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Resumen

El estudio de los hongos que pertenecen al filo de los basidiomicetos es de suma importancia dado que
estos son los principales degradadores de materia organica, reciclando carbono, nitrégeno y
manteniendo el balance ecolégico. Es por esto que son buenos candidatos para reciclar y transformar
desechos agroindustriales en productos con valor agregado, y los descartes de su produccion pueden

aprovecharse en un proceso circular.

El uso de setas con fines alimenticios y medicinales ha crecido localmente en los Ultimos afios,
impulsando su estudio y caracterizacion. En este trabajo se recolectaron 46 muestras de setas de
basidiomicetos en 8 puntos del pais y se puso a punto un protocolo para el aislamiento del micelio en
placa, empleando el fungicida benomilo en una concentracién de 2 mg/L para disminuir la presencia de
Trichoderma spp. Dicho esto, se logré el aislamiento del 20% de las muestras estudiadas que se
identificaron mediante el uso de DNA barcoding, secuenciando la region ADNr ITS y genes codificantes
para proteinas como RPB2, factor de elongacion-1ay 8 -tubulina. A las muestras aisladas se les realiz
un screening en medios soélidos para evaluar la produccion de enzimas de interés como lascasas,

lipasas y fosfatasas, y se evaluaron potenciales especies para la degradacién de glifosato.

Se seleccioné Pleurotus ostreatus como modelo para el disefio de un sistema de fructificacion
sostenible. Identificandose el problema de la ineficiente disposicion actual de algunos residuos
agroindustriales como el bagazo de cerveza y café, es que se plantea la incorporacion de los mismos
como sustrato para el crecimiento de P. ostreatus. Se evaluaron los tiempos de cosechayy las eficiencias
biolégicas (EB) de los sustratos conteniendo 10%, 20% y 30% de bagazo de cerveza (BC). Las
condiciones con 20% y 30% registraron eficiencias biol6gicas de 28,6% y 27,7% respectivamente, muy
similares a la condicién control cuya EB fue de 30,1%. Por esto, se disefidé un sistema productivo con
un sustrato conteniendo 30% BC utilizado soportes de fructificacion reutilizables. Finalmente, se
planted la incorporacion en el suelo de las camas postcosecha provenientes de la fructificacion en
cultivos de alfalfa y trébol. Se encontré que una proporcion 1:2 de turba: sustrato inhibe el desarrollo
de la parte aérea de la planta en alfalfa, y que 1:8 no afecta el crecimiento del cultivo. En trébol se
establecio que la condicion 1:8 favorece el desarrollo de la planta y podria utilizarse para disminuir la

cantidad de NPK aplicado al suelo.
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1. Introduccidén

1.1. Reino fungi v sus generalidades

Los hongos se encuentran dentro del reino fungi, el cual constituye el segundo grupo de organismos
mas grande y con mas riqueza filogenética, estimandose la existencia de 3 millones de especies (1).
Son organismos eucariotas pluri o unicelulares y se reproducen de forma sexual y/o asexual. Muchos
de estos son aerobios obligados o facultativos, ademas de ser quimiotrofos secretores de enzimas que
degradan una amplia variedad de sustratos organicos (2). Suelen crecer con células elongadas y
polarizadas, llamadas hifas, que pueden contar o no con la presencia de septo. Estos organismos se
encuentran en cada rincén del planeta, jugando un rol crucial en la biogeoquimica global, principalmente
reciclando carbén y movilizando nitrégeno, fésforo entre otros elementos (3). Las variedades de sus
funciones son muy amplias: se encuentran especies con la capacidad de formar asociaciones
simbidticas con las plantas por medio de las micorrizas, otras son capaces de producir compuestos de
gran valor agregado para su aplicacion en la industria, mientras otras especies pueden ser la solucién
a los problemas ambientales y alimenticios que se encuentran en la sociedad actual. Dado la gran
cantidad de especies y aplicaciones, es esencial contar con un sistema de clasificacion de las mismas.
Siguiendo las reglas taxondmicas, se crearon nueve filos dentro del reino fungi: Opisthosporidia,
Chytridiomycota, Neocallimastigomycota, Blastocladiomycota, Zoopagomycota, Mucoromycota,

Glomeromycota, Basidiomycota y Ascomycota (3).

1.2. Basidiomicetos

El filo de los basidiomicetes es reconocido por su forma macroscépica ya que forman llamativos cuerpos
fructiferos. Se han encontrado basidios de hasta 3 metros de largoy 2 metros de ancho (4). Igualmente,
su forma predominante es el micelio, constituido por hifas entrelazadas que liberan enzimas para la
digestiéon de nutrientes y absorcién de moléculas. Para que se pueda dar la evoluciéon de micelio a
cuerpo fructifero, las células deben pasar por un proceso de diferenciacion que se genera en respuesta
a la interaccion de su propia genética con factores extrinsecos como la temperatura, luz, humedad y
sefiales quimicas (5). Los cuerpos fructiferos de los basidiomicetos tienen morfologias muy variadas
segln la especie, varias de ellas son comestibles y de gran interés nutricional. Generalmente contienen
una estructura similar a un sombrero llamada basidiocarpo donde se encuentran las estructuras que
produciran las esporas sexuales para su reproduccion. Este trabajo se centrara en el estudio de los

basidiomicetos y sus aplicaciones en diversos sectores de la biotecnologia.

1.2.1. Ciclo reproductivo

Aquellos hongos que se reproducen tanto de manera sexual como asexual se los conoce como hongos
perfectos, los cuales comparten las siguientes caracteristicas: esporas con una pared celular que
contiene quitina y B-glucano, unicelulares, presencia de una ruta biosintética de aminoadipato para la
formacion de lisina y presencia de crestas mitocondriales aplanadas (6, 3) . Con relacién a la
reproduccién asexual, se da principalmente gracias a la formacién de esporas (esporulacion), las cuales
van a permitir la formacion de micelio una vez que estas germinan. Por otro lado, la reproduccion sexual,
involucra la fusién de dos células sexuales o gametos compatibles, provenientes de dos cepas de
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hongos (7). Consiste en una secuencia de tres etapas: Plasmogamia, cariogamia y meiosis. En la
primera se da la fusidn de los citoplasmas de dos protoplastos lo que resulta en dos ndcleos haploides
compatibles los cuales no se han fusionado (8). Dicha fusion se da en la segunda etapa para dar lugar
a la formacién de nucleos diploides; es en esta instancia que se obtiene lo que se conoce como cigoto.
Finalmente, es durante la meiosis donde los nucleos haploides son incorporados en las esporas

llamadas meiosporas (9). En la figura 1 se presenta la plasmogamia en basidiomicetos.

Basidiomycete Life Cycle

Germination: Basidiospores (n)

Mycelia form. There are ®® @

two mating types (+ and ). @

Mating type Dispersal and
QQ germination
Mycelia ()

S £ ©
Vot

Plasmogamy:

Fusiﬁn bem{gen Cell division:
+ and — mating Four

types results in basidiospores
formation of a Sexual are formed.
dikaryotic Reproduction

mycelium. Basidium with
four nuclei
(1n)

Meiosis:

Four haploid nuclei
are formed in the
basidium.

Mitosis:
Under the right @Zygote
environmental (2n)

conditions, a
basidiocarp forms. Gills
of the basidiocarp contain
cells called basidia. Karyogamy:
- Basidia form
Basidia diploid nuclei.

Basidiocarp

Figura 1: Esquema de la plasmogamia en basidiomicetos (Adaptado desde Panawala et al.) (8).

En el caso de los basidiomicetos, los basidios son las estructuras reproductoras encargadas de generar
las basidiosporas que aseguran la dispersion de la especie (10). Estos esporangios se encuentran en
el himenio de los cuerpos fructiferos y desde alli se liberan las esporas al ambiente para la diseminacién
de la progenie del hongo. El himenio es la seccion fértil del basidiocarpo que se encuentra en la parte
inferior del mismo. Esta formado por laminas, poros, tubos, dientes o pliegues. Si la seta no cuenta con
un himenio, las esporas se pueden encontrar en la gleba (11), masa sélida de esporas contenida dentro
del esporocarpo como se observa en la figura 2, en la cual a su vez se detallan las diferentes formas
gue se pueden encontrar de basidios. A medida que las esporas maduran, las células del esporangio
se desintegran dejando como resultado un polvo que por accién del viento o insectos puede llegar a

diferentes destinos (12).
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Figura 2: Representacion de las diferentes formas de los cuerpos fructiferos (Adaptado desde Carrillo et
al.) (13)

1.2.2. Subclases del filo

Actualmente, este filo cuenta con tres grandes subclases: Agaricomycotina, Pucciniomycotina y
Ustilaginomycotina (14). La primera contiene casi /5 de las especies descritas dentro del reino fungi.
Existen aproximadamente 20.000 especies pertenecientes a esta subclase, lo que representa un 68%
de los basidiomicetos conocidos. Los hongos que se enmarcan en esta categoria son conocidos por
tener capacidades que van desde la descomposicién de madera o desechos, hasta generar relaciones
ectomicorrizas entre las hifas del hongo con el interior de la raiz de una planta (15). Algunos hongos
pertenecientes a esta familia son: Thanatephorus cucumeris, Lentinula edodes (cominmente conocido

como Shiitake) y Agaricus bisporus (nombre comercial: champifién) (14).

1.2.3. Condiciones de crecimiento y desarrollo

El ciclo de vida de los hongos comienza con la espora, una vez que esta encuentra un ambiente rico
en nutrientes y las condiciones ambientales adecuadas, germina y se comienzan a formar las células
elongadas que constituiran las hifas, que se alargan y ramifican, formando el micelio. Existen diversos
factores que juegan un rol en el desarrollo y crecimiento del hongo, uno de ellos es la temperatura, que
influencia muchas reacciones catalizadas por enzimas. La termofilia de los hongos es amplia, donde
por un lado los hongos mesofilos tienen una temperatura minima de crecimiento entre 5°C - 10°C y una
méaxima entre 30°C - 40°C. También se debe de tener en consideracion el hecho de que, variando la
temperatura, se puede favorecer distintas etapas del desarrollo como la esporulacion, el crecimiento de
las hifas y la fructificacion (13).

De la misma forma, otro factor que determina el crecimiento del micelio es el pH del medio de cultivo.
Los hongos pueden crecer en un amplio rango de pH, el éptimo encontrandose en el rango acido para
muchos de ellos. ElI pH no solo influye en el crecimiento del hongo, sino que también afecta la

produccion y actividad de metabolitos como enzimas lignocelulésicas. Se ha observado que al
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alcalinizar el medio, disminuye tanto la biomasa obtenida como las UFC (Unidades Formadoras de

Colonias) fangicas (16).

1.2.3.1. Formacion de cuerpos fructiferos

Como se menciono anteriormente, para que se dé la fructificacién se tiene que iniciar la diferenciaciéon
del micelio. Esto se tiene que ver favorecido por las condiciones ambientales y nutrientes disponibles.
El micelio debe tener acceso a una cantidad de sustrato suficiente antes de fructificar, almacenando
fuentes de carbono y nitrégeno que se destinaran a la formacion del cuerpo fructifero. Se ha encontrado
gue algunas fuentes de carbono como los polisacaridos favorecen la produccién de estos, mientras que
otras como la glucosa la reprimen. La tasa con la que el hongo es capaz de hidrolizar carbohidratos es
lo que determina la habilidad del mismo de promover la fructificacion. Ademas, la formacién de cuerpos
fructiferos en algunos basidiomicetes se ve favorecida por el aporte de proteina como fuente de
nitrégeno. Para la fructificacion se requieren mayores cantidades de carbono que de nitrégeno donde
la relacion C:N oOptima varia entre 30:1y 5:1 (5).

Por otro lado, varios factores ambientales como la humedad y los niveles de CO: afectan la
fructificacion. Los valores éptimos varian segun la especie, aunque en general necesitan de un balance
entre una humedad relativa alta para que sea suficiente para el desarrollo de los primordios, aunque

no tan elevada que reduzca la aireacion.

1.3. Micologia en Uruguay

La fauna micética en Uruguay ha sido poco estudiada hasta el momento, donde hay un escaso
conocimiento de la diversidad y funcién de las especies existentes en dicho pais. La mayoria de los
trabajos que hacen referencia a la micota uruguaya, son en base a hongos fitopatégenos, los de
maderas enterradas o los enddfitos. En lo que respecta a los hongos descomponedores de madera, los
estudios son aun mas limitados (4).

Un claro ejemplo con relacién a los registros de la fauna micética en dicho pais se puede ver reflejado
en el trabajo realizado por Morera et al. En el mismo hacen hincapié en el registro casi nulo que hay de
los tipos de hongos en Uruguay. Este estudio hace referencia al género Ganoderma y buscan evaluar
la diversidad de estos en un periodo de dos afios (2017-2018), donde mediante recolecciones de
muestras provenientes de diversos ecosistemas y analisis a través de DNA barcoding, logran identificar

G. martinicense, G. mezicanum, G. platense, entre otros (17).

1.4. Metodologias moleculares para la identificacidn a nivel de especie

Dada la alta variedad de especies que se encuentran en el filo presentado, la identificacién exacta y
precisa es de vital importancia. La identificacion morfolégica basandose Unicamente en los caracteres
fenotipicos es ampliamente utilizada, pero presenta enormes limitaciones principalmente para clasificar
un organismo a nivel de especie. Con este método, se pueden obtener resultados diferentes segun el
operario, dado que los caracteres morfoldgicos a estudiar son limitados y pueden ser engafosos a

causa de hibridacion, especiacion y la evoluciéon convergente (18). Es por estas limitaciones que
11



surgieron métodos basados en secuencias de ADN para la identificacién de especies. Para esto, se
crearon bancos genéticos que contienen las secuencias de ADN de los taxones conocidos y las ponen

a disposicion de los usuarios para comparar con la secuencia estudiada, creando asi el DNA barcoding

(1).
1.4.1. DNA barcoding

El codigo de barras de ADN (o DNA barcoding) es una metodologia molecular utilizada para identificar
diferentes especies usando marcadores genéticos cortos. Uno de los marcadores mas utilizados son la
regiéon nrITS (espaciador transcrito interno nuclear ribosémico) o la subunidad nuclear ribosomal larga
28S (LSU). Se selecciond la region nrlTS por ser la porcién de ADNr cistrén con mas rapida evolucién
y alta variaciéon, lo que permite diferenciar los organismos a nivel de especie. Comprende

aproximadamente 600 pares de bases, y se cuenta con primers especificos y validados (19).

La regién nrITS fue denominada como el barcode oficial para la identificacién de hongos en 2011. Es
el ADN espaciador que se encuentra entre el gen de la subunidad pequefia de ARNr y el gen de la
subunidad grande de ARNTr. En la figura 3 se observa el contexto de la region ITS, que esta compuesta
por regiones variables (ITS1 e ITS2), y una regién altamente conservada entre ellas (5.8S). Esta
flanqueada por el ARNr 18S en el extremo 5’ de ITS1 y por el ARNr 28S en el extremo 3’ de ITS 2.
Estas regiones flanqueantes, asi como 5,8S, son altamente conservadas y por lo tanto permiten el

disefio de primers universales para amplificar distintas porciones de la region ITS.

ITS5 ITs2 ITS4 LR3
— - - -
ITS1F ITS1 ITS3 LROR
—_—— —_— —_—
E . -
18S SSU ITS1 5.85 ITS2 285 LSV

- ITS1F {or ITS5 or ITS1) - LR3
- the entire ITS and the first two domains of the LSU
~1100-1150 base pairs

- ITS1F (or ITS5 or ITS1) = IT54
- the entire ITS region ~ 550-600 base pairs

Sequence (5'-->3')

ITS1F CTTGGTCATTTAGAGGAAGTAA

ITS1 TCCGTAGGTGAACCTGCGG Evolves very fast, so useful for lower-level {species) phylogeny,
Ims2 GCTGCGTTCTTCATCGATGC and DNA barcoding marker for species identification of fungi
ITS3 GCATCGATGAAGAACGCAGC

IS4 TCCTCCGCTTATTGATATGC

TS5 GGAAGTAAAAGTCGTAACAAGG

Figura 3: Mapa de laregion ITS con las posiciones de los primers universales utilizados para su

amplificacion (18)

De todas formas, si bien la implementacion de esta estrategia ha sido de gran utilidad para la
identificacién de hongos, no siempre se obtienen resultados exitosos, particularmente en los siguientes
géneros: Aspergillus, Cladosporium, Fusarium, Penicillium, y Trichoderma. Dadas ciertas limitaciones
encontradas, en algunos casos se combina la amplificacion de la region barcode con otras regiones de
interés taxondmico denominadas barcodes secundarios, como algunos genes codificantes de proteinas
(20). Estos tienen la capacidad de actuar como barcode por la presencia de intrones, que pueden

evolucionar méas rapidamente en comparacion al ADNr ITS. Ademas, estos genes facilitan el
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reconocimiento de homologia y convergencia ya que se encuentran en una sola copia y tienen menor

variacion en el largo ya que acumulan menores mutaciones en los exones (18).

Algunas de las regiones codificantes de proteinas estudiadas como barcode son: TEFlalpha (EF-10Q)
el cual codifica para el factor de elongacién 1 alpha y es utilizado para Trichodermas, RPB1 o0 RPB2
para especies como Aspergillus o Penicillium que codifican para subunidades de la enzima ARN
polimerasa | y Il respectivamente (21, 18), B-tubulina para Pleurotus spp. o Lentinula spp. y por dltimo
minichromosome maintenance protein MCM7. Para evaluar el potencial de barcode de estos genes se
estudia el barcode gap, donde un barcode gap claro hace referencia a una diferencia significativamente
mayor entre las secuencias de cepas de diferentes especies que entre las secuencias de cepas de la
misma especie (22). Se buscara aplicar estos barcodes secundarios en la identificacion de

basidiomicetos.

1.5. Usos y aplicaciones

El interés de identificar correctamente a qué especie pertenece un hongo y sus caracteristicas, es para
poder evaluar qué potenciales aplicaciones biotecnoldgicas se podrian explotar. La blsqueda de
biodiversidad fungica y las colecciones de hongos son muy valiosas, estimandose que aun queda por
describir alrededor del 92 % de los hongos en todo el mundo (23, 24). Esto es debido a que los hongos
son un producto con diversos usos, comenzando como alimentos terapéuticos ya que pueden prevenir
enfermedades como la hipertension o el cancer. Mas especificamente dentro de los basidiomicetos,
més de 3000 especies de hongos son aptas para el consumo humano, pero solo 100 son cultivadas de
forma comercial de las cuales 10 son usadas a escala industrial. En consecuencia, el valor econémico
de la venta de hongos estd aumentando gracias al valor que los mismos aportan en el ambito

nutricional, medicinal, entre otros (25).

Por otro lado, otra gran ventaja que presentan estos organismos es su capacidad biorremediadora ya
gue pueden degradar diversos sustratos, como son los lignocelulésicos, gracias al repertorio de

enzimas que estos poseen .
1.5.1. Relevancia nutricional y sus beneficios para la salud

El consumo de hongos comestibles es una practica que se realiza desde la antigiedad, pero junto con
el desarrollo tecnolégico se fue perfeccionando el cultivo de los mismos hasta llegar a un sistema de
produccion masivo que permite la distribucion de los hongos a nivel mundial. El contenido neto de los
nutrientes presentes en este alimento varia de acuerdo a la especie, pero comparten algunas
caracteristicas como un contenido de agua de aproximadamente 90%, un contenido proteico entre el
27y 48% y contienen los nueve aminoacidos esenciales incluyendo la lisina, triptéfano y metionina que
suelen escasear en vegetales (26). Tienen un bajo contenido de carbohidratos, estos componen entre
un 4 y 6% de su biomasa y entre 2 - 8% corresponde a lipidos (27). Ademas, son una fuente de
vitaminas (A, C, D, B y K) y minerales vitales como calcio, fésforo y hierro con buena biodisponibilidad,

conteniendo en algunos casos el doble de estos minerales que carnes rojas.
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Los factores mencionados hacen que el consumo de hongos se haya distribuido ampliamente, siendo
un foco importante en las comunidades vegetarianas y veganas, donde son utilizados como fuente de
proteina y vitaminas importantes como B12. De todas formas, el valor nutricional depende de varios
factores mas alla de la especie, como puede ser: sustrato en donde crece el hongo, condiciones

ambientales, etapa en la que se lo cosecha, entre otros (28).

Ademas del aporte nutricional, el consumo de hongos es ampliamente utilizado como tratamiento
medicinal. Esto se debe a compuestos bioactivos como polisacaridos ( B-d glucanos), triterpenoides y
mas. Los efectos medicinales reportados son antitumorales, antioxidantes, antialérgicos. Los hongos
comestibles con propiedades medicinales son especies de los géneros Lentinula, Hericium, Grifola,

Flammulina, Pleurotus y Tremella (27).
15.2. Hongos como agentes biorremediadores

Los hongos saprofitos tienen la capacidad de degradar ciertos contaminantes organicos como los
lignocelulésicos lo cual se da principalmente gracias a la liberacion de enzimas extracelulares al
ambiente y asi obtener un subproducto como fertilizante (29). Un ejemplo de estas enzimas son las
lacasas, las cuales son de gran interés en la industria ya que pueden degradar compuestos téxicos de
gran complejidad. La industria de las papeleras suele utilizar esta enzima para llevar a cabo el biopulpeo
(proceso por el cual se elimina la lignina de la celulosa), en los textiles se utiliza para el blanqueo y en
lo que respecta a la biorremediacion estas enzimas pueden oxidar contaminantes organicos toxicos
ademas de otros xenobidticos (30). Esta enzima se puede encontrar en especies del tipo Pleurotus sp.

o Trametes sp. (31).

Otra enzima ampliamente mencionada y requerida son las lipasas las cuales se utilizan en diversas
industrias como la alimenticia para generar emulsionantes, la farmacéutica para la produccion de
cosméticos y medicamentos, y las de sintesis quimica donde encontramos usos desde el tratamiento
de efluentes hasta la produccién de detergentes. Este amplio espectro de aplicaciones se debe a que
esta enzima es capaz de hidrolizar enlaces ésteres de sustratos que no son solubles en agua, en otras
palabras puede hidrolizar triglicéridos para generar glicerol, diglicéridos o acidos grasos libres (32). Si
bien mayoritariamente esta enzima es extraida de hongos filamentosos como Aspergillus spp. y
Céandida spp., existen reportes que indican la presencia de esta en hongos pertenecientes al filo

basidiomiceto como P. ostreatus o S. commune (33, 34).

En dltimo lugar, la enzima fosfatasa se encarga de hidrdlisis del grupo fosfato presente en el sustrato
de interés, dando como resultado fésforo como ion fosfato y un grupo hidroxilo. Esta enzima si bien es
producida por diversos microorganismos, es mas eficiente aquella proveniente de los hongos, ya que
al solubilizar el fésforo, permite un aumento en los rendimientos productivos del suelo. Si bien esta se
encuentra mayoritariamente en hongos como Penicillium spp. o Aspergillus spp., se han encontrado
también en basidiomicetos como Trametes versicolor (35, 36). Las fosfatasas son de gran interés,
especificamente en la era de generar una agricultura sostenible, principalmente por el hecho de que se
puede reducir el uso de fertilizantes quimicos, asi como también la degradacion de herbicidas

organofosforados como el glifosato cuyo uso genera efectos negativos en la salud del suelo (37).
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1.6. Produccién de hongos

Dados los beneficios nutricionales y medicinales de los hongos, es que estos se comenzaron a cultivar
y producir de forma industrial para su consumo. Si bien se identificaron hasta 2166 especies de hongos
comestibles que fueron recolectados en 85 paises, el mercado de produccién de hongos comestibles
esta dominado por 3 especies: Champifiones (Agaricus bisporus), Shiitake (Lentinula edodes) y
Girgolas u ostras (Pleurotus spp.) (38). Cada una de estas especies tiene particularidades y
especificaciones para su produccion, pero en términos generales comparten el mismo proceso:
obtencién del sustrato donde crece el hongo, desarrollo de la semilla, inoculacion del sustrato,

colonizacion, fructificaciéon y cosecha (39).

1.6.1. Pleurotus ostreatus

El cultivo del género Pleurotus es el tercero con mayor distribucién a nivel mundial en lo que respecta
a los hongos comestibles. Se encuentra dentro del grupo de los hongos de descomponedores de
madera blanca. P. ostreatus, especie que genera las girgolas grises, crece sobre madera dura en el
bosque y puede tolerar un amplio rango de temperaturas (20-30°C, necesitando un shock frio para la
induccion de la fructificaciéon de al menos 5°C ) (40). Su produccion suele darse a gran escala por su

bajo costo y variedad de sustratos que se pueden emplear (41).

Esta especie de hongos tiene un gran atractivo debido a varias razones. Tiene la capacidad de producir
proteinas de alta calidad a partir de un sustrato del tipo lignocelulésico y ademads, gracias a la
produccion extensiva de biomasa, tienen un gran potencial para la micorremediacion por la biosorcion
de compuestos como metales pesados (42). Su importancia se debe también a la presencia de
componentes medicinales (43). Dentro de estos, los que se destacan son los (-glucanos, con
propiedades antineoplasicas, antioxidativas e inmunoestimuladoras; péptidos, con efectos antivirales

contra HIV; entre otros (44).

En lo que respecta al mercado global de P. ostreatus, en 2021 el mismo rondaba los USD 2.44 billones
y se espera que llegue a USD 3.05 billones para el 2029, lo que estimaria un crecimiento de un 5.20%
en el periodo 2022-2029. Las razones asociadas a este aumento son, por un lado, el aumento en la
demanda de alimentos y la concientizacion de su consumo. Por el otro, se lo relaciona con ventajas
productivas que se puede dar en esta industria con la biotecnologia con el fin de mejorar los

rendimientos en términos de tamafio, biomasa entre otros (45).
1.6.2. Sustratos utilizados para la produccion de hongos

Con relacion al sustrato utilizado, el mismo depende del tipo de hongo que se quiera cosechar, por lo
gue es de gran relevancia encontrar aquel que brinde las correctas condiciones para el desarrollo del
mismo. Dentro de los elementos basicos deben de tener entre 1 - 2% de nitrogeno, deben de tener una
concentracion precisa de magnesio, potasio, calcio, sulfuro y fésforo, pH levemente acido y una
humedad relativa de entre 50 - 70%. En vistas de aprovechar la capacidad de estos hongos de degradar

compuestos lignocelulésicos es que se plantea la incorporacion de residuos de este tipo al sustrato. Se
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ha demostrado que P. ostreatus tiene la capacidad de crecer en una variedad de residuos
agroindustriales como paja de arroz, trigo y maiz, agujas de pino, aserrin, residuos de papel y cartén
y mas (40). Dentro de estos se destaca el bagazo de café, bagazo de cervezay el aserrin, en los que
se centrara este trabajo. Con relacion al primero, diversos estudios concluyen que el aporte de este es
beneficioso para el hongo, aunque se debe de evaluar el porcentaje de cafeina absorbido por el mismo
de forma de poder determinar si es apto para su consumo (46). De todas formas, una de las principales
ventajas que presenta el café, es que este sustrato no necesita ser esterilizado ya que enseguida de

usado se encuentra pasteurizado (47).

Por otro lado, el bagazo de cerveza (BC) es el residuo generado en la produccion de cerveza durante
la maceracion y filtrado del mosto. Se estima que la produccién en Uruguay de este residuo (en 2020)
fue de 1,242 toneladas, siendo el mayor subproducto generado en esta industria (48). Se trata de un
residuo rico en nutrientes, por lo tanto una correcta disposicién y aprovechamiento del mismo es
importante. Contiene aproximadamente 17% de celulosa, 28% polisacaridos y 28% lignina. Al no
encontrarse usos econémicamente interesantes para estos residuos, cominmente se utilizan como
fuente de alimento para animales o para compost (49). Debido a su contenido de glutamina, lipidos y
azucares que favorecen el crecimiento de los hongos, se propone la utilizacion del BC como sustrato

para el crecimiento de los mismos.
1.6.3. Variedad de soportes empleados para la fructificacion

Para la fructificacién generalmente se utilizan bolsas de plastico, aunque se pueden utilizar botellas de
vidrio, baldes de plastico entre otros (50). Las bolsas de plastico son las més utilizadas debido a que
son las mas accesibles en el mercado y se obtienen buenos rendimientos de cosecha. Existen diversos
tamafios y una vez agregado el sustrato pueden ser esterilizadas para luego inocular con el hongo en
cuestion. En cuanto a su disefo, en la boca de las mismas se les agrega un algodén de manera de
formar un tapon y asi permitir la respiracion del micelio y su desarrollo. De todas formas, estas bolsas

no son reutilizables y se transforman rapidamente en un residuo a gestionar.

Otra alternativa para esta tarea es el uso de contenedores de plastico. A la hora de elegir este formato,
se debe de tener en cuenta que tipo de hongo utilizar, donde el que méas se recomienda es P. ostreatus
0 H. erinaceus. Dentro de las principales ventajas de utilizar este soporte es que puede ser reutilizable

a diferencia de las bolsas, aunque la gran desventaja es que son mas propensos a contaminarse (51).
1.6.4. Produccion a escala industrial

En el afio 2020, el tamafio del mercado global de hongos fue de USD$ 58.8 billones, y se estima que
este nimero aumente a aproximadamente USD$ 86.5 billones para el afio 2027 (52). Estas
proyecciones son muy atractivas y estan impulsadas por desarrollo cientifico, asi como automatizacion
de procesos para reducir costos ademas del aumento en las poblaciones veganas y vegetarianas que

son grandes consumidoras de este producto.
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Un estudio realizado por Freundt et al. que busca evaluar la posibilidad de producir y comercializar
hongos comestibles tanto a nivel nacional (Perd) como internacional, establece que todas las etapas

de produccion se las puede adaptar para que sean aplicables a escala industrial (53).

1.7. Economia circular

Visto que las caracteristicas de los hongos presentadas se encuadran en un contexto de
biorremediacion y revalorizacién de residuos, se plantea analisis del proceso productivo de P. ostreatus
como punto de entrada para la incorporacion de residuos. Este es uno de los objetivos de la Economia
Circular (EC), un modelo econémico que apunta al uso eficiente de los recursos a través de la
minimizacién de los desechos generados, extension de la vida Gtil y valor a largo plazo, reduccién de
los materiales primarios y circuitos cerrados de productos dentro de los limites de la proteccion
ambiental y beneficios socioeconémicos (54). Para esto, el modelo plantea una serie de objetivos clave
para comenzar a migrar hacia una EC también conocidas como las 10 R donde se encuentran:

Recuperacion, reciclaje, reducir, repensar, entre otras.

Con este sistema, se replantea la manera de montar una industria. De esta forma, el proceso productivo
planteado debe tener en cuenta desde un principio los residuos que genera, ser optimizado para
minimizar las cantidades, tener destinos finales adecuados para cada tipo de residuo y valorizarlos. Al
aplicarlo a la produccion de P. ostreatus, se debe definir qué materias primas entran al proceso y en

gué se transforman.
1.7.1. Residuos generados en la produccién de P. ostreatus

Los componentes que entran al proceso en la produccion de P. ostreatus son: sustrato empleado, agua,
soporte de eleccion, energia eléctrica para el funcionamiento de los equipos necesarios y la cepa de
interés. Una vez cosechadas las setas, se deben gestionar los residuos restantes, es decir la mezcla
del sustrato colonizado por el micelio, conocido como pan o camas post cosecha, y el soporte de
fructificacién. Se estima que se generan 5 kg de sustrato descarte por cada kg de hongo producido
(55). Siendo el principal residuo generado, el correcto tratamiento del mismo es necesario, no solo
porque la acumulacién de los mismos favorece el desarrollo de mohos y colonias de insectos, sino que
es un residuo aprovechable gracias a su contenido nutricional y enzimatico (55). Existen alternativas
para tratar estos residuos, con el objetivo de evitar la disposicion final o el quemado de los mismos ya
gue esto genera un deterioro en el medio ambiente, los mismos van desde usarlos para compost o

como alimento para animales.
1.7.1.1. Biofertilizantes y compost

Para el aprovechamiento de los panes post cosecha, se plantea su aplicacion como fertilizante o
compost. Se ha visto que el uso del pan de hongos como compost para plantas, actlia como mejorador
de la fertilidad del suelo, ya sea por el aumento en la concentracion total de nitrégeno y la materia
organica del mismo, como sus propiedades fisicoquimicas. Un estudio realizado por Pathak et al.
concluye que esta aplicacion es de gran interés para el agro ademas de que se evitaria el uso de

agroquimicos tradicionales (56).
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Dado lo mencionado anteriormente, en este trabajo se propone la recoleccién de basidiomicetos
locales, su aislamiento y caracterizacion en cuanto a produccidon de enzimas para evaluar sus
potenciales aplicaciones. Ademas, se plantea la produccién de P. ostreatus segun el modelo de
economia circular, utilizando como sustrato residuos agroindustriales como aserrin proveniente de la
industria forestal, bagazo de cerveza y bagazo de café. También analizara el potencial como
biofertilizante del pan post cosecha. En la figura 4 se visualiza una representacién esquematica del
proceso planteado tomando como ejemplo el uso de bagazo de cerveza en la produccién del hongo

comestible P. ostreatus.

/\‘ Setas de
Pleurotus
ostreatus
Pan post
cosecha
Bagazo de Aplicacion
cerveza Sustrato en suelos
Cosecha

Residuos
lignocelulésicos

AgricultuL/

Figura 4: Esquema del sistema circular de produccién de Pleurotus ostreatus planteado
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2. Objetivos

El objetivo general de este proyecto es el aislamiento, la identificacién y caracterizacion de hongos
basidiomicetos y la evaluacion de los mismos en aplicaciones de circularidad de procesos.

2.1. Obijetivos especificos

El proyecto se divide en 3 ejes, en primer lugar, el estudio de los basidiomicetos recolectados en
Uruguay, por otro el disefio de un sistema de fructificacion utilizando P. ostreatus como modelo y
finalmente la aplicacion de los panes post cosecha como fertilizantes. Los objetivos especificos son
los siguientes:

1) Aislar, identificar y caracterizar hongos locales mediante métodos moleculares

2) Evaluar el desarrollo y crecimiento de un hongo modelo (P. ostreatus) en
distintos sustratos incorporando residuos como el bagazo de café y cerveza,
asi como también el escalado del sistema

3) Evaluar la capacidad de las camas post cosecha como promotoras de
crecimiento de plantas a escala de laboratorio
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3. Materiales y Métodos

3.1. Recoleccion de muestras y aislamientos de cultivos puros

3.1.1. Salidas de campo y recoleccion de hongos

Se realizaron salidas de campo en distintos puntos del pais en el mes de setiembre de 2021 y en febrero
del 2022, mas especificamente el departamento de Canelones (localidades: Parque Roosevelty Cesar
Mayo Gutiérrez) y el departamento de Rocha (localidades: Santa Isabel y La Paloma), donde se
recolectaron setas para su posterior aislamiento en placa. A las muestras recolectadas se les asignd
un codigo en referencia a su lugar de origen seguido de un numero: “HR” hace referencia a las muestras
recolectadas en el Parque Roosevelt, “LP” a La Paloma/Pedrera y “HG” a las muestras obtenidas en
Cesar Mayo Gutiérrez. Se trabaj6é con un total de 46 muestras: 12 HG, 20 LP, 6 HG y 8 muestras
correspondientes a Arequita, Jaureguiberry, Costa Azul y Parque Lussich. Durante la recoleccion se
trabajo con guantes y bisturies estériles para evitar la contaminacion de las setas. Las muestras
recolectadas se almacenaron en frascos estériles de tapa rosca. Se tomaron fotografias in situ de las

muestras, asi como de los alrededores de la misma.
3.1.2. Preparacion de medios de cultivo

Se prepararon medios de cultivo necesarios para el aislamiento de los hongos recolectados. Se trabajé
con Potato Dextrose Agar 36 g/L (PDA, BD Difco) y Malt Extract Broth Agar 20 g/L (MEA, Sigma Aldrich).

Los medios se esterilizaron en autoclave a 121°C por 21 minutos.

Para reducir la presencia de contaminantes, se preparé un stock de gentamicina, un antibiético de
amplio espectro, a una concentracién de 25 mg/mL, asi como también un stock del fungicida Benomilo
de concentracién 0,5 mg/mL. La preparacion de este ultimo consiste en disolver Benomilo (Agro
Regional S.R.L., SUPERTLATE lote 0191221) 50% puro en Etanol 70%. Una vez preparados los

stocks, se pasan por un filtro de tamafio de poro 0,22 ym.

Tanto el antibiético como el fungicida se agregaron a los medios de cultivos autoclavados una vez que
estos se enfriaron para asi plaquearlos en placas de Petri. Se trabajé con una concentracion de
gentamicina de 50 mg/ml de acuerdo con las especificaciones del fabricante (Thermo Fischer,

Gentamicin Reagent Solution 50 mg/ml, cédigo de producto: 15750060).

3.1.2.1. Puesta a punto de la concentracion de benomilo para el
aislamiento de basidiomicetos
Se preparé el medio Potato Dextrose Agar (PDA) suplementado con las siguientes concentraciones de
Benomilo: 0,5 mg/L, 1 mg/L, 2mg/L y 4 mg/L. Se trabaj6 con un stock de benomilo a 0,5 mg/mL diluido
en EtOH 70%. El benomilo fue filirado con un filtro de 0,22 ym antes de ser agregado al PDA

previamente autoclavado.
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Para cada cepa evaluada, se inocularon 5 placas: 4 con las concentraciones de benomilo previamente
mencionadas y una placa de PDA sin agregado de benomilo que actu6 como control. Se registro el

area del micelio durante 7 dias.

3.1.3. Puesta a punto de protocolo de aislamiento de especies recolectadas

en placa.
Se siguio el siguiente protocolo para el aislamiento de las muestras en placas (i-v):
i) Eliminar los restos de tierra, hojas e insectos de las setas recolectadas
ii) Desinfectar superficialmente las setas con peréxido de hidrogeno al 30%.

iii) Realizar cortes del himenio de la muestra con bisturi estéril, procurando seleccionar las secciones

de laminillas mas limpias 0 menos expuestas al ambiente.

iv) Los fragmentos seleccionados se colocan en placas de Petri con PDA como en MEA. Cada muestra
se plaguea por duplicado en un medio nutriente suplementado con antibiético (gentamicina) y el

fungicida benomilo.

v) A medida que se observa el crecimiento del micelio, se realizan aislamientos en nuevas placas de

PDA y MEA, eliminando el antibi6tico y fungicida utilizado.

A su vez, se realizd la esporada (“spore print”) de algunas de las muestras recolectadas para su
identificacién morfolégica. Se sigui6 el protocolo de Choi et at. (57), consistiendo en colocar agar-agua
con el antibiético cloranfenicol, en una placa de Petri y en la tapa de la misma, colocar una porcién de
la seta de forma tal que las esporas precipitan en el agar-agua. En la figura 5 se muestra un esquema,

donde el sustrato corresponde al hongo.

Vaseline
[
| ] ] Substrate
|
| < ] Watex

Agar

Figura 5: Esquema de la técnica utilizada para obtener las esporadas de las setas recolectadas

3.2. Identificacion de las muestras aisladas por métodos moleculares

3.2.1. Extraccién de ADNg

3.2.1.1. Extraccién de ADNg de aislamientos puros utilizando Kit
comercial

Una vez obtenidos los aislamientos, se realizaron cultivos de los mismos en medio liquido Yeast

Surcose (YES) o Caldo Extracto de Malta (ME). La extraccion de ADNg se realizé segun el protocolo
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de Zymo Research presente en el Kit Quick- DNA™ Fungal/ Bacterial Miniprep donde en vez de realizar

la elucion con el buffer correspondiente, se utilizé agua libre de nucleasas (58).

3.2.1.2. Extraccién de ADNg a partir de cuerpo fructiferos utilizando Kit

comercial

A partir de las muestras ambientales recolectadas, se buscé realizar la extraccion de ADNg
directamente desde el cuerpo fructifero con el objetivo de evitar contaminaciones y acortar tiempos.
Para esto, desinfect6 la muestra con Perdéxido de Hidrogeno 30%, se fragmentd la muestra con bisturi
y se siguio el protocolo del Kit Quick- DNA™ Fungal/ Bacterial Miniprep (58).

3.2.1.3. Extraccién con cloroformo e isopropanol

A suvez se realizaron extracciones de ADNg segun el protocolo descrito a continuacion (i-xiv). Se utilizé
buffer de lisis: 100 mM Tris-HCI (pH 8.4), 200 mM NacCl, 100 mM EDTA (0.5 M pH 8) y 2% CTAB

(bromuro de cetiltrimetilamonio). Las extracciones se conservaron en freezer a -4°C.
i) Agregar 5 mL de medio YES a tubo falcon de 50 mL e inocular con muestra.
i) Una vez crecido el micelio, tomarlo con pinza estéril y secarlo.
iif) Agregar nitrégeno liquido (N2) y moler el micelio con varilla de vidrio.
iv) Agregar 600 uL de buffer de lisis precalentado a 65°C. Incubar a 65°C por 30 minutos.
v) Agregar 600 uL de cloroformo y agitar 5 veces.
vi) Centrifugar a 13000 g por 10 minutos
vii) Tomar 400 uL de la fase superior y pasar a tubo de 1,5 mL.
viii) Repetir paso e, fy g
ix) Agregar un volumen de isopropanol frio. Invertir e incubar 20 minutos a -80°C.
x) Centrifugar a 13000 g por 10 minutos.
xi) Descartar sobrenadante y lavar el pellet con 600 uL EtOH 70%
xii) Centrifugar a 13000 g por 10 minutos.
xiii) Remover el sobrenadante y secar el pellet

xiv) Resuspender pellet en 50 pyL de H20 libre de ADNsas.
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3.2.2. Amplificacion mediante PCR tiempo final de distintas regiones del
ADNg

3.2.2.1. Amplificacion de ITS1-ITS4

La identificacion de los hongos recolectados se realizé6 mediante la amplificacion de la region barcoding
ITS. Para ello, se utilizé6 el ITS1 forward (5-TCCGTA GGTGAACCT-3") e ITS4 reverse (5'-
TCCTCCGCTTATTGATATGC-3"). Se trabaj6é con dos masters mix, uno para la enzima Tag DNA
Polymerase de Thermo Scientific (EP0402, 5U/uL) y otro para la enzima Taq DNA Polymerase de NEB

(M0273S, 5 U/ uL). En la tabla 1 se presenta la composicion de cada uno de ellos.

Tabla 1: Composicion de los mixes empleados para la amplificacién con primers ITS1-ITS4

Componentes X 1 Reaccion Thermo (pL) X1 Reaccion NEB (pL)
Taq Buffer 10x 5 2,5
DNTPS 25uL 2 mMclu 0,5puL 10 mM c/u
Primer Forward ITS1 (10 mM) 1 0,5
Primer Reverse ITS4 (10 mM) 1 0,5
MgCI2 2 -
Taq (5U/ L) 0,3 0,125
ADN Molde 1 1
H20 12,2 19,875
Volumen final 25 25

El ciclado utilizado para la enzima taq de Thermo Scientific comenzé con una desnaturalizacion inicial
a 95°C por 2 minutos, seguido de 30 ciclos de 95°C por 1 minuto, un annealing a 55°C seguido de por

72°C por 1 minuto cada uno. En ultimo lugar, se realiz6 una extension final a 72°C por 10 minutos.

Por otro lado, cuando se trabajé con la enzima taq de NEB, el ciclado comenzé con una
desnaturalizacion de 95°C seguido de 30 ciclos de 95°C por 30 segundos, un annealing de 55°C
seguido de 68°C con un tiempo de 1 minuto cada uno. En la dltima etapa se realizé una extension final

de 68°C por 5 minutos.

3.2.2.2. Puesta a punto de la amplificacién con primers para B-tubulina

Se utiliz6 como primer forward el B36F (5-CACCCACTCCCTCGGTG-3') y como reverso el B12R
(B12R 5'-CATGAAGAAGTGAAGACGCGGGAA-3). El master mix utilizado se detalla en la tabla 2.
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Tabla 2: Composicién del mix para la amplificaciéon de B-tubulina con los primers B36F y B12R

Componentes X 1 Reaccion (uL)

Taq Buffer 10
DNTPS 2mM c/u 5
Primer Forward B36F 2
Primer Reverse B12R 2
MgCI2 4

Taq Thermo 0,6
Molde 2

H20 24,4
Volumen final 50

El ciclado consisti6 en una desnaturalizacion inicial a 94°C, seguido de 30 ciclos de 94°C por 30
segundos, annealing a 50-62°C por 30 segundos y 72°C por 30 segundos. Se realiz6 una extension
final a 72°C por 10 minutos. Con este par de primers se ensayaron las siguientes temperaturas de
annealing: 55°C, 62°C, 50°C, 54°Cy 58°C.

3.2.2.3. Amplificacion con primers para factor de elongacion a (EFa)

Para la amplificacion del factor de elongacién a (EFa) se utilizé el primer forward EF595F (5'-
CGTGACTTCATCAAGAACATG-3") y EF1160R (5'-CCGATCTTGTAGACGTCCTG-3') como primer

reverse (59). El mix utilizado se detalla en la tabla 3.

Tabla 3: Composicién del mix para la amplificacion de EFa con los primers EF595F y EF1160R.

Componentes X 1 Reaccidn (L)

Taq Buffer X10 5
DNTPS 25 mM cl/u 0,5
Primer Forward EF595F 1
Primer Reverse EF1160R 1

Taq NEB 0,125
Molde 1

H20 42,25
Volumen final 50

El ciclado consistié en una desnaturalizacion a 94°C por 4 minutos, seguido de 36 ciclos de 94°C por
1 minuto, 55°C por 1 minuto y 72°C por un minuto. Finalmente, se realiz6 una etapa de extension a
72°C por 10 minutos.
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3.2.2.4. Puesta a punto de la amplificacion con primers RPB2

Como primer forward se utilizé6 fRPB2-5 F (5'- GAYGAYMGWGATCAYTTYGG- 3") y como reverse
bRPB2-7.1R (5-CCCATRGCYTGYTTMCCCATDGC-3') (60). Se utiliz6 el mismo master mix

presentado en la tabla 3, cambiando los primers correspondientes.

El ciclado utilizado fue el siguiente: desnaturalizacién inicial por 4 minutos a 94°C, seguido de 35 ciclos
de 94°C por 40 segundos, annealing 52-57°C por 40 segundos y extension por un minuto a 72°C. Se

finalizd con una extensién a 72° por 7 minutos.
Se evaluaron las siguientes temperaturas de annealing: 57°C, 52°C, 53°C, 54°C y 55°C.
3.2.3. Visualizacién de los resultados de PCR tiempo final

Los resultados de la amplificacion se observaron por medio de una electroforesis en gel de agarosa.
Se prepararon geles de 1% agarosa en buffer TAE 0,5X, se utiliz6 SYBR Green como agente
intercalante. Los geles se corrieron a 100 V por 40 minutos en buffer TAE 0,5X. Se utilizé el marcador
de peso molecular GeneRuler DNA Ladder Mix (Thermo Scientific, #SM0331) (61). Se visualizaron los

geles con transiluminadores de luz ultravioleta.
3.2.4. Secuenciacién

Las muestras que presentaron una banda de amplificacién en los geles de agarosa fueron enviadas a

Macrogen Inc para su secuenciacion por electroforesis capilar (CES).
3.2.5.  Andlisis de las secuencias obtenidas

Una vez obtenidas las secuencias de las amplificaciones, se descargaron y se editaron con el software
BioEdit. Se eliminaron los nucledtidos de los extremos de las secuencias, alrededor de 40 nucleétidos
variando segun la calidad de la secuencia obtenida. Luego, se realizé el reverso complementario de la
secuencia correspondiente al primer reverse, y se alineé con la secuencia correspondiente al primer
forward con la funcion ClustalW multiple alignment. Para obtener la secuencia consenso sin gaps, se
utilizé la herramienta “CAP contig assembly program” que devuelve un contig sin gaps ni nucleétidos

degenerados. Con dicho contig se realiz6 un BLASTn en NCBI, aplicando el filtro taxid:fungi.
3.2.6. Generacion de los arboles filogenéticos

Se descargaron las secuencias de las especies de referencia de NCBI a través del Accession Number.
A su vez, se conté con los contigs generados a partir de los datos de secuenciacién obtenidos. Estos
se procesaron utilizando el software MEGA. En primer lugar, se alinearon las secuencias de ADN,
seleccionando Neighbor Joining como Cluster Method. Finalmente, se construyd el arbol con las

secuencias alineadas con un Bootstrap Method de 1000 y delecion completa de los gaps.
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3.3. Caracterizacion de las especies identificadas

Se trabaj6é con tres medios de cultivo distintos para la caracterizacién de los aislamientos. En primer
lugar, los medios suplementados con guaiacol y ABTS permiten evaluar cualitativamente la produccion
de la enzima lacasa. Por otro lado, el medio Pikovskaya se utiliza para determinar la presencia de
enzimas solubilizadoras de fosfatos y finalmente se preparé el medio para deteccion de lipasas. Los
cuatro medios mencionados se esterilizan por autoclave a 121°C por 21 minutos. Adicionalmente se

evalué la capacidad de los hongos identificados de degradar glifosato.
3.3.1. Produccion de lacasa

Se preparé PDA con 500 ppm (4mM) de guaiacol el cual es previamente filtrado para su esterilizacion.
Para el de ABTS, se prepar6 el siguiente medio: glucosa (10 g/L), KH2PO4 (2 g/L), MgS04.7H20 (0,5
g/L), CaCl2.2H20 (0,1 g/L), tartrato de amonio (0,2 g/L), agar (20 g/L) y ABTS (0,04 g/L). Este ultimo fue
preparado en H20 miliQ y es filtrado para su esterilizacion. Se mantuvo cubierto de la luz y se agregé

luego del enfriado del medio.
3.3.2. Produccion de enzimas solubilizadoras de fosfatos

Se sigui6 el protocolo establecido por HIMEDIA LABS el cual consiste en: 0,5 g/L de extracto de
levadura, 10 g/L de dextrosa, 5 g/L de fosfato de calcio, 0,5 g/L de sulfato de amonio, 0,2 g/L de cloruro
de potasio, 0,1 g/L de sulfato de magnesio, 0,1 mg/L de sulfato de manganeso, 0,1 mg/L sulfato de

hierro y por ultimo 15 g/L de agar (62).
3.3.3. Produccion de lipasas

Se prepar6 un medio con las siguientes concentraciones: 15 g/L de TSB como de Agar y 10 mL/L de
gliceriltibutirato. Una vez que se agregan estos dos componentes, previo al agregado de agua, se debié

generar una emulsion.
3.3.4. Tolerancia al glifosato

Se evalué el crecimiento de los hongos previamente aislados en medio PDA suplementado con 1mM
y 10mM de glifosato el cual fue esterilizado utilizando filtros de 0,22um. Cada cepa se evalud por

duplicado.

Para evaluar la capacidad del hongo de utilizar glifosato como fuente de fosforo, se trabajo con el
medio MS1 en cual consistia de: NH4CI 2 g/L; MgS0O4 0,2g/L; K2S04 0,5g/L; FeSO4 2,5g/L; de
CaCL2, CuS0O4, H3BO3, ZnS04, MnCI2, NiSO4 y Na2MoO4 50ml; 1g/L de glifosato y 10g/L de
glucosa. Se resuspendié en agua y se ajusto el pH a 6. Para esterilizar, se autocalva a 121°C por 21

minutos.
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3.4. Diserio de un sistema de fructificacién de Pleurotus ostreatus

3.4.1. Aislamiento y confirmacion de la cepa de Pleurotus ostreatus

Se parti6 de una semilla de Pleurotus ostreatus, la cual fue seccionada con bisturi estéril en cabina de
flujo laminar. Se tomaron secciones del centro de la semilla para evitar contaminaciones que podrian
estar presentes en la superficie. Los fragmentos seleccionados se rehidrataron con H20 estéril y se
colocaron en placas de PDA por duplicado. A los 5 dias de la inoculacion de las placas, se realiza un

cultivo puro siguiendo el siguiente protocolo (i-v):
i) Preparar solucion Tween 0,1% en agua y autoclavar a 121°C por 21 minutos.
i) Tomar 3 mL de Tween 0,1% y colocar en tubo falcon de 15 mL.
iii) Tomar una ansada del micelio y colocar en el tubo falcon. Vortex por un minuto.

iv) Con un ansa estéril, tocar la mezcla de Tween 1% y micelio. Dispersar en una nueva placa
de medio de cultivo realizando una linea en el centro de la placa y luego realizar cortes

diagonales con la misma ansa.

V) A las 48 horas, se remueven los fragmentos de medio de cultivo que presentan crecimiento

de micelio y se colocan en placas independientes, obteniéndose cultivos puros.

Una vez obtenido el cultivo puro de Pleurotus ostreatus, se inoculé ME liquido con el mismo y se realizé
una extraccion de ADNg con el Kit Quick- DNA™ Fungal/ Bacterial Miniprep (58). Se amplificé la region
ITS1-ITS4 como se indica en la tabla 1, se visualiz6 el resultado por medio de un gel de agarosa 1% y
se envid a secuenciar a la empresa Genexa. Los resultados de la secuenciacién se analizaron como

se indica en la seccion 3.2.5.

3.4.2. Evaluacion del crecimiento de P. ostreatus en bagazo de cerveza

Para evaluar la velocidad de crecimiento de P. ostreatus en sustratos con distintas proporciones de
bagazo de cerveza, se trabajé con placas de Petri de plastico de 30 cm de diametro. Para ello, se
prepararon las condiciones de sustrato descritas en la tabla 4 (Control 0% bagazo, 10%, 20% y 30%).
Se colocé el sustrato autoclavado en las placas correspondientes y se inocularon con discos de agar
conteniendo P. ostreatus. Se realizaron 3 placas por condicién y se midié el area del micelio a lo largo

del tiempo, hasta que el micelio colonizo la totalidad de la placa.

3.4.3. Evaluacién del crecimiento de P. ostreatus en bagazo de café

A la hora de evaluar la capacidad de crecimiento del hongo ostra en el bagazo de café, se trabajé con
las siguientes mezclas 0%, 30%, 60%. Con relaciéon a las mismas, se prepararon previamente sin
incorporacion del sustrato y se autoclavaron a 121°C por 1 hora. Una vez finalizado, se incorporo6 el
café. Como se trabajé con el bagazo generado el mismo dia, se evalué el ensayo con el café en dos

condiciones: por un lado, se agreg6 la cantidad de café correspondiente sin autoclavar ni pasteurizar.
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Por otro lado, se pasteuriza el bagazo de café agregando agua a 100°C al contenedor hasta llenar su

capacidad, drenando el exceso de agua a las 6 horas.

Este ensay6 se realiz6 en placas de Petri de 30 cm, se inocularon con discos de agar conteniendo P.
ostreatus, se sellaron con Parafilm y se las dejo a temperatura ambiente. Se midié el area del micelio

a lo largo del tiempo, hasta que el mismo colonizé la totalidad de la placa.

3.4.4. Curva de crecimiento de P. ostreatus

Se prepararon 14 matraces con extracto de malta liquido y se inocularon con discos de P. ostreatus.
Dichos matraces se mantuvieron en un shaker a 25°C con una agitacion de 110 rpm. Se tomaron 3
matraces cada 4 dias para determinar la biomasa generada a lo largo del tiempo. Se pas6 el medio a
través de un papel de filtro y se secé el mismo. Una vez estabilizado el peso seco y se restd el peso

del papel inicial obteniendo la biomasa seca neta.
3.4.5. Preparacion del in6culo de Pleurotus ostreatus

Se trabajé con 6 matraces con medio ME con un volumen final de 150ml y se los inocul6é con P.
ostreatus. Los mismos se colocaron en un shaker a 25°C con una agitacion de 110 rpm y se dejaron

en esta condicién por 12 dias.

3.4.6. Preparacion de las distintas condiciones de sustrato a evaluar para la

fructificacion

El objetivo del ensayo es incorporar residuos industriales en el sustrato y evaluar diferencias en la
velocidad de crecimiento, colonizacion del sustrato y rendimiento de fructificacion obtenido. Los
sustratos consistian en una mezcla de aserrin de eucalipto, salvado de trigo, cal y bagazo de cerveza
(BC) en distintas proporciones. Se trabaj6é con 30%, 20% y 10% de bagazo, ademas de contar con un
control sin bagazo (0%). Para cada condicién se prepararon triplicados. Cada bolsa midi6 17 cm de

largo por 30 cm de alto. En la tabla 4 se detalla la composicién de cada sustrato.

Tabla 4: Detalle del contenido de cada condicién de sustrato evaluada para la fructificacién de P.

ostreatus
% BC BC (9) Salvado de trigo (g) Aserrin (g) Cal (9)
Control (0%) 0 100 390 10
10% 50 100 340 10
20% 100 100 290 10
30% 150 100 240 10

En primer lugar, se partié de 1490 g de aserrin, se lo humedecio con 2800 mL de agua y lo mismo se
realizé con el salvado de trigo, el cual se pesé 500 g y se le agregaron 500 mL de agua. Se prepararon
500 g para cada condicién evaluada ademas de complementarlas con 80 mL de agua para que las

mezclas cuenten con mayor humedad. A continuacion, se procedié a agregarles algodén en la entrada
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de las bolsas y se las cerré con bandas elasticas. Esto no solo permitié la inoculacién con el hongo
posteriormente, sino que también la respiracion del mismo. Las mismas se autoclavaron a 121°C por 1

hora.
3.4.7. Inoculacién de las bolsas

Las bolsas se inocularon con los matraces de ME inoculados con P. ostreatus crecido por 12 dias. A la
hora de inocular, se trabaj6 con pipetas estériles de plastico y se les agregd 3 mL de in6culo liquido a

cada bolsa. Se trabajo en cabina de flujo laminar.
3.4.8. Colonizacion del sustrato

Una vez inoculadas las bolsas, se almacenaron a temperatura ambiente (23°C), cubiertas de la

exposicion de la luz por 26 dias, monitoreando periédicamente el crecimiento del micelio.
3.4.9.  Fructificacion

Una vez que las bolsas se encontraron completamente colonizadas por el hongo, a los 26 dias de su
inoculacidn, se trasladaron a la cAmara de fructificacion. Esta consistié en una estanteria de 80 cm de
largo, 50 cm de ancho y 180cm de alto, cubierta por una lona con dos cierres para facilitar el acceso al
interior. Para la circularizacion de aire, se colocaron dos extractores, uno en la esquina superior
izquierda de la lona y el segundo en el costado inferior derecho. Se colocaron luces led blancas en el
interior de la lona que se encendian durante 10 h cada dia. Se colocé un humidificador ultrasénico
(HUMIPRO) para mantener la humedad necesaria para la fructificacion. Finalmente, se colocd un

medidor de temperatura y porcentaje de humedad y una bandeja con perlita en el estante inferior.

Extractor Luces LED
Medidor de
Temperatura y
Humedad
Bolsas
colonizadas
por el micelio
Cobertura de lona
Perlita

Humidificador

Figura 6: Fotografia de la carpa de fructificacion en operacidn, detallando los componentes visibles
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Las condiciones de operacion de la camara fueron las siguientes: Temperatura entre 15y 23 °C,
humedad entre 80-90%, fotoperiodo 10 horas luz, 14 horas de oscuridad, recircularizacion de aire 2

veces por dia.

Una vez que la carpa se encontraba en funcionamiento, se colocaron las bolsas. Previamente, se les
realiz6 un corte transversal para eliminar el tapon de algodoén, permitir la entrada de humedad vy la
formacion de los primordios (ver figura 7).

Figura 7: representacion del corte realizado para la formacidn de los primeros primordios.

Se registré el tiempo transcurrido hasta la formacion de los primeros primordios en cada condicién, asi
como la cantidad de setas cosechadas, su peso fresco y medidas (largo y ancho del basidiocarpo).
Luego de realizada la primera cosecha para cada condicion, se mantuvo la carpa en funcionamiento
para evaluar los rendimientos obtenidos tras varias cosechas sucesivas. Se calculé la eficiencia
biolégica para cada bolsa utilizando la siguiente ecuacion:

(Biomasa cosechada) + (Peso seco del sustrato) * 100

3.4.10. Evaluacion de fructificacion en botellas de vidrio y contenedores de

plastico

Con el fin de buscar otras alternativas para el crecimiento y fructificacion del hongo P. ostreatus donde
a su vez se pudiera apostar a la reutilizacion de distintos envases, se trabajé con botellas de vidrio y
contenedores de plastico reutilizables. Para la esterilizacion de estos Ultimos se lavaron con hipoclorito
al 1% y etanol 70% y se dejan con luz ultravioleta por 1 hora mientras que las botellas de vidrio se

autoclavaron con el sustrato.

Para este ensayo se trabaj6 con la condicion de sustrato de 20% de bagazo por lo que se prepararon
500 g de peso seco el cual consistié de 100 g de bagazo, 100 g de salvado, 290 g de aserriny 10 g de
CaCO:s. A esta mezcla se agregaron 900 mL de agua. Los soportes se inocularon con 3 ml de medio
liquido con P. ostreatus en crecimiento durante 12 dias.

El esquema general de trabajo con P. ostreatus para su aislamiento, caracterizacion y produccion se

esquematiza en la figura 8.
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Aislamiento de
la cepa a partir
de semilla

Esterilizacion
Generacion de por autoclave
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ITS1-ITS4 las
bolsas/recipientes
Secuenciacion Colonizacia
9 omgacn_on Temp: 23°C
del micelio
Blast: l
confirmacion
de identidad _ . Humedad: 85% - 95%
Fructificacion Temp: 15-23 °C
Cosecha

Figura 8: Esquema del proceso de aislamiento, identificacién, inoculacion, y fructificacion de P. ostreatus

3.5. Incorporacién _de las camas post cosecha de la produccién de Pleurotus

ostreatus como mejorador de suelo

3.5.1. Ensayo con semillas de alfalfa
3.5.1.1. Germinaciéon de semillas

Se trabajé con semillas de alfalfa esterilizadas previamente. Para ello, se realizé una dilucién de
hipoclorito puro al 1% el cual fue incorporado en un tubo falcon con las semillas y se agité durante 4
minutos. Pasado este tiempo, se removio el hipoclorito y se agreg6 agua destilada para lavar, repitiendo
5 veces el lavado.

A continuacién, se colocaron 14 semillas tratadas en dos placas con medio MS y se dejaron germinar

en zona de cultivo de plantas por 48 h, cubiertas de la luz. Se evalué la germinacion de las semillas.
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3.5.1.2. Crecimiento de plantas de alfalfa en tierra con distintas

proporciones de sustrato de hongo Pleurotus ostreatus

Se evaluaron 3 condiciones distintas con relaciéon a la concentracion de sustrato utilizada para la
inoculacién de turba. Las mismas fueron 1:2, 1:4 y 1:8, asi como también se conté con un control para
comparar los resultados. Para cada condicién evaluada, se colocaron 10 semillas germinadas de alfalfa
en cada maceta. Las cuatro condiciones mencionadas anteriormente fueron realizadas por triplicados

de manera de tener resultados significativos.

Se prepararon 450 gramos de cada mezcla correspondiente para luego dividirla en 150 gramos por
cada maceta. El pan post cosecha utilizado fue proporcionado por un productor de P. ostreatus y se
trata de una mezcla con viruta de madera, paja de trigo y cal 1%. En la tabla 5 se resumen las

cantidades pesadas de turba y sustrato de hongo para cada condicion.

Tabla 5: Detalle de la preparacion de las condiciones de suelo utilizadas para el crecimiento de alfalfa

Sustrato con

Condicién Turba (g) o
micelio (g)
1:8 525 75
1:4 450 150
1:2 300 300
Control 600 0

Luego del preparado de las mezclas turba: sustrato, se siembran las semillas de alfalfa germinadas, se
colocan en un ciclo de luz 12 h ON 12 h OFF y se riegan de forma uniforme cada 24 horas. Se observé
el crecimiento de las plantas durante 25 dias. Pasado este tiempo, se cosecharon para asi evaluar
clorofila A y B, peso y medidas (total, parte aérea y raices). Con relacion a lo primero, se procedio a
utilizar la parte aérea de la planta por lo que las raices fueron descartadas. Dicha region fue incorporada
en tubos de vidrio con tapa rosca con 4 mL de una solucién 90:10 acetona-agua y se dejaron en la
heladera por 48 horas. Pasado el tiempo de incubacion, se removid la solucion presente en dichos
tubos para medir la absorbancia a 665 nm, 649 nm y 730 nm y asi determinar la concentracion de
clorofila A, By la total, adicionalmente se cuenta con un blanco compuesto por 90:10 de acetona-agua.
Las ecuaciones utilizadas fueron las establecidas por Wassie et al., donde “Chl” hace referencia a

clorofila (63). Las mismas se detallan a continuacion.
Chla (mg-g-1 FW) = (13,95 x D665 — 6,88 x D649) x 0,005 + W
Chl b (mg-g-1 FW) = (24,96 x D649 — 7,32 x D665) x 0,005 + W

Total Chl (mg-g—1 FW) = (18,08 x D649 + 6,63 x D665) x 0,005 + W
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3.5.2. Ensayo con semillas de trébol blanco
3.5.2.1. Germinacion de las semillas

Se procedi6 a esterilizar las semillas de dicho cultivo con hipoclorito 1% al igual que en el ensayo con
las semillas de alfalfa. Una vez estériles, se utilizé el medio water-agar (10g/L) para la germinacion de
10 semillas por placa (15 placas en total). Dado que esta etapa se realiza en ausencia de luz, las placas

se envolvieron en papel y se dejaron germinar por 7 dias.

3.5.2.2. Crecimiento de las plantas de trébol en tierra con distintas

proporciones de sustrato de P. ostreatus

Se evaluaron 6 condiciones diferentes: control turba (CT), control con sustrato (CS), control con NPK
(C + NPK), 1:4 de sustrato en turba, 1:8 de sustrato en turba y 1:4 de sustrato en tierra con NPK. Se

agregaron 8 semillas germinadas a cada maceta proveniente de cada condicién establecida.

Con relacion al sustrato del hongo utilizado, se trabajé con uno propio obtenido en los ensayos de
fructificacién de P. ostreatus. Se prepararon 450 g de cada mezcla para luego repartirla en 3 macetas
por cada condicién. Adicionalmente, en el caso que se trabajo con NPK, el agregado del mismo se
realiz6 de acuerdo a las pautas establecidas por el fabricante siendo el mismo Denucio.

Luego de preparadas las mezclas, se sembraron las semillas se colocaron en un ciclo de luz 12 h ON
12 h OFF y se regaron cada 24 horas. El agregado de NPK en las condiciones correspondientes se
realiz6 en dos etapas. La primera aplicacion se realizé al momento de sembrar las semillas, y la

segunda a los 20 dias desde su siembra.

Tabla 6: Detalle de la composicion de los distintos suelos en los que se evalu6 el crecimiento de trébol

blanco
Condicién Turba (g) Su§trafo con NPK
micelio (g)
1:8 450 150 N/A
1:4 525 75 N/A
1:4 + NPK 525 75 1 medida (*)
Control NPK 600 0 2 medidas (*)
Control solo turba 600 0 N/A
Control sustrato 525 75 N/A

(*) Cada medida incorporada es por maceta.

Luego de pasados 24 dias de desarrollo, se cosecharon para asi evaluar clorofila A, B y total, peso y
medidas de la parte aérea, raices y total. En lo que respecta a lo primero, se procedié a utilizar
solamente la parte superior de la planta por lo que las raices fueron descartadas. A partir de esta region,
se pesaron 400 mg aproximadamente de biomasa y se incorporé en tubos de vidrio con tapa de rosca

los cuales contenian una solucion de 90:10 acetona/agua y se dejaron en la heladera overnight. Pasado
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este tiempo, se filtré el liquido presente en estos tubos para asi medir la absorbancia a 622 nm, 645
nmy 470 nm con el fin de determinar la concentracion de clorofila A, B y total. Las ecuaciones utilizadas
para calcular lo mencionado anteriormente fueron las establecidas por Asma et al., donde “Chl” hace
referencia a clorofila, y se detallan a continuacion (64).

Chl a (mg-L-1) = (11,75 x D662 — 2,35 x D645)
Chl b (mg-L-1) = (18,61 x D645 — 3,96 x D662)

Total Chl (mg-L—1) = (7,79 x D661 + 16,26 x D645)

3.6. Analisis estadistico

Los resultados arrojados de los ensayos anteriores se analizaron utilizando la matriz estadistica ANOVA
con un p value menor a 0,05 utilizando el software GraphPad Prism.
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4. Resultados y discusion

4.1. Obtencién de los aislamientos

4.1.1. Puesta a punto de la concentracién de benomilo

Con el objetivo de minimizar el crecimiento bacteriano se suplementé el medio de cultivo con
gentamicina, antibiético aminoglucésido de amplio espectro que actia sobre bacterias Gram-negativas
aerobias. Analogamente, se busca utilizar un fungicida al cual los basidiomicetos sean resistentes. Es
asi que se trabaj6 con benomilo, un potente fungicida utilizado en la agricultura cuyo modo de accién
consiste en unirse a la B-tubulina de los hongos evitando la polimerizaciéon microtubular. De esta forma
interfiere con varios procesos celulares como la mitosis, meiosis, transporte intracelular de moléculas y
mantenimiento de la forma de la célula. Se encontr6 que el crecimiento de varios hongos micorrizos asi
como varias especies del género Trichoderma se ven afectadas por el funguicida (65). Principalmente,
se reportd que la mayoria de los basidiomicetes son resistentes al benomilo. Dicha resistencia puede
ser la consecuencia de un nimero de mutaciones, como la no absorcién del mismo o mutaciones en el
gen de B-tubulina (66).

Dado lo mencionado anteriormente, se buscé evaluar la concentracion de benomilo a emplear en el
medio de cultivo. Para esto se prepararon placas de PDA suplementadas con distintas concentraciones
de Benomilo (0,5 mg/L, 1mg/L, 2mg/L y 4 mg/L) y se inocularon distintas especies de hongos
filamentosos y basidiomicetes (Fusarium equiseti, Alternaria alternata, Trichoderma hazarium,
Trichoderma koningiopsis, Trametes villosa, P. sanguineus), utilizando como control placas de PDA sin
agregado de fungicida. En la figura 9 se observan las placas correspondientes a T. koningiopsis, T.

hazariumy T. villosa y su respuesta a las distintas concentraciones de benomilo evaluadas.

Figura 9: Placas de PDA suplementadas con concentraciones crecientes de benomilo: 0 mg/L, 0,5 mg/L,

1mg/L, 2mg/L y 4 mg/L. A. Trichoderma koningiopsis. B. Trichoderma hazarium. C. Trametes villosa.
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En latabla 7 se muestran los resultados del efecto del benomilo en las especies estudiadas. En primer
lugar, se observa que los basidiomicetos analizados (Trametes villosa y P. sanguineus) no se ven
afectados por el funguicida, confirmando la resistencia previamente establecida. Por otro lado, se

observa que las dos especies de Trichoderma estudiadas se ven inhibidas ante la presencia de

benomilo.
Tabla 7: Resumen de los efectos de benomilo en distintos hongos segun la concentracion. “-”: Ausencia
de inhibicion. “+”: Presencia de inhibicién
Inhibiciéon (mg/L de benomilo)
Especie
0 0,5 1 2 4
T. villosa - - - - -
P. sanguineus - - - - -
F. equiseti - - - - -
A. alternata - - - - -
T. hazarium - - - + +
T. koningiopsis - + + + +

Teniendo en cuenta las areas del micelio obtenidas en las diferentes concentraciones, y comparando
con el control (PDA sin fungicida), el crecimiento de T. koningiopsis se ve disminuido en un 92% y 95%
cuando se trabaja con 2 y 4 mg/L de benomilo respectivamente, mientras que en el caso de T. hazarium
el desarrollo se ve reducido en un 75% y 95% teniendo en cuenta el mismo criterio de concentraciones
mencionadas anteriormente. Esto conlleva a decir que efectivamente dicho fungicida estaria inhibiendo

el crecimiento de los hongos cuando se trabaja con concentraciones superiores a 2 mg/L del mismo.

Esta reportado que concentraciones de 1y 2 mg/L de benomilo inhiben el crecimiento de Trichoderma
koningii, lo que se observa también para T. hazarium y T. koningiopsis (65). Por lo tanto se continda el
aislamiento de las muestras ambientales con una concentracién de 2 mg/L de benomilo, que mostré

una inhibicién del crecimiento mayor a 1 mg/L.

En base a lo observado se confirmd la resistencia de los basidiomicetos estudiados al benomilo, y se
puso a punto la concentracién a utilizar para evitar el crecimiento de Trichoderma (2 mg/L), uno de los
principales contaminantes que se encuentra en el suelo. De todas formas, este fungicida no es eficaz

contra otras especies que se pueden presentar como Alternaria alternata y Fusarium equiseti.
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4.1.2. Recolecciéon de muestras

En el Anexo 4 se encuentra el detalle de las muestras recolectadas, indicando el punto de recoleccién,
fotografias de la seta y caracteristicas principales. Se mapearon los sitios de recoleccién y se disefi6
un heatmap en el cual se detallan las zonas en donde se recolectaron mayor cantidad de hongos (figura
10).
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Figura 10: Heatmap a partir de los sitios de recoleccion de muestras de hongos basidiomicetos en
Uruguay. A) Costa Azul B) Parque Roosevelt C) César Mayo de Gutiérrez D) La Paloma E) Santa Isabel F)
Parque Lussich G) Jaureguiberry H) Arequita.

Con relacion a los lugares donde se recolectaron mas hongos se destacan César Mayo de Gutiérrez,
el Parque Roosevelt, La Paloma y Santa Isabel. Los lugares a los que se recurrieron en estas
localidades consistian de bosques de pino o eucaliptus por lo que era de esperar una gran diversidad
de hongos debido al beneficio alimenticios que estos pueden incorporar de estos catalogandolos como
simbiontes o saprofitos. Con relacidn a lo primero, implica la generacion de asociaciones conocidas
como micorrizas, la cual es beneficiosa para ambas partes. Algunos basidios conocidos por generar
este tipo de vinculos son: Boletus spp., Lactarius spp. (67). Por otro lado, con relacion a lo segundo, se

debe principalmente a la capacidad de degradar materia organica como forma de alimentacién (68).

Los mismos fueron recolectados entre agosto y setiembre posterior a dias de lluvia lo que, asociado a
la humedad de la tierra y del clima, favorece el crecimiento de los hongos. Adicionalmente, otro factor
gue favorece el crecimiento es la presencia de pinocha en el suelo, lo que permite que se mantenga la
humedad, asi como también mayor porcentaje de materia organica para degradar (69). Existen varios
basidiomicetos reportados que se benefician en gran medida de este sustrato, un ejemplo son las
especies pertenecientes al género Gymnopus spp. En las imagenes presentes en la figura 11, se puede
ver el crecimiento de estos hongos sobre pinocha o ramas de pino.
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Figura 11: Fotografias de los basidiocarpos recolectados de diferentes sitios. A) Parque Roosevelt. B) La
paloma. C) Santa Isabel.

4.1.3. Aislamiento de las muestras

Dado que las células que componen los cuerpos fructiferos de los basidiomicetes son totipotentes, es
decir que pueden diferenciarse en distintos tipos celulares, es que es posible el aislamiento in vitro del
micelio a partir de una seta madura ya diferenciada (5). A partir de las 46 muestras recolectadas, se
lograron aislar, mediante protocolos en placa, 56 hongos con micelio con distintos fenotipos macro y
microscopicos. Esto quiere decir que de la misma muestra en varias ocasiones se aislé mas de un
hongo. De estos aislamientos, se identificé que el micelio de 9 de ellos correspondia con la seta original
mediante métodos moleculares, representando un porcentaje de aislamiento de los basidiomicetos de

interés de 20%.

Aquellos casos en los que no se logrd obtener un aislamiento a partir de la muestra recolectada o este
no coincidié con la muestra original, fueron vinculados principalmente a dificultades causadas por el
estado de la seta al momento de su recoleccidn. Al tratarse de muestras ambientales, estan expuestas
a una gran cantidad de factores externos como insectos, tierra, parasitos y esporas de otros hongos
gue interfieren en su aislamiento. Se observé que aquellas muestras con mayor tiempo desde su
fructificacién y que tuvieron presencia de insectos fueron las que presentaron menor éxito en el
aislamiento del hongo basidiomiceto. Se identificaron factores claves que podrian aumentar el
porcentaje de éxito en los aislamientos si fueran considerados a la hora del muestreo, siendo la correcta
eleccion de las muestras a recolectar de gran importancia para obtener resultados deseados.
Idealmente se deben seleccionar setas jovenes que estan comenzando a liberar las esporas. En el
caso de basidiomicetos que presentan sombrero, se deberian seleccionar aquellas cuyo velo esta en
proceso de apertura, de forma que las laminillas se encuentren protegidas del ambiente. A su vez,
deben estar limpias, es decir con la menor presencia de insectos y tierra posible. Si bien durante el
protocolo de aislamiento se realiz6 una descontaminacion superficial de las muestras, en algunos casos
no se lograron eliminar contaminantes que se encontraban dentro del tejido del basidiocarpo,

aumentando las dificultades para su aislamiento.
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4.2, Identificacion de aislamientos

El espaciador transcrito interno (ITS) es el marcador de ADN de referencia para la identificacion de
organismos en el reino fungi. Su estudio permite identificar el organismo por su alta variabilidad entre
especies, facil amplificacion, disefio de primers universales y cantidad de secuencias disponibles en las
bases de datos. Es por esto que se utilizé el par de primers ITS1 e ITS4 para la identificacion de las
muestras aisladas a partir de las setas recolectadas. En la figura 12 se observa el resultado de una

electroforesis en gel de agarosa 1% realizado para visualizar la amplificaciéon con dichos primers.

M3 M5 HR3C  LP4AC LP18A LP5B Euc

Figura 12: Gel de agarosa 1% mostrando los resultados de la amplificacion de laregion ITS con los
primers ITS1-ITSA4.

Se logro la amplificacion de todas las muestras estudiadas con este par de primers, tanto las extraidas
con el Kit comercial como por medio de extraccién con isopropanol-cloroformo, obteniéndose
amplicones de entre 700 y 500 pares de bases correspondiendo a la regién de interés. Las muestras
gue no mostraron banda de amplificacion en la figura 12 fueron reprocesadas, lograndose asi la
amplificacién. Se analizaron las secuencias de los amplicones obtenidos con la herramienta BLASTn
de NCBI. Para las busquedas en BLAST, se le asign6 una especie a la muestra cuando se contaba con
un query coverage mayor a 80% y un porcentaje de identidad entre 97% y 100% (18). Finalizado el
analisis, se determind que se logré el correcto aislamiento en placa de las siguientes nueve especies

de basidiomicetos descritas en la tabla 8.
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Tabla 8. Resultados obtenidos de la secuenciacién de los amplicones obtenidos con los primers ITS1-

ITS4 de las muestras ambientales. En todos los casos se registré un Query Coverage 99% y un E-value

de 0.0.
o i Largo de i
Cédigo o Porcentaje i Ndmero de
; Nombre cientifico ) secuencia
asignado de Identidad Acceso
(pb)
Shiitake Lentinula edodes 99,59% 757 KY494571.1
LP2A Trametes sanguinea 100% 746 MF314444.1
LP18B Trametes villosa 100% 585 KF850162
HG1 Flavodon flavus 100% 582 MH211817.1
HG6 Physisporinus lineatus 99,19% 614 MH268063.1
PO Pleurotus ostreatus 99,53% 708 MK542618.1
HG2A Ganoderma sp. 99,84% 619 MW541380.1
HG5C Phlebopus mexicanus 96,91% 706 KM676000.1
M1 Fomitopsis spp. 100% 603 KR605772.1

Dentro de los basidiomicetos obtenidos, se encuentran dos de los hongos mas comercializados a nivel
mundial: Lentinula edodes conocido como shiitake y Pleurotus ostreatus conocido como ostras o
girgolas grises. Estas son setas que tienen un gran valor comercial por su importancia nutricional. Cabe

destacar que la muestra de shiitake fue obtenida a partir de setas comerciales.

En la figura 13, se ilustran las setas de los hongos identificados provenientes de la recoleccién.
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Figura 13: Fotografias de los basidiomicetes que se lograron aislar e identificar mediante secuenciacion

delaregion ITS. A: Lentinula edodes. B: Trametes sanguinea. C: Trametes villosa. D: Flavodon flavus. E:

Physisporinus lineatus. F: Ganoderma sp. G: Phlebopus mexicanus. H: Pleurotus ostreatus.

Por otro lado, se identific6 Trametes sanguinea, también conocido como Pycnoporus sanguineus. Se
trata de un hongo de podredumbre blanca que crece en troncos caidos. No es un hongo comestible,
pero su importancia radica en la capacidad de degradar compuestos lignocelulésicos. Ademas, este
hongo produce pigmentos y metabolitos con potencial farmacéutico como cinnabarina, compuesto con
actividad antimicrobiana. Tiene usos medicinales como antiparasitario y antiinflamatorio (70). Por lo
tanto, gracias a los diversos metabolitos y enzimas de valor agregado que es capaz de producir este

hongo, se lo considera un recurso biotecnoldgico de gran potencial.

De forma similar, Trametes villosa ademas de ser un hongo de podredumbre blanca también presenta
potencial como biorremediador de pigmentos sintéticos por la mineralizacion de pentaclorofenol y
hexachlorobenzeno (71). Igual que T. sanguinea, estos hongos tienen la capacidad de producir lacasas

lo que permite ampliar las aplicaciones de esta especie.
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Ademas de los basidiomicetos mencionados, se identificé una especie parasita de boletos, denominada
Hypomyces chrysospermus. En este caso se destaca la importancia de la correcta identificacion de las
especies, ya que la muestra fue clasificada por sus caracteristicas morfolégicas como “falsa trufa”,
cuando de trataba realmente de un boleto que presentaba una infeccion avanzada de este parasito.
Las infecciones suelen comenzar en la superficie de los poros observandose un moho blancuzco, una
vez que se propaga por toda la seta comienza a virar de color de blanco hacia amarillo hasta tornarse
rojizo y es imposible reconocer la seta original (72). Dicho esto, algunos elementos a tener en cuenta
cuando se desea identificar mediante técnicas de biologia molecular, es de gran relevancia la correcta
eleccién de la muestra de partida, siendo preferible setas jévenes. La temperatura en el momento de
la recoleccién puede conllevar a que el hongo en cuestibn no se encuentre en las condiciones
deseables dado que se puede encontrar seco, si la temperatura es elevada (73). Adicionalmente,
siguiendo la linea de infecciones de hongos debido a otro hongo, los pertenecientes al género
Trichoderma spp., son considerados grandes parasitos de hongos como el P. ostreatus, formando como

caracteristica principal, moho de color verde en el cuerpo de estas setas (74).

4.2.1. Desarrollo de arboles filogenéticos a partir de las secuencias obtenidas

de las regiones ITS

Los arboles filogenéticos son representaciones esquematicas de organismos hiolégicos que estan
conectados por una descendencia comun. El analisis de estos se puede hacer de diversas maneras,
en este caso se utilizé neighbor joining el cual es un método r4pido y actiia mejor cuando la divergencia

entre secuencias es baja (75).

En cuanto a los componentes de los arboles filogenéticos, por un lado, se encuentran los nodos
terminales (organismos de interés), nodos internos (ancestro comudn entre dos 0 mas taxones), las
ramas (unen los nodos internos) y la raiz (ancestro comun que comparten todos los taxones) (76). De

todas formas, en los arboles presentados no se incluyé un ancestro comun.

4.2.1.1. Arbol filogenético para el género Trametes spp. y Fomitopsis

spp.

En la figura 14 se describe el arbol filogenético que relaciona las secuencias de las muestras aisladas
e identificadas en comparaciéon a secuencias de referencia. A su vez, se agregaron los géneros
Alternaria y Fusarium como grupo externo. En primer lugar, se debe de resaltar como los dos géneros
Trametes y Fomitopsis se separan, debido principalmente al tipo de hifa que presentan, donde en los
Trametes spp. posee un sistema hifal trimitico y Fomitopsis spp. dimitico. Lo que se debe de destacar
es que nuestras secuencias de interés, provenientes de las muestras M1y LP2 se encuentran ubicadas
dentro de ramas correspondientes al género de las mismas, siendo Fomitopsis sp. para la primera y
Trametes spp. para las Ultimas dos. De esta forma se confirmaria la identificacion realizada por la

secuenciacion de la amplificacién de la region ITS.
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KF850162.1 Trametes villosa

MH856545 1 Trametes villosa

KY369143 Trametes villosa

KF850162 Trametes villosa

NR 154494 Trametes versicolor

MF314444 Trametes sanguinea

LP2 Trametes sanguinea

M1 Fomitopsis sp

MVW847697.1 Fomitopsis

OMN844330 Alternaria alternata

MT530243 Fusarium oxysporum

Figura 14: Arbol filogenético mostrando las relaciones evolutivas entre las secuencias de ADNr ITS de las

especies del género Trametes spp. y Fomitopsis spp. Se utilizé la herramienta MEGA para la
construccion del arbol, con un bootstrap de 1000. Los contigs generados se encuentran subrayados

mientras que los organismos de referencia estan indicas por el Accesion Number.

Por otro lado, esto también se realiz6 para el género Ganoderma spp. el cual se puede ver detallado

en la figura 15.
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MW541380.1 Ganoderma sp

MW541281 Ganederma sp

HG2 Ganoderma sp

MG020260.1 Ganoderma destructans

KU569553.1 Ganoderma multiplicatum

Figura 15: Arbol filogenético mostrando las relaciones evolutivas entre las secuencias de ADNr ITS de las
especies del género Ganoderma spp. Se utilizé la herramienta MEGA para la construccion del arbol, con
un bootstrap de 1000. Los contigs generados se encuentran subrayados mientras que los organismos de

referencia estan indicas por el Accesion Number.

La secuencia obtenida de la muestra HG2A, la cual a través del BLAST se identific6 como Ganoderma
spp., se utilizé para corroborar la correlacion de la misma en este arbol al compararla con secuencias
de referencia. Como se puede ver en el arbol de la figura 15, la misma se encuentra posicionada junto

a secuencias de referencia correspondientes a dicho género.

Como resultado los arboles filogenéticos realizados corroboran la identificacion de las muestras

secuenciadas.
4.2.2. Identificacion con genes codificantes para proteinas.

Como se mencioné anteriormente, la identificacion a través de la region ITS presenta sus limitaciones,
es por eso que se evalud la capacidad de usar otros genes para la identificacion molecular,

especificamente genes codificantes para proteinas.

El factor de elongacion-1a (EF-1a) es una proteina altamente conservada que esta involucrada en la
traduccién, uniéndose a aminoacil-ARNt y transportdndose a sitio A del ribosoma (77). Se ha
demostrado que esta proteina tiene el potencial de ser una herramienta para la clasificacion taxonémica

de algunas especies como Fusarium, por lo tanto, para continuar explorando el potencial de esta region
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se busco analizar los resultados obtenidos de la amplificacion de este gen y compararlos con el barcode
de referencia (ITS) de las muestras de basidiomicetos obtenidos (78).

Para ello, en primer lugar, se puso a punto la PCR con una temperatura de annealing de 55°C. Asi, se

obtuvieron las siguientes bandas de amplificacion entre 500 y 700 pares de bases.

P.O.  Shiitake LP2A LP18E HG6 M1

3000 pb -

1000 pb

500 pb -

Figura 16: Gel de agarosa 1% mostrando las bandas de amplificacion de EF-1a

Si bien EF-1a es una proteina ubicua que se encuentra ampliamente distribuida entre los eucariotas,
se reporté que varios linajes no cuentan con la misma, sino que cuentan con una proteina similar
denominada EF-L la cual cumple con las mismas funciones (77). Se propuso que EF-L reemplaz6 a
EF-1a en varias ocasiones independientes a lo largo de la evolucion eucariota y que la transferencia
génica lateral entre eucariotas puede estar involucrada en la evolucién de EF-L. Dicho esto, es posible
gue las muestras analizadas que no se haya logrado amplificar EF-1a contengan esta variacion de la
proteina. Aunque se hayan encontrado resultados prometedores para la utilizacién de EF-1a como gen
barcode, la ausencia del mismo en algunos linajes presenta una limitante importante para su aplicacion.

Es por esto que se evalla también el potencial de otros genes.

El gen de copia Unica RPB2 codifica para la segunda subunidad de mayor tamafio de la ARN polimerasa
II. En comparacién a EF-1q, el gen RPB2 contiene menos intrones y mas conservados (79). El gen

contiene 5 exones y 4 intrones que generalmente se conservan en basidiomicetos (80).

Los primers utilizados fueron f5F y b7.1R, como se observa en la figura 17 amplifican aproximadamente
1200 pb que corresponden al exdn 4 y los intrones 3y 4. Se lograron obtener bandas de amplificacion

una vez puesta a punto la PCR con una temperatura de annealing de 52°C
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700 bp

b3.1F f5F b6F b6.9F
A , g7F b10F
mt 1 int2  fR Int3  pER2 b7R ot 4 B7.1R b8.2R b10.9R bl1R1gl1bR
gbR b7R2

Figura 17: Mapa del gen RPB2 indicando las posiciones de los primers mas cominmente usados para su
amplificacién (75).

En la figura 18 se presentan las bandas de amplificacién del par de primers f5F y b7.1R.

HG6 LP18E M1

3000 pb - s—

1000 pb - se—
,500 pb - -

Figura 18: Gel de agarosa 1% mostrando las bandas de amplificacién del gen RPB2 con los primers b5F y
b7.1R

Finalmente, se evalué la amplificacion del gen codificante para B-tubulina con el fin de comparar los
resultados obtenidos. Se logré amplificar Unicamente dos muestras con los primers empleados como
se observa en el Anexo 1, LP18A y LP20 previamente identificados como Trichoderma koningiopsis y

Fusarium equiseti mediante ITS. Por lo tanto, no se secuenciaron dichos amplicones.

En latabla 9, se presenta una comparacion de los BLASTn realizados con los distintos pares de primers
para la identificacion de especies de hongos.
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Tabla 9: Resumen de la comparacion de los resultados de BLASTn obtenido (nombre cientifico y

porcentaje de identidad) con las secuencias de los amplicones con los distintos pares de primers.

o ITS1-1TS 4 EF-la RBP2
Cdédigo
asignado Nombre % de Nombre % de Nombre % de
Cientifico identidad Cientifico identidad Cientifico identidad
. Lentinula Lentinula
Shiitake 99,59% 97,83% - -
edodes edodes
Trametes Trametes Trametes
LP2A . 100% ] 97,30% ] 98,51%
sanguinea sanguinea sanguinea
Trametes Trametes
LP18B ) 100% ) 94,91% - -
villosa villosa
) Trichoderma
Trichoderma )
LP5B ) 100% zeloharzianu 100% - -
harzianum
m
Neopestalotio )
_ Neopestaloti
M5 psis 100% ) 99,73% - -
. opsis sp.
clavispora
Fusarium Fusarium
LP14B 100% - - 99,91%
oxysporum oxysporum
Flavodon Odontoefibula
HG1 100% - - ) ] 92,02%
flavus orientalis
M3 Penicillium sp. 100% Arcopilus sp. 100% - -
Fomitopsis Fomitopsis
M1 100% 99,77% - -
sp. sp.
Pleurotus Pleurotus Pleurotus
PO 99,53% 100% 100%
ostreatus ostreatus ostreatus
o Penicillium Penicillium
HG5B Penicillium sp.  99,12% - 98,84% 99,34%
rolfsii annulatum

Con el fin de corroborar de forma mas exacta la identificacién de las muestras recolectadas, es que se
procede a comparar los resultados obtenidos de las secuenciaciones realizadas con diferentes primers

especificos para esta tarea, lo cual se encuentra presente en la tabla 9.

En primer lugar, con relacién a las muestras correspondientes a basidiomicetes, se destaca P. ostreatus

y T. sanguinea las cuales obtienen porcentajes de identidad cercanos al 100% en los tres pares de
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primers utilizados para identificarlas. En cuanto a L. edodes, T. villosa y Fomitopsis sp. se obtienen
resultados similares cuando se trabaja con las regiones correspondientes a ITS1 - ITS4 y EF-1q,

confirmandose de esta manera la identidad de estas muestras.

Otro dato a destacar es con relacién a la muestra correspondiente a HG1. En primer lugar, los
resultados obtenidos del analisis de la regién ITS arrojan que se trata de la especie Flavodon flavus
mientras que del analisis con RBP2 se obtiene Phanerochaete sp. y Odontoefibula orientalis. Estos, si

bien son distintos en cuanto a género, los tres comparten orden siendo el mismo Polyporales.

A partir de las secuencias obtenidas de la regién codificante para EF-1a se procedi6 a realizar un arbol
filogenético y asi comparar las muestras obtenidas con datos de referencia, esto se puede ver en la
figura 19. Con relacién a esto, se debe destacar el hecho de que se obtienen ramas especificas para
cada género y que las muestras de referencia se correlacionan con las obtenidas en la practica.
Adicionalmente, se debe de mencionar el hecho de que la muestra correspondiente a T. villosa se
encuentra junto a la de referencia correspondiente a esta especie y a su vez esti separada de T.
sanguinea, de distinta manera de lo que se observé al realizar el arbol con los resultados de la
secuenciacion de la regién ITS. Esto nos permite establecer cdmo es de gran relevancia realizar
practicas de identificacion con varios pares de primers de forma de asegurar la identidad de la especie.
Similar a esto se puede ver en el trabajo realizado por Thompson et al., en donde evallan formas en la
cual se puede mejorar la sensibilidad del alineamiento de multiples secuencias, donde destacan que
los métodos tradicionales de alineamiento se basan en que las secuencias homélogas estan
relacionadas evolutivamente. Estos presentan dos grandes problemas que hacen que el desarrollo de

arboles filogenéticos no se desarrolle de forma confiable (81).
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PO Pleutorus ostreatus
MK810675.1 Pleurotus ostreatus
HG1 Odontoefibula orientalis
LC387381.1 Phanerochaete sp
M1 Fomitopsis sp

100 MW854020.1 Fomitospis sp
KR610676.1 Pilatoporus ibericus

LP18B Trameles villosa

KF573073.1 Trametes villosa
KF573055.1 Trametes versicolor
LP2A Trametes sanguinea

JN164897 1 Trametes sanguinea

Figura 19: Arbol filogenético mostrando las relaciones evolutivas entre las secuencias del gen EF-1a. Se
utilizé la herramienta MEGA para la construccion del arbol, con un bootstrap de 1000. Los contigs
generados se encuentran subrayados mientras que los organismos de referencia estan indicas por el
Accesion Number.

4.2.3. Identificacion de los principales contaminantes encontrados

Durante el proceso de aislamiento, se encontraron varios contaminantes. En la tabla 10 se pueden ver

los contaminantes principales encontrados.

Tabla 10: Hongos filamentosos obtenidos de las muestras ambientales recolectadas.

5 Cantidad de
Genero
especies

Trichoderma spp. 8
Umbelopsis spp. 4
Mucor spp. 3
Fusarium spp. 3
Penicillium spp. 2

Como se establecié anteriormente, los hongos que pertenecen al género Trichoderma se encuentran

muy presentes en el suelo e interfieren con el aislamiento de los basidiomicetos. En primer lugar, se
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debe de mencionar el hecho de que Trichoderma spp. tienen la capacidad de adaptarse al sustrato de
forma més acelerada en comparacion a los basidiomicetes, lo que permite un crecimiento mas rapido.
Por dltimo lugar, de acuerdo al trabajo realizado por Humeres Valenzuela, se debe de mencionar el
hecho de que los hongos filamentosos suelen aprovecharse de los basidiomicetes ya sea mediante el
uso de las hifas de estos como sustrato o sino debido a la liberacion de toxinas con efectos negativos
en los mismos (82). Se observa que la mayoria de los contaminantes encontrados pertenecen a este
género, pero fueron facilmente reconocidos por la utilizacién del fungicida benomilo. Al crecerse en
placas de PDA suplementadas con benomilo, se pudo reconocer los efectos del mismo sobre el micelio

e identificar qué se trataba de un hongo perteneciente a la familia Hypocreaceae.

En segundo lugar, se identificaron Umbelopsis spp. como contaminantes presentes en las muestras de
interés, principalmente las especies Umbelopsis isabellina y ramanniana. Se trata de Zygomycetes
saprofitos que se encuentran cominmente en el suelo y las raices de las plantas (83). Adicionalmente,
estos hongos presentan resistencia al benomilo, por lo tanto, no se logré una inhibicién exitosa del
crecimiento de los mismos (84). Vale destacar que tanto Umbelopsis isabellina como ramanniana
presentan interés industrial, ya que son hongos oleaginosos, es decir que son capaces de producir y

acumular lipidos ya que contiene el gen diacylglicerol acyltransferasa 2A (85).

El tercer contaminante identificado fue Mucor spp., zigomiceto de crecimiento rapido que se encuentra
en la naturaleza y es comuan que se encuentre invadiendo placas de medio de cultivo en laboratorios

(86). Las especies encontradas en este trabajo fueron Mucor circinelloides, hiemalis y fragilis.

Si bien en este trabajo se evalud Unicamente la actividad antifiingica del benomilo, existen otros como
los pertenecientes a la clase de los azoles, los cuales se encargan de suprimir la sintesis de ergosterol,
utilizado principalmente para prevenir la presencia de Aspergillus spp., Fusarium spp. y Alternaria spp.
Dentro de esta clase tenemos al triciclazol o al difenoconazol (87). Teniendo en cuenta esto, a la hora
de realizar aislamientos en placa de muestras ambientales, se podria combinar con diversos
antifingicos de forma de poder reducir los contaminantes alli presentes sabiendo cuales son y con qué

frecuencia se encuentran.
4.2.4. Extraccién ADNg a partir de la seta

Para poder identificar molecularmente una muestra ambiental, se requiere de varios pasos previo a la
secuenciacion, los cuales implican principalmente el crecimiento de éstas en placas con medios de
cultivos con antibiéticos y antifingicos especificos que buscan asegurar un cultivo puro. Como se
establecio anteriormente, la tarea de obtener el micelio del hongo a partir de una muestra ambiental es
trabajosa y muchos factores pueden influir en el resultado final. En varios casos, no fue posible obtener
el micelio de interés por la calidad de la muestra y las caracteristicas de la misma. Por este motivo es

gue no se logré la identificacion molecular en estos casos.

De todas formas, con el objetivo de buscar una forma alternativa de identificar las muestras que no se
pueden aislar y sortear etapas, se evalu6 la capacidad de poder realizarlo a través de una extraccion

de ADNg directa de la seta. Dicho esto, se extrajeron 3 muestras y posteriormente amplificaron para
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asi secuenciarlas. En la figura 20 se puede ver el gel correspondiente a la corrida con las extracciones
de las fructificaciones (HG2.F, PO.F y GANO.F). En la misma se ve una banda clara en los carriles
correspondientes a estas muestras, indicando que se encuentra el ADN molde de un solo organismo
en la muestra, salvo parala muestra identificada como GANO.F en la que se observa una banda difusa
gue puede indicar que se encuentra mas de una especie en la muestra y se amplificaron varias regiones
ITS con distinto tamafio. Dado que no pasa por distintas etapas de aislamiento hasta llegar a cultivo
puro como se hace en los métodos tradicionales, si la muestra se encuentra contaminada tanto por
otra especie de hongo u otros organismos como bacterias o levaduras, eso va a interferir en el proceso

y se observara en el gel como en este caso.

e . .
HR1I0A HG3A HG2.F PO.F PO GANO.F  HGSC C C+

000 pb-

1000 pb - s—

500 pb -

Figura 20: Gel de agarosa 1% mostrando las bandas de amplificacion con los primers ITS1-ITS4. HG2F,
POF y GANOF, hace referencia a extracciones de las fructificaciones.

Al aplicar la herramienta BLASTn en la plataforma de NCBI, se logré identificar dos de las tres especies

evaluadas. En la tabla 11 se ven los resultados obtenidos de la secuenciacion.

Tabla 11: resultados obtenidos de la secuenciacion de las muestras extraidas a partir de los cuerpos

fructiferos

Porcentaje  Largo de

Cddigo o Query E ) Numero de
) Nombre cientifico de secuencia
asignado Cover Value i ; Acceso
identidad (pb)
PO.F Pleurotus ostreatus 99% 0,0 99,53% 715 MK542618.1
GANO.F N/A - - - -
HG2A Ganoderma sp. 100% 0,0 99,84% 619 MW541380.1

Los resultados obtenidos del BLASTn se correlacionan en el caso de PO.F y HG2A.F con los obtenidos
en la tabla 11 los cuales hacen referencia a las extracciones a partir de muestras proveniente de

aislamientos de placas de Petri. En cuanto a la muestra correspondiente a GANO.F, no se obtuvieron
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secuencias claras ya que presentaban mucho ruido, lo que puede deberse a que se optd por una parte
de la muestra contaminada por algun otro hongo. Este factor se suele sortear cuando se realiza a través

de placas, ya que las mismas vienen de un proceso de aislamiento con el fin de tener un cultivo puro.

Se demostré que, por un lado, la extraccién de ADNg a partir de muestras ambientales es posible con
el Kit empleado. Ademas, la PCR tiempo final con los primers ITS1 e ITS4 no presenta inhibicion al
utilizar este tipo de muestra y se obtuvieron secuencias limpias en dos de los tres casos estudiados,
permitiendo la identificacién. Por lo tanto, esta técnica representa una opcion para la identificacion
molecular de setas cuando no es posible el aislamiento. Es relevante destacar que su efectividad estara
sujeta a la calidad de la seta en cuestion, ya que si ésta presenta contaminantes no se lograra el
resultado deseado. Con relacién a estos, se hace referencia a hongos filamentosos como Trichoderma
spp. el cual es propenso a infectar otros basidiomicetos o levaduras las cuales pueden amplificarse
utilizando el primer ITS 1 (88).

4.3. Caracterizacion de los aislamientos

Si bien la caracterizacion mediante técnicas de biologia molecular brinda informacién acerca de con
gué tipo de hongos estamos tratando, es de gran utilidad encontrar otras estrategias que brinden mas
informacion sobre los mismos. Una forma es mediante un screening con diversos medios de cultivo que
sean indicadores para la produccion de enzimas de interés. A raiz de esto se puede profundizar aun
mas teniendo en cuenta qué hongos son capaces de producir ciertas enzimas y que utilidad se le puede

dar a los mismos.

Este trabajo se centrd en determinar, de aquellos basidiomicetos identificados anteriormente, cuales
producen las enzimas lipasas, lacasas y fosfatasas gracias a la relevancia que presentan estas en

diversas industrias. En la tabla 12 se detallan los resultados obtenidos de dicho screening.
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Tabla 12: Resultados obtenidos de los hongos evaluados para lacasas, lipasas y fosfatasas.

Enzima evaluada

Especie Lipasas Lacasas Fosfatasas

Lentinula edodes + + +
Trametes sanguinea - + -
Pilatoporus sp. - + -
Trametes villosa - + +
Flavodon flavus - + -
Physisporinus lineatus + + +

Umbelopsis isabellina + N/A N/A
Fomitopsis sp. + + -
Pleurotus ostreatus + + -
Ganoderma sp. N/A + +
Phlebopus mexicanus N/A + +
Aspergillus awamori N/A - +

4.3.1. Identificacion de las cepas productoras de lacasas

Para evaluar la presencia de dicha enzima en los hongos aislados se trabajé con dos medios distintos.
El agente indicador utilizado fue por un lado ABTS y por otro guaiacol (89, 90). En lo que respecta al
primero, este cambio de color se debe a que en presencia de la lacasa este compuesto es oxidado al
catibn ABTS, cuyo formato solo se puede ver en sustratos fenélicos, dando como resultado un color
verdoso (91). Por otro lado, el guaiacol es oxidado en presencia de dicha enzima lo que genera que el

medio se tifie de un color rojizo (92).

En la figura 21 se puede ver una representacién de lo que serian hongos que fueron capaces de

producir lacasas.
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Figura 21: Resultados obtenidos de placas positivas para la presencia de lacasas correspondientes a P.
sanguineus. A) Presencia de lacasas identificadas con guaiacol. B) Presencia de lacasas identificadas
con ABTS.

En primer lugar, se debe de mencionar que se trabajaron con estos dos medios de forma de tener un
control en cuanto a aquellas muestras que resultaron ser productoras de dicha enzima. Con relacion al
ensayo con ABTS, este es un compuesto quimico altamente utilizado en el area de la enzimologia,
especificamente gracias a su gran sensibilidad por lo que, a concentraciones bajas de este compuesto,

ya se podria ver una tincion en las placas debido a la presencia de lacasas.

En cuanto a los resultados obtenidos, se podria estimar que la amplia vastedad de los hongos
evaluados son capaces de producir de forma extracelular esta enzima. De todas formas, se puede
denotar una excepcion a la regla, siendo esta que A. awamori no se denoto un cambio de color en el
medio de cultivo lo que indicaria una ausencia de dicha enzima. Esto no se correlaciona con lo
encontrado en bibliografia ya que ensayos como el de Abduh et al. en el cual , gracias a la presencia
de lacasas en A. awamori, evalGan el tiempo 6ptimo de fermentacion sélida de dicho hongo en corteza
de canela con el fin de degradar el contenido lignocelulésico (93). Este género es conocido por sus
propiedades de degradar este tipo de residuos, ademés del potencial que tienen de sobre expresar
dicha enzima cuando se realizan ensayos de clonado o expresiones heterélogas de diversos genes
(94). De todas formas, esta no expresion se puede deber al hecho de que dicha enzima se encontraba
inactiva, como es el caso del trabajo realizado por Clutterbuck et al. en el cual evaluaron la falta de

lacasas en unas mutantes de Aspergillus que emitian esporas amarillas (95).

En cuanto a aquellos en los que se denota la presencia de la enzima, se correlaciona con el hecho de
gue son hongos conocidos por ser descomponedores de madera, por lo que la presencia de lacasas
es esencial para degradar este tipo de sustratos (96). Un ejemplo de estos es el Trametes villosa donde
en el trabajo realizado por Yaver et al. logran caracterizar y purificar dos lacasas obtenidas de dicho
hongo P. ostreatus donde El-Batal et al. evaluaron la produccién de esta enzima y su posible aplicacion

en la sintesis de nanoparticulas de oro (97, 98).
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4.3.2. Identificacion de las cepas productoras de lipasas

En lo que respecta a la presencia de lipasas, se trabajé con un medio especifico el cual, en presencia
de esta, se forma un halo transparente alrededor de donde se encontraba el hongo en cuestion. Esto
se debe a la hidrdlisis del tributirato presente en el medio gracias al accionar de las lipasas (99). En la

figura 22 se puede ver un resultado positivo y negativo para la misma.

Figura 22: Placas con medio para lipasas. A) Muestra de hongo (P. lineatus) positiva para dicha enzima B)
Muestra negativa para la presencia de lipasas (Fomitopsis sp).

En lo que respecta a este ensayo, se utilizé un control positivo el cual correspondia a U. isabellina, un

hongo filamentoso que se lo conoce por sus capacidades de sintetizar biodiesel a partir de lipidos (100).

Dentro de los basidiomicetes capaces de producir esta enzima, se pueden encontrar L. edodes, P.
lineatus, P. ostreatus y Fomitopsis sp. mientras que T. sanguinea, P. ibericus, T. villosa y F. flavus no
contarian con la misma (resultados presentes en la tabla 12). En cuanto a los primeros, se correlacionan
con lo encontrado en bibliografia. El shiitake es conocido en la industria gastronémica japonesa gracias
a su capacidad de reducir la acumulacién de grasas mediante la inhibicion de la sintesis de acidos
grasos gracias a esta enzima y Wijayati et al. utiliza lipasas aisladas del hongo ostra con el fin de
sintetizar un surfactante y asi reducir las trazas contaminantes que tienen los tradicionales (101, 102).
Asi mismo, en cuanto a los hongos pertenecientes al género Fomitopsis sp. se describe la presencia
de esta enzima, especificamente, en el trabajo realizado por Hima et al., donde eval(an la actividad de

este hongo sobre diferentes residuos agroindustriales (103).
4.3.3. Identificacion de las cepas productoras de fosfatasas

A la hora de evaluar la presencia de enzimas solubilizadoras de fosfato, se trabajé con el medio
indicador Pikovsakaya el cual tiene como fuente de P fosfato de calcio, gracias al cual, en presencia de
la enzima en cuestién, se formara un halo transparente debido a la solubilizacién de dicho elemento.
En la figura 23 se muestra la representacion de una placa positiva y negativa para enzimas

solubilizadoras de fosfato.
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Figura 23: Placas correspondientes al ensayo realizado con medio Pikovsakaya. A) Muestra
correspondiente al hongo shiitake positiva para fosfatasa B) Muestra correspondiente a P. ostreatus

negativa para dicha enzima

Tal y como se ve en la tabla 12, las muestras que corresponden positivas para la presencia de
fosfatasas son: L. edodes, T. villosa, Ganoderma sp., P. mexicanus las cuales corresponden a basidios
y A. awamori el cual se utiliz6 como control positivo ya que es un hongo filamentoso aislado del suelo
con potencial solubilizador de fésforo. Este fue obtenido del laboratorio ORT el cual fue aislado de la

rizosfera del suelo (104).

En cuanto a los resultados obtenidos, el estudio realizado por Pal et al. el cual evalué el uso de hongos
como biofertilizantes en India, concluye que el P. portentosus, también conocido como boleto negro, al
ser un hongo micorritico, este resulta ser uno atractivo para su uso, lo cual se puede deber a la
presencia de dicha enzima (105). Este resultado se correlaciona con el obtenido con P. mexicanus ya
gue pertenecen al mismo género de hongos. Siguiendo esta linea, Narh Mensah et al. realizaron la
caracterizacion y eficiencia bioquimica de Lentinus spp. y Ganoderma spp. con el fin de evaluar sus
capacidades para ser utilizados como biofertilizante para tomates, concluyen que gracias a la potencial
de los mismos de solubilizar fésforo, esto estimularia el crecimiento de dicho cultivo (106). Esto es
similar a lo obtenido en este ensayo, ya que como se ve en la tabla 12 ambas muestras pertenecientes
a estos géneros resultaron positivas para la presencia de fosfatasas y presentan el potencial de

estimular el crecimiento de los cultivos solubilizando fésforo.

Para concluir la caracterizacion enzimatica, hay que tener en cuenta que, como se mencioné
anteriormente, estas enzimas son de gran relevancia para diversas industrias por lo que identificar otras
especies con la capacidad de producirlas es de gran interés. Algo a destacar es que estas enzimas no
solo se pueden extraer directamente de la seta, sino como en el caso de la fosfatasa, se pueden
encontrar en el pan post cosecha. Este se podria aplicar directamente en los suelos para favorecer la
solubilizacién de fésforo, o se podria extraer la enzima, purificarla y caracterizarla con mayor detalle

para su posterior aplicacion en productos agropercuarios.
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4.3.4. Evaluacion de la capacidad de distintos hongos de micorremediar
glifosato

Una vez establecida la importancia de las enzimas de los basidiomicetos estudiados, principalmente
aquellos de podredumbre blanca, es que se buscd demostrar una posible aplicacion en
micorremediacion. Se ha demostrado que enzimas lignocelulésicas como las lacasas y manganeso
peroxidasas (MnP) tienen la capacidad de degradar glifosato a AMPA, el cual es uno de los pesticidas
mas distribuido actualmente (107). Por esto es que se buscé evaluar la capacidad de los hongos
caracterizados de crecer en presencia de dicho herbicida. Se realizé un screening para encontrar
aquellos aislamientos que toleran la presencia del pesticida en dos concentraciones diferentes, 1mMy
10 mM. Se suplementan placas de PDA con estas concentraciones para determinar si hay inhibicion
por parte del glifosato en el crecimiento de las distintas muestras. En la tabla 13 se pueden ver los

resultados obtenidos del ensayo de inhibicién de glifosato.

Tabla 13: Resultados obtenidos de la prueba de inhibicion del glifosato. “+” hace referencia a que hay

crecimiento.”-” es ausencia de crecimiento.

Especie PDA + 1mM Glifosato PDA+ 10mM Glifosato
T. villosa + N/A
P. ostreatus + N/A
U. isabellina + +
A. awamori + +
Fomitopsis spp. + +
P. lineatus - -
F. flavus + +
T. sanguineus + +

De las muestras analizadas, se observa que todas presentan crecimiento en presencia de las diferentes
concentraciones de glifosato, a excepcidon de P. lineatus el cual a lo largo de los dias no mostré
desarrollo de micelio en la placa. Ademas, fue Trametes sanguinea la muestra que presentd una
colonizacién completa de la placa méas temprana. De todas formas, en lo que respecta a las muestras
gue mostraron tolerancia frente al herbicida, esto no implica directamente que el glifosato sea
degradado en alguna medida, sino que este no alteraria en la velocidad de crecimiento de dichos
basidiomicetes. Para evaluar la micorremediacion del pesticida, se seleccionan 3 muestras
correspondientes a T. sanguinea, Fomitopsis sp, F. flavus, dado que presentaron un crecimiento mas
acelerado en el ensayo anterior, y se inocularon en placas de medio MS1 que contienen glifosato como

fuente de fosforo.
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Figura 24: resultados obtenidos de las muestras evaluadas en medio MS1. A) Fomitopsis sp. B) T.

sanguinea C)F. flavus.

Los resultados arrojados de este ensayo, indicarian que las tres muestras evaluadas son capaces de
utilizar glifosato como fuente de fosforo, ya que lograron crecer en un medio de cultivo con ausencia de
este nutriente. Segun bibliografia, las lacasas producidas por estos hongos pueden degradar el glifosato
presente, liberando asi el grupo fosfato. Esta degradacion fue observada por Pizzul et al. que ademas
lograron aumentar el porcentaje de glifosato degradado con el agregado de Tween 80 debido a una
reaccion de peroxidacion lipidica (107). Por otro lado, se ha reportado que algunas especies son
capaces de degradar el glifosato a AMPA vy utilizar este tltimo como fuente de fésforo (108). Dado que
Trametes sanguinea presentd mayor crecimiento en placa en comparacién a las dos muestras
evaluadas, como se observa en la figura 24, se selecciona esta especie como candidata para ensayos
de degradacion medio liquido. Como perspectivas a futuro, teniendo la posibilidad de detectar por
medio del HPLC la concentracion de glifosato y el AMPA generado, se continuaria este trabajo midiendo

las concentraciones a lo largo del tiempo.

4.4. Diserio de sistema de fructificacion

4.4.1. Obtencién de la cepa de P. ostreatus y curva de crecimiento

Para obtener la cepa de Pleurotus ostreatus, se realizé el aislamiento a partir de una semilla
rehidratada. Se obtuvo un cultivo puro y se confirmé la identidad por medio de secuenciacion del

amplicon obtenido con los primers ITS1 e ITS4 (resultados de la amplificacion en la figura 25).

3000 pb-

1000 pb -

500 pb -

Figura 25: Gel de agarosa 1% con las bandas de amplificacién de P. ostreatus con los primers ITS1-ITS4.

Una vez identificada la especie mediante la herramienta BLAST, se prepar6 el sustrato y el inéculo

necesario.
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4.4.2. Seleccion del sustrato

4.4.2.1. Evaluacion del sustrato conteniendo granos de café molido

Con el fin de aprovechar la capacidad de P. ostreatus de degradar residuos agroindustriales, se evalué
su crecimiento en varios sustratos conteniendo distintas proporciones de granos de café molidos. Este
residuo se genera principalmente en cafeterias y restaurantes, y al presentar un alto contenido de
fenoles y cafeina, sus potenciales segundos usos se ven restringidos. Generalmente se suele utilizar
para compost, alimento de ganado y algunos han comenzado a incorporar como sustrato para el
crecimiento de hongos (109). Ademas, como los granos molidos se exponen a altas temperaturas
durante el proceso de preparacion del café, se evaluaron distintos métodos de esterilizacion de los

mismos.

En primer lugar, se incorporaron los granos molidos en el dia a la mezcla de aserrin autoclavada. En
este caso, se evaluaron las condiciones con 30%, 60% y 100% de café. A los 3 dias de inoculadas las
placas, se observa contaminacion en la mayoria de ellas. En la figura 26A, se observa la contaminacion

presente en la placa luego de 8 dias de inoculacion.

Figura 26: Placas de bagazo de café contaminadas. A) Placa de 60% café realizada con granos molidos
sin esterilizar. B) Placa de 60% de bagazo de café pasteurizada.

Dicho esto, se repitié el ensayo sometiendo a los granos molidos a un proceso de pasteurizacién. Se
evaluaron las mismas proporciones de café y se agregd un control sin café con el fin de comparar

resultados. En la figura 27 se ve el desarrollo del micelio a lo largo de los dias.

Figura 27: Desarrollo del micelio de P. ostreatus en 30% de bagazo de café. A) dia 0 B) dia 8 C) dia 11
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Con relacién a las concentraciones elegidas, se trabajo con estas ya que se buscaba elegir porcentajes
que permitieran un mayor aprovechamiento del residuo en cuestién. De todas formas, el micelio no
logré colonizar en la condicién conteniendo 100% café y se descartaron las placas. Se continud6 el
ensayo con las condiciones restantes, correlacionando con bibliografia donde se reporta que no habia
desarrollo de micelio en concentraciones cercanas al 90% de café (46). Esto se debe por un lado, a

gue se ha demostrado que la cafeina presente en este residuo inhibe el crecimiento del micelio (110).
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Figura 28: Evolucion en el tiempo del &rea del micelio segun el porcentaje de café presente en el sustrato.

Este ensayo se llevé a cabo exclusivamente en placa, de forma de determinar si el bagazo de café
estimula o no el desarrollo del micelio. En cuanto a los resultados obtenidos, cuando se utiliza 60% de
dicho sustrato, la velocidad de colonizacién del micelio es mas lenta en comparacion al control.

Adicionalmente estas placas presentaron mayor contaminacién como se puede ver en la figura 26 B.

La mayor presencia de contaminantes en esta condicion se puede deber a que al contener mas
porcentaje de café, esto podria acarrear mayores trazas de hongos filamentosos que no son los de
interés dado una ineficiente pasteurizacion. Adicionalmente como se puede ver en la figura 28, la curva
de crecimiento asociada al sustrato con 60% de café es mas lenta en comparacion al resto de las
condiciones. Esto se relaciona con lo evaluado por Chai et al. en el cual estudian la capacidad de utilizar
café (en distintas proporciones) con el fin de fructificar dos especies de Pleurotus distintas (P.
pulomnarius y P. floridanus). En el mismo concluyen que en los casos en que las formulaciones
contenian un porcentaje de café mayor a 50% w/w, el desarrollo del micelio se veia enlentecido (46).
Ademas, se vio que en las concentraciones mas altas de café la actividad de las lacasas disminuye en

algunas especies, afectando la capacidad de degradar el sustrato (111).

De todas formas, siguiendo la linea del trabajo realizado por Chai et al., la velocidad de crecimiento
seria dependiente de la concentracion de café utilizada, siendo estas inversamente proporcional entre
si (46). Resultados similares tienen Bitew Tarko et al. en cual ven que en el ensayo con mayor

proporcién de café en comparacion a los otros componentes el sustrato, el desarrollo del micelio se
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veia enlentecido. Mientras que la eficiencia biolégica o rendimientos productivos era ampliamente

mayor en aquellas con més café llegando a tener mas gramos de hongo por cosecha (112).

Teniendo en cuenta lo mencionado anteriormente, aquella con 60% de café se esperaria obtener
mayores rendimientos productivos en un periodo mas largo de tiempo. En este trabajo no se logré
observar lo establecido, principalmente por los niveles de contaminacion presente en las placas. Si bien
el método para la esterilizacion de este sustrato tiende a ser por pasteurizacion, este podria haber sido
la razon por la cual los resultados no fueron los esperados ya que la misma no habria sido eficiente. El
estudio realizado por Mateus et al. evalldan diferentes formas de producir hongos de forma rapida y
econdmica utilizando bagazo de café como sustrato variando la forma y tiempo de esterilizaciéon de
este. Los mismos obtienen que en aquellos casos donde se hierve el café a tiempos menores que 4
horas, se encuentra mayor presencia de contaminantes que al esterilizarse por autoclave (113). La
temperatura del agua y la cantidad de tiempo que estuvo la misma en contacto con el café, pudieron
haber sido unos de los factores que alteraron los rendimientos productivos de esta condicidn en nuestro

ensayo.

4.4.2.2. Evaluacion del crecimiento de P. ostreatus en sustratos

conteniendo bagazo de cerveza

Se evaluo el crecimiento del micelio en otro residuo industrial de relevancia: el bagazo de cerveza (BC).
Para esto, se colocaron los distintos sustratos en placas de Petri de 30 cm de diametro, se inocularon

con discos de agar y se midié el area del micelio a lo largo de los dias.
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Figura 29: Grafica de la evolucion del area del micelio en funcién del tiempo segln la proporcién de BC

en el sustrato (arriba) y fotografias de las placas (abajo)
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En la figura 29 se observa la evolucién del area del micelio en el tiempo segun el sustrato. Si bien no
se logro detectar con precision el momento del comienzo de la fase exponencial de crecimiento, se
estima que se encuentra entre el dia 4 y 6 desde la inoculacion. Por otro lado, se denota que las 4
condiciones de sustrato siguen la misma tendencia de crecimiento. La condicion que al dia 10 presenta
menor area de micelio es 30% BC, de todas formas el desvio estandar de este dato es considerable y
comprende los datos obtenidos para las otras condiciones. Utilizando otro método para la evaluacién
de la velocidad de crecimiento, Gregori et al. observaron la misma tendencia con proporciones similares
de BC (49). Por lo tanto, ya que el agregado de BC no afecta el crecimiento del micelio y no se observé

contaminacién, se continua el disefio del sistema de fructificacién con estos sustratos.

4.4.3. Preparacion del inéculo

En cuanto a la forma de inoculacién del sustrato, existen diversos enfoques que pueden llevarse a cabo.
Por un lado, la preparacién de la semilla que consiste en micelio crecido en granos de cereales cocidos
previamente. Una vez colonizados la totalidad de los granos, se utiliza la semilla para inocular el
sustrato. Por otro, se puede inocular con cultivo liquido, que consiste en micelio crecido en medio de
cultivo liquido. El estudio llevado a cabo por Silveira et al, donde se evaluaron las diferencias de
rendimientos obtenidas con inéculo liquido y sélido, determind que se observan diferencias
significativas entre las cosechas sucesivas al utilizar un inéculo sélido, pero no se observan diferencias
entre los dos métodos de inoculacién (114). Por lo tanto, se concluy6 que se puede utilizar tanto inéculo
liguido como solido para la produccién de P. ostreatus con una proporcién de inoculacion de 5% en

peso seco.

En este caso, se seleccioné trabajar con inéculo liquido para acortar los tiempos de produccion, reducir
pasos y costos. Para esto, se realizd una curva de crecimiento de la cepa de Pleurotus ostreatus en un

caldo de extracto de malta para estimar con cuanta biomasa se inocula cada bolsa.
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Figura 30: Curva de crecimiento de P. ostreatus en biomasa seca a lo largo de 22 dias

En primer lugar, en la curva de crecimiento obtenida (figura 30) no se logré visualizar la fase

estacionaria por lo tanto deberia realizarse nuevamente durante un periodo de tiempo mas prolongado.
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De todas maneras, si se logré visualizar la fase exponencial de crecimiento que comienza el dia 11. Es
importante que al momento de la inoculacion el micelio se encuentre en la fase exponencial de
crecimiento para obtener la mayor velocidad de colonizacion del sustrato y mejores rendimientos. Es
por esto que la inoculacion del sustrato se realizd con el micelio crecido durante 12 dias en el caldo
extracto de malta. Interpolando a partir de la curva de crecimiento, pasados los 12 dias de inoculado el

medio, se estima una concentracion de 2,2 mg/mL de biomasa seca.
4.4.4. Colonizacion del micelio y formacion de primordios

Luego de 26 dias de la inoculacion de las bolsas, se observé la colonizacién completa del micelio
representada en la figura 31. Se realizé un corte transversal de la bolsa para permitir la circulacion de
oxigeno y que la humedad entre en contacto con el micelio para la estimulacion de la formacion de
primordios. Estos ultimos se comienzan a observar luego de 5 dias en la carpa de fructificacion en las
bolsas conteniendo 10% y 20% de BC. Tanto para la condicion control (sin agregado de BC) y la
condicién conteniendo 30% del mismo, los primordios se observaron a los 7 dias de colocados en la

carpa.

Figura 31: Evolucién de la colonizacion del micelio. A) Dia 0 B) Dia 17 post inoculacién C) 22 dias desde
el diainoculado.

En la figura 32 se presentan los dias de cosechas para las tres cosechas sucesivas realizadas para

cada condicion.
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Figura 32: Dias transcurridos desde el ingreso a la carpa de fructificacion hasta la cosecha de las

primeras setas maduras para cada condicion.

En la figura 32 se observa que la condicion que presenta cuerpos fructiferos maduros més
tempranamente es 20% BC. La primera cosecha se obtuvo a los 13 dias de ingresadas las bolsas a la
carpa de fructificacion, mientras que la condicidén que se cosech6 mas tarde fue el control, a los 18 dias
en promedio. En la segunda cosecha, se observa una variabilidad mayor entre las condiciones, dado
gue cada réplica se cosecho en distintos tiempos. Igualmente, la condicién que presenté un tiempo de
cosecha menor en promedio fue nuevamente 20% BC, con un promedio de 39 dias. Finalmente, en la
tercera cosecha se continGia percibiendo la misma tendencia, siendo la condicion de 20% y 30% que
presentan cosecha mas temprana (56 dias para ambas) y el control una cosecha mas tardia (63 dias
en promedio).

Estos resultados demuestran que la condiciéon control presenta una fructificacion mas tardia en
comparacion a las que contienen BC. Se descarta que esto se deba a la velocidad de crecimiento del
micelio segun el sustrato, ya que en la figura 29 no se observa que la colonizacién varie segun el

contenido de BC al realizar el ensayo en placa.

Los factores que pueden afectar la fructificacion son muy variados. Por un lado, se encuentran los
factores extrinsecos como la temperatura, humedad, ciclo de luz, aireacion y formato de fructificacion.
Estos ultimos se mantuvieron invariables entre los distintos sustratos, ya que todas las bolsas se
encontraban en la misma carpa de fructificacion con las mismas condiciones ambientales. Por otro lado,
dentro de los factores intrinsecos se encuentra la composicion del sustrato, pH, contenido de agua,
tamafio de particula e inéculo (40). En este ensayo se trabajé de forma tal de mantener la menor
variabilidad posible de estos Ultimos factores, asegurandose de homogeneizar el contenido de
humedad entre las condiciones (74% + 3%), utilizando el mismo in6culo para cada bolsa y la misma
materia prima. Es asi que la Unica variable restante es la composicién de sustrato. La Unica diferencia
entre estos es la presencia de BC y la proporcion del mismo, lo que lleva a pensar que algin

componente de este residuo promueve la fructificacion de P. ostreatus en las condiciones ensayadas.
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Ademas de evaluar los tiempos de fructificacion, se analizé la cantidad de biomasa cosechada por
condicién. En la figura 33.A. Se observa la biomasa en peso fresco cosechada por condicién y por

cosecha. Las setas cosechadas tienen un contenido de agua de 84,6% (+ 4,3%).
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Figura 33: A. Resumen de la biomasa obtenida en las tres cosechas realizadas para cada condicién. B.
Promedio de la cantidad de setas cosechadas por condicién.

Se observa que la condicion en la que se obtuvo mayor cantidad de biomasa en peso fue 30% BC, con
56 gramos totales, seguida de 20% BC con 52 gramos. A su vez, se observa que el 46% y 42%
respectivamente de la biomasa total se obtuvo en la primera cosecha. Analogamente, para la condicion
control y 10% BC se obtuvo en primer lugar menos cantidad de biomasa cosechada que en las
condiciones anteriormente mencionadas, 38 gramos y 30 gramos respectivamente. Contrariamente a
las condiciones con mayor porcentaje de BC, en la primera cosecha se obtuvo un porcentaje bajo de

la biomasa total, cosechando la mayor cantidad en la tercera cosecha.

Esto es acorde a lo estipulado anteriormente, ya que el BC pareceria estimular la fructificacion temprana
de Pleurotus ostreatus, dado que en las condiciones que contienen una mayor proporcion de BC se
obtiene un mayor porcentaje de la biomasa total en la primera cosecha. En el contexto de un proceso
productivo donde el objetivo es cosechar la mayor cantidad de biomasa lo mas rapido posible, el

sustrato mas adecuado pareceria ser 30% BC.
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Figura 34: A. Bolsas en la carpa de fructificacion. B. Seta cosechada

Dentro de los componentes del BC que podrian afectar la fructificacién se encuentran los polisacaridos.
Se reporta que el BC contiene celulosa, arabinoxilano, (1-3,1-4)-B-dglucano y trazas de almidén. Los
primeros dos polisacaridos comprenden entre el 25 y 28% (p/p) del BC (115). Se ha demostrado que
P. ostreatus consume durante su desarrollo micelial compuestos facilmente degradables como
hemicelulosa y oligosacéridos y durante la formacién de cuerpos fructiferos disminuye el porcentaje
relativo de pectinas, oligosacéridos y lignina del sustrato (116). Finalmente, sabiendo que oligo y
polisacaridos son fuentes de carbono especialmente favorables para la fructificacion, se puede
determinar que los efectos observados del agregado de BC al sustrato se podrian deber a los
polisacéaridos presentes en el residuo que promueven la formacion de cuerpos fructiferos (5). Resultaria
interesante analizar en detalle la composicién del BC utilizado y el consumo de nutrientes del micelio

durante el proceso.
4.4.5. Eficiencias bioldgicas

La forma de calcular la efectividad de la cepa y el sustrato evaluado es utilizando la eficiencia bioldgica.
Esta determina qué porcentaje del peso seco del sustrato se obtuvo como biomasa fresca. En la tabla
14, se presentan las eficiencias bioldgicas obtenidas para cada una de las tres réplicas realizadas por

condicién y su promedio.
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Tabla 14: Eficiencias Biolégicas obtenidas para cada condicion

o Eficiencia Biologica de ;
Condicion ; Promedio
cada réplica (%)

35,3

Control 32,1 30,1 (£6,5)
22,7
20,0

10% 25,5 17,9 (+ 8,8)
8,1
26,3

20% 35,2 28,6 (+ 5,8)
24,3
36,6

30% 29,5 27,7 (£ 9,8)

17,1

Si bien se encuentra reportado que con un contenido de 10% BC se logré obtener una eficiencia
biolégica mayor en comparacion a otras proporciones de BC, no es posible comparar de forma directa
estos resultados ya que no se especifica el formato de fructificacién, si se trabajé con bolsas, como se
realiz6 el corte de las mismas para favorecer la formacién de primordios, no se trabajoé con la misma

cepa de P. ostreatus y las materias primas utilizadas tienen distinta composicién (49).

En las condiciones que se realizé este ensayo, se obtuvo que para el control, 20% BC y 30% BC el
promedio de las eficiencias biologicas de las réplicas son muy similares (30,1%, 28,6% y 27,7%
respectivamente). Por otro lado, se registré una baja eficiencia bioldgica en la condicion 10% BC (17,9%
en promedio) en comparacion a las anteriores. Las razones asociadas a este bajo porcentaje se deben
en primer lugar al estado de las bolsas cuando se encontraban fructificando. Las mismas estaban en
presencia de moho (hongos filamentosos como Aspergillus spp.), que por bibliografia se sabe que estan
implicados en una disminucién en los rendimientos productivos. El micelio de estos crece de forma mas

acelerada que el de Pleurotus sp (40).

Estos resultados indican que la incorporacion de BC al sustrato en una proporcién de 20 o0 30% no solo
es posible, sino que se obtienen EB similares al sustrato estandar compuesto por aserrin y salvado de
trigo a lo largo de tres cosechas. Ademas de esto, se encuentra que el agregado de este residuo
estimula la fructificacion mas temprana de P. ostreatus como se mencioné anteriormente. Evidenciada
esta promocién de la fructificacion, es que se plantea evaluar el rendimiento a lo largo de dos cosechas
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en vez de tres, de esta forma reduciendo el tiempo de produccién y disminuyendo la pérdida de bolsas
de sustrato a causa de la contaminacion. De esta forma, se destaca que la eficiencia biolégica para las
condiciones 20% y 30% BC a lo largo de dos cosechas son respectivamente 20,7% (+3,8) y 24,1%
(x6,3), mientras que para las condiciones Control y 10% BC son 11,3% (x0,5) y 11,4% (%3,3)
respectivamente. En este caso, si se evidencia una diferencia significativa entre las conficiones 20% y
30% respecto al control y 10% BC, permitiendo asi tener eficiencias mas elevadas y reducir el tiempo
de produccién. A futuro, se podria evaluar si esta tendencia se continla observando a mayores
proporciones de BC o si se observa un estancamiento o efecto negativo en la produccién a determinada

proporcién de este residuo.
4.4.6. Soportes reutilizables

Si bien las bolsas son el soporte de fructificacion més distribuido para la produccion de hongos, son el
principal residuo generado en el proceso después de las camas post cosecha. Existen distintas
opciones de bolsas, pero la mayoria de ellas no son biodegradables presentando un problema mayor
para su disposicion. Dicho esto, se busca reemplazar este soporte para minimizar la generacion de
residuos. Para esto se plantean dos tipos de soportes reutilizables: botellas de vidrio y contenedores
de plastico. El primero se trata de una botella con tapa de plastico a la cual se le realizaron dos orificios:
uno de 2 cm de diametro que se tapa con algodén para permitir la respiracién del micelio, y otro de 1
cm de diametro que se cubre con silicona para la inoculacion con jeringa. La botella tiene una apertura
de 7 cm de didmetro. La ventaja de este soporte es que se puede autoclavar junto con el sustrato, pero
por otro lado, ofrece una sola apertura para la fructificacién limitando la cantidad de hongos que se
pueden obtener por cosecha. El recipiente de plastico por otro lado presenta 4 aperturas circulares de
4 cm de didmetro, dos en cada cara del recipiente. Adema4s, cuenta con dos aperturas de 1 cm de
diametro en cada costado para favorecer el flujo de oxigeno y la respiracién. En la figura 35 se muestran

los dos tipos de soportes mencionados anteriormente.

Figura 35: Imagenes de los soportes reutilizables empleados. A) Botella de vidrio. B) Contenedor de

plastico

Para este experimento, se utilizo el sustrato 20% previamente analizado ya que presenta los tiempos
de cosecha mas rapidos. Cada recipiente se evalué por duplicado, y se observé formacién de primordio

en cada réplica. Dicho esto, se logré cosechar setas frescas de una sola réplica de cada soporte. Estas
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cosechas se realizaron de manera Unica, a diferencia del ensayo en el cual se analiz6 la composicion
de los sustratos donde se realizaron tres cosechas sucesivas. La razon para ello esta asociada,
principalmente, a problemas con el control de la temperatura en la carpa de fructificacién. Los hongos
pertenecientes al género Pleurotus spp. requieren de una temperatura de entre los 18 - 20°C para la
formacion de los primordios (117); a la hora de evaluar estos recipientes, se registraron temperaturas
menores a las mencionadas anteriormente, por lo que el desarrollo de estos se vio disminuido. Dicho
esto, se calcularon las eficiencias biologicas obtenidas utilizando por un lado las botellas de vidrio como
soporte y por otro los contenedores de plastico. Se registré una EB de 18% y 16,5% respectivamente,

obtenidas segun lo recolectado en una Unica cosecha.

En la figura 33.A. se observa que en el sustrato 20% BC se obtuvo en la primera cosecha el 42% de la
suma de biomasa durante las 3 cosechas. Estimando que se observaria la misma tendencia en estos
soportes ya que se trata del mismo sustrato, tras 3 cosechas se obtendria una EB de 39% para los
contenedores de plastico y 42,4% para las botellas de vidrio. Por lo tanto, se determina que este tipo
de recipiente reutilizable es una opcién a considerar para reducir los desechos generados en la

produccion de P. ostreatus.

4.4.7. Escalado tedrico del sistema de fructificacion propuesto

A lo largo del trabajo se propuso un método de inoculacion, se estudié el rendimiento de distintos
sustratos y se evaluaron distintos soportes para la fructificacion de P. ostreatus. Teniendo en cuenta
los resultados obtenidos, a continuacion se propone un sistema de fructificacion focalizado en la
recircularizacién de residuos y la reduccion de generacién de los mismos. Se plantea trabajar con

bloques de sustrato de 5 kg, volumen 10 veces mayor al trabajado.

Para la preparacion del in6culo, se debe tener en cuenta el volumen de medio de cultivo liquido
necesario. En este trabajo se utiliz6 un inéculo liquido de 0,012 mg biomasa seca/ gramos sustrato a
inocular. Por lo tanto, para inocular 5 kg se necesitan 60 mg de biomasa seca. Sabiendo que al crecer
la cepa de P. ostreatus por 12 dias en medio ME se obtienen 2,2 mg biomasa seca/ mL, segun la curva
de crecimiento de la figura 30, se necesitan 60 mL de indculo por blogue de sustrato. Este método de
inoculacién necesita de algunos equipamientos de laboratorio como matraces, autoclave y shaker con
regulacion de temperatura. En el caso de no contar con los elementos anteriores, 0 si se busca reducir
costos, la inoculacién con semilla es una alternativa. En este caso se inocula con una relacién de

biomasa peso seco de 5% (114).

En cuanto al sustrato a emplear, el andlisis realizado indica que tanto la condicién 20% BC como 30%
BC presentan tiempos cosecha méas tempranos, buena eficiencia bioldgica y principalmente se observa
gue se obtiene mayor cantidad de biomasa en las primeras cosechas. Este Ultimo factor es de gran
relevancia ya que con este sistema se busca la produccion de la mayor cantidad de biomasa en el
menor tiempo posible. Dicho esto, se selecciona el sustrato 30% BC por contener la mayor proporcion

de este residuo manteniendo altas EB.
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Dado que el enfoque de este sistema productivo es la minimizacion de los residuos generados, se opta
por el soporte de contenedor plastico. Al contar con cuatro aperturas, este sistema ofrece mayor
superficie para la formacion de primordios y por lo tanto formacion de cuerpos fructiferos. Ademas,
permite la posibilidad de almacenar un contenedor encima del otro, optimizando el espacio en la sala
de fructificacién. Si bien las EB de los contenedores se estimaron utilizando un sustrato 20% BC, se
observo que las EB para los sustratos 20% BC y 30% BC tras 3 cosechas es muy similar (28,6% y
27,7%). Por lo tanto, se estima que se obtendria la misma EB en los contenedores utilizando un sustrato
de 30% BC que la EB obtenida con 20% BC.

Dicho esto, segun los resultados obtenidos anteriormente se estiman los siguientes datos: con un
sustrato de 30% BC utilizando los contenedores como soporte, se estima una EB de 39% a lo largo de
3 cosechas sucesivas, recuperando el 42% de la biomasa total en la primera cosecha a los 15 dias de
ingresar a la sala de fructificacién. Si bien el escalado del proceso no siempre se permite calcular de
forma lineal, se puede estimar que en total durante 3 cosechas esto se traduce a 1,95 kg de biomasa
fresca cosechada por contenedor, 820 gramos de esta en la primera cosecha. En la figura 36 se

presenta el disefio propuesto.
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Figura 36: Representacién de la sala de fructificacion (arriba) y los contenedores reutilizables

propuestos (abajo) paralaproduccion de P. ostreatus.

Si bien la utilizacion de este tipo de recipientes necesita de una inversion inicial importante, se requiere
unicamente de una instancia de inversion. Por otro lado, el uso de bolsas de un solo uso no solo genera
residuos dificiles de gestionar, sino que ademas requiere de inversiones recurrentes para mantener el
stock de las mismas. Esto junto con la mano de obra son los mayores costos econémicos del proceso
(118).

De todas formas, con este sistema hay que tener en cuenta que se deben esterilizar el sustrato y el
soporte por separado, ya que el contenedor plastico no es un material autoclavable. La esterilizacion
del mismo se realiza con hipoclorito 2% y luz UV por 30 minutos. Luego, se cubren las aberturas con
guata o algodon estéril y se agrega el sustrato y se inocula. Para inducir la formacién de primordios, se

retiran las coberturas de las perforaciones.
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En la figura 37 se presenta un esquema de la totalidad del proceso productivo propuesto, indicando la
entrada de materias primas, salida de producto y equipos necesarios. Dentro de estos Ultimos se
encuentra la sala de fructificacién, que hace referencia a un espacio cerrado que mantenga las
condiciones ambientales de humedad y temperatura necesarias. Para esto, se necesita un

humidificador, aire acondicionado, extractor y sistema de luminaria automatico.
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Figura 37: Esquema del proceso planteado parala produccién de Pleurotus ostreatus indicando las
materias primas empleadas y equipos necesarios

4.5. Evaluacion de la aplicacion del pan post cosecha como biofertilizante

Uno de los residuos obtenidos en la produccién de hongos, es el sustrato colonizado por el micelio,

llamado pan o camas post cosecha. Las cantidades generadas en esta industria son elevadas,
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generandose 5 kg de descarte de sustrato por kilogramo de hongo producido (119). Por este motivo,

es de vital importancia implementar aplicaciones para este residuo.

Es asi que en este ensayo se plantea evaluar el efecto del pan post cosecha en el desarrollo de dos
variedades de plantas: alfalfa y trébol blanco. Se seleccionaron cultivos forrajeros por la superficie que

estos ocupan, permitiendo asi la aplicacién de un mayor volumen de residuos.

45.1. Ensayo con semillas de alfalfa

En este ensayo se evaluaron 3 condiciones distintas variando la proporcion de pan de hongo
incorporado, sembrando la misma cantidad de semillas de Medicago sativa en cada una. Luego de 24
dias de crecimiento de estos cultivos en los distintos suelos, se evalud biomasa y largo aéreo y radicular

de las mismas.
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Figura 38: Gréficas correspondientes al ensayo de plantas de alfalfa. A) Biomasa aéreay total (en
gramos) obtenidas por condicion. B) Medidas de largo total, parte aérea y raices en cada mezcla

C)Porcentaje de biomasa radicular y aérea en comparacién a la biomasa total.

En relacién a la biomasa total en comparacion a la biomasa aérea, como se puede ver en la figura 38.A,
el control fue la condiciéon con mayor biomasa total obtenida (0,4 gramos). Por otro lado, la condicién
1:2 que contiene la mayor cantidad de sustrato agregado, reporta valores de biomasa hasta 4 veces
menor al control, indicando una diferencia significativa con el test estadistico ANOVA (p valor 0,0007).
En cuanto a las mezclas 1:8 y 1:4, ambas obtienen resultados similares entre si que no representan
diferencias significativas con el test ANOVA (p valor 0,76), obteniéndose 0,13 y 0,1 gramos de biomasa
menos en comparacion al control respectivamente. Sabiendo que el Unico factor que difiere entre las

condiciones evaluadas es la presencia del pan post cosecha y en qué proporciones se afiadio, se
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denota que pareciera haberse encontrado una proporcién critica (1:2) donde la presencia del residuo
afecta negativamente el desarrollo de la planta. Esto también se ve reflejado en la figura 38.B donde
se presentan las medidas de las plantas cosechadas. Por un lado, se observa que todas las condiciones
promedian un largo de raices similar (8 cm). Sabiendo que el largo de las raices es un factor asociado
al estrés abiotico en estas plantas, y que bajo estas condiciones estas tienden a alargarse, es que se
puede relacionar con los resultados obtenidos (120). Si bien, no se observé un cambio en el largo de
las raices, si se denota el estrés en el largo del follaje de la condicién 1:2. Con el mismo largo radicular,
se obtuvo Unicamente el 20% del largo aéreo en comparacion con el control. Por lo tanto, se deduce
que la planta en la condicién 1:2 se encuentra bajo estrés, que favorece el alargamiento de las raices
pero no asi el del follaje. Esto se correlaciona con lo visto en la figura 38.C donde se presenta el
porcentaje de la biomasa total que corresponde a biomasa aérea y radicular. Se observa que la
condicion 1:2 sigue la tendencia establecida anteriormente ya que presenta un porcentaje de biomasa
radicular en comparacion a la total mucho mayor al resto de las condiciones (40%). Vale aclarar que el
pan utilizado contenia fragmentos de paja de gran tamafio que pueden haber causado este tipo de
estrés. De acuerdo a la bibliografia, se sabe que las plantas cuando estan sometidas a algun tipo de
estrés abidtico, el desarrollo de la parte aérea se puede ver enlentecido o inhibido, pero no asi la

radicular donde hasta en algunos casos puede aumentar (121).

Resultados similares a este, son obtenidos en el trabajo realizado por Wiafe-Kwagyan et al. Si bien en
este evallan el desarrollo de tomate y morrén con el pan de hongo, concluyen que concentraciones
muy elevadas de este sustrato puede generar menores valores en lo que respecta a la altura de la
planta y/o cantidad de hojas (122). Por lo tanto, se podria decir que existe una concentracién limite a
la cual el pan de hongo actuaria de forma contraproducente para el desarrollo del cultivo, en este trabajo
la misma fue de 1:2.

Establecida la concentracion critica de pan en el suelo, se continda el analisis con las condiciones 1:8
y 1:4. En cuanto a las medidas de las plantas cosechadas en estas condiciones, que se observan en
la figura 38.B, se obtuvieron longitudes tanto aéreas como radiculares idénticas (15 y 8 cm
respectivamente). En comparacion al control, este presenta 5 cm mas en promedio de la parte aérea,
pero este valor se encuentra dentro de los desvios de las medidas, por lo que no se puede establecer
con claridad una diferencia. La misma tendencia se observa en la figura 38.C ya que las tres
condiciones presentan porcentajes de biomasa aérea mayores a 80%, significativamente mas elevados

que la condicion Y.

En resumen, se establecio que al emplear una mezcla de turba:pan post cosecha de Pleurotus ostreatus
1:2, se inhibe el desarrollo de la parte aérea de la planta, significando una concentracién critica del
residuo. De todas formas, al disminuir la concentracién de pan en el suelo, no se presenta dicha

inhibicidn, habilitando la incorporacién del residuo en estas condiciones.
45.1.1. Evaluacion de los valores de clorofila de las plantas de alfalfa

Con el fin de determinar especificamente los efectos fisioldgicos que el pan de hongo puede generar

en el desarrollo del cultivo de alfalfa, se pas6 a evaluar los valores de clorofila a, b y total obtenida en
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cada condicién. La clorofila es el principal pigmento fotosintético y se ha visto que en aquellos casos
donde se utiliza pan de hongo como mejorador de suelo, se obtienen valores de clorofila mas elevados

gue al no agregarlo (123). En la tabla 15 se observan los resultados obtenidos en dichas instancias.

Tabla 15: Efecto del pan de hongo en el contenido de clorofila en el cultivo de alfalfa

Condicion Clorofila A (mg/g) Clorofila B (mg/g) Clorofila total (mg/qg)
Control 0,04 + 0,01 0,06 + 0,01 0,122 + 0,04
1:8 0,240 + 0,01 0,155+ 0,07 0,394+0,1
1:4 0,245 = 0,02 0,146 + 0,02 0,391 + 0,07
1:2 0,122 + 0,04 0,08 + 0,03 0,206 + 0,07

Como se puede ver en la tabla 15, al centrarse especificamente en los valores de clorofila total, las
condiciones que reportan mayor clorofila por gramo de biomasa son 1:8y 1:4 (0,394 y 0,391 mg/g). Por
otro lado, la condicion 1:2 reporta cantidades de clorofila menores (0,206 mg/g), correlacionando con
los efectos del estrés establecidos previamente. Finalmente, la condicién que presenté menor clorofila
por gramos de biomasa fue el control (0,122 mg/g). Roy et al. observaron la misma tendencia de
aumento de la clorofila al suplementar el suelo con el pan postcosecha, esto se puede utilizar como un
indicador de la salud de la planta (123). Por lo tanto, se confirma que el agregado del pan post cosecha
en proporciones 1:4 y 1:8 no solo es posible sin afectar la biomasa producida, sino que favorece la
salud del cultivo dado los resultados de clorofila obtenidos. De todas formas, se realizdé nuevamente el
ensayo con un pan post cosecha proveniente del ensayo de fructificacién, utilizando otro cultivo y

agregando més condiciones para validar lo observado.

4.5.2. Semillas de trébol blanco

Otro cultivo utilizado para evaluar las propiedades del pan de hongo fue el trébol blanco (Trifolium
repens). Este se destaca en Uruguay, debido a su facilidad de produccién, su alto valor nutritivo y su
adaptacion a suelos ligeramente acidos y con exceso de humedad (124). Al mismo se le suele agregar
NPK como fertilizante con el fin de estimular el crecimiento del cultivo aportandole al mismo nitrégeno,

fosforo y potasio.

En cuanto a los fertilizantes, existe una creciente demanda en la produccién de alimentos que sean
realizados bajo practicas amigables con el medioambiente, donde uno de los principales elementos a
sustituir es los fertilizantes quimicos por los orgénicos. La razén principal de ello esta asociada al
deterioro que estos pueden generar en el suelo, desde una reduccién en cuanto a la calidad asi como

también un aumento en la acidificacion del mismo (125).

Teniendo en cuenta el ensayo anterior donde se establecié que una proporcion 1:2 de turba:pan inhibe
el crecimiento de la parte aérea de la planta, se evaluaron distintas condiciones en este caso. En este

ensayo se procedié a evaluar 3 condiciones con agregado de pan postcosecha (1:4, 1:8y 1:4 + NPK))
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y se las comparé con 3 controles: turba (CT), turba suplementada con NPK (Control NPK) y turba
suplementada con el sustrato utilizado para fructificar al hongo sin inocular (CS) compuesto por aserrin,
salvado de trigo y cal. Se buscé evaluar si el fertilizante (NPK) sumado al pan de hongo genera una
promocion de crecimiento para lograr disminuir las cantidades de fertilizante aplicadas al cultivo. El
control del sustrato sin inocular se utilizé para evaluar si el sustrato en si afecta el crecimiento de la
planta para asegurarse que los efectos observados se deben Unicamente al agregado de sustrato con
micelio. Se realizaron triplicados de cada condicion, pero se debe de mencionar que de las condiciones
Y2y ¥4+ NPK se lograron cosechar dos macetas mientras que de las otras condiciones se utilizaron las
tres.
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Figura 39: Graficas correspondientes al ensayo con trébol blanco en las diferentes condiciones
ensayadas. A) Biomasa total, aérea y radicular en gramos. B) Largo en cm de las raices y de la parte

aérea

Una vez cosechadas las macetas, se peso la biomasa total y la aérea, ademas de medir cada planta.
En la figura 39.A, se presentan los valores de biomasas tanto total, aérea como radicular obtenidas en
cada condicién. En cuanto a la biomasa total, se destacé que la condicion control NPK alcanz6 la mayor
biomasa promedio por planta (0,56 gramos), seguida por CS, 1:8 y 1:4 + NPK, que reportaron valores
de 0,5; 0,5y 0,46 gramos respectivamente. En el caso del control sustrato y 1:4 + NPK, es importante

destacar que se obtuvieron desvios estandar altos, indicando una gran variedad en la biomasa medida.
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Aun asi, el promedio de los mismos permite analizar estos resultados. La condicién que demostro

promediar menos biomasa por planta fue CT, reportando 0,3 gramos por planta.

En cuanto a la biomasa aérea, la condicién Control NPK y 1:8 de pan fueron las que tuvieron mayores
gramos de biomasa aérea por planta (0,4 gramos y 0,35 gramos en promedio). La condicién 1:4 es la
gue tuvo valores inferiores en comparacion a la totalidad de las condiciones, obteniendo 0,2 gramos de
biomasa aérea/planta, seguida por CT con 0,26 gramos/planta. Esta diferencia fue analizada utilizando
el método estadistico ANOVA, a través de la cual se puede estimar que existe una diferencia
significativa (p de 0,005) entre la biomasa aérea y radicular en las diferentes condiciones evaluadas.
El cultivo de trébol tiene altos requerimientos nutricionales, por lo que se lo suele acompafar con el
agregado de fertilizantes como es el NPK (126). Esto se observa claramente en los resultados
obtenidos, ya que la condicién que contiene Unicamente turba es la que reporta menores valores de
biomasa. El agregado de NPK mejora notoriamente la biomasa obtenida por planta, al igual que el
agregado de 1:8 de pan post cosecha. Al analizarlo a través de ANOVA, se denota una diferencia
significativa con un p value de 0,0007 para el primeroy 0,0003 para el segundo en comparacién al CT.
Esto indicaria que el agregado de hongo podria aportar propiedades interesantes y asi actuar como

biofertilizante.

Sabiendo que el cultivo de trébol necesita de suplementos segun los resultados obtenidos, es que se
buscé disminuir la concentracién de fertilizante a aplicar. Esto se denota en la condicion 1:4+NPK,
donde se aplico la mitad de la concentracion del fertilizante utilizada en el control NPK. Las principales
diferencias entre 1:4 y 1:4+NPK se dieron en cuanto a la biomasa generada, ya que como se observa
en la figura 39.B, las medidas de las plantas en estas condiciones fueron iguales ( 6,5 cm parte aérea
y 14,5 cm raices). De todas formas la matriz estadistica ANOVA, a la hora de evaluar la parte foliar y
las raices de estas dos condiciones, describe la presencia de una diferencia significativa con un p value
de 0,0039. Esta particularidad podria estar asociada con el hecho de que las muestras evaluadas
presentan un gran desvio estandar, lo que podria influir en que a la hora de analizar la gréafica presente
en la figura 39.B, no se describa dicha diferencia. En cuanto a biomasa, si bien 1:4+NPK present6 una
variabilidad significativa en las medidas, el promedio de estas reporta una biomasa 0,1 gramos mayor.
Esta diferencia se observa en la biomasa aérea. Esta es la parte de interés ya que es la que se cosecha,
por lo tanto se busca promover la produccién de la misma. Por lo tanto, la mezcla de suplementos de
hongo y fertilizante promueven el desarrollo del follaje en mayor medida que al utilizar la misma
concentracion de hongo sola. A la hora de evaluar la diferencia significativa entre la condicion 1:4y 1:4
+ NPK, el p value obtenido es mayor a 0,05, por lo que esta no podria asegurarse. La razén principal
de ello es la cantidad de datos que se cuenta para analizar estas condiciones, donde en ambos casos
se contd con dos macetas lo cual es menor al limite de datos necesarios para realizar este analisis

estadistico.

Vale aclarar que con la condicion 1:8 se obtienen mayores valores de biomasa que con 1:4+NPK.
Teniendo en cuenta lo anteriormente mencionado con relacidn al efecto de la mezcla de hongo y
fertilizante, se podria suponer que al suplementar la condicion 1:8 con la mitad del fertilizante

recomendado, se observaria una promocién aun mayor del cultivo de trébol. Ademas, se ha encontrado
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que la incorporacion de las camas post cosecha en cultivos puede tener un efecto contra las plagas
mas comunes, como es el caso de F. oxysporum en plantaciones de echalotes (Allium ascalonicum).
Se vio que la incorporacion del pan post cosecha de P. ostreatus reduce en un 67% la enfermedad

causada por este patdgeno (127), valorizando alin mas la aplicacion del residuo en el suelo.
4.5.2.1.  Valores de clorofila del trébol blanco

Al igual que cuando se trabajo con el cultivo de alfalfa, se procedio a evaluar los valores de clorofila del
trébol. Estos valores se los podria llamar como indicadores de la calidad de la planta y diversos estudios
los utilizan para determinar propiedades de inoculantes o fertilizantes y sus efectos en el desarrollo del
cultivo (128).

Tabla 16: Efecto del pan de hongo en el contenido de clorofila en el cultivo de trébol

Condicién Clorofila A Clorofila B Clorofila total
(mg/planta) (mg/planta) (mg/planta)

Control 0,169 + 0,02 0,023 £ 0,009 0,192 + 0,03
Control + NPK 0,242 +0,09 0,013 + 0,008 0,254 + 0,09
Control + sustrato 0,176 £ 0,05 0,025 +0,01 0,200 £ 0,06
1:8 0,238 £ 0,07 0,103 +£ 0,05 0,268 + 0,09

1:4 0,146 + 0,02 0,037 + 0,005 0,183 + 0,01

1:4 + NPK 0,218 £ 0,07 0,053 + 0,01 0,271 + 0,09

En la tabla 16 se presentan los resultados de clorofila A, B y total en mg de clorofila/planta. Se observa
que las condiciones 1:8 y 1:4 + NPK reportan mayores valores de clorofila por planta que en las
restantes 4 mezclas. Como los valores de clorofila total son un indicador de la calidad del cultivo, se
espera que estos posean mejores capacidades fotosintéticas y asi desarrollarse de mejor manera. Por
lo tanto, como se establecié anteriormente, el agregado de NPK no solo favorece la formacion de

biomasa, sino que también mejora la calidad del cultivo.

Ademas, se observa que en las dos condiciones con agregado de NPK, se obtienen valores elevados
de clorofila total por planta (0,271 y 0,254 mg/planta), donde es importante destacar que la diferencia
entre estas condiciones no es Unicamente el agregado de sustrato con micelio, sino que también la
cantidad de fertilizante afiadida. La condicion 1:4 fue suplementada con la mitad de fertilizante que el
control+NPK, y aun asi se observaron mejoras en la calidad del cultivo al mismo nivel. Por lo tanto, se
detecta el potencial de utilizar esta técnica para disminuir las cantidades de NPK vertidas en el suelo
(129).

Sabiendo la cantidad de pan incorporada en cada maceta y el area que representa cada una de ellas,
se puede estimar que cantidad de pan se aplicaria por hectarea. Dado que se aplicaron 18,75 gramos

de pan por maceta de 706 cm? (15 cm de diametro), esto se traduce a 2.655 kg de pan por hectarea.
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Si bien se deben realizar pruebas de campo para poner a prueba su aplicacion en estas condiciones,
la incorporacion al suelo del pan post cosecha en una proporcién turba:pan de 1:8 parece ser una
aplicacion redituable tanto en cuanto a los efectos del mismo en el desarrollo del cultivo como en las

cantidades aplicadas.

5. Modelo de negocios

La alimentacidon saludable es uno de los factores més relevantes en la sociedad en el dia de hoy. Cada
vez son mas las personas que buscan consumir alimentos organicos, optando por una alimentacion
mas consciente. En 2020 la consultora Opcion realizé una encuesta con el fin de evaluar los habitos
alimenticios de la sociedad uruguaya en épocas de pandemia y se vio que la misma cambié con
respecto a afios anteriores. Se destac6 la concientizacion del consumidor sobre los efectos de la
alimentacion y el aumento de las tendencias saludables (130). Dentro de los productos considerados
saludables, uno de los cuales encabeza esta lista son los hongos. La razén principal para catalogarlo
de esta forma es por sus aportes nutricionales desde alto contenido proteico pero bajo en carbohidratos
(27). El consumo de los mismos se ha visto en aumento junto con la concientizacion de los
consumidores, generando en la actualidad méas de 6,2 millones de toneladas cuyo valor se aproxima a
los 30 hillones de dolares (131).

En Uruguay, se consumen y comercializan varias especies de hongos ya sea silvestres (crecen en
montes de pino y eucaliptus) o los cultivados como el shiitake, champifién o el portobello (132). Dicho
esto, las variedades de hongos comestibles que se encuentran en los principales supermercados son
muy limitadas. M&s especificamente, no se encuentran proveedores de setas de P. ostreatus, también
conocido como girgolas grises, que puedan abastecer a los vendedores de variedades gourmet de este

tipo de hongo.

Dicho esto, se plantea un modelo de negocios para la venta de hongos gourmet, especificamente
girgolas grises, para abastecer un nicho de mercado que en la actualidad se encuentra insatisfecho.
Se propone una circularidad en el proceso donde se aprovechan los residuos emitidos por dos grandes
industrias como son la cervecera y la forestal, utilizando de estas el bagazo de cerveza y el aserrin,
respectivamente. Adicionalmente, se utilizara el pan de hongo, residuo en la produccién de las girgolas,
con el fin de incorporarlo en suelos destinados a la agricultura. Para ello se realizaron diversas tareas
de validacién y de esquematizacion, con el fin de poder establecer la existencia del problemay la puesta

a punto del modelo de negocio.
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5.1. Aplicacion del modelo de CANVAS a la produccién de girgolas grises

CANVAS fue desarrollado por Alexander Osterwalder y se trata de determinar y crear modelos
innovadores y asi generar valor para los clientes. En este se describen 9 bloques en los cuales se
describen caracteristicas esenciales para el desarrollo del negocio. Dicho esto, en la figura 40, se

detalla el modelo del CANVAS para la produccion y venta de girgolas grises.

Modelo de CANVAS:

Aliados clave

- Empresas
generadoras de
los residuos
agroindustriales

- Empresas de
distribucion

Actividades clave

-Logistica: tanto para la
obtencién de MP como
distribucién del producto
- Produccién de la grigolas grises
- Marketing: comunicacién con el
cliente y disfusion
- 1+D: desarrollo de nuevos
productos/optimizacion

Recursos clave

- Infraestructura:

condiciones de
fructificacion

Propuesta de valor

Oferta de hongos
gourmet frescos (P.
ostreatus) que no se
encuentran en los

supermecados
tradicionales,
obtenidos por medio
de un proceso
productivo circular.

Relacién con los clientes

- Mercados y restaurantes:
relacion personalizada,
comunicacioén continua

- Clientes independientes:
autoservicio por la pagina
web

Canales

- Redes sociales
- Pagina web
- Servicio de cadeteria o

Segmento de
clientes
-Mercados
-Restaurantes

- Clientes
independientes

- Recursos humanos
- Materias primas
- Marketing

centro pick up

Estructura de costos
- Produccion de la girgola: costos de operacion, luz, agua, infraestructura
-Recursos humanos
- Materias primas (bajo costo o hasta donacion)
- Distribucion del producto
- Publicidades

Fuentes de ingreso
- Venta de los hongos (girgolas grises)
- Comercializacién del pan de hongo (post cosecha)
- A futuro: Kits de autocutocultivo, apliar las especies producidas,
polvos como suplemento alimenticio.

Figura 40: Modelo de negocios CANVAS para la venta de hongos.

Como se puede ver en la figura 40, en la misma se establecen los principales aspectos del negocio y
su propuesta de valor. Por un lado, se propone que los clientes sean mercados, restaurantes y clientes
independientes y la forma de llegar a estos o los canales de distribucion serian por un lado las redes
sociales y paginas web y por el otro establecer un servicio de cadeteria o centro pick up. Dicho esto, la
estructura de costos se centrara en la produccién de los hongos y los costos de produccién asociados
como materias primas, distribucion y publicidades; mientras que las fuentes de ingresos se relacionan

con la venta de los hongos.

Los socios o aliados clave son esenciales para formar alianzas estratégicas para colaborar en diversos
temas como compartir experiencias o recursos. En este caso, se destacan principalmente las empresas
generadoras de residuos y las empresas de distribucién. Con relacion a la primera, nos centraremos
especificamente en cervecerias artesanales ya que, a diferencia de empresas mas grandes,
generalmente no tienen un plan establecido en cuanto al reciclaje del bagazo de cerveza y también en
aserraderos cuyo residuo principal, aserrin, si bien hay tendencias de utilizarlo para producir biodiesel
por ejemplo, los volimenes que se generan son relativamente altos por lo que encontrar varios usos

para el mismo es de gran interés (133).
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En cuanto a las actividades clave, mas alla de lo que implica la produccién de las gondolas y lo
relacionado con investigacién y desarrollo, se considera que el marketing o publicidad es esencial para
la venta del producto. De esta forma se esperaria una mayor difusion del producto, asi como también

concientizar y educar al cliente en cuanto a su consumo.

5.2. Validacién del problema vy del producto

Para validar la existencia del problema y de la solucidn, se planted una serie de encuestas distribuidas
a través de distintas redes sociales con el fin de abarcar diversos sectores en cuanto a la poblacién
uruguaya. En la misma se buscaba evaluar la existencia de una falta en cuanto a las variedades de
hongos, la incorporacion de este alimento en la dieta de los encuestados y en el caso de no
incorporarlos, las razones para ello. Adicionalmente se evalué qué tipo de hongos suelen consumir, asi

como también la posibilidad de vender un kit de autocultivo.

En cuanto a los datos recolectados, se lograron encuestar aproximadamente 300 personas, donde la
gran mayoria provenian de los departamentos de Montevideo y Salto. De estos, el 80% incorpora
hongos en su dieta, mientras que el restante 20% no lo hace porque no sabe como cocinarlos (50%) o
por la poca accesibilidad al producto (27%), o porque directamente no le gustan (32%). Por otro lado,
los que si consumen lo hacen en formato de hongos frescos, enlatados o al escabeche. Dentro las
variedades méas consumidas se destacan: los champifiones (94%) y el shiitake (38%). Cuando se les
pregunt6 dénde compran los hongos, la gran mayoria lo hacia en supermercados, almacenes naturales
o ferias, asi como también restaurantes. Algo a destacar, es que existen quienes los consumen propios
de su recoleccion o de produccién propia.

Teniendo en cuenta lo mencionado anteriormente, existe un gran interés por parte de los encuestados
en cuanto al consumo de hongos, aquellos que no lo hacen se debe principalmente a la falta de
conocimiento. Con relacién a esto, se evalu6 cudl era la percepcién que tenian las personas
encuestadas y se vio que, si bien la gran mayoria denota elementos positivos, destacan la falta de
conocimiento o lo poco promocionado que se encuentra este alimento en Uruguay. Teniendo en cuenta
esto, es que resalta la relevancia de realizar campafias de concientizacién o educacion, haciendo
énfasis en formas de coccién o que hongos consumir, asi como también los beneficios para la
implicados en esto. Es por esto que consideramos que la tarea de marketing y publicidad es de gran

importancia para fomentar el consumo de hongos como son las girgolas grises.

Por otro lado, cuando hablamos de puntos de venta, es relevante mencionar la posibilidad de ofrecer
este producto en restaurantes. Dicho esto, se lograron encuestar 5 restaurantes de los cuales 4 ofrecen
hongos en su menu. De estos, solo 1 se centra en comida vegana/vegetariana, contando a su vez con
una gran variedad de hongos (principalmente de recoleccidon) desde Pleurotus sp., Lactarius sp.,
Boletus sp. entre otros, mientras que los restantes 3 se centran mayoritariamente en champifiones. En
cuanto a estos, se vio que existe una falta de especies de hongos (especificamente Pleurotus sp.) por

parte de los proveedores, lo que hace llamativo ofrecer este producto a los mismos.
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5.3. Estimacién de costos

Para poner en marcha el sistema de produccion planteado en la figura 37, se requiere una inversién

inicial que cubra el costo de los equipos necesarios, dos contenedores para la produccién, donde en

uno de ellos se realiza la preparacion del sustrato y del in6éculo (upstream) y el otro se equipard como

sala de fructificacién. En la tabla 17 se presentan los costos de la puesta en marcha del proceso.

Tabla 17: Costos estimados para la puesta en marcha del sistema de fructificacion disefiado

Etapa Detalle Costo (USD)
Inversion inicial Contenedores 13.000
Equipos upstream 9.600
Acondicionamiento 5.000
sala de fructificacion
Soporte de 800
fructificacion
Costos fijos Recursos (luz, agua) 1.500 / mes
Mano de obra 2.800/ mes
Costos unitarios Sustrato 30/ lote
Empaque 15/ lote

Se parte de la base de que se producen lotes de 10 bloques de 5 kg cada uno cada 10 dias. Cada lote

produce 20 kg de hongo fresco luego de 3 cosechas, segun los resultados obtenidos, alrededor de 50

dias. La unidad de venta consiste en una bandeja de 200 gramos de setas, por lo que se producen 100

unidades por lote. Se calcula un precio de 7,3 USD por unidad. Se estima la produccion de 50 lotes por

semestre, traduciéndose a 360 kg de seta lista para comercializar, o 1800 unidades.

Contando con una inversion inicial de aproximadamente 29.000 USD, y una capacidad de produccién

de 50 lotes por semestre, segun el flujo de caja planteado el periodo de repago es de tres afios y medio.
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6. Conclusiones

Segun el objetivo planteado en este trabajo, se logré el aislamiento, identificacion y caracterizacion de
las muestras recolectadas en distintos puntos del pais. Se disefi6é un sistema de fructificacion utilizando
como hongo modelo a P. ostreatus, incorporando el residuo de bagazo de cerveza al sustrato y

planteando una aplicacién del residuo generado en el proceso, esté siendo las camas post cosecha.

En cuanto al aislamiento del micelio de las muestras en placa, se puso a punto un protocolo de
tratamiento de las muestras y medios de cultivo a utilizar. Se recolectaron 46 basidiomicetos de los
cuales se logré aislar e identificar el 20% de ellos mediante métodos moleculares, donde el 80%
restante hace referencia a contaminantes ambientales presentes en la muestra que no se lograron
eliminar. En el caso de las muestras que no se lograron aislar, se evalué realizar extracciones de ADNg
directamente a partir del cuerpo fructifero para lograr su identificacion mediante métodos moleculares.
Para esto es de vital importancia la correcta eleccién de la muestra de partida, procurando seleccionar
aquellas que no contengan contaminantes visibles o parasitos. La identificacion de todas las muestras
aisladas se realiz6 utilizando la region ADNr ITS, corroborando la identidad de los basidiomicetes con
los genes codificantes para proteinas; RPB2 y factor de elongacion-1a. Ademas, se establecieron las
relaciones filogenéticas de las muestras y se corroboré la pertenencia de cada muestra al género
correspondiente. Por lo tanto, se determina que es posible el uso de estos genes tanto individualmente
como combinados con otras regiones barcoding para la identificacién de basidiomicetos, pero no en

todos los casos es posible la amplificacién de los mismos con un Unico par de primers.

Dentro de aquellos basidiomicetos que pudieron ser identificados, se procedié a realizar un screening
en medio de cultivo sélido para la deteccién de lacasas, fosfatasas y lipasas. De las muestras
estudiadas, el 90% presentaron produccion de la primera enzima, el 55% produccion de la segunda y
54% de la tercera. Estas enzimas cuentan con gran interés a nivel industrial y encontrar organismos
qgue las producen puede aportar beneficios econémicos para las mismas. A su vez se evaluaron
potenciales basidiomicetos para la degradacién de glifosato, identificAndose como candidato principal

Trametes sanguinea.

Se selecciond P. ostreatus como hongo modelo para el disefio de un sistema de fructificacion utilizando
como sustrato bagazo de cerveza en distintas proporciones y aserrin. En cuanto a los tiempos de
cosecha, se encontré que las condiciones con 20% y 30% de BC presentan setas maduras mas
tempranamente que el control y 10% BC. Ademas, estas dos condiciones generan mas biomasa en la
primera cosecha en comparacién a las Ultimas dos que reportan mayor cantidad de biomasa en la
tercera cosecha. En la misma linea, en cuanto a las eficiencias bioldgicas de cada condicién, se

encontré que el control, 20% y 30% BC reportan EB similares (30,1%, 28,6% y 27,7% respectivamente)
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mientras que la EB de 10% se vio disminuida por la presencia de insectos (17,9%). Con el fin de evitar
el uso de bolsas plasticas desechables para la fructificacion, se utilizaron distintos formatos de
recipientes reutilizables de vidrio y plastico. Se estimé que las EB de estos luego de tres cosechas
serian 42% y 39% respectivamente. Es asi que se escalo el sistema de fructificacion utilizando los

contenedores de plastico como soporte.

Finalmente, se propuso una aplicacion para las camas post cosecha generadas durante la fructificacion
de P. ostreatus. Estas se incorporaron al suelo de cultivos de alfalfa y trébol blanco en distintas
proporciones. Se determiné que una proporcion 1:2 de turba: sustrato en alfalfa inhibe el desarrollo de
la parte aérea de la planta pero que una proporcion 1:8 no afecta el desarrollo de la misma en cuanto
ala biomasa generada y mejora la calidad del cultivo dados los valores de clorofila obtenidos. En cuanto
al cultivo de trébol, en primer lugar se confirmé que este cuenta con requerimientos nutricionales
especificos que actualmente son cubiertos por la incorporacion de fertilizante NPK. Dicho esto, a la
hora de evaluar la incorporacion de pan de hongo, se vio que la concentracién 1:8 de este, aportaria
beneficios al cultivo ya que este se desarroll6 de forma similar que la condicién a la cual se le incorpor6
dicho fertilizante. Adicionalmente, se evalué la posibilidad de combinar el agregado de 1:4 de pan
postcosecha y la mitad de la concentracién de NPK recomendada, observandose mayor biomasa al
combinar el pan post cosecha con el fertilizante. Dicho esto, se podria asumir que la incorporacién de
una menor proporcion de NPK a la utilizada cominmente mas una relacion 1:8 de pan de hongo, se
esperaria obtener una mayor promocion del cultivo. Teniendo en cuenta que el uso del fertilizante puede
afectar la calidad del suelo como también los cursos de agua, estos resultados no solo reflejan la
posibilidad de aplicar el pan post cosecha en cultivos utilizando una proporcion 1:8 de turba/pan, sino
gue también estimula la agricultura sostenible mediante la disminucién de la cantidad de fertilizante

necesaria.
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8. Anexo

8.1. Anexo 1: Gel de agarosa para B-tubulina

Shiitake ~ M1 M2 LP2A LP18B LP1I8A M5 LP20

Anexo 1: Gel de agarosa 1% mostrando las bandas de amplificaciones obtenidas utilizando las primers

B36F y B12R para la amplificacion de gen B-tubulina.

8.2. Anexo 2: Esporada de _Gymnopilus spectabilis

Anexo 2: Esporada de Gymnopilus spectabilis
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8.3. Anexo 3: Resultado de la secuenciacién de los aislamientos

>Secuencia parcial ITS1-IST4 aislamiento Shiitake
TGATATGCTTAAGATCAGCGGGTACATCCTACCATGATTTGAGGTCAAGCAAATAAGTTATATATA
GTCAATCAAGACAGTTAGAAAGCGGAACTTCCCTTTTTCTCCAATGAATAGAACAGATTGAGCAAA
CTAAATGCAACAACCCAAACCAATAGAGCTTTATTATTGTAAGGTTCCACCAAAATGTAGATAATTA
TCACACCAAGGTTAGAACTAACAAAACAGGGTTCCCACTAATAAATTTAAGAGGAGCTGACAAAC
GCCTGCAAGCCTCCAACATCCAAGCTTTAATAAGTAAAAACTTATAAAGTTGAGAATTTAATGACA
CTCAAACAGGCATGCCCTCCGGAATACCAGAGGGCGCAAGGTGCGTTCAAAGATTCGATGATTC
ACTGAATTCTGCAATTCACATTACTTATCGCATTTCGCTGCGTTCTTCATCGATGGGAGAGCCAAG
AGATCCGTTGCTGAAAGTTGTATTAAGTTTAAAGGGTCAATAAAGTCCCAATAACAAGATCATTCT
ATAACATACTTCAATGGTTTATAAGAACATAGAAGCCTTGTCAACTAGTCTTTTCAAGTAACTCATA
ATGAGCACCTTCAAAAACCCGATGAAAGAACTCCTACAAAAAGTGCACAGGTGGATGAATAGAAA
TCGGAGGAGGATGTGCACATACCCAAAGGCCAGCAACAATCCACCACCAAAAAATTCAATAATGA
TCCTTCCG

>Secuencia parcial EF-1a aislamiento Shiitake
GTGGTACTGGTGAGTTTGAGGCTGGTATCTCCAAGGATGGCCAGACTCGTGAACACGCTCTGCT
CGCCTTCACCCTTGGTGTGCGTCAACTCATCGTCGCCGTCAACAAGATGGACACCACCAAAGTTT
GTATTTTTTGCTTTGCCCCTCTTGTTCGTGAACTGCATTGCTTATGATCGCTACAATCCATCCAGT
GGAGCGAGGACCGATTCAACGAAATTATCAAGGAAACTTCTACCTTTATCAAAAAGGTCGGCTAC
AACCCAAAGGCTGTTGCATTCGTTCCTATTTCTGGATGGCACGGTGACAACATGTTGGAGGAGTC
CGTCAACATGCCCTGGTACAAGGGATGGACCAAAGAGACCAAGGCCGGTGTTGTTAAGGGAAAG
ACTCTTCTCGATGCTCTTGATGCTA

>Secuencia parcial ITS1-1ST4 aislamiento LP2A T. sanguineus
GGTTTGGCGTGGGCTTCGGGGCCTCCGGGCTCTGAGGCATTCTGCCGGCCTATGTATCACTACA
AACACATAAAGTAACAGAATGTATTCGCGTCTAACGCATTTAAATACAACTTTCAGCAACGGATCT
CTTGGCTCTCGCATCGATGAAGAACGCAGCGAAATGCGATAAGTAATGTGAATTGCAGAATTCAG
TGAATCATCGAATCTTTGAACGCACCTTGCGCTCCTTGGTATTCCGAGGAGCATGCCTGTTTGAG
TGTCATGGAATTCTCAACCCACACGTCCTTGTGATGTTGCGGGCTTGGATTTGGAGGCTTGCTGG
G

>Secuencia parcial EF-1a aislamiento LP2A T. sanguineus
GGTACCGGTGAGTTCGAGGCTGGTATCTCCAAGGATGGCCAGACCCGCGAGCACGCTCTCCTTG
CCTTCACCCTCGGTGTCAGGCAGCTCATCGTCGCCGTCAACAAGATGGACACCACGAAGGTTCG
TACTTCTTCTGAAAATTTTCAGCAACGAGACTGTAAGCTCATTTTGCTACGCAGTGGTCCGAGGAC
CGTTTCAACGAAATCGTCAAGGAGACGTCCACCTTCATCAAGAAGGTCGGCTACAACCCCAAGG
CGGTTCCCTTTGTCCCCATCTCCGGCTGGCACGGCGACAACATGTTGGAGGAGTCCACCAACAT
GCCCTGGTACAAGGGCTGGACCAAGGAGACGAAGGCTGGTGTTGTCAA

>Secuencia parcial RPB2 aislamiento LP2A T. sanguineus
TCAGGTGCTCAACCGCTACACCTATGCGTCGACATTATCGCACTTGCGTCGCTGCAATACCCCTC
TCGGTCGTGAAGGCAAGATCGCCAAGCCGCGTCAACTGCACAACACTCACTGGGGAATGGTTTG
CCCTGCCGAGACGCCGGAAGGACAGGCTTGCGGTCTCGTGAAGAACTTGTCGCTCATGTCCTGT
ATCTCTGTTGGTTCCCTCTCGGCGCCTGTCATCGAGTTCTTGGAGGAGTGGGGTCTCGAGTCCC
TCGAAGAGAACGCACACTCGTCAACGCCATGCACGAAGGTCTTTGTCAACGGTGTTTGGATGGG
TGTTCACCGCGATCCCGCGAACCTAGTGAAGACGATCAAGAAGCTGCGTCGGAAGGACGACATC
AGCCCAGAGGTGTCTGTCGTTCGCGACATCCGAGAGCGCGAACTTCGCCTCTACACGGACGCTG
GTCGTGTCTGTCGACCCCTCTTCATCGTCGAGAACCAGCAGCTGCTCCTCCAGAAACGACATATC
GAGAACCTCGTCCGCGGCAAGGAGGACCCCGATTTCGAGTACAAGTGGGACAACCTCATCAAGG
ATGGTGTCATCGAGTTGCTGGATGCGGAGGAAGAGGAGACGGTGATGATCTGTATGACGCCCGA
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GGATCTCGAGAACTCTAGGCTGCAGGCTGCCGGCATTGACCCTCACGCGGACACCGAGTTCGAC
CCGTCCGCGCGATTGAAGGCACCGACGAACGCGCATACTTGGACGCACTGCGAGATTCACCCTA
GCATGATCCTCGGTGTCTGTGCAAGTATCATCCCCT

>Secuencia parcial ITS1-IST4 aislamiento LP18B T. villosa
GTAGTCCTACCTGATTTGAGGTCAGATGTTATAAAATTGTCCTAATGGACGGTTAGAAGCTCGCCA
AAACGCTTCACGGTCACAGCGTAGACAATTATCACACTGAGAGCCGATCCGCACGGAATCAAGCT
AATGCATTCAAGAGGAGCCGACCGTTACGGCCAGCAAGCCTCCAAATCCAAGCCCATAGATCAC
AAGGATTTATGGGTTGAGAATTTCATGACACTCAAACAGGCATGCTCCTCGGAATACCAAGGAGC
GCAAGGTGCGTTCAAAGATTCGATGATTCACTGAATTCTGCAATTCACATTACTTATCGCATTTCG
CTGCGTTCTTCATCGATGCGAGAGCCAAGAGATCCGTTGCTGAAAGTTGTATTAAGATGCGTTAG
ACGCGTTTACATTCTGATACTTTAAGAGTTTGTAGTGTACATAGGTCGGCAGAATGCTTCTGACCC
GGAGGCCAGAAACCCACGCCAACCTACAGTAAGTGCACAGGTGTAGAGTGGATGAGCAGGGCG
TGCACATGCCTCGGAAGGCCAGCTACAACCCGTTTCAAAACTCGTTAATGATCCT

>Secuencia parcial EF-1a aislamiento LP18B T. villosa
GTGGTACCGGTGAGTTCGAGGCTGGTATCTCCAAGGATGGCCAGACCCGCGAGCACGCCCTCC
TTGCCTTCACCCTCGGTGTCAGGCAGCTCATCGTCGCCGTCAACAAGATGGACACCACGAAGGT
TCGTTTGATTGCGCGCCACGCGCTCACGCCGCGCTAACTTTCGTTCTACAGTGGTCCGAGGACC
GTTTCAACGAAATCGTCAAGGAGACGTCCACCTTCATCAAGAAGGTCGGCTACAACCCCAAGGC
GGTTGCGTTCGTCCCCATCTCCGGCTGGCACGGCGACAACATGTTGGAGGAGTCCACCAAGTGC
GTATATGCCGTGTCATTTCTCATGAAGCTACGTCTAACAGCCACACAGCATGCCGTGGTACAAGG
GCTGGACCAAGGAGACCAAGGCTGGTGTCGTCAAGGGCAAGACCCTCCTCGATGCCATCGACG
CGATC

>Secuencia parcial ITS1-1ST4 aislamiento HG1
TAAGTTCAGCGGGTAGTCCCGCCTGATTTGAGGTCAGATGTCAAAGTAAATTGTCCAGTGAAGGA
CGATTAGAAGCGAGACACCAATGATGCTTCAACACTAACAGCGCAGATAATTATCACACTGATAG
CGAGAGGCAAACGTTCACGCTAATGCATTTAAGAGGAGCCGACTAACGAGAGCCAGCACAACCT
CCAAGTCCAAGCCTTCAGTAACAAAAGTTATAAAGGTTGAGAATACCATGACACTCAAACAGGCG
TGCTCCCCGGAATACCAGGGAGCGCAAGGTGCGTTCAAAGATTCGATGATTCACTGAATTCTGCA
ATTCACATTACTTATCGCATTTCGCTGCGTTCTTCATCGATGCGAGAGCCAAGAGATCCGTTGCTG
AAAGTTGTATATAGATGCGTTATACGCAAGATTACATTCTAAAACTGAAGCGTTTGTAGTGAAACA
TAGGAAGGCTTCCAGCTCGCAGAGCGAACCTTTCACCGACCTACAATAAGTGCACAGAGGTTGA
GAGTGGATGAGCAGGGCGTGCACATGCCTCAGATAGAGACCAGCTACAACCCGTTCAAAACTCG
TTAATGATCCTTCCGCAG

>Secuencia parcial RPB2 aislamiento HG1
GACACGTACCTGGTTGTGATCGGGGAAAGGAATGATGCTGGCGCAGACACCCAAGATCATACTC
GGGTGAATTTCACAGTGAGTCCATGCATGAGCCATCGGTATATTCTTGAGACGCGCCGAAGGGT
CGAAACCTTCATCGCCTTCGCGAGGAGGTTCGATGCCTTGAGCCTGCAAGCGAGCGTTGTCGAG
ATCCTCCGGTGTCATGCAGATCATAACGGTCTCCTCTTCCTCTGCGTCCAGCAACTCGATAATCC
CGTCCTTGATGAGGTTGTTCCAAGTGTACGGCTTATTGTCGAATTCGCCTTCGTCGTTGAGCTTC
CGGTTGCCGTTCTCGTCGTACTGCGGAACACCGTTGGTGACCCACTCAATGTGTTTCTTGCGGA
GAGTGAGCTGGTTGTTCTCCACGATGAAGAGCGGGCGGCAAACACGTCCTGCATCGGTGTACAG
GCGCAGCTCGCGTTCACGGATGTCCCGGACAACCGAAACTTCGGGACTGATGTCGTCCTTACGA
CGGAGTTTCTTGATGGTCCTAACCAGGTTCGCAGGATCACGGTGCACACCCATCCAAACACCATT
GACGAAGACCTTTGTGCAAGGCGTAGCTGCATGTGCATTCTCTTCGAGTGACTCGAGGCCCCAC
TCCTCCAAGAACTCGATGACGGGTGCTGAGAGGGAGCCGACGGAGATACATGACATGAGGGAC
AGGTTCTTGACAAGACCGCAGGCTTGTCCTTCGGGAGTCTCGGCAGGACAAACCATACCCCAAT
GCGTGTTGTGTAGCTGACGCGGCTTAGCGATCTTGCCCTCTCGTCCAAGCGGAGTGTTGCAACG
ACGAAGATGTGAAAGCGTCGACGCATAGGTATACCGATTCAGCACCTGAGAGACACCAGCCTTG
GCGGACATCGACTTCTTCTGGTCACCCCAGTTACCGGTGGCGAGTGAATACTTCAAGCCATTAGT
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GATTGTATTATGCTTGACAGCGAGCGACAGGTTGAATTCTTTGTGGGTTTCGACACACTGCACTAT
GTTCAATACATGGGCCAGAATACGAGGGAAACATGCACGCACCTTCTGGAGGTACCGATAGACA
TCACGCGTCA

>Secuencia parcial ITS1-IST4 aislamiento HG6
TATGCTTAAGTTCAGCGGGTAGTCCTACCTGATTTGAGGTCAGAAGTCAAATGAATTGTCCTTGAC
GACAGTTTGAAGCATGAATCTATGACACTCAGACACAGTGCAGATAATTATCACACTGAGCATGAA
GTGAACATTCATACTGATACATTTGAGAGGAGCAGGTACCTGCAAGGTTCCAGCAATAGCCTCCA
AGTCCAATATCACCAGAGTCTTACAAAGACCTGGAGAATTGAGAATACCATGACACTCAAACAGG
CATGCTCCTTGGAATACCAAGGAGCGCAAGGTGCGTTCAAAGATTCGATGATTCACTGAATTCTG
CAATTCACATTACTTATCGCATTTCGCTGCGTTCTTCATCGATGCGAGAGCCAAGAGATCCGTTGC
TGAAAGTTGTATAAAAATGTGTATTTACACAATAAACATTCTGAACTGATTTATAAGTTTGTAAAAAC
ACAGAGCAGCTGCAAACCAAGTGACACAGGTCACCCAATCTACAAGCTATTCTATGAAAGGTGCA
CAGAGGTTTGAATGCTTATGAGCAGGCGTGCACTTGCTTTTCAGCCAGCACAACCTGACCCAATT
GGAATTCAATAATGATCCTTCCGC

>Secuencia parcial ITS1-1ST4 aislamiento M1 Fomitopsis sp.
TCTTCATTGACTTTGCTCTGGTTGGAGGCCCTCCTATGTATCATCACAAACTACTTCAGTTTAAAG
AATGTACTCTTGCGTCTAACGCATTTAAATACAACTTTCAGCAACGGATCTCTTGGCTCTCGCATC
GATGAAGAACGCAGCGAAATGCGATAAGTAATGTGAATTGCAGAATTCAGTGAATCATCGAATCT
TTGAACGCACCTTGCGCTCCTTGGTATTCCGAGGAGCATGCCTGTTTGAGTGTCATGGAATTCTC
AACTCTATTTGCTTTTGTGAATAGAGCTTGGATTTGGAGGTTTATTGCTGGTACTTGTGATCGGCT
CCTCTTGAATGCATTAGCTCGAACCTTTGCGGATCAGCTATCGGTGTGATAATTGTCTACGCCGTT
GCAGTGAAGCATATCAATGGGCTCGGCTTCCAATCGTCCTTTACTGGACAATGACTTTGACCTTG
A

>Secuencia parcial EF-1a aislamiento M1 Fomitopsis sp.
CTGGTGAGTTCGAGGCCGGTATTTCCAAGGACGGTCAGACTCGCGAGCACGCCCTCCTTGCCTT
CACCCTCGGTGTCAGGCAGCTCATTGTCGCCATCAACAAGATGGACACCACCAAGGTTTGTTATG
TTAGTAGAGTTGTAAAATTCCATATCATTGACGCTCTTGCAGTGGAGCGAGGACCGCTTCAACGA
AATCGTCAAGGAGACGTCCACCTTCATCAAGAAGGTTGGCTACAACCCTAAGGCTGTCTGCTTCG
TTCCCATCTCCGGCTGGCACGGCGACAACATGTTGGAGGAGTCCACCAAGTAAGTGATGCAGGT
AATCTACGATGTGATCTAGCCACTGACTATATGCGTATTGTGTAGCATGCCTTGGTACAAGGGCT
GGACTAAGGAGACGAAGGCTGGTGTGGTCAAGGGCAAGACTCTCCTCGACGCGA

>Secuencia parcial ITS1-1ST4 aislamiento P. ostreatus
CTCCTTCCTTTTTTAAATGCTTAAGTTCAGCGGGTAGTCCTACCTGATTTGAGGTCAAATTGTCAA
ATTGTCCTTGCGGACGATTGGAGAGCTGGACTCTATTCATGCGTGCTATTGATGAGTGATAATTAT
CACATCATGCGCAGAGGCAATGAGAAGTCCTGCTAATGCATTTAAGAGGAGCCGACCTGTCAAG
GCCAGCAGCCCCCAACAATCCAAACATCACAATTGGAAAAAAACCAAAGTGAGTTTGAGAATTTA
ATGACACTCAAACAGGCATGCCCCTCGGAATACCAAGGGGCGCAAGGTGCGTTCAAAGATTCGA
TGATTCACTGAATTCTGCAATTCACATTACTTATCGCATTTCGCTGCGTTCTTCATCGATGCGAGA
GCCAAGAGATCCGTTGTTGAAAGTTGTATTATGGTTTATAGGCACAAGGCCCATTAAATGACATTC
GTAGACATACATTTGGGGTGTGTTAAGTAAATAGACTGTGTTGTCACACCGAGACGTTTAAATCCC
AGCAAACCAAGTCTGACGACTTGAAAGACGACTTCACAGATCTATCAAAAGTTCACAGGTGGTTG
AAAGACTAGTGAAGCGTGCACATGCCCCTAGAGGCCAGCAACAACTCCATAGTGAATTCAT

>Secuencia parcial EF-1a aislamiento P. ostreatus
GAAGCTGGTATCTCCAAGGATGGCCAGACCCGTGAACACGCTCTCCTTGCCTTCACCCTCGGTG
TCCGTCAACTCATCGTTGCCATCAATAAGATGGACACCACCAAGGTTTGTGACTCGCATTTATTAG
TTGTGACTCGGCGTCTGAAAACTTGCACAGTGGAGCGAGGACCGATTCAACGAAATCATCAAGG
AAACCTCCAACTTCATCAAGAAGGTCGGCTACAACCCCAAGGCCGTTGCCTTCGTCCCCATCTCA
GGATGGCACGGTGATAACATGTTGGAGGAGTCCACCAAGTAAGTACCCATATGATTGATCTAAAG
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AGGCAATGATCTTACCATTTTCCAGCATGACATGGTACAAGGGCTGGACCAAGGAGACCAAGGC
CGGTGTCGTCAAGGGCAAGACCCTCCTCGATGC

>Secuencia parcial RPB2 aislamiento P. ostreatus
TGATCCGGGAAGGGAATGATACTCGCGCAAATACCAAGTATCATACTTGGGTGAATTTCGCAATG
AGTCCATGTATGCGCGTGGGTACTCGCCTTCAAGCGAGCGGCGGGGTCATACTCTCCATCGTTC
ACCCTCGTATCAACACCAGCGTGCTGCAATCGGGAGTTCTCCAGATCCTCCGGGGTCATGGAAA
TCATAACCGTCTCCTCCTCTTCGGCATCCAACATCTCTATAACACCACTCCTGATGAGACCGTCCC
ACTTGAATGGCTCGCCCGCATCATCAACGGTTTGGTTAAGCCAGCGGATGTGCTTCTTCTGCAAG
CAGCAATTGATGATTCTCAACGATGAACAGCGGCCTGCAAACACGCCCGGCGTCAGTGTACACC
CTAAGCTCCTTTTCTCGGATGTCTCGCACAACAGAGACTTCGGGACTGATGTCGTCTTTCCTGCG
AAGCTTCTTCAGCGTTTTGACCAGATTGGCTGGGTCCCTATGTACACCCATCCAAACACCATTAAC
GAAGACCTTCGTACACGGTATAGATGAATGCGCGTTCTCTTCGAGGGACTCCAGCCCCCACTCCT
CCAAGAATTCTATGACAGGCGCAGAGATGGAGCCGACAGAGATGCATGACATGAGGGCAAGATT
CTTGACCAGGCCACACGCTTGACCTTCGGGGGTCTCCGCAGGACACACCATACCCCAATGAGTA
TTGTGCAGTTGACGAGGTTTGGCGATCTTCCCTTCACGACCCAGGGGCGTGTTGCAGCGACGCA
GATGTGAAAGAGTCGACGCGTAAGTGTATCGATTTAGCACTTGAGACACGCCCGCTTTCGAGGA
CATCGACTTCTTCTGATCTCCCCAGTTCCCTGTTGCCAGGGAATACTTTAGACCGTTGGTGATTGT
CTGATGTTTGACGGCCAATGTGAGGTTGAATTCCTTATGCGTTTCCACGCACTTCGTGCAAGGTG
AGCAAAATGGAGGCCACAGTGACAAGGCAAGTTACCTT

>Secuencia parcial ITS1-1ST4 aislamiento HG2 Ganoderma sp.
GATATGCTTAAGTTCAGCGGGTAGTCCTACCTGATTTGAGGTCAGAGGTCATAAAGCTGTCTCCA
AGTGAGACGGTTGGAAGCTCGCCCAAAGTGCTTCACGGTCGCGGCGTAGACAATTATCACACCG
ACAGCCAATTCGCAAGGAACCAAGCTAATGCATTTAAGAGGAGCCGACCAAGAACGGCCAGCAA
GCCTCCAAGTCCAAGCCTACAAACCACAAAAGCTCGTAGGTTGAAGATTTCATGACACTCAAACA
GGCATGCTCCTCGGAATACCAAGGAGCGCAAGGTGCGTTCAAAGATTCGATGATTCACTGAATTC
TGCAATTCACATTACTTATCGCATTTCGCTGCGTTCTTCATCGATGCGAGAGCCAAGAGATCCGTT
GCTGAAAGTTGTATATAGATGCGTTACATCGCAATACACATTCTAATACTTTATAGGGTTTGTGATA
AACGCAGGCACAGACACGATTCACAAGCCCGGTGAAGGGCCCATTGCACGATCTGAAGCCCACA
GTAAGTGCACAGGTGTAGAGTGGATGAGCAGGGCGTGCACATGCCTCGGAAGGCCAGCTACAA
CCCAGTCAAAACTCGATAATGATCCTTCCGC

>Secuencia parcial ITS1-1ST4 aislamiento HG5 Phlebopus mexicanus
AAGGGGGGAGGACTGTCGCTGGCATGTTGACATGCATGTGCACGTAGTACCCCTTTCCTTTCCTT
TCGGCAAAACACCGTCACACCTGTGCACCTGTCGTAGGTCTTTCCTCCTACTAGGGGAAGGACCT
ATGTCTCTCCATCACACGCATGTCTACAGAATGTCTAGTTGATAATGGGAAAAATCGTAATACAAC
TTTCAGCAACGGATCTCTTGGCTCTCGCATCGATGAAGAACGCAGCGAATTGCGATAAGTAATGT
GAATTGCAGATTTTCAGTGAATCATCGAATCTTTGAACGCACCTTGCGCTCCTTGGTATTCCGAGG
AGCATGCCTGTTTGAGTGTCATTCGTATCCTCAACCCATGCCTGGATTGACTTCGAGGCGTGGCT
TGGACTTGGGAGTTGCCGGCGACTCGACTTCGGGACGTCGGCTCTTCTTAAAAGCATTAGCAAG
GGGGGATGGTGGTGGCAAGACCGACCTTCGACGTGATAATGATCGTCGTGCTCGGGATGCACG
AATTAACCGTCCTTTGCTTCCAAATCG

8.4. Anexo 4: Guia de basidiomicetos recolectados
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GUIA DE HONGOS
Referendas: @ ? \.'; @ *

Hongo apto para el Hongo con . No se recomienda su Hongo toxico.
consumo propiedades Usos medicinales consumo por- No apto para su
desconocidas. - Clor consumo
-Textura
- Ocasionar reacciones

] Nombre cientifico: Agaricus Blazei Murilis
Comunmente conocido como "Champifidn del sol"
Codigo asignado: HR1

Ubicacion: Parque Roosevelt, Canelones

Nombre cientifico: Agaricus campestris

Comuinmente conocido como "Champifion del campo”
Cadigo asignado: HR2

Ubicacion: Parque Roosevelt, Canelones

Nombre cientifico: Clathrus Ruber

Comunmente conocido como "Hongo Jaula Roje"
Cédigo asignado: HR3

Ubicacion: Parque Rooseveit, Canelones

Nombre cientifico: Tricholoma equestre
Comunmente conocido como "Seta de los
caballeros®

Cddigo asignado: HR4

Ubicacion: Parque Roosevelt, Canelones

Nombre cientifico: Amanita gemmata

Comunmente conocido come “Amanita con gemas®
Cddigo asignado: HRS

Ubicacion: Parque Rooseveit, Canelones

Nombre cientifico: Lycoperdon curtisii
Cominmente conocido como

Cddigo asignado: HR6

Ubicacidn: Parque Roosevelt, Canelones

o

Comestible
cuando Joven

Nombre cientifico: Thefephora terrestris
Crece en el suelo, bajo pinos

Cddigo asignado: HR7

Ubicacion: Parque Roosevelt, Canelones

Nombre cientifico: sin identificar
Cddigo asignado: HR8
Ubicacion: Parque Roosevelt, Canelones

Nombre cientifico: Agrocibe sp.
Comunmente conocido como
Cddigo asignado: HR9

Ubicacion: Parque Roosevelt, Canelones
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GUIA DE HONGOS

Nomobre cientifico: Amanita phalloides
Comunmente conocido como “Orojona mortal”
Cadigo asignado: HR10

Ubicacion: Parque Roosevelt, Canelones

Nombre cientifico: Bovista dermoxantha
Comunmente conocido como
Cddigo asignado: HR11

Comestible Ubicacion: Parque Roosevelt, Canelones

cuando Joven

Nombre cientifico: Amanita citring
Comunmente conocido como *Amanita limon"
Cadigo asignado: HR12

Ubicacion: Parque Roosevelt, Canelones

Nombre cientifico: Lactarius deliciosus
Comunmente conocido como "Rovelion” u "Hongo Delicioso”
Cddigo asignado: LP1

.Yb Ubicacion: Santa Isabel, Rocha

Nombre cientifico: Trametes songuineus
Comunmente conocido como "Yesquero Bermelion®
Cddigo asignado: LP2

Ubicacion: Santa Isabel, Rocha

Nombre cientifico: Suillus granulatus
Comunmente conocido como "Boleto Granulado”
Cadigo asignado: LP3

Ubicacion: Santa Isabel, Rocha

Nombre cientifico: Lepista sp.
Codigo asignado: LP4
Ubicacion: Santa Isabel, Rocha

Nombre cientifico: Hypholoma puiggarii
Cédigo asignado: LPS
Ubicacion: Santa Isabel, Rocha

Nombre cientifico: Amanita sp.
Comtnmente conocido como
Cédigo asignado: LP6

Ubicacion: Santa Isabel, Rocha

Nombre cientifico: Clitocybe gibba
Comunmente conocido como "Hongo sefiorita"
Cadigo asignado: LP7

Ubicacion: Santa Isabel, Rocha
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GUIA DE HONGOS

Nombre cientifico: Calvatia gigantea
Comunmente conocido come *Hongo Bola"
Cddigo asignado: LP8

Ubicacion: Santa Isabel, Rocha

Seta joven (LP14)

Nombre cientifico: Coprinus comatus
Estadio maduro

Cadigo asignado: LP9

Ubicacion: Santa Isabel, Rocha

Nombre cientifico: Fomes fasciatus
Cadigo asignado: LP10
Ubicacion: Santa Isabel, Rocha

&

Nombre cientifico: Aseroé rubra

Comuinmente conocido como "Hongo estrellz"
Cddigo asignado: LP11

Ubicacion: Santa Isabel, Rocha

Nombre cientifico: Callistosporium donadinii
Comunmente conocido como
Cddigo asignado: LP12

Ubicacion: Santa Isabel, Rocha 9

Nombre cientifico: Laccaria fraterna

Comunmente conocido como "Lacaria del Eucaliptus”
Cadigo asignado: LP13

Ubicacion: Santa Isabel, Rocha

Nombre cientifico: Schizophylium commune
Comunmente conocido como
Cddigo asignado: LP15

Ubicacion: Santa Isabel, Rocha

Nombre cientifico: Pisolithus arhizus
Estadio maduro

Cddigo asignado: LP17

Ubicacion: Santa Isabel, Rocha

el

Comestlble
cuando joven

Nombre cientifico: Trametes viliosa
Comunmente conocido como
Cddigo asignado: LP18

Ubicacion: Santa Isabel, Rocha

Nombre cientifico: Flavodon flavus
Cddigo asignado: HG1
Ubicacion: César Mayo Gutiérrez




GUIA DE HONGOS

Nombre cientifico: Ganoderma sp.
Comunmente conocido como
Cddigo asignado: HG2
Ubicacion: César Mayo Gutiérrez

Nombre cientifico: Ganoderma lucidum
Comunmente conocido como
Cddigo asignado: HG3

Ubicacion: César Mayo Gutiérrez

Nombre cientifico: Ganoderma
Comunmente conocido como
Cadigo asignado: HG4
Ubicacion: César Mayo Gutiérrez

Nombre cientifico: Phlebopus mexicanus
Comunmente conocide como "Boletal del Monte”
Cddigo asignado: HG5

Ubicacion: César Mayo Gutiérrez

Nombre cientifico: Physisporinus lineatus
Cominmente conocido como

Cddigo asignado: HG6

Ubicacion: César Mayo Gutiérrez

Nombre cientifico: Lentinula edodes
Comunmente conocido como Shiitake
Cddigo asignado: Shlitake

Nombre cientifico: Gymnopilus spectabilis
Cominmente conocido como "Hongo chivito"
Cddigo asignado: "Hongo eucalyptus”
Ubicacion: Parque Roosevelt. Canelones
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