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RESUMEN

El desarrollo de biomateriales elaborados con micelio de hongos, ha emergido desde
las areas del disefio y la arquitectura, en busqueda de alternativas sustentables a
distintos materiales convencionales, tales como los utilizados en construccion o en la
industria textil. Durante el afio 2019, se desarroll6 en el Laboratorio de Biofabricacion
FADEU PUC (BioFab-UC) el proyecto Monumento Abierto, que se planteé como una
obra arquitecténica montada a partir de ladrillos de micelio. Diversos procesos llevados
a cabo durante el desarrollo de la obra, requerian ser estandarizados debido a que se
realizaron de forma exploratoria mas que metddica. El presente trabajo tiene como
objetivo la sistematizacion de las pruebas de crecimiento en placa y en spawn, para dos
hongos silvestres descomponedores de madera pertenecientes al cepario del
laboratorio: KRK27 y KRK78. Estos, fueron identificados morfolégicamente como
Trametes versicolor y Bjerkandera adusta, respectivamente. Para la prueba de
crecimiento en placa, se registré el crecimiento de superficie en medio de cultivo PDA
para los hongos en estudio en comparacion a los hongos silvestres descomponedores
de madera KRK252 y KRK283, y al hongo comercial Pleurotus ostreatus. A partir de
este registro, se obtuvieron tasas de crecimiento radial mediante la aplicacion de la
regresion de Gompertz con la modificacion de Zwietering. El modelo utilizado, se ajusto
para los datos de todas las cepas con excepciéon de KRK283. Ademas, se obtuvo que
las cepas KRK27 y KRK78 presentaron tasas de crecimiento radial superiores a P.
ostreatus. De esta forma, la metodologia utilizada en la presente investigacion permitio
sistematizar la prueba de crecimiento en placa, sin embargo, los resultados sugieren
gue esta es aplicable sélo a hongos que generen colonias regulares y circulares al

crecer en medios de cultivo sélido. Para futuras aplicaciones, la metodologia debe

Xli



contemplar el uso de medios de cultivo lignocelulésicos para emular el contenido
nutricional que tienen los sustratos que se utilizan para elaborar biomateriales de
micelio, los que suelen ser desechos agroindustriales. Por otro lado, se sistematizé la
prueba de crecimiento en spawn de trigo para las cepas KRK27 y KRK78 en
comparacion a P. ostreatus, donde se evalug la colonizacion del micelio de estos hongos
aplicando un procedimiento de agitacion del sustrato. Los spawn agitados y no agitados
de los tres hongos presentaron contaminantes, sugiriendo que el protocolo utilizado
debe ser sujeto a mejoras en términos de esterilizacion del sustrato. Ademas, la tasa de
contaminacion fue superior en los spawn de hongos silvestres que se agitaron, respecto
a los que no se agitaron. Se plantea como posible explicacion a lo anterior, el hecho de
que la abundancia de micelio en los spawn de las cepas silvestres después de ser
sometidas a agitacibn es menor respecto a los no agitados, implicando una mayor
exposicion del sustrato a brotes de contaminantes después de cada agitacion. De esta
forma, en procesos de biofabricacién que incorporen la utilizacion de spawn, debe
contemplarse que el micelio de algunos hongos puede presentar una disminucion de su

abundancia tras procedimientos de rutina como la agitacion del sustrato.
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ABSTRACT

The development of mycelium-based biomaterials from filamentous fungi is a field of
research that has emerged from the areas of design and architecture, in search of
sustainable alternatives to different conventional materials such as those used in
construction or in textil industry. During 2019, the “Monumento Abierto” Project was
developed by Laboratorio de Biofabricacion FADEU PUC (BioFab-UC), which was
planned as an architectural structure assembled from mycelium bricks. Several
processes carried out during the development of the work, required to be standardized
because they were carried out in an exploratory rather than methodical way. The
objective of this work is to systematize the growth tests in plate and spawn, for two wild
wood decomposing fungi belonging to the laboratory stock: KRK27 and KRK78. These
were morphologically identified as Trametes versicolor and Bjerkandera adusta,
respectively. For the plate growth test, the surface growth in PDA culture medium was
recorded for the fungi under study in comparison to the wild wood decomposing fungi
KRK252 and KRK283, and the commercial fungus Pleurotus ostreatus. With this data,
radial growth rates were obtained by applying the Gompertz regression with the
Zwietering modification. The model used was fitted for the data of all the strains with
exception of KRK283. In addition, KRK27 and KRK78 presented higher radial growth
rates than P. ostreatus. In this way, the methodology used in the present investigation
allowed to systematize the plate growth test, however, the results suggest that it is
applicable only to fungi that generate regular and circular colonies when growing in solid
culture media. For future applications, this methodology should include the use of

lignocellulosic culture medium to emulate the nutritional content of substrates used to
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fabricate mycelium-based biomaterials, which are usually agro-industrial waste. On the
other hand, the growth test in wheat spawn was systematized for strains KRK27 and
KRK78 compared to P. ostreatus to evaluate the colonization of the mycelium of these
fungi by applying a substrate agitation procedure. The agitated and non-agitated spawn
of the three fungi presented contaminants, suggesting that the protocol used should be
subject to improvements in terms of sterilization of the substrate. In addition, the
contamination rate was higher in wild fungi spawn that were agitated compared to those
that were not agitated. As a possible explanation for this, it is proposed that the fact that
the abundance of mycelium in the spawn of wild strains after being subjected to agitation
is lower compared to the non-agitated ones, implies a greater exposure to the substrate
to outbreaks competitors after every agitation. Thus, in biofabrication processes that
incorporate the use of spawn, it should be considered that the mycelium of some fungi
may show a decrease in its abundance after routine procedures such as agitation

substrate.
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INTRODUCCION

La utilizacién de los organismos del reino Fungi tiene un rol importante en diversas
actividades humanas, desde el tradicional uso de levaduras para la produccién del vino,
la cervezay el pan, hasta el importante rol en la generacion de conocimiento cientifico
y médico a través del descubrimiento y la produccion de antibidticos, entre otros
(Kavanagh, 2005). Considerando lo vasto de este reino, sobre el que se estima que
existen un aproximado de 5.1 millones de especies en el mundo (Blackwell, 2011),
diversos hongos que van desde especies unicelulares hasta los mas complejos hongos
filamentosos, han sido ampliamente utilizados por la industria biotecnolégica para la
obtencion de mdaltiples enzimas de interés industrial, antibiéticos, vitaminas, compuestos
farmacéuticos, hormonas, acidos organicos, entre otros (Nevalainen y cols., 2004). Uno
de los campos de investigacién con gran potencial biotecnoldgico es el desarrollo de
biomateriales a partir de micelio de hongos (Attias y cols., 2017; Joshi y cols., 2020). El
micelio es el tejido vegetativo de los hongos filamentosos, constituido por una red de
estructuras celulares filamentosas llamadas hifas, las que se compartimentalizan
mediante una pared celular compuesta principalmente por el polisacéarido quitina (Carlile
y cols., 2001). En el contexto de los biomateriales, la utilizaciéon de hongos filamentosos
presenta ventajas sobre otros tipos de organismos debido a la capacidad de fusién que
presentan las hifas al crecer sobre un determinado sustrato, permitiendo obtener una
gran resistencia en relacion al peso del material (Attias y cols., 2020). Este fenomeno
de fusion lleva por nombre anastomosis y esta involucrado en los procesos de
apareamiento de lineas germinales de esporas de hongos ascomicetes y

basidiomicetes, y en la maduracion del tejido vegetativo del hongo (Glass y cols., 2004;



Raudaskoski, 2015). El micelio més utilizado en este tipo de materiales, es el de hongos
de pudricion blanca (Teixeira y cols., 2019; Elsacker, 2019), destacandose el uso de las
especies Ganoderma lucidum, Pleurotus ostreatus y Trametes versicolor (Attias y cols.
2020), debido a que poseen enzimas extracelulares capaces de degradar celulosa y
lignina (Padinjakkara y cols., 2019), moléculas presentes en una gran variedad de
desechos agroindustriales como la paja, aserrin o algodon (Ghazvinian y cols., 2019;
Joshi y cols., 2020). Estos sustratos son preferidos por sobre otros, ya que ademas de
sus bajos costos, su utilizacion contribuye a la remocién y manejo de estos desechos
de forma sustentable. Este Ultimo aspecto es relevante ya que estos desechos tienen
un importante efecto en diversos paises en términos ambientales y econdémicos,
llegando incluso a tener implicancias en la salud de las comunidades aledafas al sitio
de produccién (Sundarraj y Ranganathan, 2018). Ademas, se ha descrito que este tipo
de hongos presenta una mayor abundancia de quitina al crecer en sustratos ricos en
celulosa, lo que le brinda una mayor rigidez al micelio y, por lo tanto, al biomaterial final

(Haneefy cols., 2017).

Los biomateriales de micelio han emergido desde las areas del disefio,
arquitectura y biologia (Attias y cols., 2020), y tienen por objetivo generar alternativas
sustentables a materiales cuyos procesos generan diversos contaminantes. Algunos
ejemplos de esto, son la generacion de CO; para el caso del hormigén (Jones y cols.,
2020) y la utilizacién de metales pesados en tratamientos tales como el curtido de cueros
en la industria de la confeccion de vestimentas (Tonetti e Innocenti, 2009; Deeg y cols.
2017). Las consecuencias asociadas a estas problematicas son patentes en todo el
mundo, destacandose particularmente el caso de China, cuyo creciente desarrollo

econémico e industrial en areas relacionadas a la produccion de cemento y otros



materiales similares genera cerca del 40% de las emisiones industriales anuales de CO»

del pais (Chany Yao, 2008; Han, 2012).

En esta necesidad de soluciones innovadoras y amigables con el medio
ambiente, diversas patentes relacionadas a biomateriales basados en la utilizacion de
hongos han sido solicitadas en distintas regiones del mundo y con aplicaciones en areas
como la industria automotriz, industria textil, embalaje o packaging, entre otros (Cerimi
y cols., 2019). La mayoria de estas patentes han sido solicitadas por la empresa
norteamericana Ecovative (https://ecovativedesign.com/), la cual se especializa en el
desarrollo de tecnologias y materiales basados en el uso de micelio para ser utilizados
como embalaje, aislantes térmicos, tejidos de conduccién eléctrica para circuitos,

biorremediadores de contaminantes, entre otros (Justia Patents, 2020).

1. Biomateriales de micelio

Tal como se puede ver en la Figura 1, la metodologia de elaboracion de
estructuras y objetos a partir de micelio se basa en procesos propios de la biofabricacion
(Jonesy cols., 2017; Rodriguez, 2017; Karana, 2018; Fuentes y Rodriguez, 2019; Joshi
y cols., 2020) y otros que son comunes en el cultivo de hongos comestibles (Padmavati
y Pradesh, 2018). Estos procedimientos pueden ser llevados a cabo a pequefia escala,
en recintos domésticos y sin la necesidad de implementar una infraestructura mayor
(Imtiaj y Rahman, 2008). En general, el procedimiento consiste en la inoculacion de un
sustrato lignocelulésico a partir de micelio en formato spawn. Este Gltimo, corresponde
a un sustrato granuloso como arroz o trigo, sobre el cual se inocula el micelio de la cepa
de interés a partir de medios de cultivo en placa y que permite reproducir la biomasa

fungica para inocular otros sustratos en mayor volumen, siendo cada grano un nucleo



desde el cual el micelio comienza a colonizar (Stamets, 1993). Una vez que este sustrato
lignocelulésico es colonizado, este se fragmenta para ser introducido en un molde, etapa
tras la cual el micelio, logra reconstituirse en base al principio de la anastomosis
(Raudaskoski, 2015). Finalmente, la estructura obtenida se somete a un proceso de
horneado para esterilizarla, deteniendo el crecimiento del hongo e impidiendo una
temprana degradacion, y también para deshidratar el material, permitiendo estabilizar

sus propiedades (ver Figura 1).
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Figura 1. Diagrama de flujo de elaboracién propia del proceso de biofabricacion (amarillo) en comparacion
al proceso de cultivo de hongos comestibles (rojo). En azul se encuentran las etapas comunes para ambos
procesos. 1) Obtencién de un cuerpo fructifero para la reproduccién de su biomasa 2) Toma de biopsia de
los cuerpos fructiferos para su siembra en un medio de cultivo sélido. 3) Una vez que el medio ha sido
colonizado, este se utiliza para inocular un sustrato de mayor escala llamado spawn o semilla, que consiste
en un grano rico en carbohidratos de facil absorcion para el hongo, como arroz, trigo o centeno. 4) Una
vez que se colonizan todos los granos, cada uno de estos funciona como un nicleo de crecimiento para
inocular un sustrato final. 5) Inoculacién de bolsa con sustrato final. 6) Cuando el sustrato es colonizado, se
diferencia el proceso de cultivo de hongos comestibles y el de biofabricacion. 7) En el primer caso, sobre el
sustrato colonizado se induce la fructificacion de setas. 8) Finalmente, se cosechan los hongos para su
consumo. 9) En el proceso de biofabricacion, el sustrato colonizado se fragmenta y se deposita en un molde.
10) ElI molde se incuba hasta que el micelio logra reconstituirse. 11) Luego, se aplica un proceso de
horneado para deshidratar el material y esterilizarlo. 12) Finalmente, se obtiene un biomaterial de micelio
con estructura definida. Una variante en el proceso es inocular el sustrato a partir de spawn del paso 4 en
el molde del paso 9 para evitar los pasos 5y 6, con la desventaja de que el control sobre el micelio y las

condiciones de esterilidad en un molde son menores que en un sustrato en bolsa.



El estudio de las caracteristicas y posibilidades de los biomateriales basados en
micelio es incipiente. Desde las areas del disefio y la arquitectura, se han explorado las
posibilidades de estos materiales a través de una experimentacion intuitiva mas que
cientifica, debido al limitado acceso al conocimiento cientifico y al escaso didlogo entre
disciplinas cientificas y artisticas (Attias y cols., 2020). Considerando estas dificultades,
dichas areas se han embarcado en la generacion y aplicacion de metodologias que
permitan la aproximacion al estudio de nuevas materialidades. Entre éstas, se destaca
la aplicacion de la metodologia Disefio Conducido por el Material (Karana y cols., 2015)
al caso de materiales de micelio (Karana y Camere, 2018), la cual busca generar una
propuesta de disefio a partir de la experiencia que genera el encuentro y la interaccién
con el material. Desde el area de la ciencia de los materiales se han estudiado las
caracteristicas fisicas y estructurales de estos materiales, donde se ha encontrado que
poseen propiedades similares a espumas utilizadas como sellantes y aislantes (Jones y
cols., 2020), propiedades ignifugas y capacidad de aislacién térmica (Jonesy cols., 2018
a) y acustica (Pelletier y cols., 2013).

A pesar de dichos esfuerzos encabezados principalmente por areas que utilizan
metodologias relacionadas al arte, las principales iniciativas generadas por empresas
relacionadas al rubro de los biomateriales (Ecovative, Mycoworks y MOGU), estan
enfocadas al desarrollo y comercializacion de sus productos, cuyas técnicas y
conocimientos asociados a la generacion de materiales tienen un caracter hermético y

difuso debido a las patentes asociadas y sus intereses industriales (Attias y cols., 2020).



2. Laboratorio de Biofabricacion FADEU

En el afio 2017 nace el Laboratorio de Biofabricacion (BioFab) de la Facultad de
Arquitectura, Disefio y Estudios Urbanos (FADEU) de la Pontificia Universidad Catdlica
de Chile, cuyo trabajo interdisciplinario se centra en el uso de organismos vivos para la
generacion de nuevas materialidades (Anexo, Figura 1), asi como en el desarrollo de
tecnologias libres y de cddigo abierto. De esta forma, el laboratorio busca que el
conocimiento y las tecnologias puedan tener un desarrollo a nivel local, sustentable,
colaborativo y en estrecho contacto con la ciudadania. Con esta premisa y a comienzos
del afio 2018, el equipo del laboratorio realiz6 una salida a terreno donde se recolectaron
y aislaron diversos hongos descomponedores de madera del Parque Natural Karukinka
(Regidon de Magallanes, Chile) con el objetivo de explorar la riqueza fangica local y su
posible aplicacién en biofabricacion. De esta forma, estos hongos pasaron a ser parte

del cepario del laboratorio.

3. Monumento Abierto

Durante los primeros meses del primer semestre del afio 2019 se comenzé a
desarrollar en el laboratorio el proyecto Monumento Abierto (MA), el cual fue propuesto
como una obra arquitecténica de gran escala construida a partir de ladrillos de micelio
(Anexo, Figura 2). Esta se presentaria a finales del afio 2019 en la 14° Bienal de Artes
Mediales de Santiago, evento de exposiciones artisticas que se desarrollaria bajo una
convergencia entre arte y ciencia, como respuesta a la necesidad de afrontar desde una
perspectiva interdisciplinaria algunas de las multiples probleméticas con las que se
enfrenta la humanidad (Corporacion Chilena de Artes y Electrénica, 2019), tales como

el cambio climético (Jena y Behera, 2017), la sobreexplotacion de recursos naturales



(Lampert, 2019), entre otras. Teniendo en cuenta lo anterior, la obra se plante6 como
una interpelacion a las formas de produccién y utilizacion de los materiales de
construccién convencionales. Ademas, por un fondo adjudicado a mediados del mismo
afo desde el Ministerio de Obras Publicas (MOP), la obra se presentaria en la COP25
en diciembre de 2019.

En términos arquitecténicos, el proyecto tomé como referencia la obra Hy-Fi
realizada por David Benjamin el afio 2014, la cual consistié en una torre de gran escala
construida a partir de 10.000 ladrillos de micelio y que fue instalada en el espacio de
exposiciones del Museo de Arte Moderno de Nueva York MoMA PS1
(https://www.moma.org/psl). Esta obra fue encomendada al autor por el museo y la
produccién de los ladrillos fue tercerizada a la empresa Ecovative (Benjamin, 2017). A
diferencia de este proyecto, MA planted la liberacién del conocimiento generado durante
el desarrollo de la obra, con la finalidad de aportar informacién de libre acceso al estado
del arte en torno a la biofabricacién en gran escala. Este propésito se enmarca en el
contexto de diversas corrientes que han surgido en las Ultimas décadas y que
promueven la generacion de conocimiento abierto tales como Open Science (Vicente-
Saez y Martinez-Fuentes, 2017), Open Source (Shahrivar y cols., 2018), Open Acces
(Garcia-Penalvo, 2020) y Open Data (Chauvette y cols., 2019). Estas iniciativas tienen
como principal objetivo, el libre acceso a informacion académica, protocolos, métodos,
bases de datos, cédigos de software y hardware, entre otros. Evidencia de la fuerza de
estos movimientos es el creciente uso de plataformas de liberacion de literatura

cientifica tales como Sci-Hub y LibGen (Himmelstein y cols., 2018; Gonzalez-Solar y

Fernandez-Marcial, 2019), revistas de publicacién de acceso abierto como SciELO



(Packer, 2009), repositorios abiertos de protocolos como protocols.io (Teytelmany cols.,
2016) y repositorios de software-hardware abierto (Powell, 2012).

Considerando la variedad de aristas de este proyecto, MA se presenté como un
desafio que debia abordarse desde una perspectiva multidisciplinaria. Por ello, se
formaron equipos de trabajo para el area de disefio, arquitectura, producciéon y
biotecnologia. Durante el primer semestre del afio 2019, el equipo de biotecnologia junto
al equipo de disefo, trabajaron principalmente en explorar las posibilidades de la
elaboracion de ladrillos de micelio con algunas cepas del cepario del Parque Natural
Karukinka mientras que, durante el segundo semestre, se trabajé en la instauracién de
una linea de produccion de ladrillos en la fabrica Hongos de Chile. Debido a diversas
problematicas, la cantidad total de ladrillos generados en este proceso fue de 215
(Anexo, Figura 3.A), correspondiente al 2,2% de los ladrillos necesarios para armar la
obra. Esto, en adicion a que la COP25 se cancel6 por medidas del gobierno ante la crisis
social de Chile, signific6 que la obra no se llevara a cabo. Algunos de los ladrillos
obtenidos, se utilizaron para una exposicion en la Aparicion Infinita del Museo del Hongo
en el contexto de la Bienal de Artes Mediales en diciembre del afio 2019 (Anexo, Figura
3.B).

A pesar de que el conocimiento generado durante el desarrollo de MA es amplio,
algunos procesos que se llevaron a cabo necesitaban ser replanteados. En particular y
desde el area de la biotecnologia, la necesidad de sistematizar y protocolizar el trabajo

exploratorio llevado a cabo durante el primer semestre de dicho afio se hizo patente.
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4. Antecedentes

Los primeros trabajos de MA contemplaron la exploracién de las posibilidades
de la elaboracion de ladrillos de micelio con dos cepas del cepario del Parque Natural
Karukinka: KRK27 y KRK78, las que se seleccionaron debido a que presentaban un
mayor crecimiento de colonia en placas con medio de cultivo PDA respecto a otras
cepas del laboratorio (Anexo, Figura 4). De acuerdo a la identificacion morfolégica a
partir de los respectivos cuerpos fructiferos ratificada por la investigadora de la
Fundacién Fungi, Daniela Torres, estas cepas corresponden a Trametes versicolor y
Bjerkandera adusta respectivamente, ambos basidiomicetos descomponedores de
madera de pudricion blanca. Dichos hongos han experimentado un creciente interés
desde distintas areas mas aplicadas, debido a que se han descrito propiedades
antioxidantes, antiinflamatorias y anticancerigenas de gran interés médico para T.
versicolor (Pop y cols., 2018), asi como también se ha reportado la capacidad de
biorremediar contaminantes hidrofébicos del suelo para el caso de B. adusta (Quintero
y cols., 2007). De esta forma, en paralelo a la biofabricacion, el desarrollo de
metodologias que permitan estudiar y reproducir la biomasa de estos hongos, podria
favorecer otras aplicaciones debido a su gran potencial biotecnolégico.

Respecto a la metodologia de trabajo, ésta tuvo un caracter lineal (Anexo, Figura
5), contemplando la eleccion de las cepas a utilizar, la realizaciébn de pruebas de
crecimiento en sustratos, pruebas de produccion de ladrillos, pruebas mecanicas y
finalmente una produccion en gran escala. De este trabajo, se obtuvo que las cepas
KRK27 y KRK78 presentaban un crecimiento notable en paja (Anexo, Figura 6), sin
embargo, solo se realizaron pruebas con las dimensiones de un ladrillo con la cepa

KRK78, donde se obtuvo estructuras endebles que no lograban ser manipuladas sin
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romperse (Anexo, Figura 7). También se observo que la cepa KRK78 presentaba un
grado de colonizacién significativamente menor respecto a KRK27 al crecer en el
formato spawn, lo cual fue evaluado de acuerdo a la coloracion blanca de los granos
(Anexo, Figura 8.A). Uno de los tratamientos que se aplican en el proceso de produccion
de spawn, es la agitacion del contenido para que los granos colonizados se dispersen
en el recipiente y puedan colonizar granos que no han entrado en contacto con el micelio
(San Antonio, 1971; Sanchez, 2010). Estas observaciones sugirieron que las diferencias
observadas en la colonizacion del sustrato se podrian deber a que la cepa KRK78
experimenta un estrés mecanico por la agitacion, lo que repercutiria directamente en su
tasa de crecimiento y porcentaje de colonizacién de sustrato. Dicha observacién también
fue realizada por los colaboradores de la empresa Micosecha (Anexo, Figura 8.B),

dejando en evidencia un comportamiento no reportado hasta la fecha.

5. Sistematizacion

La eleccién de cepas fue una decisién tomada en base a la observacion de que las
cepas KRK27 y KRK78 tenian un crecimiento en placa superior a otros hongos, por lo
cual se hizo necesario sistematizar este proceso de forma cuantitativa. Ademas, el
crecimiento de los hongos en spawn fue un aspecto poco abordado en términos de
experimentacion, por lo que era necesario comparar y evaluar, mediante una
metodologia rigurosa, la colonizacién del grano en este formato de crecimiento, tomando
en cuenta la observacion de que el spawn de KRK78 perdia vigor de crecimiento al ser
sometido al estrés mecanico de agitacion. Considerando los aspectos mencionados

anteriormente, el presente trabajo busca sistematizar las pruebas experimentales de
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dos mddulos del proceso de obtencion de ladrillos de micelio (Figura 1), los que

corresponden a crecimiento de micelio en placa y en spawn.
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6. Objetivos

Objetivo general

e Sistematizar las pruebas de crecimiento en medio de cultivo en placa y spawn
para las cepas fungicas silvestres KRK27 y KRK78 en el contexto del desarrollo

de biomateriales de micelio.

Objetivos especificos

e Analizar metodologias de cultivo de hongos que pueden ser aplicadas a los
procesos de biofabricacion de ladrillos de micelio.

e Aplicar metodologias de analisis digital de imagenes para protocolizar la prueba
de crecimiento en placa y observacion directa de registros fotograficos para la
prueba de crecimiento en spawn utilizando las cepas silvestres KRK27 y KRK78.

o Evaluar las metodologias utilizadas para la protocolizacién de pruebas de
crecimiento mediante andlisis cuantitativo para el experimento en placas y
mediante andlisis cualitativo para el experimento en spawn.

e Analizar pertinencia de las metodologias aplicadas como aporte al estado del

arte de los procesos utilizados en la biofabricacion de ladrillos de micelio.



MATERIALES Y METODOS

Materiales

- Placas Petri con micelio de los hongos KRK27, KRK78, KRK252, KRK283 y Pleurotus
ostreatus.

- Placas petri de 90 mm x 15 mm con medio PDA (PhytoTech Lab)
- Bisturis quirdrgicos N°10

- Cabina de flujo laminar con ampolleta UV Clase Il (Biobase)

- Escaner Epson Perfection v19

- Incubadora 50 L (MMM Group)

- Parafilm

- Regla de 10 cm.

- Trigo candeal crudo comercial

- Mushbags con filtro HEPA (High-Efficiency Particulate Air)

- Masking tape

- Foil de aluminio

- Coladores

- Selladora térmica con pedestal (Grantech)

- Cocina de induccion FDV Professional

- Olla de induccion de 8 litros

- Autoclave de 20 litros

- Camara de celular Huaweii Y6 2019 de 13 Megapixeles.

14
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1. Crecimiento en placa

Se compararon las tasas de crecimiento radial en placas con medio de cultivo sélido de
las especies KRK27 y KRK78 respecto de la cepa comercial Pleurotus ostreatus y otras
dos especies silvestres del Parque Natural Karukinka (KRK252 y KRK253). La especie
P. ostreatus se incorporé debido a que, al ser una cepa comercial, existe un amplio
conocimiento respecto a su biologia y sus dindmicas de crecimiento en la literatura,

permitiendo generar una comparacion respecto a las cepas silvestres.

1.1 Cultivos de hongos

Los cultivos en medio sélido de las cepas de codigo KRK se obtuvieron como subcultivo
de placas colonizadas por los respectivos hongos del cepario del laboratorio BioFab.
Estos, se aislaron a partir de cuerpos fructiferos de hongos basidiomicetes
descomponedores de madera recolectados en el Parque Natural Karukinka. Los cultivos
en medio solido de la especie P. ostreatus, se obtuvieron como subcultivo de placas con
micelio aislado desde el tejido de un cuerpo fructifero comercial de la empresa Frutos
de Lonquén (https://www.frutosdelonquen.cl). Esto, fue realizado como contribucién del
Laboratorio de Trabajos Practicos de Microbiologia de la Pontificia Universidad Catélica

de Chile.

1.2 Preparacion de placas e inoculacion

Se inocularon placas con medio de cultivo PDA con micelio de las cepas KRK27,
KRK78, KRK283, KRK252 y P. ostreatus en triplicado. La inoculacién se realizo
mediante el depdsito de trozos de gel de aproximadamente 1 cm? sobre el centro de

placas con PDA. Los geles se cortaron con bisturis quirdrgicos a partir de placas con
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micelio de las distintas cepas. Las placas se sellaron con papel arafilm y se dejaron en

una incubadora a 25 °C en oscuridad durante 17 dias.

1.3 Registro de placas

El registro del crecimiento fangico se realiz6 mediante el escaneo de la base de cada
placa, incorporando en cada toma de imagen una regla de 10 cm de referencia para

estandarizar la escala de medida al realizar el analisis digital.

1.4 Analisis digital

Los registros obtenidos se procesaron utilizando el software ImageJ. Cada imagen se
transformé de un formato RGB a un formato 8-bit (blanco y negro) y se configuré la
escala tomando como referencia 1 cm de la regla incorporada en la imagen. Luego, se
analiz6 cada placa utilizando la herramienta Threshold, la cual permite generar un
contraste entre el fondo de un objeto y el objeto, en este caso el micelio. Finalmente, se
utilizé la herramienta Analyze image para medir la superficie del micelio a partir del

contraste generado.

1.5 Procesamiento de datos

El area de cada colonia se asumié como circular (Lappa y cols., 2015), por lo que su
valor se consideré como (11D?)/4, donde D corresponde al didmetro de la colonia. De
esta forma, a partir de las mediciones de superficie obtenidas de los triplicados de cada
cepa, se obtuvieron los respectivos diametros de colonia. Considerando que el
crecimiento radial tiene un comportamiento lineal (Moore, 2011), a cada valor de
diametro obtenido se le rest6 el valor de didmetro a tiempo O para corregir el error por

el tamafio del in6culo. Los valores de diametro se procesaron utilizando el software
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GraphPad Prism, aplicando la regresion sinusoidal de Gompertz con la modificacion de
Zwietering (Zwietering y cols., 1990; Yin y cols., 2003). A partir de la regresion aplicada
a los distintos datos, se construyeron curvas de crecimiento sinusoidal para cada hongo
junto con la obtencion de los parametros de la curva.

La ecuacién de la regresion de Gompertz con la modificacion de Zwietering es
la siguiente:

M 2718282 .

Y(t) = Ae™° 4 (1)

Donde Y(t) corresponde al incremento del didmetro que depende del tiempo t; A
es el valor maximo de diametro al que converge la curva asintoticamente; | es el valor
del tiempo t en el que finaliza la fase de latencia de la curva y donde se inicia el
crecimiento asintético, conocido también como tiempo lag; M corresponde a la pendiente
o tasa de crecimiento absoluta obtenida a partir de la tangente a la curva asintética
cuando t=Iy el factor numeérico que multiplica a M es el nUmero de Euler (Tjgrve y Tjarve,

2017).

1.6 Andlisis estadistico

Al aplicar el modelo de Gompertz sobre los datos de incremento radial para cada cepa,
el software GraphPad ha entregado los parametros respectivos de la ecuacion (A, my
). El programa, ademas, ha entregado las desviaciones estandar para cada parametro.
Con los valores de cada parametro, las respectivas desviaciones estandar y tomando
en cuenta de que se trabaj6 cada cepa en triplicado (n=3), se realizé un analisis ANOVA

unidireccional en Graphpad mediante un test de Tukey con un 95% de confianza



18

(p<0,05) para evaluar si existen diferencias significativas entre las cepas fungicas para

cada parametro.

2. Crecimiento en spawn

Se evaluo el crecimiento de hongos KRK27, KRK78 y P. ostreatus en spawn, aplicando
el procedimiento de agitacion del sustrato en estos durante el periodo de incubacion.
Los spawn se prepararon siguiendo una metodologia de produccién de spawn en bolsas
llamadas mushbag, las cuales se utilizan regularmente en procesos de produccion de

spawn industrial (Ogden y Prowse, 2004).

2.1 Preparacion de sustrato de spawn

Para la produccion de spawn, se siguio la metodologia del esquema de la figura 2.

Figura 2. Proceso de produccion de spawn en mushbags. 1) Remojo del grano utilizado. 2) Coccion del
grano. 3) Secado del grano. 4) Incorporacion del trigo al interior de las bolsas y sellado de estas. 5)
Preparacion de bolsas para ser ingresadas al autoclave. 6) Autoclavado de las bolsas. 7) Inoculacion de las
bolsas en un ambiente estéril. 8) Incubacion a 25°C y en ausencia de luz. 9) Evaluacion del crecimiento del

hongo en los spawn.
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Se remojaron 10 kg de trigo candeal en agua por 12 horas. Tras el remojo, se
peso el trigo, observandose que su peso aumenté al doble de su peso seco. Luego, se
procedié a cocer el grano utilizando una cocina eléctrica de induccion FDV Professional
a 80°C y potencia 4 por 1 hora. Tras la coccién, se removié el exceso de agua utilizando
coladores y se depositd el grano sobre una superficie metélica con papel de secado
para facilitar el proceso de remocion de humedad durante 20 minutos, tiempo tras el
cual el grano alcanz6 un porcentaje de humedad cercano al 50% recomendado
(Stamets, 1993). Este porcentaje, se calcul6 dividiendo la razén entre la diferencia del
peso humedo tras la coccion y el peso seco del trigo, sobre el peso humedo tras la
coccién. Tras el proceso de secado, se incorporé 1 kg de trigo por bolsa mushbag de 2L
de capacidad (25x10x8 cm?®). Luego, las bolsas se prepararon de acuerdo al esquema
de la figura 3 para ser ingresadas al autoclave (Figura 4). Las bolsas se autoclavaron
por 40 minutos a 121°C y 103 kPa (Moreaux, 2017). Una vez autoclavadas las bolsas,
estas se dejaron enfriar a temperatura ambiente durante la noche para ser inoculadas

al dia siguiente.
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Sello de calor Recortes

Aluminio Fijacion con masking tape Sellado final

Figura 3. Proceso de preparacion de mushbags. A) Mushbag con trigo en su interior. B) En primer lugar se
realizé un sellado térmico con una selladora de calor en la zona superior de la bolsa. C) Se recortaron las
puntas de los bordes superiores de la bolsa con la finalidad de facilitar el intercambio gaseoso al interior del
autoclave de forma adicional al filtro incorporado en la misma bolsa. D) La zona superior con recortes se
cubrié con papel aluminio. E) El aluminio se fijé a la bolsa utilizando masking tape. F) Finalmente la mushbag

se pleg6 a la mitad para disminuir el volumen de la bolsa y se fijé con masking tape.
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Figura 4. Mushbags con trigo dispuestas para la esterilizacion por autoclave.

2.2 Inoculacién de spawn

En el interior de la cabina de flujo laminar, se inocularon 6 mushbags por cada hongo
(KRK27, KRK78 Yy P. ostreatus). Ademas, se dejaron dos mushbags sin inocular a modo
de control negativo de crecimiento de micelio. Para la inoculacion, se realizaron recortes
en las mushbag en la zona donde se aplicaron los sellos de calor utilizando una tijera y
se incorpor0 en el interior de estas, un tercio de gel PDA con micelio de cada cepa
incubadas en placas de 9 cm con una superficie total de 58 cm? (aproximadamente 19
cm? por cada tercio de placa). Posteriormente, las mushbags se sellaron con masking
tape para sacarlas de la cabina, tras lo cual se les aplico un doble sello de calor
utilizando la selladora térmica. Finalmente, los spawn se dejaron en incubacién a
temperatura ambiente, donde se registré un rango de temperatura que varié desde los

25 alos 28 °C durante el periodo de incubacion.

2.3 Tratamiento y registro de spawn

Los spawn se dejaron incubando por 12 dias, tiempo tras el cual el micelio de todas las

cepas coloniz6 la totalidad del sustrato. Durante este periodo, se realiz6 un registro



22

fotogréfico a los 3, 5, 7, 9 y 12 dias de incubacion en todos los perfiles de las bolsas y
en las contaminaciones o focos de crecimiento de las respectivas cepas. Ademas, se
aplicé el procedimiento de agitacion a los 5, 7 y 9 dias sobre 3 de los 6 spawn de cada
hongo. Este procedimiento consistié en una desfragmentacion manual de los granos de
trigo que se encontraban adheridos entre si por el micelio. Luego, se agit6 manualmente
cada bolsa por 20 segundos (Sharma y Kumar, 2011; McCoy, 2016). Para el caso de
los dos controles negativos, a uno de estos se le aplicé el procedimiento de agitacion y
al otro no.

El dltimo dia de experimentacién (12), tras el registro fotografico, se aplico el
procedimiento de agitacion para todos los spawn, incluyendo aquellos que no se
sometieron a agitacion durante el periodo de estudio. Posterior a esto, se realiz6 un
ultimo registro fotografico. Los spawn en los que se detectaron contaminantes durante
el periodo de estudio, se desecharon el dia en que se detectaron los focos de
contaminacion para evitar su propagacion, y aquellos que presentaron contaminantes
visibles en el dia 12 no se agitaron y se descartaron de forma inmediata, siendo

depositados en la basura comun.

2.4 Analisis de registros

El analisis de las imagenes registradas se realiz6 mediante la observacion directa,
evaluando la presencia de micelio y contaminantes. Los spawn que no presentaron
contaminaciones, se sometieron a una comparacion cualitativa por contraste de
imagenes antes y después de la agitacion realizada el dia 12 para evaluar las

caracteristicas del micelio.



RESULTADOS

1. Prueba de crecimiento en placa

Para la sistematizacion de la prueba de crecimiento en placa, se hizo un registro con un
escaner del crecimiento de las cepas KRK27 y KRK78 en comparacion a la cepa
comercial P. ostreatus y las cepas silvestres KRK252 y KRK283 durante 17 dias. Con
este registro, se obtuvieron valores de incremento de superficie de las colonias fingicas,
y a partir de estos, se calcularon valores de incremento radial en el tiempo (Anexo, Tabla
1 para los valores y Anexo, Tabla 2 para las respectivas desviaciones estandar). Sobre
estos Ultimos datos, se aplico la regresion de Gompertz con la modificacion de
Zwietering, la cual ha sido ampliamente utilizada para graficar curvas de crecimiento de
microorganismos (Tjgrve y Tjgrve, 2017) y crecimiento radial de colonias de hongos
filamentosos (Char y cols., 2007; Altieri y cols., 2007). Con la aplicacion de este modelo
matematico sobre los respectivos datos, se obtuvo curvas de crecimiento para cada

hongo, las que se presentan en el gréfico de la Figura 5.

23



24
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Figura 5. Grafico de incremento de diametro de colonia en placa con PDA respecto al tiempo. Las cepas
utilizadas fueron KRK27, KRK78, KRK252, KRK283 y P. ostreatus. La temperatura de incubacién fue de

25°C y el periodo de recoleccion de datos fue de 17 dias.

Los valores de incremento de diametro de colonia en el tiempo, se ajustaron de buena
manera al modelo de Gompertz para todos los hongos en estudio, con valores de R?

superiores a 0,98 a excepcion de KRK283, que presenté un R? de 0,53 (Tabla 1).
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Tabla 1. Parametros de la regresion de Gompertz obtenidos a partir de las curvas de incremento radial de
colonias fungicas respecto al tiempo.

KRK78 KRK27 P. ostreatus KRK252 KRK283
M [em/dia] ¥ | 2,65 +0,282a@ | 2,40+0,269 a 1,13+0,0671b | 0,99 +0,0762 bc | 0,50 + 0,274 c
| [dia] ] 1,13+ 0,232 a 1,34+£0,240 a 1,28 £0,202 a 0,58+0,303a | 1,16+1,669a
A [cm] 7,62+0,0610a | 7,67 £0,0916 ab | 7,42 + 0,106 ab 7,24+£0,140b | 2,57+0,261c
R2 5] 0,99 0,98 0,99 0,98 0,53

[1] M: Tasa de crecimiento absoluta obtenida a partir de la tangente a la curva asintotica cuando t=I.

[2] Los valores de cada parametro (M, | y A) aparecen acompafados de las respectivas desviaciones estandar,
obtenidas a partir de la aplicacién del modelo de Gompertz a los datos de la tabla del anexo 1. Ademas, se
incorporaron letras al término de cada valor, las cuales representan los resultados obtenidos del analisis
ANOVA con el test de Tukey a un porcentaje de confianza del 95% (p<0,05). Los valores con letras idénticas
en cada fila, no presentaron diferencias significativas (p>0,05, ver tablas de anexo 3, 4 y 5) y los valores con
letras distintas, presentaron diferencias significativas (p<0,001 entre valores con letras en cursiva y p<0,05
entre valores con las letras subrayadas).

[3] I: Valor del tiempo t en el que finaliza la fase de latencia de la curva y donde se inicia el crecimiento
asintotico o conocido como tiempo lag.

[4 A: Valor maximo de diametro al que converge la curva asintéticamente.

[5] R?: Coeficiente de determinacion de las curvas.

A partir de las curvas de crecimiento de cada hongo, se obtuvieron los
parametros de la ecuacion de Gompertz con las respectivas desviaciones estandar
(Tabla 1). Con los valores de cada parametro, las respectivas desviaciones estandar y
tomando en cuenta que los cultivos de cada cepa para este experimento se hicieron en
triplicado, se realiz6 un analisis ANOVA incorporando un test de Tukey con un
porcentaje de confianza del 95% (p<0,05). Este analisis se hizo con la finalidad de
evaluar si existen diferencias significativas para cada parametro entre las cepas fungicas
utilizadas. Los valores de p obtenidos a partir del test de Tukey para la comparacion
entre las cepas para los parametros m, Ay |, se encuentran en las tablas del Anexo 3,
4y 5 respectivamente. En la tabla 1, se incorporan de forma resumida los resultados de

las diferencias significativas entre cepas para cada pardmetro. De forma adicional, se
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graficaron los valores de los parametros para cada especie en triplicado (Figuras 6, 7'y
8). En estos graficos, se resaltaron las diferencias significativas existentes entre las
cepas fungicas para cada pardmetro, en base a los valores de p obtenidos en el test de
Tukey. De acuerdo al andlisis ANOVA, se encontraron diferencias significativas entre
las cepas de estudio para el parametro “m” y “A”, ambos con un p<0,0001 considerando

un porcentaje de confianza del 95% (p<0,05).

Gréfico de valores de "m" con test de Tukey para ANOVA (p<0,05)

*kk

*kk

ek E& KRK27
EE3 KRK78
P. ostreatus
11 KRK252
KRK283

Ea

m [cm/dias]

Cepas fungicas

Figura 6. Grafico con valores del parametro “m” de la ecuacion de Gompertz para las cepas fungicas KRK27,
KRK78, P. ostreatus, KRK252 y KRK283. El analisis ANOVA entreg6 un p<0,0001 para este parametro,
indicando que existen diferencias significativas entre los grupos de estudio. Se incluyeron las barras de
error para cada cepa y se destacaron con una linea horizontal las diferencias significativas entre cepas,
entregadas como resultado del test de Tukey con un 95% de confianza (p<0,05). Los asteriscos representan

los valores de p: ***=p<0,001 | *=p<0,05.
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Grafico de valores de "A" con test de Tukey para ANOVA (p<0,05)
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P. ostreatus
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KRK283

Cepas fungicas

Figura 7. Gréfico con valores del parametro “A” de la ecuacién de Gompertz para las cepas fungicas KRK27,
KRK78, P. ostreatus, KRK252 y KRK283. El analisis ANOVA entreg6 un p<0,0001 para este parametro,
indicando que existen diferencias significativas entre los grupos de estudio. Se incluyeron las barras de
error para cada cepa y se destacaron con una linea horizontal las diferencias significativas entre cepas,
entregadas como resultado del test de Tukey con un 95% de confianza (p<0,05). Los asteriscos representan

los valores de p: ***=p<0,001 | *=p<0,05.

Grafico de valores de "|" con test de Tukey para ANOVA (p<0,05)
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Figura 8. Grafico con valores del parametro “I” de la ecuacion de Gompertz para las cepas fungicas KRK27,
KRK78, P. ostreatus, KRK252 y KRK283. El analisis ANOVA entregd un p>0,05 para este parametro,
indicando que no existen diferencias significativas entre los grupos de estudio. Se incluyeron las barras de

error para cada cepa.
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A partir de los valores de la tabla 1, se obtuvo que las cepas con mayores tasas
de crecimiento absolutas “m” corresponden a KRK78 y KRK27, seguidas de P.
ostreatus, KRK252 y finalmente KRK283. De acuerdo al gréfico de la figura 6, no existen
diferencias significativas entre KRK27 y KRK78, sin embargo, estas dos cepas si
presentaron diferencias significativas respecto a las cepas KRK252, P. ostreatus y
KRK283 (p<0,001). De esta forma, la cepa KRK27 posee una tasa de crecimiento radial
que es 2,1 veces mayor a la de P. ostreatus, 2,4 veces mayor a la de KRK252 y 4,8
veces mayor a la de KRK283. La cepa KRK78 posee una tasa de crecimiento radial que
es 1,1 veces mayor a la de KRK27, 2,3 veces mayor a la de P. ostreatus, 2,7 veces
mayor a la de KRK252 y 5,3 veces mayor a la de KRK283. No se encontraron diferencias
significativas entre P. ostreatus y KRK252, y tampoco entre KRK252 y KRK283, pero si
entre P. ostreatus y KRK283.

Por otro lado, debido a que el valor de didmetro de colonia en el dia 0 fue restado
a todos los valores de diametro de colonia tomados durante el periodo de estudio, los
valores de A de la tabla 1 no representan el maximo didmetro de crecimiento, que
corresponde a la capacidad maxima de la placa (8,5 cm). Al observar el crecimiento de
las placas el ultimo dia de registro (Figura 9), se tiene que sélo las cepas KRK27, KRK78
y P. ostreatus colonizaron la totalidad de las placas. Por su parte, la cepa KRK252 no
colonizé la totalidad de las respectivas placas, sin embargo, se acerco de forma notable
al borde de estas. Ademéas, KRK283 exhibi6é el menor de los crecimientos, lo cual fue
expresado en que se encontraron diferencias significativas entre los valores de A para
cada cepa respecto a KRK283 con un p<0,001 (Figura 7). La Unica diferencia
significativa detectada entre las otras cepas, fue entre KRK27 y KRK252 con un p<0,05.

De acuerdo al gréfico de la figura 5, el crecimiento para todas las cepas en el Ultimo dia
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de registro corresponde al plateau de las respectivas curvas. De esta forma, se estima
que aquellas cepas que no colonizaron la totalidad de las placas alcanzaron una fase
estacionaria de crecimiento en las condiciones en que se encontraban durante los

ultimos dias de registro.

KRK283

KRK252

KRK78

KRK27 P. ostreatus

'R ERENEREREFE R NEE B
-

Figura 9. Colonizacion de KRK27, KRK78, KRK283, KRK252 y P. ostreatus en placas con PDA al dia 17

de registro. Estas fueron incubadas a 25°C durante el periodo de estudio.

Finalmente, los hongos KRK78, KRK2, KRK283 y P. ostreatus no presentaron
diferencias significativas en los valores de I, con un p>0,05 (Tabla Anexo 5y Figura 8).
Por su parte, la cepa KRK252 presentd un valor de | notablemente menor respecto a los
otros hongos, sin embargo, este parametro esta sujeto a imprecisiones debido a la baja
cantidad de datos tomados en el rango de tiempo en el que se encuentran los valores

de | de todas las cepas (0,58-1,34 dias).
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2. Prueba de crecimiento en spawn

Para sistematizar la prueba de crecimiento en spawn, se realizé un registro fotografico
durante el periodo de incubacién de spawns con los hongos KRK27, KRK78 y P.
ostreatus. Durante este periodo, a la mitad de los spawn de cada hongo se le aplicé el
procedimiento de agitacion y a la otra mitad no. El dltimo dia del periodo de estudio,
todos los spawn se agitaron para ver el estado de la colonizacion del micelio. Los spawn
de los tres hongos en estudio, colonizaron la totalidad del sustrato visible de las

mushbag en un periodo de 12 dias.

Durante el periodo de estudio, se presentaron diversos contaminantes de
caracter fungico, principalmente mohos verdes y negros (Anexo, Figura 9), sobre los
spawn a los que se les aplicé el procedimiento de agitacion como a los que no. Los
controles negativos sometidos a los tratamientos de agitacion y sin agitacion
presentaron contaminaciones del tipo moho verde a los dias 7 y 9 respectivamente
(Anexo, Figura 10). Para cuantificar las tasas de contaminacién, se construyeron
escalas de progreso en el tiempo con las imagenes del perfil frontal de cada spawn

(Figura 10).
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P. ostreatus Agitado
Dia 1 Dia 3 Dia 12

Figura 10. Escala de progreso elaborada a partir del registro fotografico de los spawn agitados de P.
ostreatus durante el periodo de estudio. Esta escala se construy6 de igual forma para los spawn agitados y
no agitados de las cepas KRK27 y KRK78. Todos los spawn se incubaron a temperatura ambiente en

oscuridad, registrandose un rango de 25-28°C.

Las escalas de progreso permitieron recopilar la informacion de los spawn que
se contaminaron. Esto, en adicion a los contaminantes detectados el ultimo dia de
experimentacién (dia 12) tras la agitacion realizada a todos los spawn, permitié elaborar
un esquema comparativo para evaluar la incidencia de contaminaciones tras el periodo
de estudio (Anexo, Figura 11). En las imagenes de este esquema, se observa que luego
del proceso de agitacion se pierde en gran medida la coloracion blanca de los
respectivos spawn debido a la fragmentacion de los cimulos de sustrato colonizado con
micelio. A partir de este esquema, se elabord una tabla con valores binarios para

determinar las tasas de contaminacion de cada cepa (tabla 2).
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Tabla 2. Incidencia de contaminantes sobre los spawn de los 3 hongos que se sometieron al procedimiento
de agitacion y los que no durante el periodo de estudio.

Condicion Antes de agitar (dia 12) Después de agitar (dia 12)
Agitacion durante el |
. . N° spawn | P. ostreatus | KRK27 [ KRK78 P. ostreatus KRK27 KRK78
periodo de estudio
18] 0 1 0 0 1 0
InC|de_nC|a de 5 0 0 1 0 0 1
contaminantes &
3 1 0 1 1 1 1
% contaminacion [ 33 33 67 33 67 67
Sin agitacién
durante el periodo | N° spawn | P. ostreatus | KRK27 | KRK78 P. ostreatus KRK27 KRK78
de estudio
1 1 0 0 1 0 0
Inuderyua de 5 0 0 0 0 0 0
contaminantes
3 0 0 0 0 0 1
% contaminacion 33 0 0 33 0 33

[1] La incidencia de contaminantes se explicita para los spawn antes y después de agitar por Ultima vez el
ultimo dia de estudio (12).

[2] La incidencia de contaminantes se determind a partir del analisis del esquema de la figura 11 del anexo.
Se atribuy6 un valor de 1 en los spawn contaminados y un 0 a los que no.

[3] Se incorpora las incidencias de contaminantes para los triplicados de cada hongo utilizado en la
experimentacion.

[4] Los porcentajes de contaminacion se determinaron a partir de la cantidad de spawn contaminados sobre
la cantidad total de spawn en cada grupo de estudio (3).

A partir de los valores de la tabla 2, se tiene que hay una mayor incidencia de
contaminantes en los spawn de las cepas KRK27 y KRK78 que se sometieron al
procedimiento de agitacion durante el periodo de estudio respecto a P. ostreatus. Esto
se puede comprobar al comparar los porcentajes de contaminacion de los hongos
silvestres que se sometieron a la agitacion durante el periodo de estudio respecto a los

que no. Ademas, los resultados sugieren que pueden presentarse casos en los que,
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aunque el micelio ha colonizado de forma completa los granos del spawn que estan en
contacto con la bolsa, en el interior pueden desarrollarse contaminantes que se hacen
visibles al agitar el sustrato. Tal es el caso del spawn N°3 de KRK27 sometido al
procedimiento de agitaciébn y el spawn N°3 de KRK78 que no se sometio al
procedimiento de agitacion, sobre los que se detectaron contaminantes sélo cuando
estos fueron agitados el ultimo dia de estudio (12).

Posteriormente, se realiz6 una comparacion cualitativa del micelio de las réplicas
de los spawn que no presentaron contaminantes durante el periodo de estudio. En el
esquema de la Figura 11, se incorporaron imagenes representativas de los spawn de
cada hongo. A partir de la observacion de estas imagenes, se tiene que los spawn de
KRK27 y KRK78 presentan una menor abundancia de micelio tras la agitacion realizada
el ultimo dia de experimentacion (12). Esta observacion se evidencié para los spawn
gue se sometieron al procedimiento de agitacion durante el periodo de estudio, como

los que no.
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Spawns sometidos Spawns no
al procedimiento de sometidos al
agitacion procedimiento de
agitacion
. .
— B — T~
P, ostreatus KRK78 KRK27 P. ostreatus KRK78 KRK27

Antes de ultima
agitacion

Después de ultima
agitacion

Figura 11. Imagenes de spawns de los distintos hongos de estudio antes y después de la agitacion aplicada
el ultimo dia de experimentacion (12). Se presenta un contraste entre los spawn sometidos al procedimiento
de agitacion durante el periodo de estudio y los que no. Las imagenes corresponden a réplicas

representativas de cada hongo.



DISCUSION

1. Prueba de crecimiento en placa

La informacion respecto a la determinacion de tasas de crecimiento de hongos
filamentosos es limitada debido a la dificultad de medir la concentracion de su biomasa
fungica (TiSmay cols., 2010). Esto se debe a que, a diferencia de bacterias y levaduras,
este tipo de hongos posee tasas de crecimiento lentas y una composicion y extension
del micelio que suele estar en constante cambio (Calam, 1969). Esto dificulta tener
suspensiones homogéneas sobre las cuales realizar mediciones basadas en técnicas
Opticas o titulacién por conteo de colonias. Los métodos mas utilizados para obtener
tasas de crecimiento de hongos filamentosos corresponden a la medicién del peso seco
del micelio filtrado y secado desde medios de cultivo liquidos o sélidos (Sutton y Starzyk,
1973; Taniwaki y cols. 2005; Metreveli, 2017), ensayos quimicos para evaluar la
presencia de moléculas que son producidas por los hongos como el ergosterol (Ng y
cols., 2008) y la medicién del crecimiento radial en medios de cultivo sdélido en placa
(Miyashira y cols., 2010; Tay y cols., 2011).

En relacién a la cinética de crecimiento del micelio, se ha planteado que debe
hacerse la diferencia entre la tasa de crecimiento especifica y la tasa de crecimiento de
extension (Moore y cols., 2011). En el primer caso, se mide el incremento de la biomasa
en el tiempo, el cual tiene un caracter exponencial y suele obtenerse a partir del peso
seco del micelio, mientras que, en el segundo, se mide la extension de las hifas apicales
o0 el crecimiento radial del micelio que coloniza un determinado sustrato en el tiempo, el
cual tiene un caracter lineal (Baldrian y Gabriel, 2002; Rojas y Hormaza, 2015) y se ha

reportado que también puede ser sigmoideo (Garcia y cols., 2013). En esta linea, la

35
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regresion de Gompertz con la modificacion de Zwietering ha sido utilizada previamente
para modelar el crecimiento radial de hongos filamentosos (Char y cols., 2007; Altieri y
cols., 2007) y el crecimiento numérico de bacterias (Tjgrve y Tjarve, 2017). A su vez, el
modelo permite obtener tasas de crecimiento a partir de la tangente a la zona de
crecimiento de la curva sigmoidea. Para el caso de esta investigacion, se aplicd esta
regresion sobre los valores de didmetro de colonia en el tiempo para las cepas P:
ostreatus, KRK27, KRK78, KRK252 y KRK283 (Figura 5). Los coeficientes de
determinacion R? de la regresion, fueron iguales o superiores a 0,98 para el caso de los
primeros 4 hongos, lo que indica que el modelo se ajustd de buena forma a los datos de
incremento radial registrados. Por su parte, la cepa KRK283 presentd un valor R? de
0,53, por lo que el modelo no logro ajustarse a los datos de crecimiento radial de este
hongo vy, por lo tanto, los respectivos pardmetros cinéticos no describen la dinamica de
crecimiento del mismo. El hecho de que el modelo no se ajusto a la curva de crecimiento
de esta cepa, puede tener relacion con que el calculo de los valores de diametro de
colonia se realiz6 a partir de las mediciones de superficie de colonizacion en las
respectivas placas asumiendo un area circular. Al observar la morfologia de la colonia
de KRK283 en la Figura 9, se logra apreciar que esta posee un caracter irregular y que
dista de ser circular. Por lo tanto, lo anterior sugiere que la metodologia utilizada en la
presente investigacion es aplicable s6lo a hongos que generen colonias regulares y
circulares. La ventaja de medir la superficie de la colonia y después transformar esta
informacion en diametro o radio asumiendo colonias circulares, es que es posible tener
un valor representativo del incremento del radio en todas las direcciones posibles. Sin
embargo, existe otra variante a considerar para futuras investigaciones que impliquen la
medicion de crecimiento radial de hongos, la cual consiste en realizar mediciones en 3

0 mas direcciones del incremento del radio de la colonia en una placa y posteriormente
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realizar un promedio de estas (Jones y cols., 2018b). Ademds, para aumentar la
cantidad de datos tomados por cultivo, el indculo suele incorporarse en uno de los
bordes del medio sdlido, con lo cual el micelio debe atravesar toda la placa para
colonizarla completamente. Este método podria aplicarse para aquellas cepas que no
presentan colonias regulares y circulares, y los valores medidos de incremento radial en
las distintas direcciones podrian someterse a un test ANOVA para evaluar si las
diferencias de medicién son significativas o no.

De acuerdo a los valores de las tasas de crecimiento radial, las cepas KRK78 y
KRK27 poseen valores que son 2,3y 2,1 veces superiores a la tasa de P. ostreatus
respectivamente. Este resultado es notable ya que las cepas KRK27 y KRK78 son cepas
silvestres y P. ostreatus es una especie utilizada de forma comercial. En este sentido,
las cepas de este Ultimo hongo que se utilizan en la industria alimenticia han sido
sometidas a una seleccion en base a sus altas tasas de crecimiento a lo largo de los
afios (Curvetto y cols., 2002; Ahmed y cols., 2013). A pesar de esto, existe un estudio
previo en el que se ha comparado las tasas de crecimiento radial de T. versicolor y P.
ostreatus, presentando el primero una tasa de crecimiento radial superior a P. ostreatus
(Rojas y Hormaza, 2015). Sin embargo, también se observé que las tasas de
crecimiento para ambos hongos fueron iguales en medio AST (Agar Salvado de Trigo),
el que se caracteriza por ser rico en celulosa a diferencia del PDA (Cui y cols., 2013).
De esta forma, la celulosa puede estar induciendo en P. ostreatus un metabolismo que
le permite crecer a una tasa idéntica a la de T. versicolor en este medio. En otro estudio,
se ha observado que la tasa de crecimiento radial de P. ostreatus es mayor en medios
de cultivo s6lido con salvado de trigo y cafia de azucar respecto al medio PDA-celulosa
(Joshi y cols., 2020). Por lo tanto, aunque segun los resultados las cepas KRK27 y

KRK78 poseen tasas de crecimiento radial mayores a P. ostreatus en medio PDA, el



38

micelio de cada cepa puede presentar otra dinamica de crecimiento dependiendo de la
complejidad del medio. En esta linea, medios de cultivo como el PDA o el MEA (Malt-
Extract Agar) no poseen un contenido nutricional que se asemeje al de los sustratos que
se utilizan para la produccion de materiales compuestos de micelio, los que suelen ser
desechos agroindustriales ricos en celulosa y lignina (Sundarraj y Ranganathan, 2018).
Considerando esto, la eleccion de cepas en base a su crecimiento radial en medios
como el PDA o el MEA no es la mas adecuada si se busca utilizar el hongo con el fin de
elaborar materiales de micelio, en contraste a lo planteado en otros estudios que asi lo
proponen (Jones y cols., 2018 b). De esta forma, si bien la metodologia utilizada permite
sistematizar la prueba de crecimiento en placa, mediante la seleccién de cepas con una
mayor tasa de crecimiento radial, en proximos estudios el esquema experimental debe
plantearse en medios de cultivo que tengan un alto contenido de celulosa, lignina y/o
cualquier otro nutriente que se encuentre presente en los sustratos de interés para
materiales de micelio. Entre los medios que se pueden incorporar para este tipo de
pruebas se encuentran el medio AST (Varghese y cols., 2017), agar celulosa (Santra y
Sen, 2019; Abdollahiy cols., 2019), agar extracto de paja (Rajendrany cols., 1991), agar
con medio de sal minima y lignina alcalina (Sasikumar y cols., 2014) y medios con agar
y sustratos lignoceluldsicos en polvo como aserrin, salvado de trigo y cafia de azlcar
(Joshi y cols., 2020).

Por otra parte, para que los materiales de micelio logren competir con materiales
tradicionales, estos deben tener propiedades materiales comparables a estos y su
produccién debe ser rapida (Jones y cols., 2018 b). Los principales factores que afectan
la produccion y las propiedades de este tipo de biomaterial, corresponden al tipo de
hongo que se utiliza, el sustrato que se selecciona para su cultivo, la interaccion que

tiene el hongo con el sustrato y las variables de manufacturacion tales como periodos
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de incubacién, método de secado, entre otros (Elsacker y cols., 2019). En esta linea, la
tasa de crecimiento radial de un hongo puede entregar informacién respecto a la rapidez
de produccién de un material de micelio, sin embargo, no se han realizado estudios en
los que se utilice este parametro como predictor de las propiedades del biomaterial. No
obstante, se ha reportado que algunas propiedades fisico-mecanicas de los materiales
de micelio, tales como la elasticidad y la resistencia méxima a la tracciéon, dependen
significativamente de la densidad del material (Islam y cols., 2017). Estas dos
propiedades, junto a la resistencia a la compresién y la flexibilidad, son de gran interés
al momento de caracterizar materiales de micelio que se han propuesto para su
utilizacion en construccién, tales como espumas aislantes y ladrillos (Girometta y cols,
2019).

En relacion a la densidad del micelio en un biomaterial, uno de los factores que
mas influyen en su incremento, son las ramificaciones que ocurren en las hifas (Harris,
2019). Estas ramificaciones, pueden darse en la zona apical de las hifas que se
encuentran en elongacion en el borde de la colonia, caso en el que se denominan
ramificaciones apicales, o0 en zonas subapicales, caso en el que se denominan
ramificaciones laterales (Harris, 2008). Estas Ultimas varian en el tiempo y espacio de
colonizacion (Moore y cols., 2011; Harris, 2019), presentandose mayormente en zonas
envejecidas del micelio, las que en medios de cultivo en placa corresponden al lugar
donde se realiza la inoculacion. Ademas, se ha reportado que la tasa de extensién de
las hifas en crecimiento se ve afectada por las ramificaciones apicales, pero no por las
ramificaciones laterales (Harris, 2008). En relacion a esto, se ha encontrado que
mutantes del hongo filamentoso Neurospora crassa a los que se les ha hecho un
knockout en el gen que expresa la proteina quitina sintasa CHS-6, presentan una hiper

ramificacion apical, un micelio mas compacto y una tasa de crecimiento radial
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disminuida respecto a otras cepas mutantes en las que se ha alterado la expresion de
otras quitinas sintasas (Fajardo-Somera y cols., 2015). En esta misma linea, en un
estudio reciente se obtuvo que la tasa de crecimiento radial de T. versicolor es mayor a
la de P. ostreatus en MEA (Malt-Extract Agar), sin embargo, también se detecté que
esta Ultima especie posee un mayor incremento de densidad respecto a la primera
(Jones y cals., 2018 b). De este modo, un hongo con una alta tasa de crecimiento radial
puede presentar una menor densidad respecto a un hongo que tiene una menor tasa de
crecimiento radial. Estos antecedentes plantean una relacion inversa entre la densidad,
que depende de las ramificaciones de las hifas, y la tasa de crecimiento radial para la
colonizacién de un determinado sustrato con micelio. Esta premisa, es de interés para
proximos estudios, en los que se podria medir la tasa de crecimiento radial y especifica
de las cepas KRK27 y KRK78 en relacion a P. ostreatus en un medio de cultivo
lignocelulésico en placa, para evaluar si la relacion inversa se cumple para estos
hongos. Ademas, tomando en cuenta que el objetivo de realizar pruebas de crecimiento
en placa es seleccionar especies fungicas para producir ladrillos de micelio en una
escala industrial, se podrian realizar experimentos que contemplen la produccion de una
gran cantidad de ladrillos de micelio con los hongos de interés y evaluar si los periodos
de colonizacion, las propiedades fisico-mecanicas, la densidad y la ramificacion del
micelio tienen una correlacién con las tasas de crecimiento. Con los resultados de estos
experimentos se podria evaluar si estos parametros cinéticos permiten predecir las
caracteristicas del biomaterial final.

Otra cualidad del micelio que debe ser considerada en proximos estudios, es el
tipo de hifas que presenta el hongo. El micelio se ha clasificado bajo el sistema mitico,
el cual define si un determinado hongo posee hifas generativas (ramificacion moderada

y pared celular delgada), de union (altamente ramificadas y pared celular gruesa),
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esqueléticas (sin ramificaciones y pared celular gruesa) o una combinacién de estas
(Webster y Weber, 2015; Graf y cols., 2018; Jonesy cols., 2020a). Existe un solo estudio
que ha planteado utilizar este tipo de clasificacibn como predictor de dinAmicas de
crecimiento de hongos con el potencial de ser utilizados para producir materiales
basados en micelio (Jones y cols, 2018b), descartandose dicha funcionalidad para esta
clasificacion. Por lo tanto, es esperable que, en adicién al estudio de las cinéticas de
crecimiento de un hongo de interés, se lleven a cabo una mayor cantidad de
investigaciones que ahonden en la relacion entre las caracteristicas del micelio cuando
el hongo coloniza sustratos lignocelulésicos y las propiedades de los materiales
resultantes. Respecto a las caracteristicas quimicas de las hifas, se ha encontrado que
las especies Ganoderma lucidum y P. ostreatus, presentan una mayor concentracion de
quitina en la pared celular de las hifas cuando estas crecen en sustratos con celulosa
como Unica fuente de carbono, a diferencia de cuando crecen en sustratos con celulosa
en adicion a nutrientes de facil absorcion como los presentes en PDB (Haneef y cols.,
2017). La quitina es un polisacarido que le brinda rigidez a la pared celular de los
organismos fungicos, por lo que tiene una gran influencia en las propiedades fisico-
mecanicas del micelio. De esta manera, la composicién quimica de la pared celular de
las hifas que han colonizado un determinado sustrato es otro factor a considerar en
futuras investigaciones. Este aspecto en particular presenta un potencial biotecnoldgico
en cuanto a la modificaciébn genética de hongos filamentosos para incrementar la
sintesis de elementos de la pared celular como la quitina, mediante la sobreexpresion
de quitinas sintasas. De esta forma, se podrian obtener hongos con propiedades de
interés en el contexto de la biofabricacion. En este sentido, técnicas de ingenieria

genética ya se han utilizado en P. ostreatus para modificar, por ejemplo, la composicién
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de secretomas enzimaticos para inducir una degradacion preferente de lignina sobre
celulosa (Yoav, 2018).

Respecto a otros pardmetros cinéticos de la regresién de Gompertz obtenidos a
partir de las curvas de los hongos trabajados en esta investigacion, se tiene que los
valores del tiempo lag | para las distintas especies abarcan un rango de valores que va
desde los 0,58 + 0,303 dias a los 1,34 + 0,240 dias (13,9 £ 0,01 y 32,1 + 0,01 horas
respectivamente). Sin embargo, el primer registro realizado después del tiempo 0, fue
al tercer dia, por lo que se estima que los datos no permiten describir con certeza esta
zona de la curva de crecimiento. De esta forma, para proximos experimentos deben
tomarse mediciones en periodos de horas durante el primer dia de crecimiento y una
mayor cantidad de mediciones en los dias siguientes para tener mas certeza respecto
al valor de este parametro.

En cuanto a los valores de A, estos no representan el diametro total de
crecimiento de los hongos, ya que se resto el valor del diametro a tiempo 0 a los valores
de diametro de cada medicién, el cual corresponde al diametro del indculo que fue
distinto para cada hongo. El valor de A como tal, puede no ser de gran utilidad en el
caso de las cepas que colonizan la placa en su totalidad ya que este parametro estara
determinado por el maximo diametro que se puede colonizar por las dimensiones de la
placa. A pesar de esto, cuando se trabaja con cepas que no colonizan la totalidad de la
placa como lo es el caso de las cepas KRK252 y KRK283 (Figura 9), este parametro
puede brindar informacion relevante respecto a los requerimientos nutricionales de un
hongo al ser cultivado en un determinado medio de cultivo. Tomando en cuenta que las
placas se incubaron selladas con Parafilm, es posible que KRK283 tenga requerimientos
de oxigeno mayores a las otras cepas, agotando en etapas tempranas de crecimiento

este recurso y/o siendo necesaria una mayor concentracion de este nutriente. Otro factor
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a considerar es que las distintas cepas se sacaron de la incubadora al momento de
realizar los registros, perdiendo la condicién de oscuridad. Los hongos pueden presentar
distintas respuestas frente a la exposicién a la luz (Beever y Bollard, 1970), por lo que
puede que KRK283 se haya visto afectado por la luz ambiental al momento de generar
los registros, cambiando su dindmica de crecimiento a un estado de menor crecimiento

o latencia (Yusef y Allam, 1966).

2. Prueba de crecimiento en spawn

En cuanto al crecimiento en spawn, las metodologias utilizadas en estudios
previos para evaluar el crecimiento de hongos en este formato se basan principalmente
en la medicién del tiempo que demoran en colonizar la totalidad de los granos, lo cual
se determina mediante la observacién directa de la superficie del sustrato que esté en
contacto con la bolsa (Igbal y cols., 2016; Kerketta y cols., 2020). Esto implica que no
se tiene un control de lo que ocurre en el interior del spawn en términos de visibilidad de
contaminantes y colonizacion del micelio. La incidencia de contaminantes es un
problema recurrente en el proceso productivo de spawn (Oei, 2005) y se puede dar por
diversos motivos, como un inéculo impuro, una esterilizacion incompleta del grano,
falencias en las condiciones de esterilidad que se manejan al momento de inocular o
rupturas en el recipiente (Paswan y Verma, 2014). Es por esto que de forma adicional
al aumento de las condiciones de esterilidad en las que se trabaja en las distintas etapas
del proceso y la esterilizacibn misma del grano, se han propuesto diversos métodos para
controlar los contaminantes que aparecen en el spawn, como la aplicacion de radiacion
(Moreaux, 2017), quimicos (Sharma y Kumar, 2007), fungicidas y fitoextractos (Shamoli
y cols., 2016; Chang y Miles, 2004). Para el caso de la prueba de crecimiento en spawn

de este trabajo, se presentaron contaminaciones en los spawn que fueron agitados y en
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los que no, para las 3 especies utilizadas. Ademds, los dos controles también
presentaron contaminantes. Tomando en cuenta que los controles no se inocularon con
los hongos, los resultados sugieren que los contaminantes encontrados tienen un origen
en etapas previas a este proceso, como en la esterilizacion del grano. Respecto a este
punto, existen recomendaciones en la literatura donde se sugiere lavar el grano antes
de esterilizarlo con el objetivo de bajar la carga de contaminantes ambientales (Stamets,
1993), lo cual no se realiz6 para este experimento y que podria incluirse a futuro,
considerando que el trigo candeal tiene un origen agroindustrial y por lo tanto ha estado
expuesto a grandes cargas ambientales fungicas. Ademas de esta recomendacion,
también se suele proponer un tiempo de autoclavado del sustrato de 40 minutos
(Moreaux, 2017), lo cual, a diferencia del caso anterior, si se consideré en esta
investigacion. Sin embargo, en la literatura también se pueden encontrar rangos que
van desde los 90 minutos a 4 horas (Stamets, 1993; McCoy, 2016), por lo que las
contaminaciones obtenidas probablemente se deben a que el tiempo de esterilizacion
utilizado fue insuficiente.

Por otro lado, las tasas de contaminacion calculadas de forma posterior a la
agitacion del dia 12 (Tabla 2) de los spawn agitados y no agitados de P. ostreatus,
fueron de 33% para ambos casos. Los spawn de las cepas KRK27 y KRK78 que fueron
agitados, presentaron una tasa de contaminacion de 67% para ambos casos mientras
que de los spawn que no fueron agitados, solo KRK78 presenté contaminaciones, con
una tasa de 33%. De esta forma, los spawn de las cepas silvestres presentaron una
mayor incidencia de contaminantes en la condicion de agitacion respecto a la condicion
sin agitacion. Para el caso de los spawn que son agitados, si bien existe la posibilidad
de que este tipo de tratamiento haya generado roturas en la bolsa y esto haya favorecido

las contaminaciones, el hecho de que los spawn que no se sometieron al tratamiento de
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agitacion de igual forma presentaron contaminantes para todas las cepas, sugiere que
estos se encontraban desde antes. A pesar de esto, el hecho de que los hongos
silvestres presentaran una tasa de contaminacion mayor que P. ostreatus en el
tratamiento de agitacion sugiere que la respuesta de los primeros frente a la aparicién
de contaminantes, es menos eficaz que la de este ultimo hongo al someterse a este
tratamiento. Ademas, al observar las imagenes de la figura 11, se tiene que después de
la agitacion del dia 12 en los spawn de KRK27 y KRK78 sometidos a los tratamientos
con y sin agitacién, se evidencié una menor cantidad de micelio visible en relacién a los
spawn de P. ostreatus. En este contexto, se ha reportado que la colonizacion del
sustrato presenta una ventaja para el hongo ya que se evita la proliferacion de
contaminantes por exclusién competitiva (Cox y Scherm, 2006; Pani, 2011). De esta
forma, es posible que la mayor incidencia de contaminantes observada en las cepas
silvestres que se agitaron durante el periodo de investigacién se deba a que los granos
guedaron mas expuestos a contaminantes después de cada agitacion respecto a los
spawn que no se agitaron. Para el caso patrticular de T. versicolor, se ha reportado que,
al realizar mas de una agitacion durante los periodos de incubacién en paja de trigo, el
hongo presenta una menor bioconversion de nutrientes, impidiendo un contacto intimo
entre el micelio y el sustrato y a su vez, dificultando la colonizacion respecto a los cultivos
agitados solo una vez (Yadav y Tripathi, 1991).

La poca abundancia de micelio en los spawn de las cepas silvestres tras la
agitacion en relacion a P. ostreatus, puede deberse a que su densidad es menor
respecto a este ultimo hongo al crecer en trigo. Al respecto, se ha reportado que si bien
en medio de cultivo sélido PDA la tasa de crecimiento radial de T. versicolor es mayor a
la de P. ostreatus en MEA, esta Ultima especie posee un mayor incremento de densidad

respecto a la primera (Jones y cols., 2018 b). Por otro lado, en medio de cultivo AST, el
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cual posee nutrientes similares al grano de trigo debido a que incluye el salvado del
mismo, se ha encontrado que la tasa de crecimiento radial es idéntica para ambos
hongos (Cui y cols., 2013), sin embargo, no se ha medido la biomasa o la densidad de
estos en este medio de cultivo. De esta forma, estos antecedentes suscitan gran interés
de investigacion respecto a la medicién de la densidad del micelio para las cepas
KRK27, KRK78 y P. ostreatus en trigo, con la finalidad de comprobar si la abundancia
de micelio en el spawn de estos hongos tiene relacién con la densidad.

Por otro lado, es posible que las cepas KRK27 y KRK78 se encuentren
envejecidas debido a que se ha estado reproduciendo el tejido de estas por un periodo
de dos afios para diversos experimentos del laboratorio. En este sentido, algunos
autores han establecido la diferencia entre el spawn madre, que corresponde a la
primera generacién de spawn obtenida a partir del micelio aislado en placa desde un
cuerpo fructifero, y las generaciones siguientes obtenidas a partir de ésta (Stamets,
1993). Esta diferencia tiene relacion con el hecho de que el micelio se va degenerando
a medida que se va reproduciendo en medios de cultivos o spawn (Moreaux, 2017). En
este contexto, se recomienda conservar lo mas posible el spawn madre para obtener
multiples subcultivos a partir de este mismo (Stamets, 1993). La degeneracion del
micelio tiene como consecuencia que este tenga una colonizacion lenta, una alta
fragilidad, una tasa baja de sobrevivencia y bajos niveles de produccién de cuerpos
fructiferos (Chang y Miles, 2004; Chen y cols., 2019). De esta forma, es posible que la
poca abundancia de micelio tras la agitacion tenga relacion con que el micelio se
encuentra degenerado y, por lo tanto, es mas fragil. Esta fragilidad puede estar
afectando la adherencia que tiene el micelio a los granos de trigo, por lo que, frente a
un estrés mecanico, el tejido puede estar desprendiéndose del sustrato. En este

contexto, se debe comprobar el estado en que se encuentran las cepas del laboratorio,
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las cuales se han preservado a 4°C en un refrigerador corriente y se han ido
replagueando en el tiempo. Al respecto, existen protocolos de preservacién a 4°C en
glicerol, que pueden ser incorporados en el laboratorio (Paul y cols., 2015). Los sintomas
visibles de la degeneracion del micelio son observables de forma directa en los cuerpos
fructiferos y primordios del hongo, sin embargo, algunos estudios han propuesto
reacciones colorimétricas para detectar micelio degenerado (Magae y cols., 2005). De
comprobarse la degeneracion del tejido, es de gran interés realizar una nueva prueba
de crecimiento en granos de trigo utilizando micelio degenerado y no degenerado, para
evaluar si la abundancia de micelio es distinta entre estos linajes al someterlos al estrés
mecanico de agitacion. Debido a que estas cepas tienen un origen silvestre, volver a
tomar muestras del organismo original es una alternativa inviable. De esta forma, una
manera de obtener un tejido renovado es mediante la induccién del ciclo reproductivo
sexual del hongo para la obtencion de esporas a partir de cuerpos fructiferos, las que al
ser cultivadas generan un organismo nuevo (Moreaux, 2017). Por otro lado, las técnicas
de co-cultivo se utilizan ampliamente para estudiar relaciones entre hongos de pudricion
blanca y contaminantes o competidores habituales (Albert y cols., 2011), por lo que en
un proximo estudio se podria realizar un co-cultivo con micelio de las cepas silvestres
degeneradas y no degeneradas enfrentadas a hongos que usualmente contaminan este
tipo de cultivos. Este ultimo experimento, se realizaria con la finalidad de explorar las
dindmicas de respuesta a competidores por parte de los hongos de interés bajo una
condicion de degeneracion.

El crecimiento de micelio sobre granos como el trigo, entra en la categoria de
fermentacion en estado solido (FES) (Bechara y cols., 2011; Curvetto y Postemsky,
2015) y la medicion de la biomasa en este tipo de fermentacion es particularmente

complicada debido a la adherencia entre el tejido fungico y el sustrato. Por lo tanto, las
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metodologias directas de medicion de biomasa, como la medicién del peso seco, y las
indirectas, basadas principalmente en la medicion de metabolitos secundarios y
componentes celulares que estan exclusivamente en hongos (Manan y Webb, 2018),
implican la pérdida del sustrato debido a que es sometido al respectivo procedimiento
analitico. De esta forma, estas metodologias son impracticas en términos productivos
para hacer seguimiento del crecimiento fungico en FES. Es por esto, que la forma de
evaluar un spawn es mediante la observacion directa de este cuando coloniza la
completitud de los granos. Una posibilidad de gran interés para evaluar la colonizacion
de los granos utilizados en el spawn o cualquier otro sustrato es mediante la medicién
de la absorcién acustica, propiedad que se ha reportado en materiales colonizados con
micelio con un maximo de absorcion en una frecuencia de 1000 Hz (Pelletier y cols.,
2013; Appels y cols., 2019). Si es posible encontrar una relacion entre la capacidad de
absorcion de estos sustratos a esta frecuencia y el porcentaje de colonizacion del hongo,
se podria monitorear el crecimiento de micelio de una forma no invasiva.

En un contexto mas amplio que el de la biofabricacion, se ha planteado que un
fracaso al momento de lograr un cultivo de hongos satisfactorio puede estar relacionado
a un spawn de baja calidad (Chang, 2009), lo cual implica que el sustrato se encuentra
poco colonizado o bien colonizado superficialmente. Es por esto que un correcto
procedimiento de preparacion de spawn y una posterior evaluacion efectiva del micelio
para una determinada cepa, deben tenerse en cuenta al momento de realizar un proceso
de produccién de ladrillos. En este sentido, el esquema experimental utilizado en esta
investigacion ha permitido sistematizar la evaluacion del crecimiento de los spawn de
las cepas silvestres KRK78 y KRK27 en comparacién al hongo comercial P. ostreatus.
Sin embargo, las tasas de contaminacién evidencian que el protocolo de produccién de

spawn debe ser mejorado para realizar pruebas en las que se estudien condiciones
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como el estrés mecéanico. De esta forma, en proximos experimentos que utilicen este
marco experimental, es esperable que se considere un aumento en los tiempos de
esterilizaciéon y un lavado del sustrato a utilizar, que en esta investigacion fue trigo, antes
de su coccion. Ademas, debe considerarse trabajar con tejidos flingicos renovados para
descartar que la degeneracién del micelio pueda estar influyendo en los fenbmenos

observados en el experimento.



CONCLUSIONES

La metodologia de medicion de tasas de crecimiento radial utilizada en la
presente investigacion ha permitido sistematizar la prueba de crecimiento en
placa, sin embargo, los resultados sugieren que esta es aplicable sélo a hongos
gue generen colonias regulares y circulares al crecer en medios de cultivo sélido
en placa. Como alternativa a las colonias que no son regulares ni circulares, se
pueden realizar mediciones en multiples direcciones del incremento del radio de
la colonia en los cultivos, para luego obtener un promedio de estos valores.

La eleccion de cepas en base a su crecimiento radial en medios como el PDA
no es la mas adecuada si se busca utilizar el hongo con el fin de elaborar
materiales de micelio. En préximos estudios se debe aplicar la metodologia de
esta investigacion en medios lignoceluldsicos.

El esquema experimental utilizado en esta investigacion ha permitido
sistematizar la evaluacion del crecimiento en spawn de las cepas silvestres
KRK78 y KRK27 en comparacion al hongo comercial P. ostreatus. Sin embargo,
las tasas de contaminacion evidencian que el protocolo de produccion de spawn
debe ser mejorado para realizar pruebas en las que se estudien condiciones
como el estrés mecanico.

Los resultados sugieren que la mayor incidencia de contaminantes en los spawn
de KRK27 y KRK78 que fueron agitados durante el periodo de incubacion
respecto a los no agitados, puede tener relacién con que los granos de trigo
guedaron mas expuestos a contaminantes debido a la poca abundancia de

micelio tras cada agitacion.
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ANEXO

Anexo Figura 1. Biomateriales elaborados a partir del cultivo de cepa Trametes versicolor en una mezcla

de céscara de nuez con bagazo de cerveza. Cortesia de BioFab UC.

Anexo figura 2. Proyeccion tridimensional del montaje de las estructuras de Monumento Abierto. Cortesia

de Anibal Fuentes.
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Anexo figura 3. Registro fotogréafico de ladrillos generados durante el proceso productivo de Monumento
Abierto. A) Ladrillos de micelio obtenidos a partir de la linea productiva de Monumento Abierto. B)

Exposicion de ladrillos en la Aparicion Infinita del Museo del Hongo.

KRK 247 KRK 252

KRK 102 KRK 78

KRK 283 KRK 27

Anexo figura 4. Comparacion de colonizacién en placa de 6 cepas del laboratorio BioFab. Todas las placas

tienen 5 dias de incubacién desde su inoculacion.
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Anexo figura 6. Registro fotografico a los 15 dias de incubacion desde la inoculacion de las cepas KRK27

y KRK78 en paja de trigo.
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Anexo figura 7. Registro del proceso de horneado de un ladrillo de micelio. A) Ladrillo de paja inoculada con
spawn de la cepa KRK78 empaquetado para su incubacion. B) Ladrillo tras proceso de incubacién y previo

al horneado. C) Ladrillo tras horneado. D) Restos del ladrillo.

Anexo figura 8. Comparacion de spawn generado en el laboratorio y producido por la empresa Micosecha.
A) Comparacion de spawn de las cepas KRK27 (izquierda) y KRK78 (derecha) producido en el laboratorio.

B) Comparacién de spawn de las cepas KRK27 (izquierda) y KRK78 (derecha) comercial.
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P. ostreatus 3 P. ostreatus 1
Condicion: Agitado Condicién: No Agitado
Dia de deteccion: 12 tras agitacion Dia de deteccion: 12 tras agitacion
~ ” . o # - .
A B2 L ¢ %‘, ] B i i

w3

KRK78 2. KRK78 3 KRK78 3
Condicién: Agitado Condicién: Agitado Condicion: No Agitado
Dia de deteccion: 9 Dia de deteccion: 9 Dia de deteccion: 12

tras agitacion

KRK27 1 KRK27 3
Condicion: Agitado Condicién: Agitado

Dia de deteccion: 7 Dia de deteccién: 12 antes de agitar

Anexo Figura 9. Registro de contaminantes detectados en los spawn de P. ostreatus (A 'y B), KRK78 (C, D
y E) y KRK27 (F y G). Se detalla la cepa flngica, la condicion aplicada durante la incubacion (Agitado y No
Agitado) y el dia de la deteccion. En el caso de los contaminantes detectados el dia 12, se detalla si fue
antes o después de agitar el spawn. Las contaminaciones se englobaron en un circulo rojo en cada registro
y para el caso de la réplica 3 de KRK78 en condicion de agitacion, se resalté con un “*” debido a que se

detectd un mal olor proveniente de la bolsa, siendo indicio de una fermentacion por algin contaminante.



66

Control - Control -
Condicién: Agitado Condicion: No Agitado

Dia de deteccion: 7 Dia de deteccion: 7

Anexo Figura 10. Registro de contaminantes detectados en los spawn gque no fueron inoculados con micelio,
utilizados como controles. La imagen A corresponde al spawn que fue agitado durante el periodo de

incubacién y la imagen B corresponde al spawn que no fue agitado durante el periodo de incubacion.
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Dia 12 Antes ﬁ agitar Después de agitar

Condicion: Agitacion

P. ostreatus

KRK27

KRK78

Dia 12
Condicién: Sin agitacién

P. ostreatus

KRK27

KRK78

Anexo Figura 11. Esquema de incidencia de contaminantes para los 3 hongos de estudio al dia 12. Se
presentan los spawn a los que se les aplicé el procedimiento de agitacion (Condicién: Agitacion) y a los que
no (Condicion: Sin agitacion) durante el periodo de incubacion. Ademas, se presentan imagenes de todos
los spawn después de haber sido agitados el Ultimo dia (12). Se representan con una X roja los spawn que
se descartaron de forma previa debido a la presencia de contaminantes y se marcaron con un circulo rojo

los spawn que presentaron contaminantes el dia 12 antes o después de la agitacion.
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Anexo Tabla 1. Registro de incremento radial (cm) en el tiempo para los hongos KRK27, KRK78,

Pleurotus ostreatus, KRK252 y KRK283.

Diametro (cm) por dias de registro

Hongo
3 4 5 6 7 10 12 14 17

4,821 4,924 6,890 7,485 7,682 7,746 | 7,731 7,642 7,547
KRK27 4,409 5,933 7,126 7,802 7,812 7,370 | 7,506 7,601 7,941
3,751 4,954 7,348 7,346 7,251 7,455 | 7,562 7,510 7,504
4,965 5,937 7,184 7,639 7,811 8,075 | 7,782 7,660 7,515
KRK78 4,926 6,182 7,051 7,732 7,902 7,351 | 7,284 7,375 7,679
4,713 6,291 7,232 7,439 7,806 7,391 | 7,380 7,385 7,393
2,232 3,236 4,099 5,098 6,204 7,236 | 7,407 7,188 7,052
P. ostreatus 1,917 3,188 4,093 5,315 6,193 7,047 | 7,179 7,264 7,445
1,939 3,088 3,794 4,337 5,116 6,895 | 7,393 7,290 7,178
2,715 3,643 3,906 4,710 5,432 6,947 | 6,875 7,400 6,664
KRK252 2,914 3,671 4,329 5,284 6,269 7,042 | 7,531 7,325 7,440
2,285 3,231 3,862 4,491 5,476 6,565 | 6,825 6,970 6,651
0,638 0,792 1,065 1,166 1,358 1,583 | 1,648 1,543 1,605
KRK283 1,385 1,969 2,262 3,445 3,742 3,596 | 3,618 3,728 4,065
0,873 1,323 1,657 1,921 1,902 2,229 | 2,128 2,258 2,335

[1]: Los valores numéricos corresponden a los registros de incrementos radiales de los hongos, obtenidos
a partir de los datos de incremento de superficie asumiendo colonias circulares. La medicién del
incremento de superficie para cada cultivo se realiz6 mediante el software ImageJ. En la tabla 2 del

anexo, se encuentran las desviaciones estandar
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Anexo Tabla 2. Desviaciones estandar para los registros de incremento radial (cm) en el tiempo (dias)

para los hongos KRK27, KRK78, Pleurotus ostreatus, KRK252 y KRK283.

Desviacion estandar (cm) por dias de registro

Hongo
3 4 5 6 7 10 12 14 17
KRK27 0,539 | 0,574 0,229 0,234 0,294 0,197 0,117 0,068 0,241
KRK78 0,136 0,181 | 0,094 | 0,150 | 0,054 | 0,407 | 0,264 | 0,162 | 0,144
P. ostreatus | 0,176 0,076 | 0,174 | 0,514 | 0,625 | 0,171 | 0,128 | 0,053 | 0,201
KRK252 0,321 0,246 | 0,258 | 0,410 | 0,471 | 0,252 | 0,394 | 0,230 | 0,452
KRK283 0,382 0,589 0,599 1,161 1,249 1,028 1,027 1,114 1,263

[1]: Los valores de las desviaciones estandar por dia de registro, se obtuvieron a partir de las mediciones

de incremento radial de colonia (diametro) de la tabla 1.
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Anexo Tabla 3. Andlisis ANOVA unidireccional para el parametro “A” del modelo de Gompertz basado

en el test de Tukey con un porcentaje de confianza de 95% (p<0,05).

Parametros estadisticos

Comparacion
Valor p Diferencias significativas
Global ™ ok (2] Sj @l
KRK27 vs KRK78 NS No
KRK27 vs P. ostreatus NS No
KRK27 vs KRK252 * Si
KRK27 vs KRK283 Fork Si
KRK78 vs P. ostreatus NS No
KRK78 vs KRK252 NS No
KRK78 vs KRK283 Fork Si
P. ostreatus vs KRK252 NS No
P. ostreatus vs KRK283 ok Si
KRK252 vs KRK283 i Si

[1]: La columna de comparacion plantea la evaluacion realizada entre las cepas fangicas utilizadas en el
estudio. La fila “Global” indica si existen diferencias significativas en los valores de A entre los elementos

del grupo (cepas).

[2]: Valores de p para cada comparacion entre cepas fungicas. *** = p<0,001 | ** = p<0,01 | *= p<0,05 |

NS= No Significativo (p>0,05).

[3]: De acuerdo a los valores de p obtenidos, se determina si existen diferencias significativas para el
parametro A entre las especies comparadas.
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Anexo Tabla 4. Analisis ANOVA unidireccional para el parametro “m” del modelo de Gompertz basado

en el test de Tukey con un porcentaje de confianza de 95% (p<0,05).

Parametros estadisticos
Comparacion
Valor p Diferencias significativas
Global wok 2] Si Bl
KRK27 vs KRK78 NS No
KRK27 vs P. ostreatus ok Si
KRK27 vs KRK252 Fork Si
KRK27 vs KRK283 i Si
KRK78 vs P. ostreatus ok Si
KRK78 vs KRK252 Fork Si
KRK78 vs KRK283 i Si
P. ostreatus vs KRK252 NS No
P. ostreatus vs KRK283 * Si
KRK252 vs KRK283 NS No

[1]: La columna de comparacion plantea la evaluacién realizada entre las cepas flngicas utilizadas en el
estudio. La fila “Global” indica si existen diferencias significativas en los valores de m entre los elementos
del grupo (cepas).

[2]: Valores de p para cada comparacion entre cepas fungicas. *** = p<0,001 | ** = p<0,01 | *= p<0,05 |
NS= No Significativo (p>0,05).

[3]: De acuerdo a los valores de p obtenidos, se determina si existen diferencias significativas para el
parametro m entre las especies comparadas.
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Anexo Tabla 5. Analisis ANOVA unidireccional para el parametro “m” del modelo de Gompertz basado

en el test de Tukey con un porcentaje de confianza de 95% (p<0,05).

Parametros estadisticos

Comparacion
Valor p Diferencias significativas
Global [ NS @ No Bl

KRK27 vs KRK78 NS No
KRK27 vs P. ostreatus NS No
KRK27 vs KRK252 NS No
KRK27 vs KRK283 NS No
KRK78 vs P. ostreatus NS No
KRK78 vs KRK252 NS No
KRK78 vs KRK283 NS No
P. ostreatus vs KRK252 NS No
P. ostreatus vs KRK283 NS No
KRK252 vs KRK283 NS No

[1]: La columna de comparacion plantea la evaluacién realizada entre las cepas flngicas utilizadas en el
estudio. La fila “Global” indica si existen diferencias significativas en los valores de m entre los elementos

del grupo (cepas).

[2]: Valores de p para cada comparacion entre cepas fangicas. *** = p<0,001 | ** = p<0,01 | *= p<0,05 |

NS= No Significativo (p>0,05).

[3]: De acuerdo a los valores de p obtenidos, se determina si existen diferencias significativas para el

parametro m entre las especies comparadas.




