al Reino
Fungi. No poseen cloroplastos, por lo cual se alimentan de sustancias orgénicas, es decir,
son organismos heterétrofos. Por otra parte, poseen paredes celulares compuestas por
quitina, a diferencia de las paredes celulares de las plantas que estdn compuestas
principalmente por celulosa. Ademads, las esporas se dispersan por diferentes medios como
aire, agua o suelo, y en su generalidad, los hongos verdaderos (Eumycota) estdn
compuestos de un cuerpo vegetativo filamentoso, dotado de una gran capacidad de
transporte interno de sustancias (Izco et al. 2004). Los hongos contemplan un grupo
heterogéneo, polifilético, con organismos pertenecientes al menos a tres lineas evolutivas
diferentes. Actualmente se clasifica el Reino Fungi, en 5 divisiones: Chytridiomycota,
Zygomycota, Glomeromycota, Ascomycota y Basidiomycota (Izco et al. 2004; Webster y
Weber 2007), dentro de ellas las divisiones Ascomycota y Basidiomycota son conocidas
como hongos superiores, los cuales generan cuerpos fructiferos durante su ciclo

reproductivo.

1.1 Micorrizas

Desde el punto de vista bioldgico las micorrizas han sido definidas como asociaciones
mutualistas entre ciertos hongos y las raices de las plantas, en la que ambos miembros de la
asociacion se benefician y potencian con el transporte y absorcion de agua y nutrientes,
influyendo tanto en la estructura como en la estabilidad de las comunidades vegetales
(Bolan 1991; Maldonado y Ramirez 1997; Miyasaka y Habte 2003). Se trata de uno de los
tipos de simbiosis mds extendidos en la biosfera, ya que en torno al 90 % de las plantas
terrestres son capaces de establecer algin tipo de micorrizas (Smith y Read 2008). El
hongo ayuda a la planta a absorber agua y nutrientes minerales del suelo y a cambio la
planta le cede al hongo compuestos hidrégeno-carbonados derivados de la fotosintesis
(Miyasaka y Habte 2003; Read y Pérez-Moreno 2003; Pérez Moreno y Read 2004). El
mantenimiento de esta asociacion simbidtica se debe principalmente al papel crucial que el

hongo desempeiia en la nutriciéon mineral de la planta colonizada. Asi, es posible pensar,



que fue probablemente el establecimiento de esta simbiosis lo que posibilité la
colonizacién de la superficie terrestre por las plantas (Redecker et al. 2000, Pérez-Moreno
y Read 2004; Honrubia 2009). Sin embargo, las micorrizas no sélo se limitan a mejorar la
nutriciéon mineral de las plantas, sino que también contribuyen a la proteccién de las
mismas frente a patdgenos del suelo y ademas le brinda a las plantas una mayor tolerancia
a diversos tipos de estrés abidtico (salino, hidrico o por metales) (Van Tichelen et al. 2001;

Azcon-Aguilar et al. 2002; Ruiz-Lozano 2003).

1.1.1 Clasificacion de Micorrizas

Las micorrizas segin Smith y Read (2008) se clasifican en siete tipos: endomicorrizas o
micorrizas arbusculares, ectomicorrizas, ectendomicorrizas, arbutoides, monotropoides,
ericoides y orquideoides, siendo las micorrizas arbusculares y las ectomicorrizas las mds
extendidas en comunidades forestales (Allen et al. 2003; Smith y Read 2008). Cada tipo
posee caracteristicas distintivas relacionadas con la morfologia funcional y tipo de

micobiontes/fitobiontes que participan en su formacidn, que se muestran en la Tabla 1:

Tabla 1 Caracteristicas importantes de los diferentes tipos de micorrizas.

Micorriza Micorriza Micorriza Micorriza Micorriza
Tipos de Micorrizas Arbuscular Ectomicorriza Ectendomicorriza Arbutoide Monotropoide Ericoide Orquidioide

Colonizacion intracelular + - + + + + +
Manto Fungico = + +0~ +0” + E
Red de Hartig B * * * o B g
Fitobionte aclorofilico -+ = = a4 2 +T

Glomero  Basidio/Asco Basidio/Asco Basidio Basidio Asco Basidio
Taxonesde hongos

(Glomero)
- g Brio Gimno Gimno Ericales Monotropoidea Ericale Orquidiales
axonesde plantas Pterido Angio Angio Brio
Gimno
Angio

(Smith y Read 2008)
1 Todas las orquideas son aclorofilicas en la fase inicial de pldntula. La mayoria de las
especies de orquideas son verdes cuando adultas. Los taxones de hongos abreviados
corresponden a Glomeromycota, Ascomycota y Basidiomycota y los taxones de plantas a
Briofita, Pteridofita, Gimnospermas y Angiospermas. Entre paréntesis se indica condicion

rara.



1.1.2 Ectomicorrizas

Una raiz en simbiosis con hongos ectomicorricicos se caracteriza por la presencia de tres
componentes estructurales funcionales: una funda o un manto de tejido fungoso que cubre
la raiz absorbente y el dpice radical, un crecimiento laberintico de hifas hacia el interior
entre las células epidérmicas y corticales llamado red de Hartig, y un micelio periférico
que forma conexiones esenciales tanto con el micelio extraradical en el suelo, como
también, con los carp6foros de los hongos que forman las ectomicorrizas (Figura 1)
(Rovira et al. 1983; Smith y Read 2008). Las estructuras anatomicas del manto y de los
micelios que emanan de él varian entre familias, géneros o incluso entre especies de
hongos, siendo diagndsticas para la caracterizacién e identificacion de ectomicorrizas
(Agerer 1987-2002, Ingleby et al. 1990; Goodman et al. 1998). Este tipo de 6rganos es
también claramente distinguible de todos los otros tipos de micorrizas sobre la base de la

ausencia de penetracion intracelular por el hongo.
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Figura 1 Izquierda: Desarrollo de la extension del micelio y rizomorfos de Suillus bovinus
en simbiosis con una plantula de Pinus sylvestris (Smith y Read 2008). Derecha:

Ampliacién de estructura del manto micorricico (Rovira et al. 1983).



1.1.3 Absorcion de agua y nutrientes

Los hongos micorricicos asociados a las raices de las plantas juegan un papel fundamental
en la absorcion y el transporte de agua y nutrientes, ya que el micelio flingico funciona
como una extension del sistema radical permitiendo aumentar la superficie de absorcion
(Allen 2007; Lehto y Zwiazek 2011). La absorcién de agua y capacidad de transporte entre
los hongos micorricicos y la planta hospedera puede estar relacionada con la capacidad de
las diferentes especies ectomicorricicas (ECM) para producir rizomorfos (cordones
miceliares), los cuales pueden diferir tanto estructural como funcionalmente (Agerer 2001).
Los mecanismos directos para mejorar las relaciones de agua incluyen al menos la
absorcién de agua por el micelio externo y la funcién de las acuaporinas, presentes en las
membranas plasmadticas de los hongos, grupo de proteinas que funcionan como canales que
pueden conducir a un aumento de la conductancia hidrica de la raiz (Dietz et al. 2011,
Maurel y Plassard 2012). Sin embargo, en algunas condiciones; las ectomicorrizas pueden
no tener efecto, o un efecto negativo en la conductancia hidrdulica del sistema radical,

razones que aun no estan completamente dilucidadas (Lehto y Zwiazek 2011).

1.1.4 El género Pinus en Chile.

El género arbéreo Pinus es uno de los mds importantes desde el punto de vista forestal,
tanto por la cantidad de especies como por el valor econémico que tienen muchas de ellas
en sus paises de origen y en los lugares donde han sido introducidas. El género esta
formado por unas 94 especies distribuidas en el hemisferio Norte en regiones de clima
templado, llegando a regiones subtropicales y tropicales a través de cadenas de alta
montafia (Price et al. 1998; Rosas-Avila 2008). Son arboles siempreverdes, de grandes
dimensiones. Las ramas se ordenan en verticilos ddandole al drbol un aspecto piramidal,
sobre todo cuando joven. En Chile se han introducido alrededor de 24 especies del género
Pinus (Rodriguez y Rodriguez 1981). Dentro de ellas, Pinus radiata D. Don (pino insigne)
es la mas representativa en el pais llegando a 1,5 millones de hectdreas plantadas en el
territorio nacional, siendo su madera altamente demandada por la industria (Fritz 2004;

INFOR 2010). Esta especie se encuentra concentrada en las regiones de Maule, Biobio y



Araucania (INFOR 2010). Por otra parte, entre las coniferas de rdpido crecimiento que se
presentan como alternativa para el desarrollo comercial de plantaciones, recuperacién de
terrenos deforestados y erosionados en el cono sur, destaca el pino ponderosa (Pinus
ponderosa Dougl. ex. Laws.). Esta es una de las especies mds plantadas en el oeste de la
Patagonia Argentina (Gonda y Mondino 1995) y en la XI Region de Chile (Donoso 2008),
alcanzando en la actualidad una superficies mas de de 25.000 ha, siendo importantes desde
el punto de vista econémico (INFOR 2010). Es por tal motivo que se trabajo con estas dos
especies vegetales en simbiosis con hongos ectomicorricicos con la finalidad de potenciar
su desarrollo en la etapa de viverizacion y por todo su ciclo de vida. Vale destacar que los
indculos biolégicos son inocuos para el medio ambiente y una vez aplicados y en simbiosis
con los sistemas radicales de las plantulas son sustentables en el tiempo y significardn un

valor agregado para la certificacion internacional.

1.1.5 Hongos ectomicorricicos

Los hongos ectomicorricicos tienen una distribucion limitada entre las especies vegetales.
Sélo entre el 3 y 5% de las plantas establecen este tipo de micorriza (Barea 1991, Honrubia
et al. 1992); sin embargo, su importancia forestal es enorme no s6lo por la amplia
distribucién de las familias de plantas de uso maderable con las que forman simbiosis, sino
también por los diversos grupos flingicos que desarrollan esta asociacién (Honrubia et al.
1992; Estrada-Torres y Santiago-Martinez 2003; Smith y Read 2008) y que incluye
muchas especies de gran valor como hongos comestibles. La mayoria de los hongos
formadores de ectomicorrizas pertenecen a la division Dicaryomycota, subdivision
Basidiomycotina y Ascomycotina, e incluyen muchas de las especies, tanto de
fructificaciéon epigea como hipdgea, que estdn presentes en los bosques (Etayo y De

Miguel 1998; Reyna 2000; Pera y Parladé 2005, Guerin-Laguette et al. 2014).



1.2 Géneros Lactarius y Rhizopogon en Chile.

Lactarius (Russulales, Basidiomycota) (Nuytinck et al 207) Rhizopogon (Boletales,
Rhizopogonaceae) (Grubisha et al. 2002) son géneros de hongos ectomicorricicos de gran
importancia a nivel mundial por su asociacion con numerosas especies arboreas de uso
forestal (Rincén et al. 2001; Martinez et al. 2007; Palfner 2011; Guerin-Laguette et al.
2003 y 2014). Lactarius, es un género muy diverso con aproximadamente 350 especies
descritas en todo el mundo (Kirk et al. 2001), formando simbiosis con arboles de diferentes
géneros y familias, principalmente de las Betulaceas, Fagaceas y Pinaceas (Palfner 2011;
Guerin-Laguette et al. 2003 y 2014). Aunque Chile carece de especies nativas del género
Lactarius, se han descrito algunas especies adventicias identificadas como Lactarius
pubescens (asociada a Betula), L. controversus (asociada a Populus) y una especie
comestible de la seccidén Deliciosi, identificada histéricamente como Lactarius deliciosus
(Mikola 1969; Singer 1969; Godoy 1989; Lazo 2001; Palfner 2011). Esta especie se
encuentra en plantaciones de P. radiata, distribuida desde la zona central a la zona austral
de Chile (Lazo 2001), y es apetecida por su valor culinario alcanzando importantes precios
en mercados europeos (Voces et al. 2012). Por otra parte, el género Rhizopogon a pesar de
no poseer valor gastronémico, contiene mas de 100 especies (Martin 1996) y es muy
comun en plantaciones de Pinus, dada su asociacion micorricica practicamente exclusiva a
este género. Por ello, representa un componente bioldgico importante del ecosistema
forestal, principalmente en el establecimiento de plantaciones. Este género se distribuye en
plantaciones entre Coquimbo y Magallanes, fructificando en mayor cantidad en los meses
de abril a junio (Furci 2007). Sin embargo, la identidad de estos dos taxones en Chile sélo
ha sido determinada a nivel morfo-anatomico (Garrido 1986; Lazo 2001), no existiendo
caracterizaciones moleculares, por lo que los resultados de este trabajo contribuyen a la
clasificacion morfoldgica y también molecular de dichas especies descritas en nuestro pais.
La eleccion de las especies flingicas para el presente estudio se baso en diferentes criterios
de seleccion. Uno de ellos es que ambas especies poseen forma de fructificacion diferente.
La especie de Lactarius descrita en Chile posee crecimiento epigeo, es decir, el desarrollo
del basidioma lo realiza sobre el suelo, en cambio Rhizopogon es un hongo hipdgeo cuyo

basidioma lo desarrolla bajo el suelo o semienterrado. Esto es interesante, ya que al tener



distintas formas de desarrollo pudiesen tener comportamientos diferenciados al momento
de ser aplicados como indculos micorricicos en vivero. Otro de los criterios utilizados para
la seleccion de estas especies fungicas es que en forma natural se asocian en diferentes
estadios de crecimiento de la planta. Especies de Rhizopogon son consideradas pioneras
(“early stage”) que se asocia en estados juveniles y Lactarius es considerada una especie
colonizadora tardia (“late stage™), que se asocia a plantaciones mds adultas (Garrido 1986;
Visser 1995; Twieg et al. 2007; Palacios et al. 2012), lo que de igual forma pudiese incidir
en la efectividad de la micorrizacién que tendrian las especies vegetales al ser inoculadas
con estos hongos en vivero. Sobre todo para Lactarius ya que al ser un hongo “late stage”
probablemente los requerimientos nutricionales sean diferentes y exista una baja
asociaciéon micorricica. Por otro lado, estudios anteriores (Chavez et al. 2009-2014; Pereira
et al. 2014) han permitido tener buenos desarrollos miceliares bajo condiciones in vitro lo
que permite su replicacion en laboratorio.

Una de las preguntas mds frecuentes que se realizan en investigaciones con hongos
ectomicorricicos es ¢cudl es la importancia de que las plantas vayan micorrizadas al sitio
de plantacién, si en forma natural existen hongos micorricicos con los cuales se pueden
asociar? La respuesta estd dada por la importancia que pudiesen tener como productos
forestales no madereros (PFNM). Ejemplo de ello es lo que ha sido demostrado para L.
deliciosus en Nueva Zelanda (Guerin-Laguette et al. 2014), donde plantas micorrizadas
con dicho hongo fueron establecidas y al cabo de 2 afios comenzd la fructificacidn,
proyectando fructificaciones de hasta 300 Kg/ha a partir del tercer afio de produccién (afio
5 del establecimiento). A pesar que Lactarius ha sido considerada una especie “late stage”
en forma natural, se puede acelerar el proceso de fructificacion a través de la incorporacion

del hongo desde la etapa de viverizacion.

1.3 Hongos ectomicorricicos generadores de valor agregado al bosque.

Dentro de la gran variedad de bienes y servicios asociados a los ecosistemas forestales,
existe un grupo de productos tangibles a los que tradicionalmente no se les ha prestado
toda la importancia que merecen (Benitez-Badillo et al. 2009). Ellos son los llamados

Productos Forestales No Madereros (PFNM), los que de acuerdo con la Organizacion para



la Alimentacién y la Agricultura (FAO) se pueden definir como “productos de origen
bioldgico distintos a la madera, derivados de los bosques, de otras tierras arboladas o de
arboles fuera del bosque” (FAO 1999). Este amplio concepto abarca tanto productos de
origen vegetal como animal. En Chile el uso de los PFNM tiene un gran significado social,
no sélo como fuente de alimentacién directa, sino también, por la fuerte incorporacién de
mano de obra no calificada que es utilizada para su recoleccion y procesamiento
(www.pfnm.cl), sobre todo en la época de baja actividad agricola (Marshall et al. 2006;
Montoya et al. 2008). Se debe tener en cuenta ademds que esta actividad se realiza en el
ambito de comunidades rurales, comunidades campesinas y de personas de bajos ingresos
(Honrubia et al. 2008). Entre estos PFNM se encuentran los hongos micorricicos
comestibles de importancia ecoldgica, econdmica y cultural en las zonas en donde se
desarrollan (Garibay-Origel et al. 2009), los que ademds de presentar un beneficio directo
para el hombre (Villarreal-Ruiz y Pérez-Moreno 1989; Mariaca et al. 2001; Salas et al.
2003; Estrada-Martinez et al. 2009), significan para la planta una estrategia nutricional
que le permite, en muchos casos, mejorar su crecimiento y desarrollo en campo (Van
Tichelen et al. 2001; Dunabeitia et al. 2004; Ortega et al. 2004; Castrillon et al. 2015). Al
respecto, la creciente aficion por los recursos micoldgicos experimentada en las dltimas
décadas ha posicionado a los hongos entre los productos forestales con mayor potencial
para el desarrollo de las zonas rurales (Alvarado-Castillo y Benitez 2009; Ruiz-Pérez et al.
2004), situdndose en determinadas zonas en segundo lugar de importancia tras los
aprovechamientos madereros (Ldzaro 2008); estimando inclusive en EE.UU que la venta
de hongos puede ser casi tan importante como los ingresos obtenidos por la madera (Pilz y
Molina 2002). Dentro de la gran variedad de hongos micorricicos comestibles se
encuentran las especies del género Lactarius seccion Deliciosi (Nuytinck et al. 2007), las
que engloban varias especies de setas comestibles destacando entre ellas L. deliciosus
hongo micorricico que crece asociado a especies del género Pinus, siendo reportado
creciendo bajo condiciones controladas en simbiosis con P. pinea (Rincén et al. 1999), P.
pinaster 'y P. sylvestris (Parladé et al. 2004), P. halepensis, P. nigra, P. oocarpa, P.
ayacahuite, P. hartwegii, P. pseudostrobus y P. rudis (Diaz et al. 2007), P. halepensis
(Diaz et al. 2009), P. pinaster (Parladé et al. 2011), y P. radiata (Guerin-Laguette et al.

2003 y 2014). Por sus propiedades culinarias, se comercializan con el nombre de



rovellones o niscalos en paises como Espafia y Francia (Voces et al. 2012). Esta especie
presenta por sus precios y mercados un enorme potencial desde el punto de vista
econdmico en zonas con vocacion forestal. En Espafia este género tiene gran importancia
en los mercados, suponiendo mds de la mitad del total de setas silvestres vendidas
anualmente en Mercabarna, alcanzando en los anos 2006 y 2007 ventas de 256 y 404
toneladas anuales, respectivamente, sélo en Espafia (Voces et al. 2012). Bajo esta
perspectiva cobra mayor relevancia la micorrizacion controlada de plantas en vivero que
permitan a las futuras masas forestales ser productoras de un recurso renovable, lo que
puede significar entradas econdmicas importantes para pequefios y medianos
agroforestadores, a temprana edad del bosque, y por gran parte de la vida de éste. Los
hallazgos de Wang y Hall (2002), Wang et al. (2003) y (Guerin-Laguette et al. 2014), en
Nueva Zelanda apoyan lo anteriormente mencionado, describiendo la produccién de
cuerpos fructiferos de L. deliciosus después de 3 afios y después de 18 meses en campo,
respectivamente. Por otra parte, a pesar de que Rhizopogon spp. es comestible en los
primeros estadios de crecimiento, sus cuerpos fructiferos no son comercializados en Chile.
Sin embargo, es un hongo ectomicorricico de colonizacién temprana en vivero, por lo que
su uso ird en pleno beneficio de la especie vegetal asociada, dada la abundancia de la
especie y la f4cil preparaciéon y aplicacion de indculo esporal de Rhizopogon para la

inoculacion en vivero.

1.4 Tipos de indculos fiingicos y micorrizacion controlada en vivero.

Actualmente, es posible seleccionar el hongo que se empleard para inocular una
determinada especie vegetal, el tipo de indculo y el método de aplicaciéon més adecuado
para favorecer la formacion de las ectomicorrizas y el crecimiento de las plantulas (Grove
y Malajczuk 1994; Repac 2011). Los resultados publicados principalmente en Espafia con
coniferas inoculadas con hongos de los géneros: Hebeloma, Laccaria, Pisolithus,
Rhizopogon, Scleroderma o Suillus, demostraron que la micorrizacién controlada con
hongos seleccionados mejora los procesos de repoblaciéon en distintas situaciones
ambientales, como el establecimiento de plantaciones en suelos forestales productivos,

tanto con especies autdctonas como aldctonas de rdpido crecimiento, la repoblacion de

10



suelos agricolas abandonados, o la revegetacion de suelos dridos de la zona mediterranea,
altamente erosionados (Jonsson et al. 2001, Rincén et al. 2001, Pera y Parladé 2005). Para
inducir la formacién de ectomicorrizas existen tres tipos de inéculos disponibles: bruto,
esporal y miceliar (Honrubia et al. 1992; Parladé et al. 1993; Pera et al. 1993, Pefiuela y
Ocana 2000; Morte y Honrubia 2009; Chavez et al. 2009; Repa¢ 2011) (Figura 2), cada
uno de ellos con ventajas y desventajas. El indculo bruto es el método mas simple y
ampliamente usado, comprende todo los propdgulos existentes en el suelo (micelio,
esporas, fragmentos de raices micorrizadas, etc.). Este tipo de indculo se obtiene
directamente del suelo del bosque, por lo que su uso resulta poco practico; dado que
requiere grandes volumenes de suelo provocando una gran alteracién en las zonas de
extraccion. Ademds se corre el riesgo de introducir malas hierbas, patégenos o
enfermedades y no se conocen las especies de hongos simbiontes que formardn las
micorrizas ni la cantidad y calidad del ind6culo introducido (Borchers and Perry 1990;
Honrubia et al. 1992; Querejeta et al. 1998; Wallander et al. 2005). El in6culo esporal se
obtiene a partir de basidiomas, y puden ser aplicados en seco o mezclado con agua (Rincén
et al. 2001; Chen et al. 2006). La preparacion consiste en remover el suelo adherido a los
carpoforos, posteriormente éstos se cortan en pequenos trozos y finalmente se agrega agua,
homogenizando por un espacio de cinco segundos en blender (licuadora) a velocidad baja
o alta hasta que las esporas sean liberadas (Parladé et al. 1996 y 1999; Rincén et al. 2001;
Hortal et al. 2008; Becerra et al. 2009). Este sistema ha sido ampliamente utilizado, ya que
es relativamente facil de aplicar mezclandolo con el suelo antes de la plantacidn, o en el
riego (Honrubia et al. 1992). A pesar que este método puede ser aplicado facilmente pues
no requiere de tecnologias sofisticadas, implica varios factores altamente variables que
dificultan su aplicacién estandarizada, tales como la cantidad de cuerpos fructiferos
cosechables y la viabilidad de sus esporas. La concentracién de esporas requeridas se
prepara por dilucidn, y el conteo esporal se realiza utilizando hemocitometro (Repac 2011).
El nimero aproximado de esporas obtenidas por gramo de basidioma o ascoma
deshidratado es de 10" a 10'* (Parladé et al. 1996; Rincén et al. 2001) o de 1,1 millones de
basidiosporas por miligramo (Marx y Bryan 1975). Chen et al. (2006) obtuvieron una
concentracién de 10° esporas.ml” y Rincén et al. (2001) 10*-10® esporas.10 ml'. El

método preferible del indculo miceliar permite varias alternativas de produccién, por
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ejemplo el micelio del hongo crecido en un sustrato enriquecido con solucion nutritiva sea
este solido (Hortal et al. 2009; Rossi et al. 2007) o liquido (Gange et al. 2005; Rossi et al.
2007) y crecimiento miceliar del hongo encapsulado en polimeros de alginato (Le Tacon et
al. 1985; Honrubia et al. 1992; Pera 1992; Morte y Honrubia 2009). Cabe sefialar, ademas,
que este método presenta ciertas desventajas referidas a los altos costos y la manipulacion,
ya que su implementacién en vivero requiere de una adecuacion tecnoldgica e instalaciones
sofisticadas (Honrubia et al. 1992). Sin embargo, su efectividad es mds alta dependiendo
de la especie flingica que se trabaje (Chavez et al. 2009). La formulacién del indéculo
aplicado influye en la efectividad de la micorrizacion controlada de las plantas de vivero.
Al respecto Chavez et al. (2009) utilizaron tres tipos de indculos de las especies fungicas
Suillus bellini, S. luteus, y Rhizopogon luteolus: a) indculo esporal (IE), b) inéculo miceliar
solido (IMS) (crecido en un sustrato de turba y vermiculita suplementado con medio
nutritivo), y ¢) Inéculo miceliar liquido (IML), para la micorrizaciéon de P. radiata en
contenedores. Los autores concluyeron que el efecto del tipo de indculo sobre la planta
micorrizada varia segin la especie flingica estudiada. Para R. luteolus, el in6culo mas
efectivo para obtener plantas micorrizadas fue el IMS e IML; en cambio, para S. luteus fue
el IML. S. bellinii no presentd diferencias en la aplicacion de los distintos indculos, por lo
que se recomendé utilizar el IE tomando en consideracién el bajo costo y la facilidad de su
preparacion. Como se sefial6 anteriormente, existen distintos métodos, ampliamente
documentados en la literatura para la produccién de in6culo miceliar con distintas especies
fungicas (Brundrett et al. 1996). No obstante, para integrar la micorrizacién controlada en
la produccién viveristica forestal se necesita industrializar un método factible para obtener

estos micelios a escala comercial.
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Figura 2 Diferentes tipos de in6culos micorricicos. a) Indculo esporal, b) Inéculo miceliar s6lido
en mezcla de turba-vermiculita, ¢) indculo miceliar en Polimeros de alginato y d) Inéculo miceliar

liquido.

1.5 Produccion de biomasa miceliar en Biorreactor.

La produccién de biomasa miceliar para la obtencién de indculo fingico se puede llevar a
cabo utilizando medio de cultivo liquido en matraces (Brundrett et al. 1996; Honrubia et al.
1995), pero, si esta produccion se quiere llevar a escala comercial es necesario utilizar
métodos que permitan en menor tiempo generar un gran volumen de biomasa miceliar. La
produccién de biomasa miceliar a gran escala ha sido demostrada para algunas especies de
hongos ectomicorricicos (Marx y Kenney 1982; Marx et al. 1982; Pera y Parladé 2005;
Travieso 2009). Sin embargo, muchas veces el elevado costo, la dificil manipulacién y los
tiempos requeridos para obtener grandes cantidades de biomasa a través de procedimientos
tradicionales, son factores limitantes que impiden la estandarizacién de su uso en la
micorrizacién controlada para la produccion de plantas en vivero. Dentro de los métodos
utilizados para la produccion de indculo fungico, la fermentacion liquida en biorreactores o
sOlida en vermiculita son los procedimientos mds frecuentes para producir micelio en
grandes cantidades (Kuek 1994; Durand 1995; Pera y Parladé 2005; Rossi et al. 2007).
Ambos tipos de fermentacion (liquida o sélida) demuestran tener ventajas y desventajas, y
el rendimiento en biomasa dependerd en gran medida de la especie de hongo
ectomicorricico en estudio. Muchas veces se sefiala como una de las principales
desventajas del cultivo en estado sélido frente a la fermentacion liquida, la dificultad en el
control de algunos pardmetros importantes que afectan el crecimiento, como son el tamafio

de las particulas de sustrato, la oxigenacion, el pH y la temperatura de incubacién (Rossi et
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al. 2007). En este sentido, la fermentacién liquida en biorreactores aparece como una
técnica donde muchas de las desventajas anteriores pueden ser resueltas, mediante un
ajuste y control automatizado de las variables de crecimiento como pH, temperatura,
velocidad de agitacién y cantidad de oxigeno disuelto, ademads, de mejorar la mezcla con
nutrientes y diluir exudaciones auto inhibidoras, obteniendo micelios de alta calidad (Yang
y Liau 1998; Tang y Zhong 2002). Entre los tipos mds comunes de biorreactores utilizados
en la mayoria de los estudios estdn el biorreactor con tanque agitado, donde la agitacién se
realiza mecanicamente a través de un rotor con aspas ubicado en el centro del fermentador
y accionado por un motor, que permite controlar la velocidad de la agitacion (Rossi et al.
2007). El otro tipo de biorreactor, menos utilizado en el cultivo de hongos
ectomicorricicos, es el conocido como ‘“air lift”’, donde la agitaciéon del cultivo es
producida por corrientes de aire inyectado que circulan dentro del fermentador (Chisti
1989; Rossi et al. 2007). So6lo algunas especies de hongos ectomicorricicos han sido
utilizadas para generar protocolos de produccion de biomasa miceliar en biorreactor, para
la micorrizacién controlada de un gran nimero de plantas de interés forestal. Algunas de
las primeras especies cultivadas en biorreactor y descritas en la literatura fueron Hebeloma
cylindrosporum (Le Tacon et al. 1985), Laccaria laccata (Sasek 1989; Kuek 1996), S.
luteus (Sasek 1989), Pisolithus tinctorius (Pradella et al. 1990) y Cenococcum geophilum
(Job 1996). A pesar de estos estudios, el mayor problema en el trabajo con biorreactores
aun reside en la falta de conocimientos respecto a la bioquimica, fisiologia y cinética del
crecimiento de hongos ectomicorricicos bajo condiciones de fermentacion liquida en
biorreactor (Rossi et al. 2007). En estudios de rendimiento con S. grevillei fueron
obtenidos valores de biomasa considerados significativos en periodos cortos de tiempo
(0,25 g/LL dia de biomasa miceliar), realizindose controles apropiados de pH y
concentracion de la fuente de nitrégeno en el medio de cultivo (Baroglio et al. 2000). Al
respecto, Rossi et al. (2002), describieron por primera vez la cinética de crecimiento de P.
microcarpus utilizando un biorreactor del tipo “air lift”, con rendimientos superiores a los
obtenidos en anteriores estudios (0,48 g/L dia). Entre los escasos estudios de optimizacion
de la produccién de biomasa miceliar en biorreactor destacan los trabajos realizados por
Carrillo (2000), Carillo et al. (2004), Rossi (2006) y Oliveira et al. (2006), siendo que estos

ultimos autores han obtenido rendimientos superiores a 1 g/LL dia de biomasa miceliar. Un
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aspecto no considerado en la mayoria de los cultivos en biorreactor es que junto con
aumentar el rendimiento de biomasa miceliar, se obtienen grandes cantidades de caldo de
cultivo que frecuentemente son descartados como desecho al finalizar la fermentacion. Sin
embargo, estos caldos de cultivo podrian contener enzimas extracelulares y metabolitos
secundarios de gran interés y valor comercial (antibidticos, enzimas etc.). De esta forma, el
cultivo en biorreactor permitiria no s6lo la obtencion de grandes cantidades de biomasa
miceliar, sino también de metabolitos de interés comercial, lo que le daria un valor
agregado al caldo considerado hasta el momento como un subproducto de desecho. Para
ello, se hace necesaria la caracterizacién quimica de estos caldos con el objetivo de

identificar metabolitos de interés.

1.6 Experiencias del cultivo de hongos ectomicorricicos en Chile.

A pesar que en Chile se han realizado experiencias en donde se han determinado algunos
parametros como tipo de medios de cultivos, pH y temperatura adecuados para realizar las
masificaciones de micelio de algunas especies flingicas, la informacion y estudios aun son
muy escasos. Pereira et al. (2007), demostraron que el pH 6ptimo para el cultivo in vitro de
R. luteolus varia desde 5,8 a 6,8, midiendo la velocidad y el drea de crecimiento. Chavez et
al. (2007), estudiaron el crecimiento in vitro de cuatro especies de hongos ectomicorricicos
en cultivo sélido y liquido, bajo condiciones controladas en el laboratorio. Las especies
utilizadas fueron R. luteolus, Scleroderma verrucosum, S. bellini y S. luteus, las cuales
fueron cultivadas durante 30 dias en medio Melin Norkrans modificado (MMN) a 24+ 1°C.
Los resultados mostraron que la especie R. [uteolus, presenté los mejores resultados en
cuanto a velocidad media de crecimiento, producciéon de biomasa y colonizacién de
sustrato, lo que indica el alto potencial que posee esta especie para ser utilizada en
micorrizacion controlada en viveros forestales. Travieso (2009), trabajando con S. luteus,
mostro el crecimiento de este hongo en frascos agitados y fermentador de tanque agitado a
una temperatura de 23 °C, obteniendo aproximadamente 3 g/I. de biomasa seca en el
crecimiento realizado en frascos y cerca de 0,6 g/LL de biomasa en el crecimiento realizado
en el reactor de tanque agitado. Riquelme (2011), estudié el medio de cultivo MMN, para

optimizar el crecimiento de R. roseolus. En la experiencia se modificé el medio de cultivo
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variando su composicion en relacién a la cantidad de fuente de nitrégeno utilizada de 0,25,
0,75 y 1,3 g/L de (NH4);HPO,. El mayor crecimiento del hongo se obtuvo con el medio
que contenia 0,75 g/L, produciendo 2,03 g/L. de biomasa en 22 dias de cultivo, resultado
que fue superior a los obtenidos con otros medios utilizados. Ademads se estudié la
influencia del pH en el crecimiento, utilizando soluciones amortiguadoras (buffers) de
fosfato y citrato, las cuales se agregaron al medio que contenia 0,75 g/L. de (NH4),HPOs,.
Los mejores resultados fueron obtenidos con el medio que contenia buffer citrato, con el
cual se obtuvo 3,19 g/L de biomasa. Santelices et al. (2012), estudiaron el efecto del origen
geografico de las cepas (tres localidades de la Region del Maule, Chile), del medio de
cultivo (MMN vy extracto de malta), y del pH (5,0; 5,8; y 6,5), en la dindmica de
crecimiento in vitro de S. luteus durante 37 dias. Los resultados indicaron diferencias
significativas en la velocidad de crecimiento y didmetro de las colonias, como
consecuencia de la procedencia del material fungico. Sin embargo, no encontraron
diferencias significativas entre los medios de cultivo ni los diferentes valores de pH. Esto
confirmé, para S. luteus que es posible emplear un medio de cultivo mas sencillo de
preparar como MEA 2%, con el prop6sito de producir una cantidad adecuada de biomasa

miceliar para futuros programas de micorrizacion con S. luteus.

1.7 Problema Cientifico.

A pesar de los estudios mencionados anteriormente y que dejan en evidencia que la
variabilidad de las condiciones de cultivo son de vital importancia para lograr producir una
mayor cantidad de biomasa flingica para programas de micorrizacién en vivero, se hace
necesario llevar a cabo procesos de optimizacion basado en disefios experimentales
adecuados para lograr un 6ptimo de produccion. Ademads, vale hacer mencién que en la
mayoria de los trabajos desarrollados en Chile no se ha llevado a cabo una identificacion
molecular de las diferentes especies fungicas utilizadas cuya importancia radica en una
caracterizacion precisa de cepas de diferente origenes geogréfico (ecotipos, dada la
variacion intraespecifica) por lo que en algunos casos se podrian estar realizando estudios
de micorrizacién controlada con especies fungicas que no corresponden, a las identificadas

a través de técnicas convencionales. La presente investigacion quiere suplir esa necesidad,
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abarcando la identificacion taxondmica y molecular de los carpéforos y aislados del género
Lactarius descrita en Chile y de aislados del género Rhizopogon. Por otra parte, se espera
poder contribuir en el conocimiento de los metabolitos secundarios presentes en los caldos
de cultivo de la especie comestible L. quieticolor y evaluar la viabilidad de los micelios
producidos tanto en la sintesis micorricica como en los parametros de crecimiento de

plantulas de Pinus radiata 'y P. ponderosa.

A partir de lo anterior se plantean los siguientes objetivos:

2. Objetivo General

Estudiar la producciéon de biomasa miceliar de cepas definidas de los basidiomicetes
ectomicorricicos Lactarius quieticolor y Rhizopogon roseolus en medio de cultivo liquido
optimizando los pardmetros de cultivo pH inicial, temperatura y fuente de carbono y

evaluar su eficiencia en la micorrizacién de plantas de Pinus radiata y Pinus ponderosa.

2.1 Objetivos Especificos

1. Caracterizar morfolégica y molecularmente las especies seleccionadas de los
géneros Lactarius y Rhizopogon a partir de carpéforos recolectados en campo y de
cultivos miceliares.

2. Optimizar las condiciones de cultivo liquido de las especies seleccionadas de los
géneros Lactarius y Rhizopogon para la produccion de biomasa miceliar en matraz.

3. Evaluar la produccién de biomasa miceliar en biorreactor bajo las condiciones
previamente optimizadas.

4. Determinar la presencia de metabolitos secundarios en los caldos producidos en
biorreactor.

5. Evaluar el efecto de la micorrizacién con indéculo miceliar de las especies
seleccionadas de los géneros Lactarius y Rhizopogon en parametros de crecimiento
de P. radiata y P. ponderosa y comparar dicho efecto con el uso del fertilizante

quimico Basacote 6M.
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3. Hipétesis de Trabajo

De acuerdo a los antecedentes presentados resulta de interés dilucidar bajo qué parametros
de crecimiento en medio de cultivo liquido (pH inicial, concentracién de fuente de carbono
y temperatura) se logra optimizar la produccién de biomasa miceliar de especie de los
géneros Lactarius 'y Rhizopogon. El conocimiento de las variables de mayor importancia en
la producciéon de biomasa permitird definir las mejores condiciones de cultivo para el
escalamiento de la produccién de inéculo miceliar en biorreactor (5 L), y de esta forma
conseguir producir mayores cantidades de biomasa en periodos cortos de tiempo (hasta 20
dias) para la micorrizacién controlada de plantulas de P. radiata y P. ponderosa. Por otro
lado, el andlisis de la posible presencia de metabolitos de interés industrial en los caldos
que se producen como subproducto del cultivo en biorreactor, podria permitir darle un uso
eficiente a los grandes voltimenes de caldo de cultivo que actualmente se descartan.

Dentro de este contexto se plantean las siguientes hipotesis;

H;: La optimizacién de las condiciones (pH, concentracién de fuente de carbono y
temperatura) de cultivo en medio liquido de L. quieticolor y R. roseolus permitird obtener
mas de 2 g/l de biomasa flingica seca lograda por cultivo tradicional, maximizando la

cantidad de indculo miceliar en biorreactor.

H,: La inoculaciéon de P. radiata y P. ponderosa con L. quieticolor y R. roseolus
estimularé el crecimiento del tallo y del sistema radical de las especies vegetales de forma
similar a lo que se obtiene cuando se aplica fertilizante comercial Basacote 6M en la

viverizacion de plantas.
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CAPITULO II. CARACTERIZACION
MORFOLOGICA Y FILOGENIA
MOLECULAR DE Lactarius seccion
Deliciosi Y Rhizopogon sp.
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1. Introduccion

A nivel global existe un nimero estimado de 10.000 especies de hongos formadores de
ectomicorrizas, la gran mayoria de ellos pertenecientes a la divisiéon Basidiomycota (Taylor
y Alexander 2005). Tanto Russulales como Boletales son 6rdenes de basidiomicetes
ectomicorricicos de gran importancia a nivel mundial por su asociacién con numerosas
especies arboreas de uso forestal. Lactarius Pers. es un género muy diverso del orden
Russulales con aproximadamente 450 especies descritas en todo el mundo (Kirk et al.
2008). Aunque Chile carece de especies nativas del género Lactarius, al menos tres
especies adventicias se han establecido (Lactarius controversus (Pers.) Pers, L. pubescens
(Fr.) Fr. y L. deliciosus (L.) Gray) (Palfner 2011). La especie identificada histéricamente
como L. deliciosus es una de las més citadas, tanto por formar ectomicorrizas con la especie
forestal m4s importante en Chile, P. radiata D. Don, como por su valor culinario,
alcanzando importantes valores en mercados europeos (Godoy 1989; Lazo 2001; Voces et
al. 2012). Mientras el género Lactarius se asocia a diversos géneros arbdreos, tanto
coniferas como latifoliadas, Rhizopogon Fr. & Nordholm estd estrictamente especializado
en la familia Pinacea (Molina y Trappe 1994). Dentro del orden Boletales, el género
Rhizopogon contiene méds de 100 especies (Martin 1996) y para el area de plantacion
forestal en Chile se han descrito las especies Rhizopogon luteolus Fr. & Nordholm, R.
rubescens (Tul. & C. Tul.) Tul. & C. Tul. y R. roseolus (Corda) Th. Fr. (Garrido 1986). A
pesar de no poseer valor gastronomico en Chile, R. roseolus es un hongo comestible muy
popular en Japdn, conocido como ‘“‘shoro”, pero factores como la deforestacion, el mal
manejo forestal, y la recoleccién indiscriminada han provocado disminuciones en la
produccién de este hongo (Nagasawa 2000; Shimomura et al. 2008). Rhizopogon es un
género colonizadores multi-etapa, que fructifica de manera abundante en plantaciones de
pino (Visser 1995; Molina y Trappe 1994; Torres y Honrubia 1994). Los géneros Lactarius
y Rhizopogon son, por lo tanto, componentes importantes del ecosistema forestal (Pérez
Moreno y Read 2004), siendo vital para el establecimiento de plantaciones. La identidad de
estos taxones en Chile s6lo ha sido determinada a nivel morfoanatémico y no se ha
determinado la identidad mediante herramientas moleculares, que permitan verificar su

identidad. Nuytinck et al. (2007), public6 una filogenia molecular del género Lactarius
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seccion Deliciosi a nivel mundial, basandose en las secuencias de ADN de la region ITS y
del gen de la gliceraldehido-3-fosfato deshidrogenasa, y Grubisha et al. (2002) publicaron
la filogenia de Rhizopogon a partir de ADN de la regién ITS, sin embargo, ninguno de esos
estudios incluy6 taxones provenientes de Chile. Basado en las secuencias conocidas del
género Lactarius y Rhizopogon el presente trabajo tiene por objetivo verificar mediante
andlisis filogenético molecular, complementado con descripcion morfoanatémica, la
identidad taxondémica de las especies existentes en Chile. Esto resulta esencial para la
produccién de indculo micorricico a partir de cepas definidas, y también para la

caracterizacion inequivoca y el seguimiento de setas comestibles (Lactarius).

2 Metodologia

Especies de Hongos ectomicorricicos: Las especies fingicas utilizadas en este estudio
correspondieron a los basidiomicetos Lactarius quieticolor Romagn. y Rhizopogon
roseolus (Corda) Th. Fr., pertenecientes a las familias Rusulaceae y Boletaceae,
respectivamente (figura 1). Basidiomas de L. quieticolor fueron recolectados de bosque
adulto de P. radiata de la Provincia de Concepcion sector Campus UdeC (36°49°38.51”
S, 73°02°06.27 O.), Biobio sector Santa Barbara (37° 48* 23.26°" S., 71° 40° 45.94”" O)
y Cauquenes sector Chanco (35°50°40.75” S, 72°29°17.16” O); cuerpos fructiferos de R.
roseolus fueron recolectados de plantaciones juveniles de P. radiata de la Provincia del
Biobio, Los Angeles sectores de Llano Blanco (37°34°16.99” S, 72°10°12.27” O), y
Aerédromo (37°23° 8.47” S, 72°25°11.72 O) en 2011. Ademds se analizaron cultivos
vivos de Rhizopogon pertenecientes a la coleccion de cepas del Laboratorio de
Biotecnologia de Hongos (LBH), del Campus Los Angeles, de la Universidad de
Concepciodn, que se originan a partir de material recogido en los sectores de San Pedro de
la Paz (73°09'12.76 "S ; 36°58'55.21 "O) y Machali (34 ° 17'11.11" S, 70 ° 40'37.26 "O)
en 2005. Las especies fueron aisladas en el LBH a partir de los cuerpos fructiferos en
medios de cultivo Melin-Norkrans-modificado (MNM) (Marx, 1969) y Biotina-Aneurina-
Acido félico (BAF) (Mosse 1960). La identificacién de las especies se realiz6 de acuerdo
a caracteristicas macroscopicas, microscopicas (Moreno et al. 1996; Valenzuela, 1998;

Gerhardt et al. 2000; Keizer 2000; Lazo 2001) y moleculares de los carp6foros
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recolectados (Stange et al. 1998). Los basidiomas frescos se documentaron con
fotografias digitales, antes de ser deshidratados y depositados en la coleccién de hongos

de la Universidad de Concepcién Fungario (CONC-F).
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Rhizopogon spp.

Figura 1 Mapa mostrando los sitios de recoleccion de L. quieticolor y R. roseolus en las
regiones del Maule y Biobio. A la derecha se muestran fotos de los cuerpos fructiferos

recolectados en campo.

Identificacion macro y microscopica: Los basidiomas recolectados fueron trasladados en
contenedores plasticos al LBH donde se analizaron macroscOpicamente y se documentaron

en estado fresco mediante fotografias digitales (cdmara Kodak EasyShare C195). Los
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cuerpos fructiferos fueron deshidratados en una estufa de secado a 50°C durante 48 h e
incorporados en la coleccion de hongos del Herbario de la Universidad de Concepcion
(CONC-F). Para el andlisis microscépico se uso material deshidratado. Pequefas secciones
fueron colocadas en solucion de KOH 4% (analisis de basidios, cistidios), o reactivo
Melzer (andlisis de esporas) sobre portaobjeto y observadas a 1000x (objetivo de
inmersién) con un microscopio Leitz Dialux (Leitz, Wetzlar, Alemania), equipado con

camara ldcida para dibujar cistidios, basidios y esporas (Palfner 2011).

Identificacion molecular, extraccion de ADN, PCR y secuenciacion: Para la extraccion de
ADN, amplificacién y secuenciaciéon de ITS (region de ADN ribosomal), se utilizaron
aproximadamente 200 mg de carpéforos o de micelio cultivado en medio BAF. El material
fingico fue molido con un homogenizador Bio-Gen PRO200 (PRO Scientific, CT, USA)
junto al buffer de extraccion CTAB en tubos eppendorf de 1,5 mL. La extracciéon de ADN
se realiz6 segun Stange et al. (1998). La concentracion del ADN purificado se determiné a
través de la lectura de absorbancia a 260 nm en un espectrofotémetro ND1000 (NanoDrop
Technologies, Wilmington, EE.UU.). La regién ITS ribosémico se amplificé por reaccion
de PCR con los partidores ITS1F (5'-CTTGGTCATTTAGAGGAAGTAA-3") (Gardes y
Bruns 1993) / ITS4 (5-TCCTCCGCTTATTGATATGC-3") (White et al. 1990). El ensayo
de PCR se realiz6 en un volumen final de 12,5 ul. Cada reaccion se realizé con buffer de
PCR 1X (Fermentas, Maryland, EE.UU.), 0,2 ug/ul de BSA, 200 uM dNTP, 1,5 mM de
Mg,Cl, 0,5 uM de cada uno de los primers, 0,1 U/ul de Taq polimerasa (Fermentas), y 50
ng/ul de ADN. La amplificacién se realiz6 en un termociclador Verity (Applied Biosystems
Inc., San Diego, EE.UU.). Las condiciones de PCR fueron de 3 min de desnaturalizacién a
95°C seguido por 35 ciclos de 50 s de desnaturalizacién a 94°C, 50 s de “annealing” a
56°C, 1 min de extension a 72°C, con una extension final de 10 min a 72° C. Los productos
PCR fueron visualizados a través de gel de electroforesis y documentados utilizando un
sistema de imagen digital (Discovery, Inc. Ultralum, Claremont, EE.UU.). Los productos
de PCR fueron secuenciados bidireccionalmente en un secuenciador sutomético ABI 3700
(Applied Biosystems) por Macrogen Inc. (Setl, Corea). Con el fin de confirmar la identidad

de cada muestra, se compararon las secuencias consenso obtenidas, con las existentes en la
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base de datos de secuencias del GenBank [NCBI] (Altschul et al. 1997) mediante

bisquedas BLAST (secuencias altamente similares).

Andlisis de la secuencia de ADN: La Tabla 1 muestra las secuencias de referencia de

Lactarius spp. seccidon Deliciosi y Rhizopogon spp. recuperados de GenBank que se

utilizaron para el andlisis filogenético con el programa Geneious Pro 5.1 (Geneious,

Auckland, Nueva Zelanda). Arboles Maximum likelihood se construyeron utilizando el

software Geneious ® 7.1.7 utilizando un “bootstrap” de 1000. Para el cladograma de

Lactarius se utiliz6 como outgroup L. fuliginosus'y S. luteus para Rhizopogon.

Tabla 1 Coleccién usada en este estudio.

Niumero de acceso

Especies GenBank Pais de origen

L. quieticolor DQ922498, DQ422002 Sweden
EF685092, DQ922492 Belgium
AF140269, DQ658867 Germany
JQ888185 United Kingdom

L. horakii EF685069, EF685070 Indonesia

L. hatsudake EF685062 Japan
EF685063 China
EF685098 Thailand

L. semisanguifluus DQ116910, DQ116911 Spain
AY332553 Belgium
AY332555 Sweden

L. deliciosus EF685053 China
DQ922485 Sweden
AY332557 Slovakia
DQ922486 Italy

L. deliciosus var. olivaceosordidus EF685059, EF685058 USA

L. deliciosus var. deterrimus EF685095, EF685050 USA
EF685060 Sweden

L. deliciosus var. areolatus EF685054 USA

L. laeticolor EF685077 Japan
EF685091 Korea

L. fuliginosus AY606947 Germany

R. roseolus AJ966744 Estonia
AJ419209, AJ810062,
AJ810055, AJ810070,
AJ419211 Spain
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Continuacion...

Niumero de acceso

Especies GenBank Pais de origen

R. roseolus AJ419210 Portugal
DQ068964 Lithuania
AF058315, AJ810045 USA

R. rubescens DQ068965 Lithuania
AMO085528 Spain
AF158018, AJ810043,
AJ810034 USA
GQ267485, GQ267486, New Zealand
JX907816 Latvia

R. mohelnensis AJ810039 Czech Republic

Italy

R. sardous AMO085529 Continuation...

R. graveolens f. pomaceus AJ810037 Czech Republic

R. pseudoroseolus AJ810042 USA

R. luteorubescens AJ810038 USA
GQ267482 New Zealand

R. vulgaris AF062931 USA

R. abietis KC346843 USA

Rhizopogon sp. AB505222 Japon

R. fragrans AMO085523 USA

R. vinicolor AJ810035 USA

R. ochraceorubens AF062928 USA

R. luteolus AF062936 Sweden
EU423919 Spain

Suillus luteus JQ888209 United Kingdom
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3. Resultados

Lactarius quieticolor
Los ejemplares de basidiomas evaluados fueron depositados en el herbario CONC-F bajo

los coédigos de acceso presentados en la tabla 2.

Tabla 2 Listado de especimenes analizados, sitios, codificaciéon, afio de recolecta y

coordenada geografica utilizados para el andlisis filogenético

Codificacién y Afio

Especies Sitio de recolecta Coordenadas Geograficas
Lactarius ~ Concepcion-Campus UdeC CONC-F 0811-2011 36°49°38.51” S, 73°02°06.27” O.
Santa Bérbara-Agua blanca CONC-F 0810-2011 37°48*23.26" S.,71°40* 45.94 O
Chanco-Los Ruiles CONC-F 0812-2011 35°50°40.75” S, 72°29°17.16” O
Rhizopogon Los Angeles- Llano Blanco CONC-F 0814-2011 37°34°16.99” S, 72°10°12.27” O
Los Angeles- Aerédromo CONC-F 0813-2011 37°23’ 8.47” S, 72°25’11.720
San Pedro de la Paz -Escuadron  LBH Rh. ESC.-2005 73°09'12.76 "S ; 36°58'55.21 "O
Machali-El teniente LBH Rh. C-1-2005 34°17'11.11" S, 70 © 40'37.26 "O

Caracteristicas macroscopicas (Figura 2a)

Pileo de hasta 25 cm de didmetro, sombrero plano-convexo hasta infundibiliforme, color
rosado-grisdceo con manchas verdes, hasta anaranjado opaco, ldminas adnadas o
ligeramente decurrentes, apretadas, arqueadas, algo aserradas, contexto quebradizo y
carnoso. Pie corto con respecto al sombrero, cilindrico hasta levemente atenuado hacia la
base, contexto quebradizo de hasta 7 cm de longitud por 3 cm de didmetro, macizo, después

hueco Contexto blanco, con latex anaranjado, torndndose verde al oxidarse.

Caracteristicas microscopicas

Esporas subglobosas a ovaladas 6.8-7.1-7.9- x 9.2-8.9-9.7 um (figura 2 b y c), hialinas con
ornamentacién amiloide verrucosa hasta reticulada. Basidios clavados, tetrasporados, 48-
55-65 x 6-7-10 pum, basidiolos 28-30-35 x 6-7-9 um. Queilocistidios presentes de dos
formas: fusiformes a subulados 32-40-47 x 2-3-5 um y cilindricos con 2 o 3 septos, 25-27-

31 x 1,5-2-4 um (figura 2d).
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Figura 2 Macro y micromorfologia de Lactarius sp. a) basidiomas, b) esporas, c) esporas,

d) cistidios y basidios.

Rhizopogon roseolus
Los ejemplares de basidiomas examinados fueron depositados en el herbario CONC-F bajo

los cédigos de acceso presentados en la tabla 2.

Caracteristicas macroscOpicas (Figura 3a)

Basidiocarpos semihipdgeos subglobosos de 1,7-3,5 cm de didmetro. Peridio liso, fino
menor de 0,5 mm en grosor, inseparable de la gleba, de color pardo amarillento.
Basidiomas de colecciéon CONC-F 0813 cambian a rosado al roce, basidiomas de coleccion

CONC-F 0814 sin este cambio de color, base con rizomorfos adheridos al peridio.

27



A
e,

10pum

o'W (b)

(c)

Figura 3 Macro y micromorfologia de Rhizopogon sp. a) basidiomas, b) esporas, c)

basidios, cistidios inmaduros, esporas y parafisis.

Caracteristicas microscopicas

Esporas elipticas, hialinas, de 2.3-2.5-2.9 x 6.7-7.3-8.4 um (figura 3 b y c), gutuladas, con
1-4 gutulas, basidios 17-20-25 x 3-5-8 um con 4 o 6 esporas, basidiolos inmaduros 13-15-
18 x 6-7-8 um; parafisis 12-15-18 x 5-7-9 um (figura 3d).

Andlisis Molecular

Secuencias ITS obtenidas para Lactarius sp. y Rhizopogon sp. se compararon con
secuencias de referencia disponibles en la base de datos de GenBank. Para Lactarius, las
tres secuencias obtenidas en este estudio se compararon con 29 secuencias obtenidas desde
GenBank. En el caso de Rhizopogon las cuatro secuencias obtenidas fueron comparadas

con 39 secuencias de la base de datos. Para Lactarius sp. (figura 4) el arbol revel6 con buen
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soporte de bootstrap que los taxones chilenos CONC-F 0810; CONC-F 0811; CONC-F
0812 estdan mdas emparentados a taxones europeos, agrupandose con un 95% de bootstrap
con secuencias de L. quieticolor (distancia génica 0.0) y similitud en BLAST de un 99%
(tabla 3), y con una mayor distancia génica de L. deliciosus (0.028-0.031 tabla 4a). Para
Rhizopogon (figura 5), los taxones estudiados CONC-F 0813, CONC-F 0814, LBH Rh.
ESC. y LBH Rh. C-1, se agrupan con un 87% de bootstrap junto a una secuencia de R.
rubescens (nombre aceptado Rhizopogon roseolus (Index Fungorum)) de New Zealand
(distancia <0,007), con una distancia génica > 0.1 de las secuencias de R. luteolus. Al
analizar en BLAST la identidad de Rhizopogon de los cuatro sectores estudiados se pudo

corroborar que presentan mayor afinidad con R. rubescens 98 y 99%, respectivamente.
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Figura 4 Arbol de Maximum likelihood (Secuencias de la region ADNr ITS1F/ ITS4) y

taxones seleccionados: Lactarius seccion Deliciosi (Nuytinck et al. 2007).
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Figura 5 Arbol de Maximum likelihood (Secuencias de la regién ADNr ITS1F/ ITS4) y

taxones seleccionados: Rhizopogon sp. (Martin y Garcia 2009).
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Tabla 3 Secuencias de ITS més cercanas entre Lactarius quieticolor- Rhizopogon roseolus

y otras Russulaceae and Boletaceae, respectivamente. Hongos obtenidos por la bisqueda

BLAST en la base de datos GenBank

GenBank
Lactarius sp. Taxén Nimero de acceso E-value Identidad
Chanco - Los Ruiles Lactarius quieticolor JQ888185 0.0 99%
CONC-F 0812-2011 Lactarius quieticolor DQ422002 0.0 99%
Lactarius quieticolor AF140269 0.0 99%
Lactarius quieticolor DQ658867 0.0 99%
Lactarius quieticolor EF685092 0.0 98%
Concepcioén - Campus UDEC Lactarius quieticolor JQ888185 0.0 99%
CONC-F 0811-2011 Lactarius quieticolor DQ422002 0.0 99%
Lactarius quieticolor AF140269 0.0 99%
Santa Barbara - Santa Barbara ~ Lactarius quieticolor JQB888185 0.0 99%
CONC-F 0810-2011 Lactarius quieticolor DQ422002 0.0 99%
Lactarius quieticolor AF140269 0.0 99%
Lactarius quieticolor EF685092 0.0 98%
Lactarius quieticolor DQ658867 0.0 98%
Rhizopogon sp.
Los Angeles - Aerédromo Rhizopogon rubescens* GQ267485 0.0 99%
CONC-F 0813-2011 Rhizopogon rubescens JX907816 0.0 97%
Rhizopogon sp. K259 AB505222 0.0 97%
Rhizopogon luteorubescens GQ267482 0.0 97%
Rhizopogon abietis KC346843 0.0 97%
Los Angeles - Llano Blanco Rhizopogon rubescens GQ267485 0.0 98%
CONC-F 0814-2011 Rhizopogon sp. K259 AB505222 0.0 97%
Rhizopogon rubescens JX907816 0.0 96%
Rhizopogon luteorubescens GQ267482 0.0 96%
Rhizopogon rubescens GQ267486 0.0 96%
Machali - El Teniente Rhizopogon rubescens GQ267485 0.0 98%
LBH Rh. C-1-2005 Rhizopogon rubescens JX907816 0.0 96%
Rhizopogon sp. K259 AB505222 0.0 96%
Rhizopogon luteorubescens GQ267482 0.0 96%
Rhizopogon abietis KC346843 0.0 95%
San Pedro de la Paz - Escuadrén Rhizopogon rubescens GQ267485 0.0 99%
LBH Rh. ESC.-2005 Rhizopogon rubescens IX907816 0.0 97%
Rhizopogon sp. K259 AB505222 0.0 97%
Rhizopogon luteorubescens GQ267482 0.0 97%
Rhizopogon abietis KC346843 0.0 97%

* Rhizopogon rubescens = Rhizopogon roseolus
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Tabla 4 Matriz de distancia genética para (a) Lactarius sp. and (b) Rhizopogon sp.

a) 1 2 3 4 5 6 7 8 9 10
Lactarius_sp._Chanco_-_Los_Ruiles

Lactarius_sp._Concepcion_-_Campus_UDEC 0.000

Lactarius_sp._Santa_Barbara_-_S._Barbara  0.000 0.000

JQ888185_L._quieticolor_UK 0.000 0.000 0.000

DQ422002_L._quieticolor_SWE 0.000 0.000 0.000 0.000

DQ116910_L._semisanguifluus_SPA 0.000 0.000 0.000 0.000 0.000

EF685062_L._hatsudake_JAP 0.009 0.009 0.009 0.009 0.009 0.009

EF685069_L._horakii_IND 0.016 0.016 0.016 0.016 0.016 0.016 0.014
EF685053_L._deliciosus_CHI 0.028 0.028 0.028 0.028 0.028 0.028 0.030 0.041
DQ922486_L._deliciosus_ITA 0.031 0.031 0.031 0.031 0.031 0.031 0.033 0.041 0.003
AY332555_L._semisanguifluus_ SWE 0.033 0.033 0.033 0.033 0.033 0.033 0.031 0.042 0.030 0.033
b) 1 2 3 4 5 6 7 8 9 10
1 Rhizopogon sp. Machali-El Teniente

2 Rhizopogon sp. Sn P. Paz-Escuadrén 0.000

3 Rhizopogon sp. Los Ang.-Aerodromo 0.000 0.000

4 Rhizopogon sp. Los Ang.-Llano Blanco 0.003 0.003 0.003

5 GQ267485 R. rubescens NZE 0.007 0.007 0.007 0.010

6 AJ419210 R. roseolus POR 0.017 0.017 0.017 0.013 0.010

7 AB505222 Rhizopogon sp. JAP 0.025 0.025 0.025 0.022 0.018 0.018

8 AJ810062 R. roseolus SPA 0.032 0.032 0.032 0.032 0.025 0.029 0.029

9 GQ267482 R. luteorubescens NZE 0.036 0.036 0.036 0.036 0.029 0.032 0.027 0.036

10 AF062936 R. luteolus SWE 0.147 0.147 0.147 0.151 0.139 0.143 0.141 0.146 0.143

11 EU423919 R. luteolus SPA 0.149 0.149 0.149 0.153 0.141 0.145 0.143 0.148 0.145 0.025

4. Discusion

El objetivo de este estudio fue verificar mediante andlisis filogenético molecular la

identidad sistemadtica de los taxones de Lactarius y Rhizopogon descritos en el centro-sur

de Chile. Los andlisis moleculares obtenidos permitieron identificar la presencia de una

nueva especie fungica asociada a P. radiata no descrita en Chile identificada como

Lactarius quieticolor Romagn., generando duda respecto de la identidad de “L. deliciosus”

(Garrido 1986, Lazo 2001). No obstante, dado lo acotado de este estudio (tres sitios

analizados) no se descarta la posibilidad de tener en nuestro pais la presencia de la especie

descrita histéricamente como “L. deliciosus” en el centro sur de Chile, para ello, se necesita

incluir una zona geografica mas amplia donde fructifica este hongo.
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Al comparar la morfologia de L. deliciosus y L. quieticolor se puede apreciar que son
practicamente iguales desde el punto de vista microscépico (Kranzlin 2005), su principal
diferencia se encuentra en el color del carpéforo. Lactarius quieticolor presenta una
tonalidad opaca a diferencia del color naranjo fuerte que presentan los cuerpos fructiferos
de L. deliciosus, diferencia que es ambigua dependiendo de quien la recolecte. Otra
diferencia y mas significativa se relaciona con el ambiente ecoldgico en que se desarrolla
(Kranzlin 2005). Lactarius deliciosus en forma natural se desarrolla en suelos alcalinos y
ricos en nutrientes (Kranzlin 2005) a diferencia de los suelos de Chile donde fueron
recolectados los carpéforos de L. quieticolor, pH que fluctian entre 5.1-5.6 (tabla 5). Sin
embargo, Lactarius deliciosus posee cierta adaptabilidad a pH levemente 4cidos bajo
condiciones in vitro obteniendo tasas de crecimiento optimo a pH 6 (Daza et al. 2005;
Guerin-Laguette et al. (2000). Ademas, otros autores, consideran que L. guieticolor es una

variedad de L. deliciosus.

Tabla S pH de suelos en diferentes sectores de recolecta (metodologia segin Steubing et al.

2001)

Comuna Sector pH suelos en
Especie agua

Concepcién Campus 5,1
Lactarius UdeC
Lactarius Santa Barbara Santa Barbara 54
Lactarius Chanco Los Ruiles 5.2
Rhizopogon Los Angeles Aerédromo 5,6
Rhizopogon Los Angeles Llano Blanco 5.5
Rhizopogon San Pedro de laPaz  Escuadron 5.4
Rhizopogon ~Cachapoal Codelco 5,1

Rhizopogon es un género muy complejo y dificil de identificar desde el punto de vista
morfolégico por lo que el respaldo molecular resulta decisivo (Martin 2009). En Europa se
han descrito 21 especies de Rhizopogon (Martin 1996), siendo la especie R. roseolus
(Corda) Th. Fr. sensu M.P. Martin la mas abundante. Sin embargo, la taxonomia de R.
roseolus ha sido controversial y otros autores estdn en desacuerdo sobre el concepto de
especie (Martin 1996, Grubisha et al. 2002). El género Rhizopogon se ha considerado como

cosmopolita siempre asociado a Pinus spp. con capacidad de crecer en diferentes ambientes
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y un amplio rango de pH. En este estudio los basidiomas recolectados se encontraron en
suelos relativamente pobres en nutrientes (arenales) con pH que fluctian entre 5,1 y 5,6
(tabla 5).

Una caracteristica morfolégica considerada como clave para la identificacién de R. roseolus
es que al ser frotado presenta un color rojizo. Sin embargo, la cepa Rhizopogon sector
Llano blanco al ser frotada no presenté dicha caracteristica, lo que llevé a pensar que
pudiese corresponder a R. luteolus, pero los resultados moleculares corroboraron que los
aislamiento de los cuatro sectores correspondieron a R. roseolus. Por lo que queda de
manifiesto que s6lo una identificacion morfolégica no es suficiente. Actualmente, el
nombre R. rubescens es una sinonimia de R. roseolus (www.indexfungorum.com), por lo
que el nombre correcto para designarlo es R. roseolus.

Rhizopogon spp. de los cuatro sectores analizados en este estudio se asociaron al clado
compuesto por R. roseolus (Fig. 3b) y al compararlas en el BLAST todas las secuencias
presentan una mayor similitud (= 98%) con R. rubescens (nombre aceptado = R. roseolus)
(tabla 3). Por lo que se confirma la abundancia y dispersion de esta especie en Chile (Lazo
2001).

La alta similitud y la menor distancia génica que los taxones de Lactarius presentaron con
L. quieticolor permiten proponer que las secuencias DQI116910 y DQI116911
correspondientes a L. semisanguifluus (Espaia) que se agruparon juntas en un clado a L.
quieticolor pudiesen tener una mala asignacion de nombre en la base de datos BLAST ya
que se encuentran con una mayor distancia génica (0,033) de L. semisanguifluus de Suecia,
secuencias previamente incluidas en la revision mds completa de Lactarius seccion
Deliciosi (Nuytinck et al. 2007)

Desde el punto de vista micogeografico existe una discrepancia entre el origen del
hospedero P. radiata de Norteamérica y el origen del hongo simbionte dejando abierta
varias interrogantes que resolver. Una de ellas, es como L. quieticolor llega a colonizar P.
radiata en Chile, siendo originario de Eurasia y no de California (EE.UU) de donde es
originario su hospedero?. Las primeras citas de L. “deliciosus” en Chile son de los afios 60
(Mikola 1969, Singer 1969) y probablemente ha estado presente en Chile desde incluso

antes. Se piensa que la introduccion de esta especie fue a través de otras especies de Pinus
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(P. sylvestris, P. ponderosa) por colonos del sur para uso ornamental (Rodriguez y
Rodriguez 1981).

La mads reciente y extensiva filogenia del grupo Lactarius se refiere a Nuytinck et al. (2007)
de un total de 89 muestras incluidas en su estudio filogenético 30 especies son
representativas de Lactarius sect. Deliciosi, concluyendo que ninguno de los especimenes
de América del Norte identificados como L. deliciosus son conespecificos con los L.
deliciosus Europeos. Las secuencias de L. quieticolor utilizados por Nuytinck fueron
ubicados en el clado C en conjunto con L. horaki y L. hatsudake al igual que las secuencias
de este estudio (fig 3a), presentando una similitud de un 99% con L. quieticolor (tabla 3).
Para la filogenia de Rhizopogon el estudio mds actualizado es el de Martin y Garcia (2009),
basado en 1458 colecciones previamente identificadas como R. roseolus (Martin 1996).
Otros estudio realizados por Grubisha et al. (2002) ubica a R. roseolus (= rubescens) en el
clado C subgénero Roseoli separado de las otras especies de la seccién Rhizopogon clados
A (R. fuscorubens, R. luteolus, R. occidentalis, R. ochraceorubens, R. succosus,
Rhizopogon succosus y R. luteolus) y clado B (R. evadens, R. subsalmonius). Resultados
similares se encontraron para las especies R. roseolus y R. luteolus cuya distancia génica
fue > 0.1 (tabla 4b y fig 3b). Sin embargo, Grubisha et al. (2002) dejan de manifiesto la
complejidad del grupo mostrando cinco clados indicativos de 5 posibles especies
filogenéticas.

Finalmente en ninguno de los trabajos realizados para los géneros Lactarius o Rhizopogon
a nivel mundial se presentan antecedentes de especies flingicas recolectadas en Chile o en
Sudamérica, por lo que el presente estudio complementa la informacién de estas especies a

nivel mundial y es pionera en investigacion de estos hongos en Chile.
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CAPITULO III

Optimizacion de las condiciones de
cultivo de Lactarius quieticolor 'y
Rhizopogon roseolus para la
produccion de biomasa miceliar.
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1. Introduccion

La simbiosis micorricica mitiga los efectos negativos de factores bidticos (ej. ataque de
patégenos) y abioticos (ej. sequia, salinidad, metales pesados) sobre el crecimiento vegetal
y mejora la estructura del suelo promoviendo su agregacion (Brazanti et al. 1999;
Adriaensen et al. 2003; Barea et al. 2011, Sousa et al. 2012). Se ha comprobado ademas
que los hongos ectomicorricicos aumentan el crecimiento de plantas en vivero y su
sobrevivencia al ser trasplantadas a plantaciones en campo (Van Tichelen et al. 2001;
Dunabeitia et al. 2004; Ortega et al. 2004; Sebastiana et al. 2013, Chévez et al. 2014;
Castrillon et al. 2015). Pinus radiata D. Don (Pino insigne) ocupa mds de 1,5 millones de
hectareas plantadas en el territorio nacional, siendo una de las especies madereras mas
importantes en Chile (Mead 2013). En el pais existen alrededor de 32 especies fungicas
micorricicas asociadas a plantaciones de pino (Garrido 1986), encontrandose en diferentes
estadios de crecimiento de la plantacion (Palacios et al. 2012). Dentro de los hongos
ectomicorricicos de importancia en la zona centro sur de Chile asociado a plantaciones
exoticas destacan por su potencial biotecnoldgico las especie Suillus luteus (L.) S. F. Gray
(Santelices et al. 2012; Gonzales et al. 2015), Rhizopogon roseolus (Corda) Th. Fr.
(Travieso 2011) y Lactarius quieticolor Romagn. (Pereira et al. 2014; Chavez et al. 2015).
Todas estas especies forman asociaciones con P. radiata en forma natural, s6lo que R.
roseolus es un colonizador temprano (“early stage™) y L. quieticolor un colonizador tardio
(“late stage”). De ahi la importancia de incorporar el componente bioldgico a través de la
inoculacion de las plantas en vivero sobre todo con especies de interés comercial como el
hongo comestible L. quieticolor desde temprana edad de la planta, con la finalidad de
generar un enriquecimiento con productos forestales no madereros (PFNM) en las
plantaciones. Actualmente se han desarrollado diferentes tipos de inculo para la aplicacién
de estas especies en vivero, siendo el indculo miceliar con el que se obtienen los mayores
porcentajes de micorrizacion (Chévez et al. 2009, Pereira et al. 2014). Por otro lado, los
rendimientos en biomasa miceliar obtenidos a través de cultivo sumergido tradicional son
relativamente bajos, por lo que existe un interés creciente en mejorar la producciéon de
biomasa a través del manejo de algunas de las variables de cultivo como pH, temperatura,

concentracion de nutrientes y velocidad de agitacion, entre otras. Disefios experimentales
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estadisticos tales como el disefio de Box- Behnken (BB) y la metodologia de superficie de
respuesta (RSM) ayudan particularmente a visualizar el efecto combinado de las variables
mencionadas (Chacin 2000). Como una herramienta estadistica y matemadtica la RSM
ayuda a: la construcciéon de modelos, identificar los factores eficaces, evaluar las
interacciones, seleccionar las condiciones Optimas de las variables de estudio y cuantificar
las relaciones entre una o mds medidas de respuestas, ademds, de permitir una respuesta
consistente con un numero limitado de experimentos (Avishek y Arun 2008; Liyana-
Pathirana y Shahidi 2005). Dentro de este contexto, el objetivo de este estudio fue
determinar las condiciones 6ptimas de pH, temperatura y concentracion de fuente de
carbono para la produccién de biomasa miceliar de los hongos ectomicorricicos L.
quieticolor y R. roseolus en medio de cultivo liquido. Posterior a la optimizacién, las
variables seleccionadas fueron escaladas en bioreactor (Biostat C Cubas de 1 L) y la
biomasa miceliar fue encapsulada en polimeros de alginato para evaluar su viabilidad in

vitro.

2. Metodologia

Seleccion del medio de cultivo y fuente de carbono para L. quieticolor y R. roseolus a
partir de cultivo solido y liquido

Este ensayo se realiz6 con la finalidad de seleccionar el mejor medio de cultivo y fuente
de carbono para el crecimiento de L. quieticolor (LBH-Lg-C2) y R. roseolus (LBH-Rr-
LLB?2). Para el cultivo de los hongos se utilizaron los medios de cultivo BAF y MNM.
Las fuentes de carbono utilizadas fueron sacarosa, glucosa y manitol (10 g/L). En la
preparacion de todos los medios de cultivo se utilizé agua desionizada. El1 pH de los
medios fue ajustado a 5,8 agregando HCl o KOH, segtn fuera necesario. Placas de Petri
(9 cm) fueron preparadas con 20 mL de los medios MNM y BAF e inoculadas en el
centro con un disco de agar-micelio (5 mm diametro) de las dos especies fungicas. Las
placas inoculadas se incubaron en oscuridad durante 30 dias a una temperatura constante
de 24 £ 1 °C (estufa marca Binder), periodo durante el cual se midi6 el crecimiento radial
de las colonias a intervalos de tiempo. Finalizado el periodo de evaluacién se ajustaron

los datos mediante una ecuacién de regresion (Harnett 1987; Vazquez-Garcia et al. 2002;
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Santiago-Martinez et al. 2003) con la finalidad de determinar la pendiente de la curva de
crecimiento que correspondié a la velocidad media de crecimiento radial (mm/dia)
(Santiago-Martinez 1992; Santiago-Martinez et al. 1995; Vazquez-Garcia et al. 2002).
Ademads, al finalizar el ensayo se determiné la biomasa miceliar de las colonias fungicas
producidas bajo las diferentes condiciones de cultivo disolviendo el contenido de cada
placa en horno microonda (marca Recco) a potencia media por 3-5 min (Chapman et al.
1990; modificado). Los micelios flingicos fueron recuperados por filtracién, sobre papel
filtro previamente pesado, y lavados varias veces con agua destilada caliente para facilitar
la eliminacién de los restos de medio de cultivo. Los micelios recuperados fueron secados
en estufa Jouan a 60 °C, hasta alcanzar peso constante (mg). Paralelamente, se realizé el
mismo ensayo en medio de cultivo liquido determinando la produccién de biomasa a
través del peso seco (mg), evaluando si existen diferencias entre los tipos de cultivo. Para
cada ensayo se utilizaron tres réplicas por tratamiento. La seleccion del medio de cultivo
y fuente de carbono para cada hongo en estudio, se llevé a cabo a través de la biomasa

producida (peso seco) tanto en medio s6lido como liquido.

Cinética de crecimiento de L. quieticolor y R. roseolus en medio de cultivo liquido

Una vez seleccionado el medio de cultivo y la fuente de carbono en la etapa anterior, se
procedié a obtener las curvas de crecimiento en medio liquido a 24°C bajo condiciones
estdticas (estufa de incubacion) y agitadas (incubadora con agitacién orbital, 120 r.p.m.
SI-300), a fin de determinar el tiempo de crecimiento (dias), donde se produce la maxima
cantidad de biomasa miceliar. Los ensayos se realizaron en matraces Erlenmeyer de 100
mL de capacidad con 40 mL de medio de cultivo. Los matraces se inocularon con 1 disco
de agar micelio (5 mm) del hongo previamente cultivado en placas. Se realizaron anélisis
seriados durante 30 dias donde se cuantificé la biomasa en triplicado. Para ello, cada 5
dias se retiraron tres matraces de los ensayos y ademds de la biomasa, se cuantificé la
variacion de pH en el tiempo (Musilek et al. 1969; Rossi, 2006). A partir de esta etapa se
selecciond el tiempo de cultivo y la condicion (agitada) de cultivo en que se llevo a cabo

el proceso de optimizacion.
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Optimizacion del crecimiento de L. quieticolor y R. roseolus

La optimizacién del crecimiento de las especies flingicas en medio de cultivo liquido se
llevé a cabo bajo agitacion orbital (120 r.p.m.) y las variables pH, temperatura y fuente de
carbono fueron evaluadas (Tabla 1 y Fig. 1). Con la finalidad de evaluar el efecto de las
diferentes concentraciones de fuente de carbono (20 a 40 g L' de glucosa o manitol, segtin
correspondiera) en el crecimiento de los hongos se utilizé medio BAF cuya composicion en
g L fue: CaCl, 0,2, KH,PO, 0,75, MgSO4 x 7H,0 0,5, MnS0, 0,005, ZnS04 0,001, FeCls x
7H,0O 0,01, peptona 6,315, extracto de levadura 0,2, tiamina 0,0005, biotina 0,00001,
inositol 0,05 y dcido félico 0,0001. La fuente de carbono fue glucosa para L. quieticolor y
manitol para R. roseolus, de acuerdo a los resultados de los ensayos anteriores. La
optimizacién se llevé a cabo en triplicado utilizando matraces Erlenmeyer (100 mL)
conteniendo 40 mL de medio de cultivo y dos discos de agar micelio (5 mm didmetro)

como inéculo, con un tiempo de cultivo total de 30 dias.

Tabla 1 Disefio de matriz utilizada para cada experimento con las variables codificadas

Temperatura Glucosa/Manitol

Ensayo N° pH (°C) (gL™h
1 351 20 (-1) 30 (0)
2 5.5(1) 20 (-1) 30 (0)
3 3.5(-1) 28 (1) 30 (0)
4 5.5(1) 28 (1) 30 (0)
5 3.5(-1) 24 (0) 20 (-1)
6 5.5(1) 24 (0) 20 (-1)
7 3.5(-1) 24 (0) 40 (1)
8 5.5(1) 24 (0) 40 (1)
9 4.5 (0) 20 (-1) 20 (-1)
10 4.5 (0) 28 (1) 20 (-1)
11 4.5 (0) 20 (-1) 40 (1)
12 4.5 (0) 28 (1) 40 (1)
13 4.5 (0) 24 (0) 30 (0)
14 4.5 (0) 24 (0) 30 (0)
15 4.5 (0) 24 (0) 30 (0)

* 15 tratamientos con 3 repeticiones cada uno

Para la optimizacion se utilizé la metodologia de superficie de respuesta (Wiley 1995;

Chacin 2000; Montgomery 2002). Dicha metodologia permite predecir la respuesta del
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sistema respecto a cada uno de los factores considerados dentro de la region experimental.
El proceso de optimizacién implica tres pasos principales: realizar los experimentos
disefiados estadisticamente, estimar los coeficientes de un modelo matemadtico y la
prediccion de la respuesta, y la comprobaciéon adecuada del modelo. En el presente estudio
las variables fueron pH, temperatura y concentracion de glucosa/manitol dependiendo de la
especie fungica utilizada, mientras que la respuesta observada fue la biomasa total después
del periodo de incubacién. La respuesta predicha (Y) por el modelo puede ser expresada en

forma general a partir de la ecuacién 1.

k k (1)
Y=BO +ZB"XL+ Z BL]XLX]
i=1

i=j=1

En el presente estudio k toma el valor de 3 debido a que hay tres variables involucradas
(pH, temperatura y concentraciéon de fuente de carbono) por lo que la ecuacién (1) se

convierte en:
Y = By + B, Xy + B,X, + B3Xs + B1,X, X, + By3 X, X5 + Bys X, X5 + By X2 + Byy X3 + Bys X3 (2)

Donde, X;, X> y X3 son las variables de entrada pH, temperatura y concentraciéon de
glucosa/manitol, respectivamente; By es una constante; B, B, y Bz coeficientes lineales;
Bi2, B13 y B3 coeficientes de producto cruzado o interaccion; By, By, y B3z son coeficientes
cuadrdticos. Los valores bajo, medio y alto de cada variable (pH, temperatura y
concentracion de glucosa/manitol) fueron codificados como -1, 0 y 1, respectivamente,
como se esquematiza en la Fig. 1 y se muestran junto con el disefio de experimento Box-
Behnken en la Tablal, los que fueron obtenidos a partir del programa Modde 4.0 (Umetri,

Umead, Sweden).
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Figura 1 Niveles bajos, medios y altos de las tres variables consideradas.

Para la determinacion de los coeficientes de regresion de cada uno de los términos, de las
funciones que describen el comportamiento de la respuesta “biomasa” para L. quieticolor 'y
R. roseolus, en los intervalos establecidos para las variables del planeamiento
multifactorial, se utilizo el método estadistico de los minimos cuadrados. El coeficiente de
determinacién (R?) es la fraccién de la variacién de la respuesta explica por el modelo. El
coeficiente de prediccion (Q?) es la fraccién de la variacién de la respuesta que se puede
predecir por el modelo y proporciona el mejor resumen del ajuste del modelo. Q” es una
subestimacion de la bondad de ajuste del modelo. Valores cercanos a 1 son ideales para

validar el modelo.

Produccion de biomasa miceliar de L. quieticolor y R. roseolus en biorrector Braun
BIOSTAT® C

Una vez realizada la optimizacién de la produccion de biomasa miceliar en matraz se
llevaron a cabo cultivos en biorreactor de tanque agitado bajo las condiciones de pH,
temperatura y concentracion de fuente carbono previamente establecidas (Lactarius: pH
5,5,24 °C y 20 g L de glucosa; Rhizopogon: pH 5,5, 28°C y 30 g L' de manitol) con la

finalidad de producir biomasa miceliar y evaluar la efectividad del modelo. Estos ensayos
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se llevaron a cabo en un biorreactor Braun BIOSTAT® C (1 L de capacidad),
conteniendo 600 mL de medio de cultivo e inoculado con 50 mL de in6culo miceliar de
cada especie, producido en medio de cultivo (seleccionado en etapas anteriores) durante
14 dias en condiciones agitadas. El volumen total de trabajo dentro del vaso del
biorreactor después de la adicion del in6culo fue de 650 mL. Otras variables de cultivo
como oxigeno disuelto y velocidad de agitacion fueron ajustadas a 60% y 120 rpm,
respectivamente y mantenidas constantes en el biorreactor durante todo el periodo de

crecimiento (Rossi 2007). El periodo del cultivo fue de 14 dias.

Encapsulacion del micelio: La encapsulacion del micelio se realiz6 con parte de la biomasa
cosechada del cultivo en el biorreactor (Morte y Honrubia 2009). Para ello, se afiadi6 el
micelio (10 g/L en peso fresco) a una disolucién de alginato de sodio (Sigma Aldrich) de
viscosidad media (10 g/L) y turba (20 g/L) previamente esterilizadas durante 20 min/120°C.
Los tres componentes (micelio + alginato + turba) se mezclaron y trituraron en una batidora
estéril con varios pulsos (4-8) de 2 s. Dicha mezcla, en agitacion, se afiadié gota a gota a
través de un tubo de silicona de 4 mm de didmetro en un recipiente con una solucién de 100
g/L. de CaCl,-2H,0 estéril con ayuda de una bomba peristéltica (Fig. 2) con la finalidad de
polimerizar el micelio (Le Tacon et al. 1985; Pera et al. 1994; Morte y Honrubia 2009).
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Figura 2 Procedimiento para encapsular micelio. a) Licuadora (mezclar alginato de sodio +
turba molida + micelio), b) Solucién de alginato de sodio + turba molida + micelio, c)
Bomba peristiltica (para traslado de material de b a d) y d) Recipiente con CaCl,

(formacion de pellet (bolitas de alginato)).

Analisis de los datos

Las variables evaluadas fueron la velocidad media de crecimiento radial (mm dl’a'l) y
biomasa para medio s6lido y liquido. Para los parametros evaluados se aplicé un andlisis
factorial (Steel y Torrie 1989). Los factores analizados fueron medio de cultivo (BAF y
MMN) vy diferentes fuentes de carbono (glucosa, sacarosa y manitol). Los datos se
sometieron a un andlisis de varianza y la comparacion de medias se calculd segin la prueba
Tukey (P<0,05) (Steel y Torrie 1989). Para el andlisis de datos se utilizé el software
Statistica version 6.0.

Para la optimizacién, los datos de biomasa expresados en g L' recogidos durante los 15
experimentos se sometieron a un andlisis de regresion utilizando la metodologia de
superficie de respuesta (Chacin 2000) empleando el disefio de Box- Behnken (Box y
Behnken 1960).
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3. Resultados

Al analizar la velocidad de crecimiento radial y la produccion de biomasa de L. quieticolor
y R. roseolus en cultivo sélido se observaron diferentes respuestas que dependieron del

medio de cultivo y fuente de carbono utilizada (Fig. 3).
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Figura 3 Velocidad media de crecimiento radial y produccién de biomasa miceliar de los
hongos (A) L. quieticolor y (B) R. roseolus en los medios de cultivo s6lidos BAF y MMN,
utilizando como fuente de carbono manitol, glucosa y sacarosa (10 g L™"). Periodo de
incubacion 30 dias. Letras iguales sobre las barras no presentan diferencias significativas.

Las mayores velocidades de crecimiento radial para L. quieticolor ocurrieron en BAF-
glucosa (1,43 mm.dia"l) mientras que para R. roseolus en MMN-sacarosa (1,05 mm dia"l),
presentando diferencias significativas con todos los demads tratamientos. Evaluando la
produccion de biomasa se puede demostrar que L. guieticolor produjo mayor cantidad de
biomasa en BAF-glucosa (155 mg), mismo medio donde se obtuvo la mayor velocidad de

crecimiento. En cambio R. roseolus presenté la mayor producciéon de biomasa en BAF-

manitol (163,3 mg), a diferencia de lo que se observé cuando se evalud la velocidad media
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de crecimiento radial, detectdndose diferencias significativas (P<0,05) con todos los demds

tratamientos.

En términos de produccién de biomasa miceliar de L. guieticolor y R. roseolus en medio
de cultivo liquido (Fig. 4), se repite la tendencia observada en medio sélido. L. quieticolor
present6 la mayor produccién de biomasa en BAF-glucosa (47 mg), equivalente a 1,2 g L™,
presentando diferencias significativas con todos los demads tratamientos. Para R. roseolus al
igual que en medio sélido el mejor medio de cultivo y fuente de carbono fue BAF-manitol

(115 mg) equivalente a 3,02 g L.
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Figura 4 Producciéon de biomasa miceliar de (A) L. guieticolor y (B) R. roseolus en los
medios de cultivo liquido BAF y MMN, utilizando como fuente de carbono manitol,
glucosa y sacarosa (10 g L™). Periodo de incubacién 30 dias. SEC: medio de cultivo sin
fuente de carbono. Letras iguales sobre las barras no presentan diferencias significativas.

A partir de los primeros ensayos se logré seleccionar el medio de cultivo BAF para las dos
especies fungicas y la fuente de carbono glucosa para Lactarius y manitol para Rhizopogon.
Con respecto a la cinética de crecimiento de L. quieticolor y R. roseolus, los resultados
indican que las dos especies flingicas presentaron buen crecimiento en medio liquido, tanto
bajo condiciones estdticas como agitadas. Al comparar ambas condiciones de cultivo
(agitacion, estdtica) para las dos especies flingicas se observd que la condicién agitada
favoreci6 la mayor produccion de biomasa miceliar (Fig. 5).

Se observa que desde el dia 15 al 30 L. quieticolor aument6 su produccién de biomasa bajo

agitacién constante con una velocidad especifica de p: 0,09 mm y 7 dias de duplicacién
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celular respecto a los 13 dias en condiciones estéticas. Por otra parte, R. roseolus, presentd
un aumento considerable en la produccion de biomasa en condicién agitada entre los 20 y
25 dias de cultivo, con una velocidad especifica de p: 0,121 mm y un tiempo de
duplicacién celular de 6 dias, mientras que en condiciones estdticas la duplicacién se
generd al dia 8. A partir de la cinética de crecimiento se establecieron 30 dias de cultivo,

con agitacion para los ensayos de optimizacion.

—o— Agitacion. p: 0.121 Tdup: 6 dias

~® Agitacion. 4: 0.09 Tdup: 7 dias o-- Estlico  p:0.105 Tdup: 8 dias

O-- Estatico  p:0.05 Tdup: 13 dias

Biomasa (mg)
Lo oy )

0 5 16 1‘5 2‘0 2‘5 3‘0 3‘5 4‘0 0 5 1‘0 1‘5 éo és éo :;5 4‘0
Tiempo (dias) Tiempo (dias)
Figura 5 Cinética de crecimiento a pH 5.5 por L. quieticolor (izquierda) y R. roseolus
(derecha) en condicion de agitacion y estdtica. p: tasa especifica de crecimiento. Tdup:

Tiempo de duplicacion celular.

Optimizaciéon

El crecimiento de los hongos ectomicorricicos L. quieticolor y R. roseolus son sensible a
pequenas alteraciones en los factores como el pH, la temperatura y la concentracion de la
fuente de carbono. El efecto de estos factores en el crecimiento de los hongos se estudi6 en
relacién con el total de biomasa producida expresado en g L. L. guieticolor present6
abundante crecimiento con el tratamiento 6 (3.25 g L' de biomasa, 0,1 1 g L".dia) y para
R. roseolus los valores mas altos de la biomasa se obtuvieron con el tratamiento 4 (8.60 g

L' 0,28 g L'l.dia), a los 30 dias de evaluados los ensayos (Tabla 2).
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Tabla 2 Valores experimentales y predichos para la biomasa expresado en g L-1.

Lactarius quieticolor Rhizopogon roseolus
Ensayon® Real Predicho Real Predicho
1 1.21 1.34 5.86 6.18
2 2.79 2.88 6.66 7.03
3 0.90 0.81 597 5.61
4 1.80 1.67 8.60 8.29
5 2.01 1.66 4.41 4.27
6 3.25 2.94 7.08 6.89
7 1.58 1.90 5.90 6.09
8 2.67 3.02 6.86 7.00
9 2.37 2.59 6.08 5.92
10 1.30 1.73 6.69 7.20
11 3.20 2.76 8.33 7.82
12 2.10 1.88 7.07 7.23
13 227 2.29 6.65 6.72
14 2.27 2.29 6.60 6.72
15 2.32 2.29 6.92 6.72

La ecuacion de regresion obtenida después del andlisis de la varianza permite obtener la
biomasa producida como una funcién de los tres factores en estudio. Por lo tanto la
respuesta predicha Y se puede conseguir mediante la resolucion de la ecuacion de segundo

grado (2), y se obtiene:

Y, = 2.29 + 0.600X, — 0.435X, + 0.080X; — 0.240X2 — 0.375X2 + 0.328X2 — 0.170X, X, —

3)
0.038X1X3 - 0.006X2X3

Y, = 6.72 + 0.883X, + 0.173X, + 0.485X; — 0.464X2 + 0.517X2 — 0.195X2 + 0.458X, X, — @
O.4’27X1X3 - O.4’68X2X3

Donde Y; e Y, es la biomasa predicha de L. quieticolor y R. roseolus, respectivamente. Los

coeficientes de la ecuacion 3 y 4 se enumeran en la tabla 3.

El resumen del anélisis de la varianza para la variable respuesta biomasa se muestra en la

tabla 4.

49



Tabla 3 Coeficientes del modelo.

Biomasa

Variables L. quieticolor R. roseolus
By 2.290 6.720
B, 0.600 0.883
B, -0.435 0.173
B; 0.080 0.485
By, -0.240 -0.464
By, -0.375 0.517
Bs; 0.328 -0.195
By, -0.170 0.458
Bi; -0.038 -0.427
By; -0.006 -0.468
02 0,73 0,74
R2 0,85 0,85

El andlisis ANOVA para la produccién de biomasa (g/L) indica que el modelo para ambas

especies es valido, la superficie de respuesta muestra una distribucién de Fisher para la

regresion de 21.20 y 21.8 y para la falta de ajuste es de 10,76 y 10,69 para L. quieticolor y

R. roseolus respectivamente, en tanto para la distribucion de la probabilidad muestra para

las dos especies flingicas valores para la regresion y falta de ajuste inferiores a P < 0,001.

Por lo tanto, la superficie de respuesta para la biomasa en la etapa de optimizacion es

estadisticamente confiable. Para ambas especies se presenta un coeficiente de correlacion

R? =0,85.

Tabla 4 Anélisis de regresion para biomasa (modelo de superficie de respuesta cuadratica

ajustada).

L. quieticolor R. roseolus

Valor F Valor F

Fuente SC gl MC (P<0.001)|SC gl MC (P<0.00D)
Modelo 17.3 9 1.920 21.2 38.62 9 4.291 21.8
Residuo 3.170 35 0.090 6.867 35 0.196

Falta de ajuste 2.88 3 0.963 10.76 3.44 3 1.14 10.69

Error 0.28 32 0.008 343 32 0.107

Correlacién total  20.276 44 45.48 44
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El grafico de superficie de respuesta ayuda a evaluar el efecto de cualquier combinacion de
dos factores en el crecimiento de los hongos en estudio. Por lo tanto, los efectos de la
interaccion pH/temperatura; glucosa o manitol/temperatura, y pH/glucosa o manitol, se

pudo conseguir.
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Figura 6 Superficie de respuesta para L. quieticolor (A-C) y para R. roseolus (D-F)

cultivados en medio liquido BAF durante 30 dias.

Los resultados muestran que al interactuar el pH y la temperatura (Fig. 6A) se observa que
a medida que aumenta el pH (5-5.5) y disminuye la temperatura (24-20°C) se incrementa la
biomasa. Por otro lado, al disminuir la temperatura (24-20°C) y existir un aumento en la
concentracion de glucosa para L. quieticolor la producciéon de biomasa miceliar se ve
incrementada (Fig. 6B). Finalmente, al interactuar el pH y la glucosa se observan valores
mdximos de biomasa a mayor pH y al utilizar 20 0 40 g L' de glucosa, mostrando una

disminucién de la biomasa cuando se utilizan 30 g L™ de glucosa (Fig. 6 C). En la Fig. 6D
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se observa que a medida que aumenta el pH desde 4,5 a 5,5 y existe un aumento en la
temperatura (28°C) se observan valores 6ptimos de produccién de biomasa para R.
roseolus. Cuando interaccionan las diferentes concentraciones de manitol con la
temperatura (Fig. 6 E) se observa que la biomasa se incrementa cuando existe una menor
temperatura y una mayor concentracion de fuente de carbono. Por ultimo, cuando
interaccionan el pH y las diferentes concentraciones de manitol (Fig. 6 F), se observa una
relacion directamente proporcional aumentando la biomasa a medida que aumenta el pH y
la fuente de carbono.

El escalamiento en biorreactor result exitoso (Fig. 7) obteniéndose rendimientos en gL'1
de 3,42 y 8,5 para L. quieticolor y R. roseolus, respectivamente, equivalentes a una
produccién de 0,24 y 0,61 gL"'.dia valores muy cercanos a los obtenidos en la etapa de
optimizacién, sin embargo, dada las condiciones controladas de pH, agitacion y aireacion
60% en la cuba de fermentacidon, la variable tiempo de cultivo es la que mas se beneficia
con una reduccién de un 53,3% (de 30 a 14 dias), respaldando con ello el modelo de
optimizacion.

Cuando se estudié la viabilidad del micelio encapsulado (Fig. 8) se pudo corroborar que a
los 5 dias de sembrados los pellet de R. roseolus comenzaron a germinar logrando al dia 15
practicamente completar la placa Petri. En cambio, L. quieticolor fue mas lento
comenzando a germinar al dia 12. Lo que indica el potencial que posee esta forma de

mantenimiento del micelio para los hongos ectomicorricicos evaluados.
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Figura 8 Siembra y viabilidad del encapsulado en medio MMN sdélido. a) Bolas de

alginato en agua desionizada estéril, b) Siembra en medio de cultivo sélido, c) viabilidad.
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4. Discusion

El uso de modelos estadisticos para optimizar la producciéon de biomasa fiungica y la
obtencion de metabolitos se ha incrementado en los dltimos tiempos, y ejemplo de ello son
los trabajos realizados con el hongo entomopatégeno Cordyceps militaris para la
produccion de biomasa (Hsieh et al. 2007; Cui y Yuan 2011), y con los hongos sapréfitos
Lentinus squarrosulus (Ahmad et al. 2013) para la producciéon de micelio y
exopolisacaridos, Ganoderma lucidum para la obtencion de compuestos fenolicos (Zarate-
Chaves et al. 2013) y Pleurotus sp. para la produccién de enzimas (Saravanakumar et al.
2010). En cambio, en hongos ectomicorricicos los trabajos de optimizaciéon de la
produccion de biomasa o metabolitos usando modelos estadisticos son escasos (Srinivasan
et al. 2000; Liu et al. 2008). Para estos ultimos, varios criterios de seleccion son requeridos
especialmente cuando el objetivo final es la produccién de grandes cantidades de biomasa
para la inoculacion de plantas a gran escala. Dentro de los criterios de seleccion destacan
las variables pH, concentracion y tipo de fuente de carbono y temperatura de cultivo, las
cuales son de gran significancia en la produccion de la biomasa miceliar. En el presente
estudio se utilizaron el azicar alcohol manitol, la hexosa glucosa, y el disacarido sacarosa
como fuentes de carbono, observandose que L. quieticolor produjo la mayor cantidad de
biomasa en medio BAF-glucosa, en tanto que R. roseolus presentd la mayor produccion de
biomasa en el mismo medio BAF, pero en presencia de manitol. Bajo estas condiciones la
biomasa producida por R. roseolus fue aproximadamente més del doble de la producida por
L. quieticolor. Aunque ambas especies son ectomicorricicas mostraron una clara diferencia
en cuanto a los requerimientos de fuentes de carbono para la 6ptima produccién de biomasa
bajo condiciones controladas. L. quieticolor es un hongo epigeo de habito agaricoide, en
cambio, R. roseolus es un hongo hipdgeo (falsa trufa), y aunque la parte vegetativa
(micelio) se encuentre siempre bajo el suelo sus requerimientos nutricionales no
necesariamente son los mismos. Se ha reportado que especies ectomicorricicas poseen
capacidad saprofitica como el caso de especies de los géneros Paxillus y Tuber (Reyna
2000). Estudios realizados en los hongos ectomicorricicos Infundibulicybe geotropa (Bull.)
Harmaja, Tricholoma anatolicum H.H. Dogan&lIntini y L. deliciosus (L.) Gray, todos de
fructificacion epigea, mostraron que la mayor produccién de biomasa miceliar por 1.

geotropa se obtenia utilizando fructosa, en cambio con 7. anatolicum y L. deliciosus esto
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ocurria utilizando glucosa (Akata et al. 2012). Esto dltimo concuerda con los resultados
obtenidos en el presente estudio para L. quieticolor. Para R. roseolus, que aunque produjo
la mayor cantidad de biomasa en manitol, cuando fue cultivado en glucosa la cantidad de
biomasa fue alta pero significativamente inferior a manitol. La glucosa es una fuente de
carbono fécilmente metabolizada por la mayoria de los microorganismos, la cual
incorporan en el metabolismo para la produccidén rdpida de energia para los procesos
celulares (Deacon 2006; Jonathan y Fasidi 2001). Es conocido que los hongos
ectomicorricicos transforman los azicares producidos y obtenidos desde las plantas
(sacarosa, glucosa y fructosa) en manitol o trehalosa para incorporarlas a su metabolismo
(Smith y Read 2008). El manitol cumple importantes funciones como forma de
almacenamiento de carbono y poder reductor, ademds de almacenarse en vacuolas para
regulacién del pH celular (Deacon 2006). Un mejor aprovechamiento de manitol por R.
roseolus podria explicar la mayor producciéon de biomasa flingica en comparacién con L.
quieticolor.

La temperatura de cultivo es otro de los factores externos que juegan un papel significativo
en el crecimiento de los hongos ectomicorricicos. La mayoria de los hongos son
mesofilicos, es decir, crecen comtinmente en un rango de temperatura entre 10-40°C
(Deacon 2006), y en este grupo se encuentra la mayoria de los hongos ectomicorricicos.
Dentro del rango de temperatura de crecimiento se pueden observar diferentes grados de
tolerancia y muchas veces el aumento de la temperatura puede provocar una disminucién
en el crecimiento fingico y, a veces el cese total (Srinivasan et al. 2000). Una excepcion
dentro de los hongos ectomicorricicos es el caso de P. tinctorius con capacidad de crecer a
temperaturas entre 40 y 42 °C, con un punto de muerte térmica de las hifas a 45°C (Hung y
Chein 1995). Para las dos especies en estudio las temperaturas 6ptimas para la produccion
de biomasa fueron encontradas dentro del rango normal de los hongos mesofilicos, siendo
la temperatura 6ptima de R. roseolus (28°C) (poco comin para especies hipogeas), siendo
superior a la de L. quieticolor (24°C). Las temperaturas Optimas que presentan estas dos
especies fungicas las hace buenas candidatas para la produccién de biomasa a gran escala
en biorreactor, debido al bajo requerimiento energético que se necesita para mantener el

control de temperatura durante el cultivo.
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El pH 6ptimo de R. roseolus y L. quieticolor para la produccién de biomasa fue de 5.5, lo
que se relaciona con los valores del pH del suelo donde estas especies se desarrollan, que
corresponden a suelos levemente acidos. Al respecto, Teoh et al. (2010; 2012) estudiando el
efecto del pH, estrés por agua y temperatura de ocho especies ectomicorricicas, obtuvo
diferentes producciones de biomasa variando de acuerdo a la especie fungica estudiada,
llegando algunas especies como R. roseolus and S. collinitus a crecer incluso a pH 2,5 y
con un alto estrés hidrico (13,85 y —15,45 bar), lo que destaca el potencial que posee R.
roseolus para programas de inoculacién de plantas en vivero.

Al evaluar la cinética de crecimiento se pudo corroborar que la condicién de agitacion
favorecio la produccién de biomasa fingica, lo que estaria relacionado con una oxigenacioén
homogénea dentro de los matraces y al mismo tiempo con una fragmentacion continua del
micelio generando nuevos puntos de crecimiento activo, ademds de permitir una mayor
transferencia de masa de los nutrientes hacia los hongos (Wang et al. 2012). La mayor
velocidad especifica de crecimiento (1) para L. quieticolor y R. roseolus se registrd en
agitacion (0,09 y de 0,12 dia"l, respectivamente), siendo estas velocidades superiores a las
presentadas en condiciones estdticas. El tiempo de duplicacion celular (Tdup) es el tiempo
que media entre dos duplicaciones sucesivas, y en este caso dependié de la condicién de
cultivo y de la especie fungica. Para L. quieticolor y R. roseolus el tiempo méiximo de
duplicacién celular fue de 7 y 6 dias, respectivamente, bajo condicién agitada, muy por
debajo de los 13 y 8 dias bajo condicidn estética.

La SRM permitié6 determinar las condiciones Optimas dentro de la regién experimental
ensayada obteniendo un aumento de la produccién de biomasa de 1,2 para 3,25 g L™ en el
caso de L. quieticolor a pH 5,5, 24°C de temperatura de cultivo y 20 g L™ de concentracién
de glucosa. Para R. roseolus el aumento de biomasa fue de 3,02 para 8,6 g L'a pH 5.5,
28°C de temperatura de cultivo y 30 g L"'de concentracién de manitol. Esto corresponde a
un incremento semejante de 2,71 y 2,85 veces en la produccién de biomasa para L.
quieticolor y R. roseolus, respectivamente, bajo condiciones optimizadas. Para el hongo
ectomicorricico P. tinctorius (Liu et al. 2008) se encontrd un rango 6ptimo de crecimiento a
pH 5,8-6 y a una temperatura de 29-30°C, cuando fue cultivado entre 40-45 dias y en estas
condiciones la mdxima produccién de biomasa fue de 1,13 g L', muy por debajo de lo

encontrado para L. quieticolor y R. roseolus, esto debido principalmente al lento
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crecimiento que posee P. tinctorius en medios de cultivo artificiales (Liu et al. 2008). Otros
procesos de optimizacién de biomasa han encontrado un incremento de 1,4 veces en la
produccién de biomasa por el hongo saprofito Coriolus versicolor y de 1,9 veces en el
hongo entomopatégeno C. militaris (Ahmad et al. 2013). Esto resalta la importancia de la
utilizacién de modelos de optimizacion para producir biomasa flngica.

Si bien los estadigrafos, coeficiente de correlacion R? y predictividad Q2 (Tabla 3)
representan el indice de explicacién de la variabilidad total encontrada en la respuesta y el
indice de prediccion que presenta el modelo, respectivamente, éstos no entregan
informacién acerca de la confiabilidad del modelo. Para ello, es necesario que el F de
regresion (modelo) sea mayor que el F de falta de ajuste. Ademads, debe cumplirse que el
valor P de la regresiéon sea menor que 0,05 (Montgomery 2002). Bajo estos supuestos el
andlisis ANOVA (Tabla 4 A y B) para la produccién de biomasa (g L) indica que el
modelo para ambas especies flngicas fue satisfactorio. Por lo tanto, la superficie de
respuesta para la biomasa en la etapa de optimizacion fue estadisticamente confiable. El
grafico de superficie de respuesta ayuda a evaluar el efecto de cualquier combinacién de
dos factores en el crecimiento de los hongos en estudio, por lo tanto, para los efectos de
interaccion del pH-temperatura, fuente de carbono-temperatura, y pH-fuente de carbono, se
pudo conseguir una respuesta favorable. A través del proceso de optimizacion utilizando
SRM fue posible establecer las condiciones de concentracién de fuente de carbono, pH del
medio de cultivo y temperatura de cultivo para la maxima obtencién de biomasa en medio
liquido y bajo condiciones agitadas con R. roseolus y L. quieticolor, previa determinacion
del mejor medio de cultivo y tipo de fuente de carbono.

Cuando se escal6 la produccién de biomasa a biorreactor Boiostat C se pudo obtener
valores muy cercanos a los obtenidos por el disefio con la ventaja de reducir el tiempo de
cultivo dada las variables controladas dentro de la cuba de fermentacién (ej. pH constante,
oxigenacion, fragmentacion del micelio generando nuevos puntos de crecimiento, T°
estable) al igual que lo obtenido por Rossi (2006 y 2007) y Travieso (2011). Finalmente la
encapsulacion del micelio resulto exitosa siendo una alternativa de mantencién del micelio

fingico o como una forma de aplicacién de indculo en la viverizacion de plantas.
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CAPITULO IV
Metabolitos secundarios producidos
por el hongo comestible Lactarius

quieticolor
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1. Introduccion

Los hongos ectomicorricicos comestibles son una fuente de nutrientes esenciales: proteinas,
carbohidratos, vitaminas y de fibra dietética, indispensables para el funcionamiento normal
del organismo (Cheung 2010). Para enriquecer las comunidades de hongos
ectomicorricicos (HEMC) en plantaciones forestales y aumentar su produccion de setas, se
han desarrollado técnicas para su cultivo axénico, posterior inoculacion de plantas en
vivero y establecimiento en campo para obtener los cuerpos fructiferos. Dentro de los
métodos utilizados para la produccion de inéculo fingico, la fermentacién liquida, en
biorreactores, o sélida, utilizando vermiculita, son los procedimientos més frecuentes para
producir micelio en grandes cantidades (Kuek 1994; Durand 1995; Pera y Parladé 2005).
Entre los tipos mas comunes de biorreactores utilizados en la mayoria de los estudios estd
el biorreactor con tanque agitado (Rossi 2006). Sélo algunas especies de hongos
ectomicorricicos han sido utilizadas para generar el volumen de in6culo necesario para la
micorrizacién controlada de un gran nimero de plantas de interés forestal. Entre tales
especies destacan Hebeloma cylindrosporum Romagn. (Le Tacon et al. 1985), Laccaria
laccata Scop. Cooke (Sasek 1989; Kuek 1996), Suillus luteus L. ex Fr. (Sasek 1989;
Travieso 2009), Pisolithus tinctorius (Pers.) Coker & Couch (Pradella et al. 1990) y
Cenococcum geophilum Fr. (Job 1996). Un aspecto poco considerado es que junto con
aumentar el rendimiento de biomasa miceliar, se obtienen grandes cantidades de caldo de
cultivo que frecuentemente son descartados como subproducto de desecho al finalizar la
fermentacion. Sin embargo, estos caldos de cultivo podrian contener enzimas extracelulares
o metabolitos secundarios de gran interés y valor comercial (por ejemplo: dcidos orgénicos,
antibidticos, polisacdridos, etc.) (Wang et al. 2012; Zarate-Chavez et al. 2013). La
produccién de metabolitos secundarios ha sido bien estudiada en hongos micorricicos y
saprofitos comestibles desde cuerpos fructiferos, orientado a encontrar efectos
nutraceuticos a los carpéforos para las personas que los consumen (Barros et al. 2007; ). La
escasa literatura publicada de metabolitos secundarios de L. quieticolor desde caldo de
cultivo hacen necesario estudiar los metabolitos secundarios producidos por el micelio y
secretado al medio extracelular, proyectando que los caldos serian un buen subproducto

para la obtencién de estos metabolitos.
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Jikay (2007), ha revisado los compuestos quimicos producidos por mas de 100 hongos
micorricicos y saprofitos (basidiomicetos y ascomicetos), reportando que se han aislado
mds de 300 compuestos, incluyendo 150 terpenos, fenoles y compuestos nitrogenados
desde cuerpos fructiferos. Muszynska et al. (2011), identificaron y cuantificaron por
primera vez varios compuestos inddlicos a partir de cuerpos fructiferos de cuatro hongos
comestibles comerciales (Agaricus bisporus J.E. Lange, Cantharellus
cibarius Fr., Lactarius  deliciosus L. Gray y Leccinum rufum (Schaef.) Kreisel),
concluyendo que la serotonina y la melatonina eran los nicos compuestos comunes en
todas las especies y los bajos contenidos de L-triptéfano, triptamina y S-hidroxitriptéfano
detectados confirmaban el uso seguro de estas especies para el consumo humano (Bedry et
al. 2001 y Wurst et al. 2002). El género Lactarius estd bien documentado en cuanto a la
presencia de metabolitos en los cuerpos fructiferos principalmente del tipo sesquiterpenos
(Sterner et al. 1985), lactaranos (Zhang 1996) y pigmentos (Yang et al. 2006). Ayer y
Trifonov (1994), trabajando con L. deliciosus cultivado en medio liquido en matraz
encontraron acido anofinico, un nuevo chroman 4-one, dipéptidos ciclicos, ergosterol y una
mezcla de 4cidos grasos, a pesar de trabajar con medios de cultivo no especificos para
hongos ectomicorricicos (extracto de malta/levadura) y a 18 °C. La presencia de
metabolitos secundarios en los caldos de cultivo de L. quieticolor, permitiria darles un uso
a los grandes volimenes de caldo de fermentacion obtenidos como subproducto en la
produccién de biomasa miceliar que hasta el momento son descartados como desecho. En
este trabajo se caracterizaron los principales metabolitos secundarios producidos por
Lactarius quieticolor cultivado en medio liquido en biorreactor y la actividad antifingica
de los principales metabolitos fue también determinada. La produccion de metabolitos
secundarios por L. quieticolor en biorreactor fue ademds comparada con la produccién en

matraces.

2. Metodologia

Hongo ectomicorricico

Los carpéforos de la especie Lactarius quieticolor Romagn., fueron recolectados en

plantaciones adultas de Pinus radiata en la comuna de Concepcion (Cerro Universidad de
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Concepcion), Provincia de Concepcion, Region del Biobio, Chile (36°49°38.51” S vy
73°02°06.27” O), a 40 m.s.n.m. Cultivos puros de L. guieticolor fueron obtenidos en el
Laboratorio de Biotecnologia de Hongos (LBH) de la Universidad de Concepcién, Campus
Los Angeles, a partir de los cuerpos fructiferos. La identificacién de la especie se realizé de
acuerdo a caracteristicas macroscopicas y microscopicas de los carpéforos recolectados
(Moreno et al. 1996; Valenzuela 1998; Gerhardt et al. 2000; Keizer 2000; Lazo 2001) y
molecular (Capitulo 2). La cepa (LBH-Lg-C2) ha sido mantenidas en medio BAF y MMN
pH 5,5 a 24 °C en estufa de incubacion.

Produccion de pre-inéculo miceliar

Dos matraces Erlenmeyer (500 mL) con 250 mL de medio liquido MNM, con 10 mg/ml de
glucosa como fuente de carbono y pH ajustado a 5,8, fueron esterilizados a 121°C/1 atm
durante 15 min. Posteriormente, los matraces fueron inoculados con 6 discos de agar-
micelio (5 mm didmetro) de L. quieticolor obtenidos de cultivos stock, bajo cdmara de flujo
laminar e incubados en oscuridad a 24+1°C durante 2 semanas en condiciones agitadas (120

rpm). Estos cultivos fueron utilizados como pre-indculo para el cultivo en biorreactor.

Cultivo de L. quieticolor en biorreactor

La fermentacion se llevé a cabo en un biorreactor LIFLUS GX con capacidad de 5 L.
Previa esterilizacion de cada uno de los accesorios del biorreactor, se procedié a la
calibracion del electrodo de pH, bombas peristdlticas para dispensar dcido (HCl 1 M) y
base (NaOH 1 M) y sensor de temperatura. El electrodo de oxigeno fue calibrado después
de la etapa de esterilizacion del vaso del biorreactor. La esterilizacién del vaso del
biorreactor conteniendo 2,0 L del medio de cultivo MNM, glucosa 10 g/L y pH para 5,5 se
realizé durante 15 min. Después de la esterilizacién y cuando el medio de cultivo alcanzé
una temperatura aproximada de 40°C, bajo condiciones de asepsia se adiciond
estreptomicina (0,05 g/L) con la finalidad de evitar contaminacién bacteriana. Cuando la
temperatura alcanzé 25°C aproximadamente, se procedié a la inoculacién del biorreactor
con 0,5 L del pre-in6culo liquido preparado previamente. El volumen total de trabajo
dentro del vaso del biorreactor después de la adicion del inéculo fue de 2,5 L. Las variables

pH, temperatura, oxigeno disuelto y velocidad de agitacion, fueron ajustadas a 35,8, 24°C,
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60% y 120 rpm, respectivamente, y mantenidas constantes en el biorreactor durante todo el
periodo de crecimiento. El periodo de incubacion fue de 20 dias y al finalizar el cultivo fue

determinada la cantidad de biomasa miceliar como peso fresco del micelio (g).

Determinacion de metabolitos secundarios producidos por L. quieticolor

A los 20 dias de fermentacion en biorreactor bajo condiciones controladas, 2,3 L de caldo
de cultivo fueron separados de la biomasa miceliar por filtracién en papel Whatman N° 3 y
luego extraidos mediante adsorciéon en fase sélida empleando amberlita XAD-2 y
extraccion en fase soélida (SPE). Una parte del caldo de cultivo (2 L) se mezcl6 con 40 g de
amberlita y se dejé en agitacion durante 1 h a 150 rpm. Posteriormente, la mezcla se
acondiciond en una columna de vidrio (70x5cm) y se eluy6 con 150 ml de acetona. Para la
extraccion SPE se utilizaron 300 ml de caldo de cultivo filtrado en cartuchos ODS-C 18
AccuBond II (Agilent Technologies) y posteriormente eluidos con 20 ml de metanol.

Los extractos aceténicos y metandlicos fueron caracterizados mediante GC-MS en
cromatografo Agilent 7890A con detector de masas 5975, equipado con columna capilar de
silica fundida, tipo HP5-MS, de 30 m, 0,25 mm de didmetro interno y 0,25 pum de espesor
de film, bajo las siguientes caracteristicas: Temperaturas: inyector: 250°C; detector (masas):
280°C; horno: inicial 100°C por 5 min, incrementando a 8°C/min hasta 250°C manteniendo
por 15 min. Detector usado en modo scan entre 50 y 500 amu. Flujo de gas carrier (helio de
grado electrénico) a 1ml/min. La caracterizacion fue realizada mediante comparaciéon con
base de datos NIST ®. La presencia de dcidos orgédnicos de bajo peso molecular fue
determinada directamente en el caldo de cultivo a través de cromatografia liquida de alta
eficiencia (HPLC) en un equipo con detector de arreglo de diodos Agilent Serie 1100
utilizando una columna BP-OA 2000-0 Benson Polimeric. Como fase mévil se utiliz6 4cido

fosférico 0,2% (v/v), con un flujo de 0,5 mL/min, y la deteccién se realizé a 210 nm.

Cultivo de L. quieticolor en matraces Erlenmeyer

Tres matraces Erlenmeyer (500 mL) con 200 mL de medio liquido MNM, con 10 mg/ml de
glucosa como fuente de carbono y pH ajustado a 5,5, fueron esterilizados a 121°C/1 atm
durante 15 min. Posteriormente, los matraces fueron inoculados con cuatro discos de agar-

micelio (5 mm didmetro) de L. quieticolor obtenidos de cultivos stock, bajo cdmara de flujo
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laminar e incubados en oscuridad a 24+1°C durante ocho semanas en condiciones estdticas
para luego la biomasa producida ser separada del caldo de cultivo por filtracién en papel.
El caldo de cultivo fue extraido utilizando sélo la técnica SPE metandlico descrita
anteriormente. El caldo de cultivo residual fue extraido con acetato de etilo para

posteriormente ser concentrado y analizado por CG-masa.

Ensayo de actividad anti-fliingica con extractos totales

Extractos metandlicos (LD;) y en acetato de etilo (LD,) de los caldos de cultivo de L.
deliciosus obtenidos a través de SPE fueron concentrados en rota vapor y secados a 40 °C
para posteriormente ser utilizados para evaluar su actividad anti-flingica sobre Botrytis
cinerea Pers.: Fr., Fusarium oxysporum Schlechtend., Penicillium notatum Westling y
Fusarium avenaceum (Fr.) Sacc. Para ello, se utiliz6 la técnica de difusién en agar. Se
diluy6 1 mg de extracto seco en 1 ml de etanol y se utiliz6 papel de filtro (Whatman 5 mm
de didmetro) impregnado con 10 y 20 ul de los extractos (LD; y LD,, respectivamente,
correspondientes a 100 y 200 pug/mL). Los discos impregnados fueron colocados sobre
placas de Petri con medio PDA (papa-dextrosa-agar) inoculadas con esporas de los
respectivos hongos. Como control negativo se utiliz6 el disco de papel impregnado 10 pl

del solvente.
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3. RESULTADOS

Metabolitos producidos por L. quieticolor cultivado en biorreactor

Los extractos fungicos obtenidos en los cultivos en biorreactor y en matraces fueron
analizados mediante cromatografia de gas con deteccion de masa. Los principales
metabolitos detectados por CG-Masa en el extracto acetonico y metandlico se presentan en
tabla 1.

Los metabolitos presentes con mayor porcentaje en los extractos acetdnicos fueron el dcido
propanodioico (3-oxo-1-ciclopentano-1-il) (Fig. 1A), derivados de hidroquinona vy

ergosterol, mientras que en la extracciéon metandlica SPE fué el 4cido decanoico (Fig . 1B).

Tabla 1 Metabolitos detectados en el caldo de cultivo de Lactarius quieticolor creciendo en

biorreactor LIFLUS GX (5 L) en orden decreciente de abundancia.

Extraccion con Acetona usando Amberlita XAD-2 (%) Extraccion metanélica SPE (%)
Acido Propanodioico (3-oxo-1-cyclopentane-1-yl) 37 Acido Decanoico 93
Derivado de Hidroquinonas 17  3,4-2-h-coumarin, 4,4,5,6,8-pentamethyl 1.73
Ergosterol 10 Derivado desde hydroxinaftaleno <1
2 metil 1,3 cyclohexanedione 3.6 Acido Hexadecanoico methyl ester <1
Acido Benzoico 2.3

Sesquiterpeno (5 hidroxy 7 -oxbicyclo [4.1.0] hept 3 en 2 one) 1.5
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Figura 1 Cromatograma CG-MS de los principales metabolitos obtenidos a partir del caldo

de cultivo de L. gquieticolor creciendo en un biorreactor LIFLUS GX (5 L) (A)

propanodioico (3-oxo-1-ciclopentano-1-il) (15,8 min), (B) dcido decanoico (8,5 min).

Ademids de la determinacién de los metabolitos secundarios, se analiz6 la presencia de
acidos orgénicos de bajo peso molecular en el caldo de cultivo de L. guieticolor a través de
HPLC. Bajo las condiciones de cultivo en biorreactor sélo fue posible detectar la presencia

de acido oxalico en concentracion de 20 pug/mL y acido Fumarico 4 ug/mL.

Metabolitos producidos por L. quieticolor cultivado en matraces
Como resultado del cultivo de L. quieticolor en matraces bajo condiciones de agitacion,
durante 8 semanas, se detectd la presencia de otros metabolitos (Tabla 2), entre los cuales

destacan el cubenol (sesquiterpeno), escualeno (terpeno) y azuleno (pigmento) (figura 2 a, b

y C).
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Tabla 2 Metabolitos detectados en el caldo de cultivo de Lactarius quieticolor creciendo en

matraces erlenmeyer.

Extraccion metanoélica (%) Extraccion con acetate de etilo (%)
2,4-Dimethyl-5,6-dimetoxi-8-aminoquinoline 11.9  2-(2-butoxyethoxy)-Ethanol acetate 32.19
Cubenol 5.28  2,4-bis(1-phenylethyl) phenol 8.5
Escualeno 3.37  1,4-dimethyl-7-(1-methylethyl)-Azulene 2.38
Chromone, 2,2,6,8-tetramethyl 2.83
10-octadecenoic acid, methyl ester 2.4
Acido estedrico 1.6

Los metabolitos fueron extraidos del caldo de cultivo solamente por SPE.
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Figura 2 Perfiles GC-MS de metabolitos principales obtenidos a partir del caldo de cultivo
de L. quieticolor creciendo en matraces Erlenmeyer; sefales principales corresponden a:

(A) Cubenol, (B) Escualeno, (C) 1,4-dimetil-7- (1-metiletil) -Azulene.

Actividad antifingica

La actividad antifiingica de los extractos LD; y LD, obtenidos de los cultivos de L.
quieticolor en matraz fue evaluada a través del ensayo con discos de papel. Ambos tipos de
extractos no presentaron actividad antifiingica, independiente de la concentracién utilizada,
contra las cepas ensayadas, excepto el extracto LD, contra Penicillium notatum. Sin
embargo, el porcentaje de inhibicion del crecimiento con este hongo fue s6lo del orden del
5% para los discos impregnados con 10 ul y de 10 % para los discos impregnados con 20 ul

del extracto de L. deliciosus.
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Figura 3 Actividad anti-fingica de L. quieticolor LD2. a) Control, b) 100 ug y ¢) 200 ug
4. DISCUSION

El cultivo en biorreactor ofrece varias ventajas, destacando entre ellas el control de los
parametros de cultivo dentro del vaso del fermentador. Chapman et al. (1990), sugirieron
que los hongos ectomicorricicos tenfan un crecimiento limitado en medio liquido. Sin
embargo, en estos resultados esta técnica es factible y favorece el crecimiento de L.
quieticolor coincidiendo con el trabajo de otros autores para otros hongos ectomicorricicos
(Kuek 1996; Carrillo 2000; Carrillo et al. 2004; Rossi 2006; Oliveira et al. 2006; Travieso
2009). Lactarius quieticolor sigue pautas bien marcadas en su crecimiento. En primer
lugar, se establece una fase de aclimatacion y adaptacion del micelio al cultivo. En esta
etapa no se observa un aumento en la biomasa miceliar (4 dias). Una segunda fase de
crecimiento exponencial aproximadamente del dia 5 al 17 que coincide con un descenso del
pH y aumento del consumo de dlcali, que se propaga hasta que queda saturado el cultivo,
momento en que se inicia la fase de saturacion con inhibicion del crecimiento 6ptimo de la
fase exponencial, similar a lo reportado por Carrillo (2000), para L. deliciosus. En este
estudio se han obtenido 12 g de biomasa fiingica en 20 dias de cultivo, con un promedio de
0,66 g/L.dia considerdndose una buena cantidad para la textura poco densa que presenta el
micelio de L quieticolor. Ensayos de produccién de micelio en otros hongos se han

obtenido produccién de 0,25 g/L dia” de biomasa miceliar para Suillus grevillei (Baroglio
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et al. 2000) y con Rhizopogon nigrescens, se han obtenido rendimientos superiores a 1 g/L
dia’' de biomasa miceliar (Rossi 2006; Oliveira et al. 2006).

La alta actividad metabdlica del hongo en estudio ha permitido obtener importantes
metabolitos en el caldo de cultivo, alguno de ellos tienen uso industrial como el 4cido
decanoico o céprico (93%), un 4cido graso saturado cuyo uso principal se centra en la
producciéon de perfumes y sustancias aromatizantes, agentes humectantes y aditivos
alimentarios (Cermak et al. 2007), asi como protecciéon contra la corrosion de acero
galvanizado (Lebrini et al. 2009). Actualmente, también es utilizado como una
nanoestructura para la microextraccion de pesticidas de aguas naturales (Moral et al. 2012)
y utilizado en la formulacién de nanoparticulas para el transporte de insulina en el tracto
intestinal (Du et al. 2014). Ahora, es necesario poder realizar otros experimentos para
separar estos metabolitos y poder generar protocolos para optimizar su produccién y
evaluar su posible uso en la industria.

Por otra parte, se han encontrado otros metabolitos como el cubenol, un sesquiterpeno que
presenta un grupo OH. Al respecto, la presencia de un grupo OH, es un desacoplador
eficiente de la membrana plasmadtica bacteriana creando inestabilidad y es a menudo letal
(Hammond y Lambert 1981). Esto permite suponer que los extractos obtenidos en este
estudio pueden presentar actividad antibacteriana debido a la presencia de este compuesto.
Los dcidos orgdnicos oxdlico y fumadrico detectados a través de HPLC se encuentran
naturalmente en plantas y hongos, son de gran importancia biolégica ya que forman parte
de diferentes rutas bioldgicas entre las que destaca el Ciclo de Krebs (Casafias et al. 2003).
Actualmente el 4cido Fumarico es usado en la industria alimenticia en producto como los
refrescos en polvo (Restrepo 2004).

La actividad antifingica presentada por los extractos totales de L. quieticolor frente a
Penicillium notatum, fue baja comparada con la actividad antifingica presentada por
extractos de plantas (Timothy et al. 2012). Sin embargo esto puede estar dado por la baja
concentracion que se utilizé en el ensayo (10 y 20 pug/mL). Se ha observado que L.
deliciosus disminuye la germinacién de esporas de Penicillium implicatum e inhibe el
crecimiento del micelio de Pythium regulare y Rhizoctonia praticola (Park 1970), lo que
pudiese explicar la inhibicion del crecimiento presentada por Penicilium notatum en este

estudio. Aparte de los carotenoides, s6lo unos pocos terpenoides son compuestos
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coloreados. El color del carpéforo lesionado, asi como del latex de varias especies de
Lactarius (Russulaceae) cambia de color por sesquiterpenos. El latex de la mayoria de las
especies de Lactarius Sect. Dapetes particularmente de L. deliciosus y especies afines es de
color anaranjado cambiando a verde al oxidarse, por ejemplo en heridas o basidiomas
senescentes. Estos cambios de color son debido a sesquiterpenos derivados del azuleno. Los
compuestos responsables de estos cambios de color en L. deliciosus son el 1,4-dimetil-7-(1-
methylethenyl) azuleno (azul lactarazuleno) y 4-metil-7-(1-methylethenyl) azuleno-1-
carbaldehido (rojo-violeta lactaroviolin) (VeliSek and Cejpek 2011), el primero de ellos
confirmado en la cepa chilena de L. quieticolor estudiada.

Finalmente, se puede concluir que el caldo de cultivo de L. quieticolor producido en

biorreactor produce metabolitos secundarios de interés como el dcido decanoico.
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CAPITULO V
Micorrizacion de especies de Pinus con
L. quieticolor y R. roseolus.
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1. Introduccion

El género Pinus es uno de los més utilizados en silvicultura a nivel mundial, tanto por la
cantidad de especies como por el valor econémico que tienen muchas de ellas en sus paises
de origen y en los lugares donde han sido introducidas (Zobel et al. 1987; Zobel y Talbert
1992; Muioz 2008). Dentro de ellas, Pinus radiata (pino insigne) D. Don es la més
representativa en Chile llegando actualmente a 1,5 millones de hectareas plantadas en el
territorio nacional, siendo su madera altamente demandada por la industria forestal (Fritz
2004; INFOR 2010). Las mayores superficies plantadas se encuentran en las regiones de
Maule, Biobio y Araucania (INFOR 2010). En la zona Sur y Austral, la especie preferida
por su rapido crecimiento y su eficiencia en la recuperacion de terrenos deforestados es
Pinus ponderosa Dougl. ex. Laws. alcanzando en la actualidad superficies de terreno
importantes desde el punto de vista econémico (Donoso 2008). Ambas especies se asocian
a hongos ectomicorricicos bajo condiciones naturales para proveerse de nutrientes
esenciales, principalmente nitrégeno, fésforo y agua (Smith y Read 2008). Numerosos
estudios han demostrado la superioridad de las pldntulas micorrizadas frente a las no
micorrizadas en términos de establecimiento y supervivencia en campo (Gagnon et al.
1988; Stenstrom et al. 1990 y 1997; Honrubia et al. 1991; Krasowski et al. 1999;
Jumpponen 2001; Van Tichelen et al. 2001; Dunabeitia et al. 2004; Ortega et al. 2004;
Castrillon et al. 2015). Sin embargo, el manejo de la micorrizacién bajo sistemas que
reciben fertilizacién requiere un estudio detallado para cada caso, dado que existen
reportes contradictorios sobre el efecto inhibidor de la fertilizacién sobre la micorrizacidn,
dependiendo de las especies arboéreas y fungicas involucradas (Wallander and Nylund
1992; Colpaert et al. 1992; Arnebrant 1994; Le Tacon et al. 1997; Khasa et al. 2001;
Menkis et al. 2005; Diaz et al. 2010). En el presente estudio se evalud el efecto de la
inoculacién de los hongos ectomicorricicos Lactarius quieticolor y Rhizopogon roseolus en
forma independiente y combinada, ademads, de la aplicacion de fertilizantes Basacote 6M.
Se hipotetiza que la inoculacién de P. radiata y P. ponderosa con L. quieticolor y R.
roseolus estimulara el crecimiento del tallo y del sistema radical de las especies vegetales
de forma similar a lo que se obtiene cuando se aplica fertilizante comercial Basacote 6M

en la viverizacion de plantas.
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2. Metodologia

Especies fiingicas

Como indculo para la induccién controlada de simbiosis ectomicorricica en Pinus radiata y
P. ponderosa en vivero se usaron Lactarius quieticolor LBH-Lq-C2 y Rhizopogon roseolus
LBH-Rr-LLB2, de la coleccién de cultivos del Laboratorio de Biotecnologia de Hongos,

Campus Los Angeles, de la Universidad de Concepcidn,.

Preparacion del inéculo miceliar liquido (IML).

De los cultivos almacenados (colonias activas) de L. quieticolor y R. roseolus, se retiraron
cuatro discos de agar-micelio (7 mm de didmetro) por separado, para ser transferidos a
matraces Erlenmeyer (500 mL) que contenian 250 mL de medio liquido BAF segin
proceso de optimizacién (Capitulo III). Los matraces fueron tapados con algodén y alusa,
previamente autoclavados a 121° C durante 15 min., en autoclave marca Huxley modelo
HL-340. Posteriormente, los matraces fueron incubados en oscuridad a 24 + 1° C durante
20 dias en condiciones estaticas. Luego la biomasa producida fue cosechada y triturada en
licuadora manual con agua destilada (suspension miceliar), y posteriormente utilizada como
fuente de indculo miceliar liquido (IML), con una dosis de 10 mL por planta en

concentracion de 1:10 v/v (1 mL de micelio fresco diluido en 10 mL de agua destilada).

Produccion de plantas, micorrizacion y evaluaciéon de parametros de crecimiento de
P. radiata y P. ponderosa

Semillas de P. radiata y P. ponderosa fueron sembradas en almdcigos de 75 cc
conteniendo como sustrato mezcla de turba-vermiculita-perlita en proporcién 2:1:1,
previamente esterilizado por 1 h, por tres dias consecutivos (Figura 1). Una vez
germinadas las semillas (20-30 dias) y desarrollado el sistema radicular secundario de las
pléntulas, se trasplantaron a tubetes de 180 cc (aerotubos), con el mismo sustrato,
momento en el cual se inocularon con las suspensiones miceliares 10 mL/planta de los
hongos en estudio en forma individual (Lactarius o Rhizopogon) o mezclas de indculos
(Lactarius + Rhizopogon). Se aplic6 ademds fertilizante en forma independiente (s6lo

fertilizante) o en interaccion con los indculos fingicos (fertilizante + hongos) (Tabla 1),
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aplicando 220 mg/planta, equivalente a 35 mg de N (Diaz et al. 2010). Los nutrientes
suplementados fueron N-P-K (16% N, 12% P,0s, 12% K,0, 2% MgO, 5% S) (Basacote
6M). Las plantas fueron mantenidas en cimara de crecimiento (controlando temperatura a
24 °C, con fotoperiodo de 16/8 luz/oscuridad y entre un 50-70 % de humedad relativa) y
regadas dos veces por semana a capacidad de campo. A cinco meses de la inoculacion de
P. radiata y P. ponderosa, se procedié a su evaluacidén, tomando en consideracion
crecimiento en altura (desde el cuello hasta el brote apical, cm), didmetro a la altura del
cuello (DAC, mm), biomasa aérea (g) y biomasa radicular (g) en peso seco. Una vez
obtenidas las muestras de biomasa aérea y radicular de las plantas de P. radiata y P.
ponderosa, estas fueron secadas a 60 °C en estufa durante 48 h para posteriormente ser
pesadas en balanza de precision hasta obtener peso constante, determinando asi la

biomasa como peso seco (g).

Produccionde Plantas

v v
[ Laboratorio ‘ Cdmara de cultivo
— ¢ - deplantas
. - Sustrato Corteza Pino
erminacién de semillas de Pino
Esterilizacion
Produccion Masiva ™
déméﬁalGMf iﬂf‘ Esterilizacion en m m
. Superficie
Sustrato Estéril
; v
Desarrollo Sistema
Inoculacién ! Radicular Secundario
Cosechadelnoculo | Viverizacién de Plantas s

Evaluacién Atributos Morfoldgicos

Y Fisiolégicos
v
Obtencién de
Plantas
Figural Esquema para la produccién de plantas micorrizadas.
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Tabla 1 Ensayos de Inoculacién con L. quieticolor y R. roseolus bajo condiciones

controladas.
Tratamiento Especie Fangica Especie Réplicas
Vegetal

A Sin inocular - P. radiata 10
(Control) - P. ponderosa 10
B Fertilizacién Basacote P. radiata 10
(Control) P. ponderosa 10
C Inoculacién L. quieticolor P. radiata 10
P. ponderosa 10
D Inoculacién R. roseolus P. radiata 10
P. ponderosa 10
E Inoculacién L. quieticolor + P. radiata 10
R. roseolus P. ponderosa 10
F  Fertilizacién L. quieticolor + P. radiata 10
e Inoculacién Basacote P. ponderosa 10
G  Fertilizacion R. roseolus + P. radiata 10
e Inoculacién Basacote P. ponderosa 10
H Fertilizacion e L. quieticolor + R. roseolus + P. radiata 10

inoculaciéon Basacote
P. ponderosa 10

Evaluacion del porcentaje de micorrizacion

La evaluacion del porcentaje de micorrizacion se realizé de acuerdo a la cantidad de
apices micorrizados existentes en plantulas de P. radiata y P. ponderosa segun la
metodologia descrita por Brundrett et al. (1996). A los cinco meses se recogieron cuatro
plantas por tratamiento y se observaron 150 dpices radicales por planta (Parladé et al.
1996). Los porcentajes de micorrizacion se clasificaron de acuerdo a Tateishi et al.
(2003). Para ello, se cuantificaron los dpices micorrizados bajo lupa binocular marca
Olympus modelo SZ2-ILST. También se analizaron los tratamientos control y sélo
fertilizacion (Tabla 1, A y B) con la finalidad de descartar posibles contaminantes en los

sistemas radicales.

Sintesis micorricica in vitro con P. radiata

Semillas de P. radiata fueron germinadas bajo condiciones controladas en cdmara de
germinacién (24 °C con fotoperiodo de 16/8 luz/oscuridad) y las pldntulas posteriormente
fueron esterilizadas en superficie de acuerdo a Mroginskin y Roca (1993). Una vez

esterilizadas las plantulas fueron puestas en placas petri cuadradas de 12 x 12 cm en
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triplicado conteniendo medio MS (Murashige y Skoog 1962) con contenido de sacarosa
reducido (2,5 g/L). Una vez desarrollado el sistema radical secundario de las plantulas
fueron inoculadas con discos de agar-micelio de los hongos L. quieticolor y R. roseolus con
la finalidad de evaluar y caracterizar la sintesis micorricica en el tiempo. Los sistemas
planta-hongo fueron incubados por 30 dias en quintuplicado. Cada placa albergé tres

plantulas de Pinus Fig. 2.

Figura 2 Sintesis micorricica in vitro de Pinus radiata con R. roseolus. La inoculacion se

realiz6 utilizando discos de agar-micelio.

Analisis estadistico

El experimento se realiz6 bajo un disefio completamente aleatorio, con 8 tratamientos y
diez repeticiones. Se incluyeron dos tratamientos testigo: planta-sustrato (turba-
vermiculita-perlita en proporciéon 2:1:1, Tratamiento A) y planta-sustrato-fertilizante
(Basacote, Tratamiento B). Se midieron la altura, el didametro, la biomasa aérea, biomasa
radicular y porcentaje de micorrizacion de las plantas tratadas con hongos
ectomicorricicos y control. A los valores porcentuales de micorrizacién se les realizaron

transformaciones de variable angular dividiendo el valor porcentual por 100 y aplicando
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arcsen y la comparacion de medias se calcul6 segtin la prueba Duncan (P < 0,05) (Steel y

Torrie 1989). Para ello se utilizé el software Statistica version 6.0.

Modelo estadistico lineal aplicado al diserio

Wy = et ey b=l cug@ J=li:zesh

Donde:
u: es un efecto constante, comun a todos los niveles, denominado media global.
Ti : es el efecto sobre la respuesta debido al tratamiento i-esimo y,

&;j: es el termino de error experimental
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3. Resultados

En general, los tratamientos a los que fueron sometidas las pldntulas principalmente las de
P. radiata en cadmara de cultivo tuvieron efectos positivos en el crecimiento en altura de las
plantas (Fig. 3a). La aplicacién del tratamiento E (L. quieticolor + R. roseolus) provoco los
mayores crecimientos en altura y didmetro, sin diferencias significativas para la altura con
los tratamientos D, F y G. Sin embargo, entre el tratamiento E y los tratamientos A-C y H si

se observaron diferencias significativas.

20 1 . . B
a) Pinus radiata a b) Pinus radiata

ab abc ghc

DAC (mm)

A B c D E F G H
Tratamientos Tratamientos
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€ 2,0 1 a a &
g B b
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% 10 a a ab ab E ab ab ab
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A B c D E F G H A B c D E F G H
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Figura 3 Atributos morfolégicos de las plantas de P. radiata y P. ponderosa sometidas a los
diferentes tratamientos A-H. (A-C) Altura (cm) de P. radiata y P. ponderosa. (B-D) Didmetro a la
altura del cuello (mm) de P. radiata y P. ponderosa. Letra iguales sobre las barras indican que no

presentan diferencias significativas entre los tratamientos (Duncan P < 0,05).

77



Para P. ponderosa no se observaron diferencias significativas en la altura de las plantas
sometidas a los tratamientos C-H con respecto al tratamiento donde soélo se aplico
fertilizante (tratamiento B) (Fig. 3c¢).

Cuando se evalu6 el DAC para P. radiata, el tratamiento E presenté el mayor incremento
(Fig. 3 b) existiendo diferencias significativas respecto a todos los demds tratamientos. La
tendencia de P. ponderosa fue diferente, no se encontraron diferencias significativas entre
los tratamientos B-H, pero si en los tratamientos D-F respecto al control (A). En general
Pinus ponderosa presentd menores tasas de crecimiento en altura y DAC en comparacién

con P. radiata (Figura 4).

(€:))

Figura 4 Plantas de P. radiata (a) y P. ponderosa (b) una vez finalizado el experimento (5

meses desde la inoculacion). De izquierda a derecha tratamientos A al H.
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Al evaluar la cantidad de biomasa (g) en las plantas de P. radiata y P. ponderosa sometidas
a los diferentes tratamientos, se observo que el tratamiento E para ambas especies genero la
mayor cantidad de biomasa aérea y radical, presentando diferencias significativas con todos
los demas tratamientos (Fig. 5). Sin embargo, la cantidad de biomasa producida fue inferior
en P. ponderosa. Se observd ademds, que para P. radiata la aplicacion de fertilizante
produce un aumento significativo en la biomasa aérea y radical (tratamiento B), respecto al
control (tratamiento A). Para P. poderosa en cambio no se observaron diferencias

significativas entre el tratamiento control (A) y el tratamiento con fertilizante (B).
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Figura 5 Produccién de biomasa aérea y radicular (peso seco) de las plantas de Pinus radiata
(izquierda) y P. ponderosa (derecha) sometidas a diferentes tratamientos. Letra iguales sobre las

barras indican que no presentan diferencias significativas entre los tratamientos (Duncan P < 0,05).

El grado de micorrizacién fue evaluado en las plantas de P. radiata y P. ponderosa
sometidas a los diferentes tratamientos con los hongos ectomicorricicos L. quieticolor y R.
roseolus. Los mayores porcentajes de micorrizacion fueron observados en las plantas de P.
radiata inoculadas con R. roseolus (Fig. 6, tratamientos D, E, G y H), alcanzando valores

entre 45 y 80 % y en el caso de P. ponderosa valores entre 30 y 65 % de micorrizacion.
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Figura 6 Porcentaje de micorrizaciéon (%) de las plantas de Pinus radiata (izquierda) y P.
ponderosa (derecha) obtenido en los distintos tratamientos. Los valores seguidos por la misma letra
por especie no presentan diferencias significativas (P < 0,05). Los tratamientos A y B controles sin

y con fertilizante no presentaron micorrizacién de contaminantes. sm: sin micorrizas.

En las plantas inoculadas con L. quieticolor se observaron muy bajos porcentajes de
micorrizacion con valores entre 2,5 y 10 % de micorrizacion en el caso de P. radiata. Se
observa, que en ambas especies vegetales los porcentajes de micorrizacion tanto de R.
roseolus como de L. quieticolor disminuyen significativamente cuando fueron mezclados
con fertilizantes quimicos (tratamientos F-G-H), llegando incluso a no observarse sintesis
micorricica con L. quieticolor en P. ponderosa (tratamiento F) (Fig. 6). Para ambas
especies vegetales, la aplicacion de los tratamientos D y E generaron la mayor
micorrizaciéon en especial con el hongo R. roseolus, generdndose una colonizacién
completa del cepellon (Fig. 7), presentando diferencias significativas con los demds
tratamientos.

L. quieticolor presentd una estructura micorricica dicotomica de tonalidad anaranjada con
presencia escasa de cordones miceliares, desarrollindose wun patréon celular
plectenquimaético e hifas laticiferas (transportadoras de latex) color naranja. A su vez, R.
roseolus, presenté puntas dicotomicas, con ramas cortas, simples, multiples (coraloides) o
formando cabezuelas, color blanco, con abundantes cordones miceliares (rizomorfos),

manto plectenquimatico e hifas con presencia de cristales hialinos adheridos (Fig. 8).
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Figura 7 Cepellén de P. radiata micorrizado con R. roseolus al cabo de 5 meses.
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Figura 8 Macro y micromorfologia de micorrizas sintetizadas de L. quieticolor y R.

roseolus con P. radiata. a-c: L. quieticolor, a) sistema micorricico, b) manto fingico con
patrén celular plectenquimadtico, y ¢) manto flingico con hifa laticifera, d-f: R roseolus, d)
sistema micorricico, €) manto fungico con patrén celular plectenquimdtico y f) Hifas

superficiales con presencia de cristales.

Sintesis micorricica in vitro

Paralelo a la evaluacién de las plantas en cdmara de crecimiento se evalud la sintesis
micorricica bajo condiciones in vitro con P. radiata. Una vez inoculadas las plantas con
discos de agar-micelio para R. roseolus a partir del dia 12 se comenz6 a observar la unién
del micelio con las raices secundarias y al dia 15 se comenzd a observar la sintesis
micorricica. L. quieticolor fue més lento en crecimiento observandose unién del micelio a
partir del dia 22 y sintesis micorricica posterior al mes de la inoculacién. El porcentaje de
plantulas formando micorrizas con R. roseolus fue de un 85 % en cambio para L.

quieticolor solo de un 15%.
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4. Discusion

Las relaciones no patogénicas entre microorganismos micorricicos y una planta hospedera
incrementan el crecimiento y la resistencia a diferentes tipos de estrés bidtico y abidtico
(Van Tichelen et al. 2001; Azcén-Aguilar et al. 2002; Ruiz-Lozano 2003; Smith y Read
2008). Entre los microorganismos no patogénicos se encuentran los hongos
ectomicorricicos que poseen un enorme potencial para el establecimiento de especies
vegetales en campo. Estos beneficios se relacionan principalmente con la absorcién de agua
y nutrientes, un uso mds eficiente del agua, mayor tasa de fotosintesis y una mayor
proteccion contra los patogenos (Harley y Smith 1983; Lehto 2011). Otro de los beneficios
es que el micelio extraradical puede conectar a varias plantas, incluso de distintas especies,
formando una importante red subterrdnea de transporte entre diferentes plantas de la
comunidad vegetal, la que ayuda a minimizar las pérdidas de nutrientes del ecosistema
(Simard et al. 2002; Pérez Moreno y Read 2004). Por lo tanto, se espera que las plantas
micorrizadas desde el vivero puedan superar el estrés de la plantacion (Shock de trasplante)
en comparacién con las plantas no micorrizadas (Zhu et al. 2008; Luo et al. 2009).

En la actualidad existe una variedad de trabajos relacionados con la inoculacion de plantas
con hongos ectomicorricicos en vivero, obteniéndose diferentes resultados cuando se
aplican en forma independiente 0 en combinacion con otros hongos o con la aplicacion de
fertilizantes quimicos e incluso en diferentes periodos de la viverizacion (Walker 2001;
Quoreshi 2003; Gonzalez-Ochoa et al. 2003; Barroetaveina et al. 2004; Duiiabeitia et al.
2004; Baltasar et al. 2007; Martinez et al. 2007; Chavez et al. 2009; Sousa et al. 2010;
Barroetavena et al. 2012; Chavez et al. 2014). Si bien, la relaciéon costo-beneficio es mas
alta asociado a la produccién de inoculantes fingicos (debido al equipamiento que se
requiere para su produccion) en comparacioén con la aplicacién de fertilizantes quimicos,
éstos se aplican una sola vez y pueden ser autosustentables en el tiempo a diferencia de la
fertilizacién quimica que es requerida con mayor frecuencia (Pefiuela y Ocafia 2000;
Quoreshi 2003).

En el presente trabajo se inocularon plantulas de P. radiata y P. ponderosa con los hongos
ectomicorricicos L. quieticolor y R. roseolus en forma independiente y en forma
combinada, ademads, de la aplicacion del fertilizante quimico Basacote 6 M. Al evaluar el

efecto de la inoculacion en los pardmetros de crecimiento se aprecioé que la aplicacion de
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los hongos ectomicorricicos en presencia o ausencia de fertilizante, estimulé en general el
crecimiento de las plantas en altura, DAC y la biomasa aérea o radicular. Al respecto,
Sousa et al. (2010) encontré que la inoculacién con una mezcla de micelio de S. bovinus,
Laccaria laccata y L. deterrimus y con una mezcla de esporas de P. tinctorius y
Scleroderma citrinum mejora el estado nutricional y el crecimiento de las plantas, sin la
necesidad de usar fertilizante. Por otra parte, Chavez et al. (2014), evaluando el efecto de la
interaccion de hongos ectomicorricicos y sapréfitos encontraron que el inoculante
formulado con la mezcla Coriolopsis rigida y R. luteolus produjo las plantas de P. radiata
con mayores indices de calidad bajo condiciones de invernadero, siendo una alternativa
viable para su utilizacion como potencial biofertilizante en la produccién de especies
vegetales forestales. Esto concuerda con los resultados obtenidos en este trabajo donde se
obtienen buenos resultados sin la aplicacion de fertilizantes quimicos, lo que deja de
manifiesto que una buena seleccion de indculo fingico para programas de inoculacién de
plantas es factible. Carrillo (2000), encontré que la aplicacién de inoculantes flingicos no
genera un mayor crecimiento en las plantas de Pinus halepensis, sin embargo, sefiala que
todas las plantas micorrizadas en sus ensayos cumplen los criterios de calidad de planta
forestal, segun la normativa espanola para Pinus halepensis, tales como una altura minima
de 10 cm y un didmetro de cuello de raiz de 2 cm (Pefiuelas, 1999).

Cuando se evalu6 la micorrizacién en ambas especies vegetales, se observd que la especie
fingica R. roseolus produjo porcentajes de micorrizacién altos, comparado con L.
quieticolor cuyos porcentajes de micorrizacion fueron bajos, viéndose disminuida la
micorrizacion en forma significativa cuando se aplico fertilizante quimico, llegando incluso
L. quieticolor a no micorrizar las plantas de P. ponderosa (Fig. 6 derecha tratamiento F).
Una de las causantes de la baja micorrizacién presentada por L. quieticolor pudiese ser
atribuido al tipo de indéculo aplicado y al sustrato utilizado para el cultivo de las plantas.
Pera y Parlade (2005), afirman que la formulacion y la dosis del in6culo aplicado influyen
en la efectividad de la inoculacién controlada de las plantas en vivero. Al respecto,
Cifuentes (2013) utilizando diferentes sustratos (corteza de pino, mezcla de
vermiculita/perlita/turba (VPT), VPT + trumao y corteza de pino + trumao) no logr
sintesis micorricica con Lactarius gr. deliciosus aplicando in6culo miceliar liquido, sin

embargo, si logré sintesis con el indculo miceliar sélido en mezcla de
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vermiculita/perlita/turba (VPT) y VPT + trumao, estos resultados concuerdan con los
encontrados por Parladé et al. (2004), para las especies P. pinaster y P. sylvestris utilizando
in6culo vegetativo de L. deliciosus crecido en sustrato sélido. Sin embargo, los resultados
de micorrizacién encontrados en el presente trabajo concuerdan con los encontrados por
Diaz et al., (2009) para la especie P. halepensis, quienes trabajaron con dosis de 10
ml/planta de micelio liquido. Honrubia el al. (1997) sefiala que el sustrato debe adaptarse
de manera que permita una aireacién y drenaje suficientes para el buen desarrollo del
micelio flingico. Ademads, segin resultados de Arrieta & Terés (1993) y Sanchez et al,
(2008) la corteza de pino es ligeramente acida, lo que también pudo afectar negativamente
el desarrollo del hongo ya que, como se puede observar en el proceso de optimizacién
(Capitulo III), a un pH mdés acido existe una disminucién en el desarrollo del micelio
fingico.

Al respecto Diaz et al. (2010), estudiando dosis crecientes de nitrogeno en plintulas de P.
halepensis encontraron que dosis altas de fertilizacion produjeron una reduccion
significativa de la micorrizacion de las plantulas, recomendando evitar las dosis altas de
fertilizantes para obtener plantas micorrizadas con P. halepensis. Por otra parte, Martinez et
al. (2007) estudi6 la aplicacion de esporas de R. roseolus en diferentes etapas de la
viverizacion de Pinus ponderosa obteniendo en la tercera etapa de la viverizacion (etapa de
endurecimiento, caracteriza por una disminucién de la aplicacién de fertilizantes quimicos)
buenas tasas de micorrizacion, resultados que se correlacionan con los presentados en este
estudio para R. roseolus.

Otra de las causales de la baja micorrizacién presentada por L. quieticolor en los ensayos
realizados puede estar dada por la condicién natural como se desarrolla el género Lactarius,
catalogado como colonizador tardio “late-stage” (Visser 1995), asocidndose a arboles de
edad adulta, siendo una de las razones por las cuales genera bajos porcentajes de
micorrizacion en las plantulas de P. radiata y P. ponderosa. Ademas, para especies de los
géneros Lactarius y Russula se ha descrito una capacidad saprofitica con produccién de
enzimas de tipo oxidasas extracelulares, lo que le permitiria no depender completamente de
la asociacién micorricica. En cambio, todas las especies del orden Boletales a las cuales
pertenece Rhizopogon carecen de esta funcion (Agerer et al. 2000). Sin embargo, en otros

estudios Guerin-Laguette et al. (2000, 2003) estudiaron la formacién de ectomicorrizas
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entre L. deliciosus y Pinus sylvestris logrando altas tasas de micorrizacién y estimulando
hasta en 325% el crecimiento en altura. Esto también se correlaciona con el tipo de
exploracion de sus ectomicorrizas (ECM). Agerer (2001) propuso una clasificacién de las
ECM en “tipos exploratorios” basada en la cantidad y grado de diferenciacién del micelio
extramatricial, clasificacion que constituye una herramienta importante para la
caracterizacion de los patrones exploratorios y uso de recursos de las comunidades fingicas
ectomicorricicas. Segun esta clasificacion las ECM se pueden dividir en: tipo exploratorio
de contacto con un manto liso y pocas hifas; tipo exploratorio de corta distancia, con
muchas hifas emergentes pero sin rizomorfos; y tipo exploratorio de media y larga
distancia, cuya caracteristica tipica es la existencia de rizomorfos, masas densas de hifas
con estructura diferenciada. Los dos ultimos tipos exploratorios estdn basados en el grado
de diferenciaciéon de sus rizomorfos que varian desde indiferenciados a altamente
diferenciados, siendo estos ultimos unas estructuras optimizadas para el transporte de
nutrientes a larga distancia. La mayoria de las especies de los géneros Russula y Lactarius
pertenecen al tipo de exploracidon de contacto, s6lo algunas especies de Lactarius son de
exploracion de media distancia (Agerer 2001) lo que ayudaria a entender la baja
micorrizacion presentada por L. quieticolor en este trabajo. Las ectomicorrizas de ambos
géneros en su mayoria son hidréfilas y esto es crucial para explorar con éxito el sustrato en
sus inmediaciones. El género Rhizopogon en cambio, es considerado un colonizador
temprano “Early-Stage”, conocido por formar ectomicorrizas del tipo exploratoria de media
y larga distancia (Agerer 1999) resultados que permiten respaldar los altos porcentajes de
micorrizacion obtenidos en este estudio, dada la rdpida colonizacion del sustrato y de las
raices nuevas de las plantulas. Otros estudios también muestran que especies de
Rhizopogon son colonizadores comunes en bioensayos de suelo desde bosques perturbados
y no perturbados (Jones et al. 1997; Taylor y Bruns, 1999). Esporas de Rhizopogon pueden
persistir como indculos viable por largos periodos de tiempo, incluso en ausencia del
hospedero (Horton et al. 1998), en cambio, las esporas de Lactarius son de pared delgada
no melanizadas y por lo tanto de corta duracién en condiciones de alta irradiacion y baja
humedad (Kranzlin 2005).

A través de la asociacion simbidtica mutualistica entre el hongo y las raices de las plantas

los hongos ectomicorricicos ayudan a la captura de fésforo no disponible para las plantas,
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por lo tanto, al existir una cantidad suficiente de fosforo disponible (como lo que entrega
Basacote 6 M 12%) no estaria siendo necesaria la asociacion con los hongos
ectomicorricicos ensayados, viéndose esto reflejado en una disminucién de la micorrizacién
en los tratamientos que contemplaban aplicacion de fertilizante, siendo mas marcado en la
especie L. quieticolor. Al respecto, Pefiuela y Ocafa (2000) sefialan que el uso de
fertilizantes de lenta liberacidn estd especialmente contraindicado cuando se busca lograr
altas tasas de micorrizacion.

La principal ventaja de la utilizacién de fertilizantes en plantulas de vivero depende del
suministro de nutrientes, lo que acelera su produccion (Pefiuela Rubira 1993; Landis et al.
2000; Pefiuela y Ocana 2000). Sin embargo, hay algunas amenazas ambientales asociadas,
debido a la lixiviaciéon de sustancias quimicas, y desventajas econdmicas, ya que los
fertilizantes pueden ser una fraccién financiera importante en los costes de produccion de
planta (Souza et al. 2010; Landis 2000; Pefiuela y Ocana 2000).

Se ha documentado que la composicién de especies flingicas cambia en una cronosecuencia
dada la edad de los arboles, la composicion vegetacional, la calidad del sitio y los nutrientes
del suelo (Avis et al. 2003; Palfner et al. 2005; Twieg et al. 2007-2009; Palacios et al.
2012). Se ha comprobado también, que la micorrizacion inducida desde el vivero con
especies de hongos ectomicorricicos comestibles permiten una fructificacion a partir del 3-
5 afio de establecidas las plantas micorrizadas en campo (Guerin-Laguette et al. 2014), de
esta forma se estaria llevando a cabo un enriquecimiento de especies flingicas que poseen
interés mds alld del ecolégico, como son los productos forestales no madereros (PFNM)
que puede entregar un recurso rentable para pequefios y medianos propietarios a través de
la recolecta de setas.

Finalmente este trabajo permite concluir que los hongos ectomicorricicos juegan un rol
fundamental en la calidad de la planta, incorporando el componente biolégico como una
estrategia de minimizar e incluso sustituir el uso de fertilizantes quimicos en viveros
forestales, siendo una tecnologia de produccién limpia, sustentable en el tiempo y amigable

con el medio ambiente.
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CAPITULO VI: CONCLUSIONES GENERALES

El presente estudio, fue realizado con hongos ectomicorricicos provenientes de diferentes

sectores de la zona centro sur de Chile. Lactarius quieticolor fue recolectado de

plantaciones adultas de P. radiata de la Provincia de Concepcion, Biobio y Cauquenes y R.

roseolus de plantaciones juveniles de P. radiata de la Provincia del Biobio (sectores Llano

Blanco, Aerédromo y Escuadrén) y Cachapoal (Codelco), cuyos resultados indican que:

1.

La identificacién molecular del género Lactarius permitié re-definir una especie de
hongo ectomicorricico comin en plantaciones de P. radiata, siendo citada por

primera vez en Chile: Lactarius quieticolor.

La optimizacién de las condiciones de cultivo in vitro de L. quieticolor y R.
roseolus permitié6 aumentar la producciéon de biomasa miceliar para este tipo de
organismos de 1,2 a 3,25 g L' para L. quieticolor (pH 5,5, 24°C y 20 g L™ glucosa)
y de 3,02 a 8,6 g L' para R. roseolus (pH 5,5, 28°C y 30 g L' manitol), en relacién
al cultivo control (pH 3,5, 24°Cy 10 g L' glucosa).

Los principales metabolitos identificados en el caldo de cultivo de L. quieticolor
fueron el 4cido propanodioico (3-oxo-1-ciclopentano-1-il) (37%), derivados de
hidroquinona (17%), y el acido decanoico (93%), lo que sugiere que el caldo de L.
quieticolor podria ser utilizado para obtener metabolitos secundarios de interés

industrial, como el dcido decanoico.

En el ensayo de micorrizacion controlada de P. radiata y P. ponderosa el porcentaje
de colonizacién de L. quieticolor fue bajo, proponiendo que la viverizaciéon de
especies de Pinus inoculadas con este hongo debe ser més extensa (12 a 14 meses)
para favorecer el desarrollo fingico. Sin embargo, el aumento de biomasa radical y
aérea fue mayor en el ensayo de inoculaciéon combinada (Lactarius quieticolor +
Rhizopogon roseolus) que en los ensayos de inoculacién con las especies
individuales, lo que indica un efecto potenciador importante de L. gquieticolor,

independiente de su escasa presencia visible en el sistema radical.
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5.

6.

R. roseolus a pesar de no tener valor comercial como hongo comestible presenta
ventajas comparativas con L. quieticolor, pues alcanza un alto porcentaje de

micorrizacion.

R. roseolus es una especie con un enorme potencial para masificar su micelio en
laboratorio y ser usada en programas de inoculacion de plantas en vivero, generando

un aumento en el crecimiento de las especies vegetales P. radiata y P. ponderosa.

Cuando se aborda el concepto de calidad de planta s6lo se abarcan patrones
morfoldgicos como altura y didmetro a la altura del cuello (DAC) sin embargo, a
través de todo el estudio realizado es necesario considerar el componente biolégico
a través de la incorporacion de los hongos ectomicorricicos asociado a los sistemas
radicales ya que pueden ser de vital ayuda al establecimiento y supervivencia en

campo.

Finalmente desde el punto de vista ecoldgico R. roseolus cumple un rol fundamental
en mejorar la calidad de las plantas en vivero a través de las diferentes formas de
exploracion de sus micelios, sin embargo, L. quieticolor a pesar de no presentar
altos porcentajes de micorrizacion posee importancia como PFNM dando un valor

agregado a las futuras plantaciones en Chile.
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Estimulacion del crecimiento en plintulas de Pinus radiata utilizando hongos
ectomicorricicos v saprobios como biofertilizantes

Stimulation of Pinus radiata seedling growth using ectomycorrhizal
and saprophytic fungi as biofertilizers

Daniel Chavez *~, Guillermao Pereira ?, Angela Machuca *

*Autor de Correspondencia: *Universidad de Concepeién, Campus Los Angeles. Departamento de Ciencias v Tecnologia Vegetal,
Laboratorie de Biotecnologia de Hongos, I. A. Coloma 0201. Los Angeles, Chile, tel.: 56-43- 405293, danielchavez@udec.cl

SUMMARY

Free-living mycorrhizal-arbuscular and saprophytic fungi have been reported to be able to promote the growth of some plants.
However, the combmed use of ectomycorrhizal and saprophytic fungi as growth stimulators for forest species has not been much
studied to date. To study the effectiveness of different biological inoculants prepared with the ectomycorrhizal fungs Suillus lufeus and
Rhizopogon luteolus and the saprophytic fungi Coriolopsis rigida and Trichoderma harziamuom, m both 1solated and combined form,
as potential biofertilizers for the growth of Pinus radiata seedlings in greenhouse conditions, Pradiata plants were transplanted to
individual containers with pine bark composted as substrate and inoculated with sporal inoculum of ectomycorrhizal fungi and solid
mycelial moculum of saprophytic fung: produced on wheat grains. When the assays were completed (10 months), the percentage
of mycorthization and some morphological parameters of the plants were measured to determine quality ndices. The biolegical
mnoculants formulated with the saprophytic fungi or with the muxture of saprophytic and ectomycorrhizal fungi stmulated plant growth
compared to the controls (plants without fungal moculation). In addition, the presence of wheat grains in the mocula promoted the
stimulating effect produced by the fungi on the growth of P radiata. The inoculant formulated with the C. rigida-R. uteolus mixture
produced P. radiata plants with higher quality indices under greenhouse conditions, and its use as a potential biofertilizer represents a
viable alternative in the production of forest plant species.

Key words: fungi, plant quality index. morphological growth parameters.
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In this work, the main secondary metabolites in Lactarivs gquieticolor cultivated in a bioreactor were
determined to find a possible use for its broths, which are eliminated as waste products after fermentation.
The broths were extracted for adsorption in solid phase uwsing amberlite XAD-2 and solid-phase
extraction (SPE), and the extracts were analyzed by gas chromatography-mass spectrometry. The main
metabolites extracted with XAD-2 were propanedicic acid (3-oxo-1-cyclopentane-1-yl) (37%) and
hydroquinone derivatives [17%), whereas with SPE the main metabolite was decanoic acid (33%),
suggesting that L. guieficolor broths could be used to obtain secondary metabolites of industrial
interest, like decancic acid.

Key words: Decancic acid, ectomycomrhizal fungus, edible mushrooms, organic acids.
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Determinacion de metabolitos secundarios en el caldo de cultivo de Lactarius
deliciosus producido en biorreactor.
Secondary metabolites from the culture broth of Lactarius deliciosus growing in bioreactor.

Chavez D.l, Hernandez V.z, BecerraJ .2, Machuca A.l, Pereira Gl., Palfner G.2
'Laboratorio de Biotecnologia de Hongos. Departamento de Ciencia y Tecnologia Vegetal, Campus Los
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405293. E-mail: danielchavez@udec.cl

2Departamento de Botdnica. Facultad de Ciencias Naturales y Oceanogrdficas. Universidad de Concepcion,

Casilla 160-Concepcion-Chile.

Lactarius deliciosus es un hongo ectomicorricico comestible de interés en las practicas forestales, debido al
beneficio en productividad que representa su asociacion con plantas de Pinus radiata. Debido a esto, se han
desarrollado técnicas de produccion de inoculo miceliar a gran escala, como el cultivo en biorreactor. Sin
embargo, una vez obtenido el micelio, un gran volumen de caldo de cultivo es eliminado como producto de
desecho. El presente trabajo tiene por objetivo determinar los principales metabolitos secundarios producidos
por Lactarius deliciosus cultivado en biorreactor, con la finalidad de dar un posible uso al caldo de cultivo. A
los 20 dias de fermentacién en biorreactor, bajo condiciones controladas, el caldo de cultivo fue separado de
la biomasa por filtraciéon y posteriormente extraido mediante adsorcién en fase sélida empleando amberlita
XAD-2 y SPE. Los extractos fueron evaluados mediante cromatografia de gas con deteccién de masa. Los
principales metabolitos extraidos por XAD-2 son 4cido propanodioico (37%), derivados de hidroxiquinonas
(17%), sesquiterpenos (5 hidroxy 7-oxabicyclo[4.1.0] hept 3 en 2 one) (1,5%), 2 metil 1,3 ciclo hexanediona
(3,6 %) y 4acido benzoico (2,3%), ergosterol (10%) y otros metabolitos no identificados. La utilizacién de SPE
permitié obtener dcido decanoico (93%), 3,4-2-H-coumarin, 4,4,5,6,8-pentamethyl (1,73%), y derivados de
hidroxi naftaleno y 4cido hexadecanoico (< 1%). Estos datos permiten concluir que el caldo de cultivo de L.
deliciosus, puede tener un uso en la obtencién de metabolitos secundarios de interés industrial como el acido

decanoico. Estudios en desarrollo permitirdn evaluar la actividad biolégica de algunos de estos metabolitos.

Financiamiento. Se agradece el apoyo de la BECA CONICYT-2011.
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INTRODUCCION

Lactarius ~ deliciosus es  un  hongo ectomicorricico
comestible de interés en las practicas forestales, debido al
beneficio en productividad que representa su asociacion con
plantas de Pinus radiata. Debido a esto, se han desarrollado
técnicas de produccion de indculo miceliar a gran escala,
como el cultivo en biorreactor'. Sin embargo, una vez
obtenido el micelio, un gran volumen de caldo de cultivo es
eliminado como producto de desecho. El presente trabajo
tiene por objetivo determinar los principales metabolitos
secundarios producidos por Lactarius deliciosus cultivado
en biorreactor, con la finalidad de dar un posible uso al

caldo de cultivo.

AISLAMIENTO EN

METODOLOGIA

IDENTIFICACION DE

CARPOFORO? MEDIO MNM PRODUCCION DE
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RESULTADOS

Los principales metabolitos producidos por L. deliciosus

cultivado en biorreactor se presentan en la tabla 1.

Tabla 1: Metabolitos de L. deliciosus producido en Biorreactor.

Extraccién Acetdnica con amberlita XAD-2
Acido Propanodioica (37%) Fig, 2 icido decancico (93%) Fig. 5

Derivados de Hidroxiquinonas (17%) Fig. 3 342-hcoumarin, 4,45,6,8-pentamethyl (1,73%) Fig. &
Sesquiterpenos (5 hidroxy 7 -oxbicyclo [4.1.0] hept 3 en 2 one) (1,5%) Derivado de hidraxi naftaleno (<1%)

2 metil 1,3 ciclo hexanediona (3,6%) icido hexadecanoico (< 1%)

Acido Benzoico (2,3%)

Ergosterol {10%)

Extraccién Metandlica SPE

Agradecimiento: BECA CONICYT 2011

rreactor

J.2, Machuca A, Pereira G'., Palfner G.2

y Tecnologia Vegetal, Campus Los Angeles,

-Ic Tel: (043)- 293. E-mail: daniel

1dad de Concepcion.
udec.c

y Oceanograficas. U

ig.2: ACIDO PROPANEDIOCO

Fig.1: Espectro CG-Masa extracto acetonico.

ig. 6: CUMARINA

Fig 4: Espectro CG-Masa extracto metandlico.

Ensayos en paralelo de produccidn de micelio en matraz han
permitido identificar otros metabolitos de interés (Tabla 2)
como el Cubenol (Fig. 7) un sesquiterpeno que presenta
actividad antibacteriana® y 2,6,10,14,18,22-Tetracosahexaene,
2,6,10,15,19,23-hexamethyl (Escualeno Fig. 8) que presenta
actividad anti fungica. Estudios en desarrollo permitiran evaluar
la actividad bioldgica de los extractos totales.

Tabla 2: Metabolitos de L. deliciosus producido en Matraz

Cubenol
Ciclobutano.tetrakis(methylene)
2,4-DimetiS,6-dimetoxi-8-aminoquinolina
dcido 10-octadecenoico, éster metilico
Acido Octadecancico, meil ester
26,10,14,18,2.

Azulene, 1 4-dimethyl-7-(1-
Benzene, 1-{[4-(pentyloxy)pheny!jethynyl]-4-propyl-
2.4-bis(1-phenylethyl)phenol

2,6,10,15,19,23-hexamethyl

¥ El caldo de cultivo de L. defigiosus. puéﬂé‘fse—t usado en la
obtencién de metabolitos secundarios de interés industrial como
el acido decanéico, cuyo uso fundamental “esta centrado en la
manufactura de ésteres para perfumes y sabores frutales, asi
como intermediario en aditivos para alimentos, lubricantes,
tintes, hules, latex, plasticos y productos farmacéuticos.

v' L. deliciosus cambia el patron de produccion de metabolitos
secundarios dependiendo de la condicion de cultivo.
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Lactarius (Russulales, Basidiomycota) es un género de hongos ectomicorricicos de gran importancia a nivel
mundial por su asociacién con numerosas especies arbéreas de uso forestal. Aunque Chile carece de especies
nativas de este género, se ha establecido una especie adventicia y comestible, identificada histéricamente
como Lactarius deliciosus, en plantaciones de Pinus radiata. Sin embargo, la identidad de este taxén sé6lo ha
sido determinada a nivel morfo-anatémico. El objetivo de esta investigacion fue verificar mediante andlisis
filogenético molecular su identidad sistemdtica. La hipétesis de trabajo es que considerando el hospedero,
Pinus radiata, el taxén chileno es descendiente de Lactarius deliciosus de Norteamerica. Se recolectaron
carp6foros en tres sitios de las Regiones VII y VIII (Cauquenes, Concepcién, Santa Barbara) y se realizé
extraccion de ADN tanto desde los carpdforos como de cultivos miceliares. La regiéon ITS del ADN ribosomal
fue amplificada y secuenciada usando los partidores ITSF1 e ITS4. Con las secuencias obtenidas y las de
otros Lactarius spp. de la seccién deliciosi de distintas partes del mundo disponibles en la base de datos
GenBank, se construyé un drbol filogenético con el método de neighbor-joining. El cladograma revel6 con
buen soporte de bootstrap que el taxén chileno esta mds relacionado a los taxones afines euroasidticos que a
sus contrapartes norteamericanas, formando un clado comin con Lactarius hatsudake, L. quieticolor y L.
horakii. En base de nuestros datos sugerimos el nombre L. quieticolor para la designacioén correcta del los

Lactarius seccion deliciosi en plantaciones de Pinus radiata en Chile.
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Efecto del medio de cultivo y fuente de carbono en el crecimiento in vitro de los hongos
ectomicorricicos Lactarius deliciosus y Rhizopogon luteolus.
Effect of culture media and carbon sources on in vitro growth of ectomycorrhizal

fungi Lactarius deliciosus and Rhizopogon luteolus.
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Lactarius deliciosus y Rhizopogon luteolus son simbiontes micorricicos especificos del género Pinus y
pueden ser cultivados en laboratorio bajo condiciones axénicas. Para ello, se hace necesario evaluar su
dindmica de crecimiento in vitro, con la finalidad de optimizar el cultivo miceliar. En este trabajo se evalu6 el
efecto de dos medios de cultivo y tres fuentes de carbono sobre la morfologia y producciéon de biomasa
miceliar por L. deliciosus y R. luteolus. Cultivos puros de ambos hongos fueron obtenidos a partir de
carpoforos recolectados en plantaciones de P. radiata, luego de su identificaciéon a nivel micro y
macroscopico. Las especies fueron cultivadas en medio Melin-Norkrans-modificado (MNM) y Biotina-
Aneurina-Acido félico (BAF) conteniendo glucosa, sacarosa o manitol (10 g/L). Los cultivos flingicos
presentaron diferencias en la coloracién del micelio, abundancia de micelio aéreo, y presencia de exudados;
mientras que el andlisis microscépico reveld variacién en la presencia de hifas laticiferas en L. deliciosus. Las
mayores velocidades de crecimiento radial para L. deliciosus y R. luteolus ocurrieron en BAF-glucosa (1,43
mm.dia”) y MMN-sacarosa (1,05 mm.dia™"), respectivamente. El drea de colonizacién sigui6 el mismo patrén
que la velocidad de crecimiento en las dos especies. L. deliciosus produjo mayor cantidad de biomasa en
BAF-glucosa (155 mg), mismo medio donde se obtuvo la mayor velocidad de crecimiento. Para R. luteolus la
mayor produccién de biomasa se obtuvo en BAF-manitol (163,3 mg). Estos resultados permitirdn establecer
las condiciones Optimas para obtener micelio de L. deliciosus y R. luteolus, con fines de micorrizacién de

plantas de Pinus.

Palabras claves: velocidad de crecimiento, biomasa fingica, hifas laticiferas.

Financiamiento: Beca Conicyt 2011; Proyecto Fondecyt N°1110656.
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INTRODUCCION

Las especies fungicas Lactarius gr. deliciosus y Rhizopogon sp. son simbiontes micorricicos especificos del género Pinus y pueden ser cultivados en condiciones axénicas, siendo necesario
entonces, conocer y evaluar su dindmica de crecimiento in vitro con la finalidad de optimizar el cultivo miceliar. En este trabajo se evalud el efecto de dos medios de cultivo y tres fuentes
de carbono sobre la morfologia y produccién de biomasa miceliar por Lactarius gr. deliciosus y Rhizopogon sp., en condiciones solidas y liquidas..
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Figura 2: Biomasa miceliar obtenida en cultivo liquido de Rhizopegon sp. Y
Lactarius gr. Deliciosus en 31 dias de cultivo.
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Competencia in vitro entre el hongo comestible Lactarius quieticolor y Rhizopogon
roseolus

In vitro competition between the edible fungus Lactarius quieticolor and Rhizopogon
roseolus

Daniel Chévezlz, Arlene Fuentesl, Gotz Palfnerz, Angela Machuca'
! Laboratorio de Biotecnologia de Hongos. Departamento de Ciencias y Tecnologia Vegetal, Campus Los
Angeles, Universidad de Concepcidn, Juan Antonio Coloma 0201, Los Angeles, Chile.
*Laboratorio de Micorrizas. Departamento de Boténica. Facultad de Ciencias Naturales y Oceanogrificas.
Universidad de Concepcién, Casilla 160-Concepcién-Chile.
Lactarius quieticolor es un hongo ectomicorricico de colonizacién tardia en plantaciones de Pinus radiata y
sus carpdforos apetecidos desde el punto de vista gastrondmico. Resulta interesante evaluar si esta especie
tiene la capacidad de competir in vitro con Rhizopogon roseolus, un hongo cosmopolita de colonizacién
multi-etapa que también fructifica de manera abundante en plantaciones de P. radiata. Las especies fueron
cultivadas en medio sélido Melin-Norkrans-modificado (MNM) y Biotina-Aneurina-Acido félico (BAF),
utilizando sacarosa y glucosa como fuentes de carbono. Placas de Petri (9 cm) conteniendo medio de cultivo
fueron inoculadas con un disco de agar micelio de cada especie a 3 cm de distancia uno de otro. En otro
ensayo se favorecid el crecimiento de uno de los hongos por 15 dias para luego inocular el otro, posible
competidor. Todos los ensayos se realizaron en triplicado a 24°C durante 30 dias y la velocidad de
crecimiento radial (mm.dia™) fue registrada. Cuando se enfrentaron ambas especies en MNM-sacarosa y
BAF-glucosa R. roseolus (0,42 y 0,37 mmdia") presenté diferencias significativas en comparacién con L.
quieticolor (0,096 y 0,16 mmdia™). Cuando R. roseolus crecié primero por 15 dias la disminucién del
crecimiento provocada sobre L. quieticolor en ambos medios fue atin mas dréstica. Cuando fue L. quieticolor
el que creci6 primero presenté mayor crecimiento (0,19 mm.dia™) con diferencias significativas respecto a R.
roseolus en BAF-glucosa (0,11 mmdia™). El potencial de colonizacién de los hongos in vitro (competencia)

se vi6 afectado dependiendo del tipo de medio y fuente de carbono utilizados.

Palabras Claves:; Hongos ectomicorricicos; veocidad de crecimiento; MNM; P. radiata.
Agradecimiento Financiamiento: Beca de Doctorado Conicyt 2011 Sr. Daniel Chévez Matamala.
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INTRODUCCION

Lactarius quieticolor pertenece a la familia Russulaceae, orden Russulales, es un hongo ectomicorricico de colonizacién tardia, crece asociado a coniferas (Pinto et al. 2006), y en Chile
crece asociado a Pinus radiata. Este hongo es conocido por su alta demanda para su consumo desde el punto de vista gastronémico. Otro hongo ectomicorricicos es Rhizopogon roseolus
perteneciente a la familia Rhizopogonaceae, orden Boletales, sus cuerpos fructiferos también son comestibles, pero no es muy apreciado como un alimento (Pinto et al. 2006). Es un
hongo cosmopolita de colonizacién multi-etapa que también fructifica de manera abundante en plantaciones de P. radiata.

L. quieticolor y R. roseolus desempefian un papel ecoldgico importante en las plantaciones de pino (Pinto et a/.2006) y desde el punto de vista econémico L. guieticolor le entrega un valor
agregado a través de la recolecta de setas. Los sistemas de modelo in vivo el cual consiste en inocular hongos en las raices de platas de vivero (Wang y Hall 2004) se han mostrado en
varios estudios (Bledsoe et al. 1982, McAfee y Fortin 1985). Sin embargo, estudios de competencia son escasos en la literatura (Parladé et al. 2007 y Hortal et al. 2008). Por tanto, es
necesario conocer el comportamiento in vitro de los hongos ya que se lograria conocer bien la biologia de la especie fungica y con mas precision el comportamientos de éstos al tener
interaccion intraespecifica o interespecifica dentro de su habitat al ser inoculados en especies forestales, por lo que resulta interesante evaluar si L. guieticolor tiene la capacidad de
competir in vitro con Rhizopogon roseolus, y asi mejorar los programas de inoculacién de plantas en vivero.

MATERIALES Y METODOS

Las especies fueron cultivadas en medio sdlido Melin-Norkrans-modificado (MNM) y
Biotina-Aneurina-Acido félico (BAF), utilizando sacarosa y glucosa como fuentes de
carbono. Placas de Petri (9 cm) conteniendo medio de cultivo fueron inoculadas con un
disco de agar micelio de cada especie a 3 ¢cm de distancia uno de otro. En otro ensayo
se favorecio el crecimiento de uno de los hongos por 15 dias para luego inocular el
otro, posible competidor. Todos los ensayos se realizaron en triplicado a 242C durante
30 dias y la velocidad de crecimiento radial (mm.dia) fue registrada.

Ensayos de y velocidad de crecis A

Ensayo Hongo A Hongo B Medio Replicas LR Glucosa-BAF
1, Rhi. Rhi MMN-sacarosa 3 placas

2 Lactarius Lactarius BAF-glucosa 3 placas

3 Rhizopogon Lactarius MMN-sacarosa 3 placas

4 Rhizopogon Lactarius BAF-glucosa 3 placas

5 Rhizopogon *Lactarius MMN-sacarosa 3 placas

6 Lactarius *Rhizopogon MMN-sacarosa 3 placas

7 Rhizopogon *Lactarius BAF-glucosa 3 placas

8 Lactarius *Rhizopogon BAF-glucosa 3 placas

7 :
if \(1 — - .
\. L. quieticolor R-15 MMN-L L-15MMN-R R-15 BAF-L

— Cuando se realizan cultivos intraespecificos (R-R o L-L) no se observan diferencias en las
velocidades medias de crecimiento radial, sin embargo, si se enfrentan R-L en MNM-sacarosa
y BAF-glucosa R. roseolus presenta diferencias significativas en comparacion a L. quieticolor

R. roseolus presentando un notable aumento del crecimiento y una marcada disminucidn de L.

quieticolor.
Figura 1: Esquema de de o de L. quisticolory Cuando R. roseolus crece por 15 dias en MNM-sacarosa y BAF-glucosa y posteriormente se
R. roseolus in vitro. inocula L. quieticolor la inhibicidn del crecimiento de L. quieticolor es drastica y la velocidad

de crecimiento de R. roseolus llega a valores similares a los cultivos intraespecificos (R-R). La
situacion se revierte cuando inicialmente crece L. quieticolor por 15 dias y posteriormente se
inocula con R. reseolus ya que R. roseolus disminuye su velocidad de crecimiento de manera

RESULTADOS significativa en el medio BAF, sin emf:aArgD, en medio MMN su velocidad de crecimiento
alcanza valores cercanos a los de L. quieticolor.

CONCLUSION

Tabla1: media de imi radial en los dif i mono e il

Fuentede  mmdia’! mmdia ' mmdia! mmdia' mmdia’

El potencial de colonizacion de los hongos in vitro (competencia) se vio afectado dependiendo
del tipo de medio y fuente de carbono utilizados.
Medio Carbone R R L L R L R L* L R*
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BAF  glucosa nd nd  028a 0252 0.37a 0.16b 037a 0.03b 0.19a 0.11b
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Optimizacion del crecimiento miceliar de los hongos ectomicorricicos Lactarius
quieticolor y Rhizopogon roseolus utilizando metodologia de superficie de respuesta
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Resumen
Introduccion: La simbiosis micorricica mejora la salud de las plantas aumentando la proteccién contra

factores bidtico, abidticos y mejorando la estructura del suelo. Se ha estudiado ademds que los hongos
ectomicorricicos Lactarius quieticolor y Rhizopogon roseolus favorecen el crecimiento de plantas en vivero
y ayudan al establecimiento de plantaciones en campo. Actualmente se han desarrollado diferentes tipos de
indculo para la aplicacién de estas especies en vivero siendo con la aplicacién del inéculo miceliar liquido
donde se obtienen los mayores porcentajes de micorrizacion, sin embargo, los rendimientos de los micelios
obtenidos son bajos por cultivo sumergido tradicional.

Objetivo: El objetivo de este estudio fue determinar el efecto de las variables operacionales pH, temperatura y
concentracién de glucosa/Manitol (g L) para maximizar el crecimiento de los hongos ectomicorricicos bajo
cultivo liquido, para su futuro escalamiento en biorreactor.

Materiales y Métodos: Se utiliz6 el disefio Box-Behnken (BB) y la metodologia de superficie de respuesta
(RSM), estableciéndose las condiciones 6ptimas dentro de la regién experimental ensayada.

Resultados: Se consiguié un aumento de la produccién de biomasa de 1.2 g L' a 325 g L' (pH 5.5,
temperatura 24°C y 20 g L' de glucosa) para L. quieticolor y de 3.02 a 8.6 g L' (pH 5.5, temperatura 28°C y
30 g L' de manitol) para R. roseolus, considerando como control una condicién de cultivo de pH 5.5,
temperatura 24°C y 10 g L' de glucosa para ambos hongos ectomicorricicos.

Conclusiones: Estos resultados permitirdan ser aplicadas en ensayos de produccién de biomasa fiingica en

biorreactor y posteriores inoculaciones de plantas de P. radiata en vivero.

Palabras claves: Biomasa, Disefio de Box- Behnken, Fuente de Carbono, Cinética.

Financiamiento: Beca Doctoral Conicyt 21110038
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Optimizacién de la produccién de biomasa por los hongos s,
ectomicorricicos Lactarius quieticolor y Rhizopogon roseolus f -
utilizando metodologia de superficie de respuesta. X/

Chavez D.*, Machuca A.}, Aguirre C., Palfner G.*
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ABSTRACT: Different types of inoculum have been for the ication of the izal fungi Lactarius quieticolor and Rhizopogon roseolus in nursery, and of these the highest percentages of
mycorrhization have been obtained with liquid mycelial inoculum. However, the mycelial biomass yields produced with these fungi through traditional submerged culture are generally low. Therefore, the aim of this
study was to optimize the variables pH, temperature and carbon source concentration required for maximum biomass production by the 1 fungi Lactarius and roseolus in liquid

culture medium. The Box-Behnken (BB} design and response surface methodology were used to establish the optimum conditions in the experimental area, with an increase in biomass production of 1.2 g L for 3.25g L
 for L. quieticolor {pH 5.5, 24°C and 20 g L glucose) and 3.02 for 8.6 g L for R, reseolus (pH 5.5, 28°C and 30 g L mannital) compared to a contral culture (pH 5.5, 24°C and 10 g L* glucose] for both fungi. This
optimization is the first step needed to scale biomass production by L. guieticolor and R. roseolus in bioreactors. Keywords: Biomass, Box- Behnken design, Carbon source, kinetics.

MATERIALES Y METODOS RESULTADOS
FUENTE DE CARBONO

1. Seleccién de medio de cultivo y fuente de carbono

Table 2 Valares de biomasa experimental y
predicho expresados en g L.

Lactarius quieticolor
BAF L quieticolor e roscotus
() o) () toer st
' [EIE s 6w
CONDICION DE CULTIVO 2 z 288 666 703
[En| 5 [ "
- : s w1 s sl
+ 167 B 820
s 166 s am
y - BIOMASA SECA 3 294 708 689
. &/ T . . 7 [T
- 1 » & 302 686, 700
MNM H » w0 om sm
BAF: Biotina-aneurina-deido félico - o 10 173 a6 720
2. Cinética de crecimienta & 188 07 123
- s 5 w2 665 67
84 matraces Erlenmeyer de 100 mL (42 para cada especie fungica y 21 por condicion de cultivo), conteniendo 40 mL de
medio de cultivo, fueron inoculados con 2 discos de agar micelio (5 mm) de la especie fungica correspondiente. Cada 5 dias ] 27 2 660 T2
la biomasa micelial fue cosechada y recuperada por filtracidn en papel filtra y el peso seco fue determinade a 60°C durante 15 w2 22 62 em

48, Todos los ensayos fueron realizados en triplicado.

3. Optimizacién
Tabla 4 Andlisis

a
Disefio experimental &) L. quieticolor y B) R. roseolus.

Para la optimizacion se utilizé la metodologia de superficie de respuesta MSR [1, 21, que permite predecir la respuesta del
de la region

(]
wde Gradode Media  ValorF |Sumade Gradode Media  ValorF
Libertad _Cuadratiea (P<0001) | Cusdrado Libertod Cusdritiea (P<0001)

= = E 7
| Estimacién de los coeficientes de un modelo m:

i
El proceso de optimizacion | ’ e i
e s 3 oo awT 35 019
iii) Comprobacién adecuada del modelo 3 aser 1% | e 3 L4 a6
2 oo R T
La respuesta predicha (¥) por el modelo puede ser expresada en forma general a partic de la ecuacion {1).
¥ asas
Y=EQ+ZB,X,+ (1)
En el presente estudio k toma el valor de 3 debido a que hay tres variables (pH, v

de fuente de carbono) por lo que la ecuacién (1) se convierte en:

Y= By + BXy + ByX, + ByXy + BaX,X; + Bia X Xa + BiaXoXy + By XT + B XE + BiaXi  (2)
Yy = 2.29 + 0600, — 04355 + 0.080Xy — 0.240X7 — 037547 + 0.326X7 — 0.170X,X; — 0.038X, Xy — 0.006X1Xy

Dancle, Xy ¥  ¥;z0n b variables de entraca g, temperatra y concentraciin de fuente de COECRMIR e SSliRat=: By Yy = 672+ 0883, + 0173, + DA65K, = 046477 + 05172 - 0.195XF + 0458K,, - 0427L, K, - 046K, X,

es una constante; 8., B, y B, lineales; 8,,,8,, Y B, Bynv8,
san coeficientes cuadraticos.

¥,: Ecuacidn para L. quieticolor e Y;: Ecuacion para R, rosealus.

Temperatura {°C) X,

PHX,

Figura 1: Niveles bajo, medio y alto. de las tres variables bajo optimizacién (3]
(Temperatura, pH y concentracion de fuente de carbono)

Table 1 Disefio experimental de Box-Behnken con 3 factores. *
Temperatura Glucosa/Manitol gtk
Ensayo N pH co L - ’
1 35-1y 204-1) (] ‘#j
2 5501y 204-1) (] 5 7
] 3541 2801 304 Figura 4; Curvas de superficie de respuesta de la biomasa miceliar desde L. quieticolor (A-C) y R. roseolus (D-E). Se.
N s ety 00 muestra la interaccion entre (A y D} pH y Temperatura, (B-E) Fuente de carbono y temperatura, y [C y F) pH y fuente
de carbona,
s 3560 24 2000
6 55(1 2400 20¢-1)
CONCLUSIONES
7 3560 20 a0m
® $3a) 240 a0 - A través de la Metodologia de Superficie de Respuesta fue posible optimizar la produccion de biomasa por ambos hongos en media de
s 4500 2061) 2000 cultivo liquido y bajo condiciones de agitacian (120 rpm).
1 450 24qi) i) - La mayor produccién de biomasa por R. roselus se obtuvo en medio BAF, con 30 g L'} de manitol, a pH 5,5 y 28 °C, y para L quieticolor en
= = medio BAF, con 20 g L™ de glucosa, a pH 5,5 y 24 °C.
i 456 2061 4 - Estas condiciones eptimizadas seran utilizadas en una etapa siguiente de cultivo de los hangos en biorreactores, con el fin de obtener
12 150 £ awa grandes cantidades de biomasa de R. rosealus y L. uieticolor para la micorrizacion controlada de plantas de Pinus radiato en vivero,
13 4500y 240 (]
14 4560y 240 300) Referencias
i i ik o [1]. Chacin, F. (2000) Disefio y anilisis de experimentos para generar superficies de respuesta, Maracay: Universidad Central de Venezuela, Facultad de
2 20 Agronomia, Venezuela.
15 tratamientos con 3 repeticiones cada uno [2]. Montgomery, D.C. (2002) Disefioy Andlisis de Experimentos 2nd ed. Limusa, Wiley, México.

[3]. Srinivasan, M, Natarajan, K., & Nagajaran, G. [2000) Bioprocess Eng. 22, 267-273.
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