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Resumen

Cordyceps sensu lato (s.l) es un grupo de hongos ascomicetos, patdgenos de artrépodos y
hongos. Este grupo ha sido escasamente estudiado en México; hasta ahora se han descrito 15
especies y para el Estado de México se tiene un registro de 3 especies. La importancia utilitaria
grupo es principalmente alimenticia, medicinal y agrondmica. A nivel mundial, el desarrollo
del cultivo in vitro de Cordyceps militaris ha demostrado su potencial medicinal debido a
que el micelio y los estromas producen biomoléculas con propiedades medicinales. Una de
las variables independientes mas analizadas en el cultivo de diferentes especies de Cordyceps
es el medio de cultivo en donde se desarrollan, debido a que este es el que determina la 6ptima
produccion de biomasa y velocidad de crecimiento miceliar bajo diferentes fuentes de C/N.
En el presente, se trabajé con una cepa obtenida por aislamiento vegetativo de un estroma de
Cordyceps sp. colectado en el afio 2017 en el Desierto del Carmen, Tenancingo, Estado de
México. La cepa se caracteriz6 macroscopica y microscopicamente en diferentes medios de
cultivo: Agar Agua (AA), Agar Extracto de Malta (EMA), Agar Papa Dextrosa (PDA), Agar
Sabouraud (SB), Agar Trigo (AT) y Agar Arroz (AAr). Posteriormente, se midi6 la velocidad
de crecimiento durante 38 dias y se cuantific la biomasa. Por ultimo, se analizaron los datos
obtenidos con un ANOVA y una prueba de Tukey con un 95% de confianza en el programa
Statgraphics Centurion VI.

Como resultados se obtuvo que, la cepa analizada mostré una mayor produccion de biomasa
en el medio de cultivo AT (0.314 gr), debido a la riqueza de carbono. En contraste, en el
medio AA se observé la menor produccion de biomasa (0.024 gr), a causa del déficit de
nutrientes. La mé&xima velocidad de crecimiento se observo que el medio AAr (0.195 cm/dia)
y en el medio EMA se observé la menor velocidad de crecimiento (0.132 cm/dia).

Se pudo observar que los medios de cultivo influyen en la produccion de biomasa y velocidad
de crecimiento, debido a las diferentes fuentes de carbono y nitrogeno presentes en estos. Por
lo que, de los diferentes medios de cultivo evaluados, el medio AT es el 6ptimo para la mayor
produccion de biomasa y el medio de AAr es el 6ptimo para la obtencion de la mayor

velocidad de crecimiento de la cepa de Cordyceps investigada.
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Palabras clave. Caracterizacién, crecimiento miceliar, cultivo in vitro, medios de cultivo.
Abstract

Cordyceps sensu lato (s.1) is a group of ascomycete fungi, pathogens of arthropods and fungi.
This group has been scarcely studied in Mexico; so far 15 species have been described and
for the State of Mexico there is a record of 3 species. The importance of this group is mainly
nutritional, medicinal, and agronomic mainly. Worldwide, the development of the in vitro
culture of Cordyceps militaris has demonstrated its medicinal potential because the
mycelium and stromas produce biomolecules with medicinal properties. One of the most
analyzed independent variables in the cultivation of different species of Cordyceps is the
culture medium in which they develop, due to the optimal biomass production and mycelial
growth with implemented carbon sources.

At present, we worked with a strain obtained by vegetative isolation of a Cordyceps sp.,
stroma. collected in 2017 in the Desert of the Carmen, Tenancingo, State of Mexico. The
strain was characterized macroscopically and microscopically in different culture media:
Water Agar (AA), Malt Extract Agar (EMA), Potato Dextrose Agar (PDA), Sabouraud Agar
(SB), Wheat Agar (AT) and Rice Agar (AAr). Subsequently, the growth rate was measured
for 38 days and the biomass was quantified. Finally, the data obtained were analyzed with an
ANOVA and a Tukey test with 95% confidence in the Statgraphics Centurion VI program.
As results the following were obtained, the analyzed strain showed a higher biomass
production in the AT culture medium (0.314 gr), due to the richness of carbon. In contrast,
in the AA medium there is the lowest biomass production (0.024 gr), due to the deficit of
nutrients. The maximum growth speed shoots up than the AAr medium (0.195 cm / day) and
the lowest growth speed shoots up in the EMA medium (0.132 cm / day).

It was observed that the culture media influence biomass production and growth speed, due
to the sources of carbon and nitrogen present in them. Therefore, of the different culture
media evaluated, the AT medium is the optimum for the highest biomass production and the
AAr medium is the optimum for obtaining the highest growth speed of the Cordyceps strain
investigated.

Keywords. Characterization, myceliar growth, in vitro culture, culture media.
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1. Introduccién

Los hongos son organismos heterdtrofos muy diversos que han sido ampliamente utilizados
en la industria para la produccién de alimentos, medicamentos y textiles, entre otros (Cepero
de Garcia, et al., 2012). Por su parte, los hongos entomopatogenos presentan un papel
fundamental en el control de plagas de plantas ornamentales y de interés agroeconémico,
ademas, algunas de estas especies han sido estudiadas y comercializadas debido a su valor
nutricional y a sus propiedades medicinales (Hajek & Delalibera Jr., 2010; Shah & Pell,
2003).

Un hongo entomopatdgeno es aquel que dentro de su ciclo de vida puede tener una fase en
la que es patogeno de artropodos. Estos hongos tienen un gran potencial como agentes de
control biol6gico, ya que constituyen un grupo con mas de 750 especies, la mayoria
pertenecientes a los Zigomycota (Entomophthorales) y Ascomycota. Al dispersarse en el
ambiente provocan infecciones flngicas en las poblaciones de insectos. Estos hongos inician
su proceso infectivo cuando las esporas son retenidas en la superficie del integumento del
insecto, donde se da la formacion del tubo germinativo, y la excreta de enzimas como las
proteasas, quitinasas, quitobiasas, lipasas y lipooxigenasas. Estas enzimas degradan la
cuticula del insecto y coadyuvan con el proceso de penetracion por presion mecanica iniciado
por el apresorio, que es una estructura especializada formada en el tubo germinativo. Una
vez dentro del insecto, el hongo se desarrolla como cuerpos hifales que se van diseminando
a través del hemocele e invaden diversos tejidos musculares, cuerpos grasos, tubos de
Malpighi, mitocondrias y hemocitos, ocasionando la muerte del insecto después de 3 a 14
dias de iniciada la infeccién. Cuando el insecto muere y ya se han agotados muchos de los
nutrientes que contiene, el hongo inicia su crecimiento micelar e invade todos los 6rganos
del hospedero. Finalmente, las hifas penetran la cuticula desde el interior del insecto y
emergen a la superficie, donde en condiciones ambientales apropiadas inician la formacién
de estructuras que van a producir nuevas esporas (Pucheta-Diaz et al., 2006).

Por otro lado, Cordyceps sensu lato (s.l.) es un grupo de hongos ascomicetos

entomopatogenos que parasita a diez ordenes de artropodos a excepcion del género
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Tolypicladium que infecta a hongos del género Elaphomyces (Sung et al., 2007).

Actualmente, se encuentran registradas 574 especies (Index Fungorum, 2020).

Los hongos juegan un papel vital en el reciclaje de materia orgénica en la tierra. Ademas de
eso, parasitan organismos vivos y causan diversas enfermedades en plantas, animales e
insectos. Las estimaciones muestran que entre 750 y 1000 especies de hongos parasitan
insectos de forma natural, aunque no se conoce completamente el alcance de la diversidad de
los hongos entomopatdgenos. Los hongos entomopatdgenos pertenecen principalmente a dos
grupos diversos dentro del reino Fungi, Entomophthorales (Phylum Entomophthoromyota,
antes Zygomycota) e Hypocreales (Phylum Ascomycota). Estos hongos se encuentran
distribuidos en amplios ecosistemas, incluidos el Circulo Polar Artico y la Antértida. Los
patdégenos entomoftorales generalmente muestran un rango de hospedadores estrecho y se
distribuyen en bosques templados y pocos registros en regiones tropicales. Los patdgenos
hipocreales, por otro lado, tienen un rango de hospedadores estrecho a muy amplio y se
distribuyen predominantemente en los bosques tropicales humedos. Cordyceps sensu lato
(s.1.) es uno de los géneros hipocreales, que comprende mas de 400 spp., que parasitan una
amplia gama de insectos y pocos géneros de hongos. Externamente, producen estroma
claviforme, cilindrico o filamentoso delgado, filiforme en los hospedadores (Shrestha et al.,
2016).

Hasta la clasificacion filogenética de Sung et al., 2007, Cordyceps siguid siendo un gran
género incluido en la familia Clavicipitaceae del orden Hypocreales. Sin embargo, los
estudios filogenéticos demostraron que ni Cordyceps ni Clavicipitaceae eran monofiléticos,
Sung et al., 2007ab y, por lo tanto, Cordyceps se segregd en varios géneros filogenéticos
dentro de tres familias de Hypocreales. Segun la clasificacion filogenética, Cordyceps sensu
stricto (s.s.) ahora esta restringido al clado que contiene la especie tipo C. militaris,
circunscrito a Cordycipitaceae. Recién los géneros segregados Ophiocordyceps y
Elaphocordyceps fueron colocado bajo otra familia Ophiocordycipitaceae; los otros dos
géneros Metacordyceps y Tyrannicordyceps permanecieron en Clavicipitaceae sensu stricto
(Sung et al., 2007 & Kepler et al., 2012).

Tras la reciente revision del Cddigo Internacional de la nomenclatura de algas, hongos y

plantas (ICN), Elaphocordyceps ahora es sindbnimo de Tolypocladium (Quandt et al., 2014)
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y Metacordyceps con Metarhizium (Kepler et al., 2014).

Los géneros estan relacionados con muchos géneros asexuales patdgenos de insectos
distribuidos en las tres familias Clavicipitaceae, Cordycipitaceae y Ophiocordycipitaceae
(Meyling et al., 2012, Sung et al., 2007a & Quandt et al., 2014).

Los hongos Cordyceps varian en habitat desde los aéreos hasta los epigeos y los subterraneos
(Hajek, 1997), segln sus respectivas especies hospedadoras. Cuando la etapa huésped es
adulta, crecen en ambientes expuestos como hojarasca o se adhieren a algunas partes de la
planta como hojas y ramas y en contraste con las etapas larvarias o pupa que estan enterradas
en el suelo (hipogeos) o en madera hasta casi 50 cm.

Los hongos patdgenos a veces producen comportamientos de manipulacion de parasitos en
los hospedadores, como comportamiento de morder. Algunas de las hormigas parasitadas
siempre muerden las venas laterales inferiores, pero nunca la lamina laminar o la superficie
superior (Andersen et al., 2009 & Hughes et al., 2011).

La gama de hospederos de Cordyceps es muy amplia, incluye distintos 6rdenes de
Artropodos como Coleoptera, Lepidoptera, Hymenoptera, Hemiptera, Orthoptera, Araneae,
Diptera, Blattodea, Mantodea, Dermaptera, Odonata, Phasmatodea. Sin embargo,
aproximadamente el 60% de las especies de Cordyceps (s.I.) presentan una mayor incidencia
en los ordenes Coleoptera y Lepidoptera. Cerca del 95% de los hospederos del orden
Lepidoptera son polillas y mariposas, en el orden Coleoptera son escarabajos; en sus estadios
larval y pupal. Por el contrario, los hospederos de los oOrdenes Araneae, Diptera,
Hymenoptera, Orthoptera, son parasitados en la fase adulta (Shrestha et al., 2016).
Cordyceps (s. I.) presenta habitos aéreos, epigeos y subterraneos, dependiendo de la especie
que parasita; muestra una distribucion cosmopolita en la cual se incluyen todas las regiones
a excepcion de la Antartida, no obstante, la mayor diversidad se encuentra en las regiones
tropical y subtropical, como lo es el sur y sureste de Asia (Kobayasi, 1941, 1982; Samson et
al., 1988).

En México, Cordyceps (s.l.) es un grupo que ha sido poco estudiado en comparacién con el
continente asiatico, su taxonomia ha sido explorada por Pérez-Silva (1977, 1978), Rubio-
Bustos et al., (1999) y Guzmén et al., (2001). Los demas registros se han dado
ocasionalmente y hasta la fecha no se ha realizado un estudio taxonémico dirigido al género

Cordyceps. En todos los estudios la identificacion taxondmica se ha realizado de forma
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tradicional utilizando caracteres morfologicos, siendo nula la utilizacién de técnicas y
herramientas moleculares.

En México, se han registrado 25 especies de Cordyceps (s.I.) que incluye estados asexuales
y teleomorfos, de los cuales 9 especies pertenecen a Cordyceps sensu stricto (s.s) (Lopez,
2017).

Por otro lado, Pérez-Villamares et al., (2017), menciona que el género Cordyceps (s.l.) ha
sido poco estudiado en México, hasta la fecha se han descrito 15 especies; el Estado de
México cuenta con un solo registro de la especie entomopatdgena Cordyceps militaris y 2
especies parasitas de Elaphomyces: Tolypocladium capitatum y Tolypocladium
ophioglossoides

El género Cordyceps (s.l.) presenta a nivel mundial importancia cultural, ecoldgica,
econdmica y medicinal (Quandt et al., 2014). La importancia medicinal y econdmica se debe
a diferentes componentes quimicos que produce este hongo. Los principales componentes
bioactivos de Cordyceps son nucleosidos, polisacaridos y esteroles. Los nucledsidos,
participan en la regulacién y modulacion de diversos procesos fisioldgicos, como el sistema
nervioso central. Por ejemplo, la cordicepina (3’-desoxiadenosina) posee accion
antiinflamatoria y antitumoral gracias a su capacidad para sustituir a la adenosina, impidiendo
asi la sintesis de ARN. Los manoglucanos, exopolisacaridos, heteropolisacéaridos y D-
glucano, son polisacaridos con propiedades farmacéuticas: antiinflamatorias, antioxidantes,
antitumorales, antimetastasicas, inmunomoduladoras, hipoglucémicas, esteroidogénicas e
hipolipidémicas. Los esteroles como el ergosterol presentan actividad antitumoral y el D-
manitol (sinénimo de &cido cordicépico), presenta propiedades diuréticas, antitusivas y
antioxidantes (Shashidhar et al., 2013). También posee la capacidad de interferir en procesos
bioguimicos y moleculares, incluida la biosintesis de purinas y la sintesis de ADN/ARN
(Shih et al., 2007).

Dentro de Cordyceps (s.l.) se encuentra Cordyceps (s.s), en dicha division estd ubicada la
especie modelo mas estudiada hasta el momento C. militaris, asi como también el material
biolégico del que se aisld la cepa con la que se trabajé en esta investigacion; el cual fue
caracterizado por LoOpez-Rodriguez en 2019, presentando un estado sexual: Estromas
clavados y cilindricos (longitud 20-102 mm, n=50) algunas ocasiones con una hendidura

vertical en medio del estroma o bifurcados en la parte apical, solitario o gregarios, carnosos;
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estipite alargado (5-85 mm, n=50) amarillo brillante (#FFFF00, #F3F781). Se observan
cordones miceliares blanquecinos del estroma al hospedero. Contexto compacto o cavernoso,
peritecios ovoides y sub ovoides (196-1600 micras x 97-508 micras, n=152) completamente
inmersos en el estroma. Ascas con maduracion asincronica, de forma cilindrica (longitud:
223-805 pm, n= 20; ancho 2.3-7.4 micras, n= 178). Con tapa apical bifurcada subglobosa
(diametro: 3-5 um, n=20). Las ascas maduras contienen ascosporas filiformes mutiseptadas
(ancho: 0.4-1.5 um, n=100) que se desarticulan en partes de esporas de forma rectangular
(2.1-8.1 pm x 0.5-1.5 um, n= 134), en las ascas inmaduras no se observan las ascosporas y
su morfologia es similar a artrosporas, porque se separan, pero no se forman completamente
septos. En algunos ejemplares los peritecios contienen estructuras fungicas fusiformes
irregulares (7.7-38.3 um x 2.1-9.4, n=77).

Debido a los biocomponentes ya mencionados, a la importancia medicinal, al potencial como
control biol6gico de plagas y al poco estudio de este grupo de hongos en México, se pretende
estudiar su cultivo in vitro; para ello se hizo una previa caracterizacion de la cepa lo cual
abarca, la evaluacién de las caracteristicas macro-micromorfoldgicas, velocidad de
crecimiento y produccion de biomasa de una cepa silvestre de Cordyceps sp., del Estado de
México.
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Antecedentes

1.1. Aspectos taxondmicos

Los estudios taxonomicos de este grupo iniciaron con revisiones de ejemplares de diferentes
herbarios de América del Norte y Europa por Kobayasi (1981, 1982), quien fue el primero
en clasificar al género Cordyceps en tres subgéneros: Eucordyceps, Neocordyceps y
Ophiocordyceps mediante caracteres morfoldgicos. Posteriormente, Sung et al., (2007)
realizaron un analisis filogenético en el cual utiliz6 162 taxones basados en analisis que
constaron de cinco a siete loci, incluidas las subunidades pequefias y grandes del ribosoma
nuclear (nrSSU y nrLSU), el factor de elongacion la (tefl), las subunidades méas grandes y
las segundas mas grandes de la ARN polimerasa II (rpb1 y rpb2), B-tubulina (tub) y ATP6
mitocondrial (atp6), asi como caracteres morfoldgicos (color, forma y consistencia del
estroma) y propuso tres clados para Cordyceps (s.l.). Actualmente, los tres clados
corresponden a las familias: Clavicipitaceae, Cordycipitaceae y Ophiocordycipitaceae.

1.2. Aspectos de cultivo

Los hongos entomopatogenos del género Cordyceps (s.l.) son reconocidos como fuentes
potenciales para el control bioldgico de insectos plaga, produccion de metabolitos de
importancia médica, asi como la obtencion de colorantes naturales falta cita. La
caracterizacion morfoldgica, velocidad de crecimiento, porcentaje de biomasa y sustrato en
el que se desarrollan son los primeros pasos que permiten la utilizacién y potencializacion de
dichas especies, bajo condiciones de cultivo in vitro. Existen diversos factores que influyen
en el desarrollo de estos, entre los cuales estan la temperatura, luz, humedad, pH, medios de
cultivo, entre otros (Osorio, 2018).

Los medios de cultivo juegan un papel muy importante en el crecimiento miceliar 6ptimo de
diferentes especies de hongos. En el caso de las especies de Cordyceps, se utilizan diferentes
tipos de medios de cultivo para el aislamiento, identificacion, conservacion y cultivo in vitro,

por lo tanto, es de interés cientifico estudiar las caracteristicas de crecimiento Cordyceps en
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una variedad de medios de cultivo, a diferentes intervalos del periodo de incubacion. Como
resultado, se puede deducir la preferencia o afinidad a ciertos medios sobre otros para cumplir
con los requisitos de crecimiento, cultivo, conservacion a largo plazo, produccién de
estromas o para la produccion de metabolitos secundarios (Shrestha et al., 2006), los cuales
son moléculas resultantes del metabolismo secundario. EI metabolismo primario es el
conjunto de reacciones quimicas que realizan las células de los seres vivos para sintetizar
sustancias complejas a partir de otras méas simples, o para degradar las complejas y obtener
las simples. Por consiguiente, un metabolismo secundario permite producir y acumular
compuestos de naturaleza quimica diversa. Estos compuestos derivados del metabolismo
secundario se denominan metabolitos secundarios, los cuales presentan propiedades
bioldgicas, ecologicas y se caracterizan por sus diferentes usos y aplicaciones como
medicamentos, insecticidas, herbicidas, perfumes o colorantes, entre otros (Garcia & Pérez-
Urria Carril, 2011).

Wongsa et al., (2005), trabajaron con la especie C. unilateralis aislandola en medio de cultivo
PDA (Papa Dextrosa Agar) y reportaron que tanto la germinacién de blastosporas como el
desarrollo de un micelio ocurrié en 24 horas. Durante las primeras 2 semanas, el micelio
joven era de color marrén cremoso con un reverso blanco. Mas tarde, el micelio mas viejo
en el medio del reverso de la colonia se volvid negro parduzco después de 3-4 semanas. El
peso seco del micelio aumentd con el tiempo y se observd un crecimiento exponencial
después de 7 dias de incubacion. Luego, después de 21 dias la formaciéon del micelio
disminuyo.

Shrestha et al. (2006) examinaron los patrones de crecimiento de los aislados de C. militaris
en medios de cultivo, condiciones de luz y periodos de incubacion diferentes. Encontraron
que la luz es uno de los factores mas criticos que determina la densidad, textura y
pigmentacion del micelio del hongo. Sin embargo, en condiciones de luz, el grado de
pigmentacion y la densidad miceliar se vieron afectados por el periodo de incubacion y el
tipo de medio. Independientemente del tipo de medio de cultivo y periodo de incubacion, el
micelio no presento variaciones en la pigmentacion, en condiciones de oscuridad. Por otro
lado, el micelio creci6 mas rapido en incubacion oscura que en incubacion con luz. En
medios de cultivo nutricionalmente ricos como lo son Agar Dextrosa Sabouraud con
Levadura (SDAY), Agar Maltosa Sabouraud con Extracto de Levadura (SMAY) y Agar
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Czapek con Extracto de Levadura (CZYA) tanto la densidad del micelio como la
pigmentacion fueron mas abundantes, esto sugiere que los medios ricos en nutrientes pueden

cumplir con los requisitos para la propagacion y crecimiento vegetativo del hongo.

Figura 1. Cordyceps militaris sin pigmentaciones de colonias de aislado EFCC C-7159-3 después de
tres semanas de incubacion en oscuridad en los diferentes medios de cultivo. Serie mediana (de arriba
a la izquierda a abajo a la derecha): WA, MA, CMA, MEA, OA, PCA, V8, ES, CDA, MYA, HM,
PDA, MCM, CDYA, MMM, MPDA, SMA, SDA, SDAY y SMAY. Nota: Falta YMA. Tomado de:
Shrestra et al., 2006.

Se ha encontrado que fuentes de carbohidratos como glicerol, glucosa, fructosa, galactosa,
manitol, maltosa, sacarosa, celobiosa, glucégeno, almidon, fuentes de nitrégeno inorganico,
nitrato, amonio dan como resultado un crecimiento miceliar de C. militaris mas abundante
(Basith y Madelin, 1968).

Sung et al., (2010), trabajaron con la especie C. cardinalis, observando la manera en la que
influyen los efectos de diversas fuentes nutricionales y condiciones ambientales como la
temperatura y el pH sobre su crecimiento miceliar. Emplearon Agar de avena, Agar peptona
dextrosa y Agar de Schizophyllum (hongo) més extracto de levadura; dieron como resultado
el mejor crecimiento miceliar. Tanto las fuentes de carbono, cereales, fuentes de nitrogeno,
maltosa, avena, peptona como una temperatura de 25° C y un pH de 7 inducen un mejor
crecimiento miceliar. Las sales minerales ayudan a aumentar la tasa de crecimiento, pero sélo

dieron como resultado una densidad miceliar delgada, similar al Agar agua.
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Lopez (2017) caracterizé dos cepas de Cordyceps sp., denominadas cepa 1 y cepa 6. En
cuanto a la caracterizacion macroscopica de las cepas, la cepa 1 presentd dos morfotipos,
forma regular e irregular, convexa, borde fimbrado, algodonosa, color blanco en la superficie
y amarilla en la parte basal; la cepa 6 presentd forma circular, convexa, borde fimbrado,
crecimiento miceliar algodonoso y color blanca-crema en la parte superficial y en la parte
basal amarilla. También menciona que dichas cepas presentan caracteristicas macroscopicas
similares a las cepas de C. militaris como textura algodonosa, borde fimbrado, crecimiento
aereo y convexo, asi como coloracion blanca-amarilla. En cuanto a la densidad del micelio,
en ambas cepas en condiciones de luz fue menor en el medio (AA), poco en (PDA) y (EMA),
moderado en Papa Dextrosa adicionado con Levadura (PDA+Y) y (SB). En condiciones de
oscuridad, menor en (AA), moderado en (PDA) y (EMA), abundante en (PDA+Y) y (SB),
ya que el contenido nutricional de los medios influye directamente en la densidad del micelio,
asi como los medios de cultivo ricos en nitrégeno o en condiciones de oscuridad a
comparacion de los medios en presencia de luz.

Con respecto a la coloracién de las cepas, esta fue diferente de acuerdo con la presencia y
ausencia de luz, a excepcion del medio AA, en la que en ambas condiciones el micelio se
observo blanquecino. En los medios (PDA), (EMA), (PDA+Y) y (SB), se visualizaron
pigmentaciones amarillentas en condiciones luminicas y blanquecinas en condiciones
ausentes de luz.

En cuanto a la velocidad de crecimiento, esta fue diferente respecto a los medios de cultivo,
siendo mayor en la cepa C-1 (0.23cm/dia y 0.22cm/dia), en ausencia y presencia de luz con
el medio de cultivo (PDA+Y), la menor velocidad de crecimiento se observo en la cepa C-6
en condiciones de oscuridad en (PDA), lo cual corrobora que existe una interaccion
significativa entre cepa-luz y entre cepa-medio de cultivo.

Osorio-Posada (2018), evalud la morfologia, efectos de la luz y medios de cultivo durante el
crecimiento miceliar in vitro de Cordyceps sp., parasitando a crisalidas (fase de desarrollo
posterior a la forma de larva y anterior a la forma adulta) de lepidopteros. Incubé el hongo a
27 £ 2 °C durante ocho semanas bajo condiciones de luz visible y oscuridad constantes en
diecisiete medios, algunos suplementados con integumento de pupa de lepidopteros, y
comparé el desarrollo de la pigmentacidn, densidad, textura miceliar, y la tasa de crecimiento

diametral. Encontré una pigmentacién intensa en las colonias que crecieron bajo condicién
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constante de luz que aquellas dispuestas en oscuridad siendo indiferente la composicién
nutricional del medio. La densidad y la textura miceliar fueron de moderada a abundante y
de semialgodonosa a algodonosa, respectivamente, para casi todos los medios en ambas
condiciones, excepto en aquellos que contenian bajas concentraciones de carbono y que
presentaron una densidad pobre y textura lisa.

La tasa de crecimiento diametral (mm/semana) en funcion de las condiciones de luz-
oscuridad y del medio de cultivo mostré un répido crecimiento en las colonias cultivadas
bajo oscuridad; sin embargo, el integumento favorecio el crecimiento en los medios que se
suplementaron con éste. Finalmente, encontrd que existen diferencias entre las condiciones

de luz-oscuridad principalmente, y despues entre medios de cultivo.

2. Planteamiento del problema

La demanda comercial de Cordyceps (s.l.) (Ascomycota: Hypocreales), ha ido en aumento
y esto ha provocado que la obtencidn natural de dichas especies disminuya en un 70%
comparado con el afio 1978 en China, de acuerdo con lo expuesto por (Li et al., 2006).

Este grupo de hongos presenta aportes benéficos tanto para la salud como para el ambiente,
por ejemplo, las especies Beauveria bassiana, Isaria farinosa, I. fumosorosea y Metarhizium
anisopliae, se reproducen de manera asexual y se han empleado exitosamente como
controladores de insectos plagas (Vega et al., 2012; Jaronski, 2014). Otro ejemplo es el de
Ophiocordyceps sinensis que se ha usado en la medicina tradicional China como vigorizante
y para tratar desordenes hepaticos desde el siglo XVI1I (Mizuno, 1999; Zhou et al., 2009; Lo
et al., 2013). Por su parte, Cordyceps tenuipes, es un alimento tradicional muy apreciado en

Corea, debido a su gran contenido de proteinas y nucledsidos (Hong et al., 2007).

En Asia, estos hongos son conocidos como alimentos nutracéuticos (un alimento o parte de
un alimento que proporciona beneficios médicos o para la salud, incluyendo la prevencion
y/o el tratamiento de enfermedades) (Leonard, 2006; Rojas et al., 2015).

En Latinoamérica, especies como Tolypocladium capitatum y Ophiocordyceps unilateralis
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han sido utilizadas por comunidades aborigenes y campesinas en ceremonias curativas y con

fines alimenticios (Heim y Wason, 1958; Vasco-Palacios et al., 2008).

En México, el estudio de Cordyceps sp., es escaso, el conocimiento sobre la diversidad y la
taxonomia de las especies de hongos entomopatdgenos del género Cordyceps s. I. es el reflejo
de la ausencia de exploraciones en campo para este grupo de hongos en particular (Pérez-
Villamares et al., 2017.

En México, debido a los pocos estudios sobre investigaciones biotecnoldgicas, existen
muchos huecos sobre el comportamiento de la cepa de Cordyceps sp., asi como también los

diferentes medios que potencializan su cultivo.

3. Justificacion

Los hongos juegan un papel fundamental en la naturaleza. Se estima que el 80% de las plantas
vasculares estan asociadas a hongos sin los cuales no resistirian ciertas inclemencias del
tiempo, como la sequia o la falta de nutrientes en el suelo, o serian mas sensibles al ataque
de bacterias o insectos (Alcantara, 2010), asimismo, son descomponedores, recicladores de
materia organica, regulan la liberacion de nutrientes, producen sustancias como los
metabolitos que pueden ser enfocados al ambito medico (Cuevas-Moreno, 2016). Son
agentes de control microbioldgico de plagas agricolas (Jaronski, 2014) productores de
pigmentos naturales de utilidad industrial (Mata-Gomez et al.,2014), y no de menor valor

como alimento y fermentadores de bebidas (Bourdichon et al., 2012).

Por otro lado, el conocimiento de Cordyceps (s.l.) por parte de diferentes culturas ha
propiciado en los dltimos afios un desarrollo rapido de la investigacion sobre los verdaderos
efectos medicinales de estas especies, sin embargo, en México su conocimiento ain es
escaso, es por ello que en esta investigacion como primer paso se pretende iniciar el cultivo
in vitro de una cepa silvestre de Cordyceps sp., que implica su aislamiento, cultivo y
caracterizacion, asi como para conocer el efecto del medio de cultivo sobre la produccion de
biomasa y velocidad de crecimiento, ya que esto permite seleccionar los medios que

potencializan su cultivo y produccién. Y como segundo paso, contribuir en futuras
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investigaciones con enfoque biotecnologico.

4. Objetivos

Objetivo General:
Caracterizar morfoldgicamente una cepa silvestre de Cordyceps sp., del Estado de México y
en un cultivo in vitro determinar el efecto del medio de cultivo sobre la produccion de

biomasa y velocidad de crecimiento.

Objetivos particulares:
1. Identificar las caracteristicas macroscépicas y microscopicas de una cepa silvestre de
Cordyceps sp.

2. Cuantificar la velocidad de crecimiento y la produccién de biomasa de una cepa
silvestre de Cordyceps sp., en funcion de diferentes medios de cultivo.

5. Hipotesis

La cepa aislada a partir de Cordyceps sp., presentara una mayor velocidad de crecimiento y
un mayor porcentaje de biomasa, en medios de cultivo ricos en nitrégeno y carbohidratos,
por lo tanto, la velocidad de crecimiento y la produccion de biomasa serdn mayores en el
medio Sabouraud (SB), ya que este medio presenta altos contenidos de los elementos ya

mencionados.
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6. Método

6.1. Material bioldgico

Se trabajé con una cepa obtenida previamente por aislamiento vegetativo de un estroma
(figura 3) de Cordyceps sp., (del estroma recolectado se obtuvieron mas cepas, no obstante,
en esta investigacion solo se trabajo con una de ellas, la cual tiene el nimero 3)., colectado
en el Desierto del Carmen en Tenancingo, Estado de México. La identificacion del estroma

se hizo mediante el uso de las claves taxonémicas de Mains (1958) y Kobayasi (1982).

La cepa se resguardo en el laboratorio de micologia del Centro de Investigacion en Recursos
Bioticos.

La reactivacion de la cepa (figura 4) se realizé mediante un aislamiento en el medio de cultivo
Agar Papa y Dextrosa (PDA), a una temperatura de 25 °C en la incubadora bacteriologica

por siete dias bajo condiciones estériles.
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6.2 Zona de recolecta
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Figura 2. Ruta de acceso al Santo Desierto del Carmen. Tomado de Cortina-Martinez, 2018.

Se localiza geograficamente entre los meridianos de coordenadas 99° 35" 37" de longitud
Oeste y entre los paralelos 185741 de latitud Norte. Cartograficamente, el parque se sitla en
la carta topografica a escala 1:50000; denominada Tenancingo E14-A58 (INEGI, 2020). El
municipio de Tenancingo se ubica en la zona sur del Valle de Toluca y sus limites
municipales son los siguientes: al norte con los municipios de Tenango del Valle y
Joquicingo; al sur con Zumpahuacan; al oriente con Malinalco; y al poniente con Villa
Guerrero. Tiene un rango altitudinal que va de los 1,940 a los 2,440. La localidad del Carmen
se localiza al sureste de la cabecera municipal de Tenancingo (Vargas, 1997).
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Geomorfologia

El municipio se encuentra asentado en una zona donde convergen dos grandes sistemas
fisiogréficos, los cuales son:

1) La parte norte conformada por la provincia del eje volcanico, especificamente a las
ramificaciones del volcan Xinantecatl o Nevado de Toluca, que pertenece a la subprovincia
de lagos y volcanes del Andhuac y que pertenecen a la cuenca del Rio Lerma.

2) La porcidn sur correspondiente a la provincia de la sierra madre del sur, subprovincia
sierra'y valles guerrerenses. Las caracteristicas del relieve son sierras de cumbres extendidas,
laderas escarpadas, lomerios con llanos aislados, valles de laderas tendidas con mesetas y
mesetas con cafiadas. La Cabecera Municipal, esta rodeada de 9 elevaciones importantes las
cuales se denominan: Tres Marias, Santa Cruz, La Malinche, Pefia Colorada, La Vibora, Los
Coyotes, Tepetzingo, Nixcongo y La Conchita, esta perteneciente a la cuenca del Rio Balsas
(Cortina Martinez, 2018).

Geologia

La geologia representativa del municipio de Tenancingo, son rocas igneas extrusivas como
los basaltos y las tobas, las rocas sedimentarias: areniscas, conglomerados y calizas (Cortina
Martinez, 2018).

Clima

La localizacion de Tenancingo en la porcién sur del valle de Toluca la hacen susceptible a
mantener un clima estable, que en este caso es del tipo templado humedo con lluvias en
verano; segun datos de la estacion meteoroldgica de Coatepequito; se ha registrado una
temperatura promedio de 19.6°C, en un periodo de 11 afios (1979- 1998). Con base al periodo
antes sefialado se tiene que 1992 fue registrado como el afio mas frio con una temperatura
promedio de 19.1°C, mientras que el afio de 1998, se reconocié como el afio mas caluroso
con una temperatura promedio de 21.4 °C. La precipitacion pluvial registrada fue de 889.5
mm, siendo 1983 el afio méas seco, con una precipitacion promedio de 639.3 mm, mientras
que el afio de 1991 como el mas lluvioso con un promedio de 1,132.6 mm. Es de destacar

que, entre los meses de junio a septiembre, se clasifica como la temporada de lluvias (Cortina
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Martinez, 2018).

Hidrologia

La hidrologia en Tenancingo es resultado de la Region Hidroldgica “Rio Balsas”, que
corresponde a su vez a la Cuenca del Rio Grande de Amacuzac, donde se ha conformado una
especie de “Sistema” hidroldgico, compuesto por el Rio Tenancingo, que es el escurrimiento
mas importante del municipio y puede decirse que de la region, debido al itinerario que
recorre cuyo origen es en los manantiales de San Pedro Zictepec (municipio de Tenango del
Valle) y que llega al Estado de Guerrero hasta ser uno de los ramales del Rio Balsas. Existen
37 cuerpos de agua, que se concentran en una superficie de 37 hectareas; ademas 22

manantiales, 7 acueductos y 21 arroyos de corriente intermitente (Cortina Martinez, 2018).

Flora

El municipio de Tenancingo se encuentra en una de zona de transicion, donde predominan
especies del neartico y del neotropical, la vegetacion es muy variada de acuerdo a cada estrato
arbéreo, entre éstos abundan el oyamel (Abies religosa), encino (Quercus rugosa), pino
(Pinus montezumae), cedro (Cupressus lindleyi), pirul (Schinus molle), madrofio (Arbutus
unedo), aile (Alnus jorullensis), trueno (Ligustrum japonicum), tepozan (Buddleja cordata),
sauce lloron (Salix babylonica), nopal (Opuntia microdasys), manzanilla (Chamaemelum
nobile), arnica (Arnica montana), ajenjo (Artemisa absinthium), yerbabuena (Mentha
spicata), cedron (Lippia citriodora), chilacayote (Cucurbita ficifolia), hierba del angel
(Calliandra houstoniana), ruda (Ruta graveolens), flor del satco (Sambucus nigra), romero
(Rosmarinus officinalis), albahaca (Ocimum basilicum) y ortiga (California nettle) entre
otros (Cortina Martinez, 2018).

Fauna

El municipio de Tenancingo se encuentra ubicado dentro de las sierras montafiosas, lomerios
y la depresion del Balsas en la zona sur. La conjuncion de estas regiones propicia la
diversidad de especies, entre las cuales estan: cacomiztle (Bassariscus astutus), raton venado
(Peromyscus maniculatus), ardilla gris (Sciurus aureogaster) liebre torda (Lepus callotis),

tuza (Thomomys umbrinus), conejo mexicano (Sylvilagus cunicularius), armadillo (Dasypus
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novemcinctus), murciélago mexicano (Choeronycteris mexicana), zorrillo (Spilogale
pygmaea), tejon (Taxidea taxus), coyote (Canis latrans), chapulin (Melanoplus

differentialis), abeja silvestre (Apis mellifera) entre otros (Cortina Martinez, 2018).

Figura 3. Estroma de Cordyceps sp. Figura 4. Reactivacion y obtencion de la
cepa pura de Cordyceps sp., en el medio

PDA.

6.3 Medios de cultivo evaluados

El re-aislamiento de la cepa se llevé a cabo en seis diferentes medios de cultivo, (de cada
medio se realizaron 5 réplicas, dando una N de 30), los cuales fueron: Agar Papa Dextrosa
(PDA), Agar Extracto de Malta (EMA), Agar Sabourad (SB), Agar Arroz (AAr), Agar Trigo
(AT), Agar Agua (AA), a una temperatura de 25 ° C en condiciones de oscuridad parcial

(Kumar y Sagar, 2006).
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Tabla 12. Medios de cultivo empleados en el experimento

Medios (g/L)
Componente PDA EMA SB AAr AT AA
Infusion de papa 4
Dextrosa 20 40
Agar 15 15 15 15 15 15
Medio de cultivo 39 33.6
Sacarosa 12.75
Dextrina 2.75
Glicerol 2.35
Peptona 0.78
Peptona de
caseina °
Harina de Arroz 17.5 17.5

6.2.1 Modo de preparacion
Los medios de cultivo se esterilizaron en autoclave a 121 °C y 15 Ib de presion durante 15-
20 min, posteriormente, se vertieron en cajas Petri de plastico de 90 mm de didmetro, con

capacidad de 20 mL.

A cada caja Petri con medio de cultivo se le removié de su centro una alicuota de medio de 0.5 mm
de diametro y se remplaz6 con una alicuota de medio con micelio extraido del borde de la colonia de
Cordyceps sp. A partir de la alicuota miceliar, se dibujo al reverso de las cajas Petri dos ejes
ortogonales como referencia para el registro de la medida de la colonia usando los dos ejes cardinales
X, Y.
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6.4 Caracterizacion morfoldgica de la Cepa (C3) de Cordyceps sp.

Caracteres macroscopicos:

Se utiliz6 el microscopio estereoscopico para observar la forma, margen, textura, superficie
de la coloniay el tipo de crecimiento que presentd el micelio, a los 38 dias de incubacion que
fue cuando el micelio cubrio completamente el area de la caja de Petri (Mains, 1958;
Kobayasi, 1941, 1982).

Caracteres microscopicos:

A los 38 dias de incubacién y con ayuda de un microscopio 6ptico (dicha medicion se llevo
a cabo con el objetivo 100x) y el software Motic (figura 6); se midi6 el didmetro de 20
esporas, de cada medio de cultivo, dando un total de 120 mediciones; también se midio el
grosor y estructura de las hifas (Mains, 1958; Kobayasi, 1941, 1982).

Figura 6. Caracterizacién microscépica de Cordyceps sp., a 100x en el microscopio 6ptico con
tincion de rojo Congo.
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Velocidad de crecimiento:

De acuerdo con Shrestha et al., (2006) se hizo la medicion del crecimiento miceliar de los
diferentes tratamientos cada tercer dia, con la ayuda de un Vernier. La medicion se llevo a
cabo midiendo el radio del micelio a partir del indculo (5 mm es el diametro del horadador)

colocado en la parte central de la caja de Petri.

Biomasa miceliar:

A los 38 dias de incubacion y de acuerdo con el método de Shrestha (2006); se cuantifico la
biomasa miceliar; el micelio junto con el medio de cultivo se extrajo de las cajas Petri y se
colocaron en vasos de precipitados con agua caliente a 100°C para que el medio de cultivo
se derritiera y asi poder obtener solamente el micelio (figura 7). Posteriormente, se lavo tres
veces con agua destilada (figura 8) para retirar el exceso de medio de cultivo. Por ultimo, el
micelio introdujo en el horno de secado a una temperatura de 60°C por 24 horas para eliminar
por completo el exceso de agua y asi mediante la diferencia de pesos, con la ayuda de una
balanza analitica se obtuvo el peso seco de cada una de las repeticiones (Huerta et al., 2009;
Sung et al., 2010).

Figura 7. Filtracion de la biomasa de Figura 8. Lavado con agua destilada de la
la C3 de Cordyceps sp. biomasa de la C3 de Cordyceps sp.
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Figura 9. Secado de la biomasa de la C3 de Cordyceps sp., en el horno de secado a una
temperatura de 60°C por 24 horas

6.5 Disefio experimental y Andlisis Estadistico

Los datos obtenidos de biomasa y velocidad de crecimiento se sometieron a analisis
estadisticos en el programa Statgraphics, Centurion XVIII. Se llevo a cabo un disefio
experimental completamente aleatorio, la variable independiente fue elmadode cultivo (PDA,
EMA, SB, AA, AAry AT). Las variables dependientes fueron, velocidad de crecimiento y
cantidad de biomasa.

Se hizo un ANOVA para conocer si hay o no hay diferencias estadisticas de las variables
dependientes, de acuerdo a cada medio de cultivo utilizado; se aplicé una prueba Tukey. El
tamafio de la muestra fue de 30, siendo 5 réplicas por cada medio de cultivo, con una P con

95% de confianza.
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7. Resultados

7.1. Caracterizacion morfologica de Cordyceps sp. (Tabla 1)

Coloracion:

La cepa 3 de Cordyceps sp., desarrollada en los seis medios de cultivo mostrd en general
tonalidades blancas y amarilllas, de acuerdo con la clave de colores HTML codes
(http://html-color-codes.info).

En el medio AA el color de la cepa fue blanco (#FFFFFF), en los medios PDA, AAry AT
blanco y ligeramente amarillo (#F5F6CE), en caso de EMA y SB ligeramente amarillo en la
zona centro de la cepa (#F2F5A9).

Tipo de micelio:
El micelio de la C3 de Cordyceps sp., fue aéreo en todos los medios de cultivo utilizados.

Forma de la colonia:
En los medios AA y AT la forma fue irregular, en cambio, en los medios PDA, EMA, SB y
AAr fue circular.

Textura de la colonia:
En el caso de AA no fue posible determinar la textura debido a la escasez del micelio; PDA

presento textura aterciopelada y SB, AAr, AT, EMA algodonosa.

Margen de la colonia:
AA presento margen irregular, AT lobulado, tanto PDA como EMA, SB y AAr fimbrado.

Superficie de la colonia:

Tanto AA como AT presentaron superficie irregular, PDA convexa, SB plana, EMA y AAr
concava. (Figura 10, tabla 1)
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Tabla 1. Caracterizacién macroscépica de la C3 de Cordyceps sp., en los diferentes medios

de cultivo
Medio Forma Textura de la Margen Superficie Color
de cultivo de la colonia de lacolonia  de lacolonia
colonia
AA Irregular - Irregular Irregular Blanco
AT Irregular Algodonosa Lobulado Irregular Blanco y amarillo
PDA Circular Aterciopelada Fimbrado Convexa Blanco y amarillo
EMA Circular Algodonosa Fimbrado Concava Ligeramente
amarillo
SB Circular Algodonosa Fimbrado Plana Ligeramente
amarillo
AAr Regular Algodonosa Fimbrado Cobncava Blanco y amarillo

* - Ausencia. Medios de cultivo: Agar Papa Dextrosa (PDA), Agar Extracto de Malta (EMA),
Agar Sabouraud (SB), Agar Arroz (AAr), Agar Trigo (AT), Agar Agua (AA).
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Figura 10. Coloracion del micelio de la C3 de Cordyceps sp., en los diferentes medios de
cultivo. (A) AA, (B) PDA, (C) EMA, (D) SB, (E) ATy (F) AAr.
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7.2. Caracterizacion microscopica de Cordyceps sp. (Tabla 2)

Tipo de hifas:

Se identificaron hifas de tipo ramificadas en todos los medios de cultivo.

Presencia de septos:

Se determinaron hifas septadas, independientemente del tipo de medio de cultivo empleado.

Terminacion hifal:
En los medios AA, AT, EMA, SB, AAr se encontraron terminaciones redondeadas, y en el

medio PDA alantoideas y redondeadas.

Grosor de las hifas:
En los medios AA, EMA, SB, AAr el grosor de las hifas estuvo dentro del rango de 1.0-1.4
pum, mientras que en los medios AT y PDA fue de 2.0-2.5 pm.

Tamarnio de las esporas:

En los medios EMA, PDA, AT, AAy AAr el valor oscil6 entre 3.58-3.20 um, sin embargo,
en el medio SB fue donde se encontr6 un mayor tamario, con un valor de 3.62 um. (Tabla
3).
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Tabla 2. Caracterizacion microscopica de la cepa C3 en los diferentes medios de cultivo

Medio de Tipo de hifa Presenciade Terminacion hifal Grosor de  Diametro de

cultivo septos hifa esporas
um um
AA Ramificadas * Redondeada 1.7 3.20
AT Ramificadas * Redondeada 2.12 3.27
PDA Ramificadas * Alantoidea y 1.92 3.56

redondeada

EMA Ramificadas * Redondeada 2.06 3.58
SB Ramificadas * Redondeada 2.79 3.62
AAr Ramificadas * Redondeada 1.72 331

* Presencia - Ausencia
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Figura 11. Caracterizacién microscopica de la cepa C3 de Cordyceps sp. (A) Peritecios. (B)
Esporas, en AT. (C) Hifas con terminacion redondeada, en SB. (D) Hifas y esporas en EMA.
(E) Ascosporas, en PDA. (F) Hifas en AT. Observacion 100x a excepcion de (A) 40x.

Tincion con rojo Congo. Escala de las barras= 5 um.
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7.3. Analisis estadistico del diametro de las esporas

Tabla 3. Promedio del didmetro de las esporas de Cordyceps sp., en los diferentes

medios de cultivo.

Diametro (um)

SB AT EMA PDA Arr AA
3.1 2.5 3.5 3.9 2.5 2
3.9 2 2.4 4.4 3.3 4.9
3.3 2.4 2.9 4 3.9 3.5
3.2 3.7 4.8 3.3 2 5.5
3.3 3.1 3.6 3.4 5.4 5
4.4 4.4 4 3.4 3.1 2.9
3.1 3 4.3 4.6 3.9 4.4
3.3 2.4 3.1 3.9 4.2 2.9
3.1 2.4 2.9 3.9 3.3 4.8
3.8 3.9 4.4 1.5 3.5 3
3.3 3.3 3.4 2.4 5 2.9
5.4 5.4 2.9 3.1 3 3.4
3.7 3.7 2.4 1.6 3.4 3.5
3.4 3.4 4.6 3.9 3.6 2.9
5 5 4.3 3.1 2.4 1.9
3.7 3.7 3.3 1.5 2.6 3
3.6 1.9 3.9 2.6 1.5 3.4
3.1 3.1 4.7 3.6 2.9 3.9
2.8 2.8 3.1 3.5 3.4 3.6
3.9 3.3 3.1 2.4 3.4 3.9
Promedio 3.62 3.27 3.58 3.2 3.315 3.565
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ANOVA
La ANOVA (Tabla 4) muestra un valor p de 0.4865, el cual es mayor a 0.05, esto indica que
no existen diferencias estadisticamente significativas entre la media de diametro de esporas

entre un nivel de medio de cultivo y otro, con un nivel del 95% de confianza.

Tabla 4. ANOVA del diametro de las esporas de la cepa C3 de Cordyceps sp.

Suma de Cuadrado Raz6
Fuente G. 1l ) Valor-P
Cuadrados Medio n-F
Entre grupos 3.368 5 0.6736 0.90 0.4865
Intra grupos 85.717 114 0.751904
Total 89.085 119

Diagrama de caja y bigotes
La figura 12, compara el diametro de las esporas en los diferentes medios de cultivo,

percibiendo asi, la mediana, la dispersion de los datos y su simetria.
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Figura 12. Diagrama de caja y bigotes del diametro de las esporas de Cordyceps sp., respecto
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a los diferentes medios de cultivo. *AA, AAr, AT, EMA, PDAy SB.

7.4. Andlisis estadistico del grosor de las hifas

ANOVA

El ANOVA (Tabla 4), muestra un valor p = 0.0026, menor a .05, indicando una diferencia

estadisticamente significativa entre la media del grosor de las hifas y el medio de cultivo,

con un nivel del 95% de confianza.

Tabla 5. ANOVA del grosor de las hifas de la cepa C3 de Cordyceps sp., respecto a los

diferentes medios de cultivo.

Fuente Suma de Gl Cuadrado Razoén-F Valor-P
Cuadrados Medio

Entre 16.1677 5 3.23353 3.91 0.0026
grupos

Intra 94,391 11 0.827991
grupos 4

Total 110.559 11
(Corr)) 9
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Prueba de Tukey

La prueba de Tukey (Tabla 5) indica que, en AA, AAr, PDA el grosor de las hifas es igual,

en cambio, entre EMA y AT hay cierta similitud con AA, AAr, PDA,; siendo el medio SB
diferente a los demés y presentando un mayor grosor de las hifas.

Tabla 6. Prueba de Tukey, prueba de rangos multiples del grosor de las hifas de la cepa C3

de Cordyceps sp., por cada medio de cultivo.

Nivel Casos Media Grupos Homogéneos
AA 20 1.7 A

AAr 20 1.72 A

PDA 20 1.92 A

EMA 20 2.065 AB

AT 20 212 AB
SB 20 2.795 C
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7.5. Velocidad de crecimiento

Los valores de velocidad de crecimiento de la cepa C3 de Cordyceps sp., cultivada bajo
condiciones de obscuridad parcial son dados en la Tabla 6. La tasa de crecimiento radial

(mm/dia) de Cordyceps sp., fue influenciada por el medio utilizado y dicha tasa se obtuvo a

los 38 dias de incubacién.

Después de aproximadamente 4 o 5 semanas de incubacion bajo obscuridad parcial, el
crecimiento radial de la colonia fue alto en el medio AAr con (0.195 mm/dia) y el menor

crecimiento se presentd en EMA (0.132 mm/dia); el resto de los medios tuvo un crecimiento

radial intermedio (0.176-0.170 mm/semana).

Tabla 7. Promedio de velocidad de crecimiento (mm/dia) de la cepa C3 de Cordyceps sp.,

en los diferentes medios de cultivo.

Medio Replica Promedio
1 2 3 4 5

SB 0.17021277 0.15384615 0.17021277 0.17021277 0.15384615 0.16366612
EMA 0.13114754  0.13114754 0.13114754 0.13114754 0.13559322  0.13203668
PDA 0.17021277  0.17021277 0.17021277 0.18604651 0.18604651  0.17654626
AT 0.15384615 0.17021277 0.17021277 0.15384615 0.17021277  0.16366612
AA 0.17021277 0.17021277 0.17021277 0.17021277 0.17021277  0.17021277
AAr 0.18604651 0.2 0.21052632 0.21052632  0.17021277  0.19546238

La ANOVA (Tabla 7) presenta un valor de p de 0.0000, menor a 0.05, lo cual indica que

existe una diferencia estadisticamente significativa entre la media de velocidad de

crecimiento y el medio de cultivo, con un nivel del 95% de confianza.
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Tabla 8. ANOVA de la velocidad de crecimiento de la cepa C3 de Cordyceps sp., en los

diferentes medios de cultivo.

Suma de Cuadrado
Fuente Gl ) Razon-F Valor-P
Cuadrados Medio
Entre
0.010781 5 0.0021562 23.96 0.0000
grupos
Intra
0.00216017 24 0.0000900073
grupos
Total
0.0129412 29
(Corr)

La prueba de multiples rangos (Tabla 9) indica que AT, SB, AA, PDA estadisticamente no

presentan diferencias, puesto que presentan valores bastante similares. En cambio, EMA

muestra un valor de 0.132037 y AAr 0.195462, siendo estos diferentes a los cuatro anteriores.

Tabla 9. Prueba de rangos multiples para la velocidad de crecimiento de la cepa C3 de

Cordyceps sp.
Nivel Casos Media Grupos Homogéneos
EMA 5 0.132037 A
AT 5 0.163666 B
SB 5 0.163666 B
AA 5 0.170213 B
PDA 5 0.176546 B
AAr 5 0.195462 C
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Figura 14. Diagrama de caja y bigotes de la velocidad de crecimiento de la cepa C3 de
Cordyceps sp., respecto a los diferentes medios de cultivo. *AA, AAr, AT, EMA, PDAy SB.

7.6. Analisis estadisticos de biomasa

La Tabla 9 muestra el peso (g) de la cepa C3 de Cordyceps sp., en los diferentes medios de
cultivo. La cepa presentd un mayor peso en el medio AT con un valor de 0.314 g y un menor
peso en el medio AA, En los medios SB, EMA, PDA y AAr los valores oscilan entre 0.304
y 0.078.
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Tabla 10. Peso (g) de la biomasa de la cepa C3 de Cordyceps sp. En los diferentes medios

de cultivo.
Medio Replica Promedio
1 2 3 4 5
SB 0.37 0.33 0.22 0.3 0.3 0.304
EMA 0.08 0.07 0.11 0.08 0.05 0.078
PDA 0.07 0.23 0.24 0.07 0.09 0.14
AT 1.3 0.09 0.02 0.06 0.1 0.314
AA 0.03 0.01 0.01 0.01 0.06 0.024
Aar 0.21 0.01 0.07 0.09 0.15 0.106

La ANOVA (Tabla 10) indica un valor de p = 0.2745, < 0.05, mostrando gque no existe una

diferencia estadisticamente significativa entre la media de biomasa total y el medio de

cultivo, con un nivel del 95 % de confianza.
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Tabla 11. ANOVA de la biomasa de la cepa C3 de Cordyceps sp., en los diferentes medios

de cultivo.
Fuente Suma de Gl Cuadrado Razén-F Valor-P
Cuadrados Medio
Entre 0.36491 5 0.072982 1.36 0.2745
grupos
Intra grupos 1.28896 24 0.0537067
Total (Corr.) 1.65387 29

La ANOVA (Tabla 10) arrojo que no existen diferencias estadisticamente significativas entre
las medias de biomasa y el medio de cultivo, esto pudo deberse a que los datos son atipicos
y no presentan una distribucién normal, por ello se llevé a cabo la prueba Kruskal-Wallis la

cual compara las medianas en lugar de las medias.
La prueba de Kruskal-Wallis (Tabla 11) muestra un valor p = 0.00403834, < 0.05, e indica

que existe una diferencia estadisticamente significativa entre las medianas con un nivel del

95% de confianza.
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Tabla 12. Prueba de Kruskal-Wallis para biomasa total por medio de cultivo

Medio de cultivo Tamano Muestra Rango Promedio
AA 5 3.7
EMA 5 11.6
PDA 5 147
SB 5 21.6
AT 5 134

Estadistico = 15.344 Valor-P = 0.00403834
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Por otro lado, para determinar cudles medianas son significativamente diferentes de otras, se
realiz6 un grafico de caja y bigotes (Figura 6), haciendo énfasis en la muesca de las medianas.
Las muescas permiten visualizar los intervalos de confianza alrededor de las medianas. En la
Figura 6 las cruces rojas corresponden a las medias, las barras horizontales son las medianas.
Los limites marcados por las muescas representan intervalos de confianza alrededor de las
medianas. Puesto que las areas con muescas no se superponen significativamente a través de

los gréficos de caja, se puede interpretar que las cinco medianas son diferentes entre si.
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Figura 15. Diagrama de caja y bigotes: con muescas, de la biomasa de cepa C3 de Cordyceps
sp., respecto a los diferentes medios de cultivo. *AA, AAr, AT, EMA, PDA y SB.
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7.7. Cinética de crecimiento de Cordyceps sp.
En la figura 16, se muestran las tres etapas de crecimiento de Cordyceps sp. De los dias 0-5
se muestra la fase de iniciacion, de los dias 6 al 23 la fase de crecimiento y

aproximadamente a partir del dia 25 la fase de latencia, en la cual la cepa dejo de crecer.

Cinética de Crecimiento de la C3 de Cordyceps sp.
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Figura 16. Cinética de crecimiento de la cepa C3 de Cordyceps sp., en los diferentes medios de
cultivo. A) AT, B) SB, C), AAD), EMAE) AAry F) PDA.
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8. Discusion

Caracterizacion del estroma

En 2019 Lopez-Rodriguez realizé la caracterizacion del ejemplar de Cordyceps
sp., el cual presentd un estado sexual: estromas clavados y cilindricos (longitud
20-102 mm, n=50) algunas ocasiones con una hendidura vertical en medio del
estroma o bifurcados en la parte apical, solitario o gregarios, carnosos; estipite
alargado (5-85 mm, n=50) amarillo brillante (#FFFF00, #F3F781). Se observan
cordones miceliares blanquecinos del estroma al hospedero. Contexto compacto
0 cavernoso, peritecios ovoides y sub ovoides (196-1600 micras x 97-508
micras, n=152) completamente inmersos en el estroma. Ascas con maduracion
asincronica, de forma cilindrica (longitud: 223-805 um, n= 20; ancho 2.3-7.4
micras, n= 178). Con tapa apical bifurcada subglobosa (diametro: 3-5 um,
n=20). Las ascas maduras contienen ascosporas filiformes mutiseptadas (ancho:
0.4-1.5 pm, n=100) que se desarticulan en partes de esporas de forma
rectangular (2.1-8.1 um x 0.5-1.5 pum, n= 134), en las ascas inmaduras no se
observan las ascosporas y su morfologia es similar a artrosporas, porque se
separan, pero no se forman completamente septos. En algunos ejemplares los
peritecios contienen estructuras fungicas fusiformes irregulares (7.7-38.3 um x
2.1-9.4, n=T77).

Los resultados de este estudio muestran que tanto la oscuridad parcial como la composicion
de los medios de cultivo sélidos pueden tener una incidencia en el crecimiento miceliar de
Cordyceps sp. Estos resultados corroboran las observaciones realizadas para Cordyceps
fumosorosea (Shim et al., 2003), C. militaris (Shrestha et al., 2006; Dong et al., 2012, 2013),
C. cardinalis (Sung et al., 2010), C. pruinosa (Oh et al., 2014) y C. nidus (Chirivi et al.
2017.
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Aspectos generales de los medios de cultivo

Los medios de cultivo sélidos fueron utilizados para evaluar las diferentes caracteristicas de
crecimiento de Cordyceps sp. y permitieron observar las variaciones por las que paso la cepa
en los diferentes periodos de tiempo durante su incubacion. Los medios de cultivo solidos
son mas adecuados que los liquidos para estudiar las distintas caracteristicas y fases de
crecimiento de hongos como Cordyceps (s. I.), puesto que en su habitat natural se encuentran
en el suelo (Shrestha et al., 2006).

Caracterizacién macroscépica

Densidad miceliar

En cuanto a la densidad del micelio, en los medios EMA, PDA, SB, AAr, AT esta fue
abundante, sin embargo, en AA fue escasa, esto concuerda con lo mencionado por Lépez
(2017) que, en condiciones de oscuridad, las dos cepas con las que trabajo presentaron una
menor densidad en AA, moderado en PDA y EMA, y abundante en PDA+Y y SB.

Cordyceps sp. se desarrolla en un amplio rango de medios de cultivo, incluyendo medios
nutricionalmente pobres (Shrestha et al., 2006) como lo es AA, sugiriendo que este es un
hongo fagotrofico facultativo en cuestiones de habitos nutricionales. Esta caracteristica le
podria permitir al hongo su desarrollo en otros hospederos, y aln sobre sustratos diferentes
al de los insectos pudiendo conservarse en su habitat natural cuando la poblacion de estos es

reducida.

Kamata (2000), Hesketh et al., (2010) y Boomsma et al., (2014) observaron que algunos
hongos entomopatdgenos pueden sobrevivir en el suelo, en plantas o en los troncos de los
arboles con un crecimiento miceliar limitado por largos periodos de tiempo sin parasitar a
sus hospederos. Estos hongos también pueden existir como enddéfitos en un rango amplio de
especies de plantas entrando a través de las hojas, tallos, semillas, y raices; permaneciendo

ahi o moviéndose dentro de la planta de una manera saprofita por mucho tiempo. Del mismo
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modo, algunas especies anamorfas de Cordyceps como Metarhizium son casi exclusivamente
encontradas en las raices, mientras que Beauveria bassiana es encontrada en toda la planta
(Behie et al., 2015), y muchos otros hongos entomopatégenos actdan del mismo modo

incluyendo a Cordycep sisariformes (Vega et al., 2009).

Coloracidn de la cepa 3 de Cordyceps sp

En condiciones de oscuridad parcial, en el medio AA, la cepa C3 presentd una coloracion
blanca, en cambio, en los medios AT, PDA, EMA, SB y AAr la pigmentacién fue blanca
ligeramente amarilla. Se sabe que el micelio de Cordyceps produce mayor pigmentacion
cuando es expuesto a la luz visible directamente. Cordyceps militaris es un hongo
entomopatégeno amarillo y anaranjado cuando crece con luz blanca, pero incoloro en
oscuridad (Shrestha et al., 2005, 2006). Un efecto metabolico de la luz blanca en los hongos
es la induccion a la sintesis de carotenoides, que son las moléculas principalmente causantes
de la pigmentacién amarilla, anaranjada y roja de los hongos, que sirven de defensa del dafio
que pudiera ocasionar las radiaciones, y su acumulacion es debido a los largos periodos de
exposicion produciéndose mayor coloracion y proteccion (Carlile et al., 2001; Shrestha et
al., 2005, 2006). A pesar de ello, hongos como el ascomiceto Monascus purpureus podrian
contener pigmentos aun creciendo en oscuridad, pero en cantidades menores (Babitha et al.,
2008).

Otro factor muy importante que influye en la pigmentacion de los hongos incluye a los
elementos nutricionales que pueda contener el medio (Cho et al., 2002). De los medios de
cultivo evaluados en la condicién de oscuridad parcial, los que contienen peptonas como SB
y dextrosa como PDA, favorecieron la produccion de pigmentos ligeramente amarillos en
Cordyceps sp., debido a que la exposicién de luz incidi6 poco tiempo sobre ello. Las peptonas
son polipéptidos formados durante la degradacion enzimatica de proteinas, son la principal
fuente de nitrégeno en un medio organico para el cultivo de microorganismos, contienen
aminoacidos libres y cadenas cortas de peptidos, y a veces carbohidratos usados como fuentes
de nitrogeno organico, ademas de que proporcionan otros nutrientes, principalmente
aminoéacidos y péptidos, que incrementan considerablemente la produccién de pigmentos en
muchas especies de hongos (Cho et al., 2002; Shrestha et al., 2006; da Costa et al., 2016;
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Chirivi et al., 2017).

Otro caso es el de Beauveria bassiana, en sus colonias no se observaron diferencias en cuanto
a la pigmentacion, cuando las colonias fueron cultivadas en medios adicionados con levadura
en condiciones de luz y oscuridad constantes, produciendo colonias amarillas con centros
blancos (Hyun et al., 2013).

Por otro lado, en los medios de cultivo convencionales se emplean varios agentes selectivos
dentro de los que se encuentran el azida de sodio, cloruro de sodio, antibi6ticos como
gentamicina, &cido nalidixico, acido oxolinico, entre otros, propiciando un mejor aislamiento
de los microorganismos (Diaz Pérez et al., 2013). Ahora bien, medios de cultivo no
convencionales como como AAry AT que no fueron suplementados con extracto de levadura
y peptona, también produjeron pigmentacion en la cepa C3 de Cordyceps sp. Pradeep y
Pradeep, (2013) y da Costa et al., (2016) mencionan que el extracto de malta y el extracto de
papa, son fuentes enriquecidas de carbonos simples, asi como fuentes de vitaminas y
coenzimas que pueden promover el crecimiento y también la produccién de pigmentos en
hongos filamentosos. De ahi, que la dextrosa y la peptona como fuente directa de carbono en
PDA, EMA y SB pudo haber contribuido para el desarrollo de la ligera pigmentacion en
condiciones de oscuridad parcial.

Sin embargo, otras especies de hongos aprovechan de modo distinto las fuentes de carbono,
tal es el caso de Isaria sinclairii que fue evaluada para producir pigmentos rojos en medios
con diferentes fuentes de carbono incubadas bajo oscuridad, el extracto de malta fue el que
produjo menos y la sacarosa tuvo una produccion media (Cho et al., 2002), de ahi, que el
sustrato y el metabolismo para la sintesis de pigmentos es especifico de cada especie.

Otro ejemplo es el de Monascus purpureus, que produce pigmentos de diferentes tonalidades
dependiendo de la composicion del medio (Mukherjee y Singh, 2011). Igualmente, varias
especies de Cordyceps favorecen su pigmentacién de acuerdo con los medios y condiciones
de cultivo (Shrestha et al., 2006 y Oh et al., 2014).

Morfologia de la cepa
Latabla 1 indica la caracterizacion macroscépica de la C3 de Cordyceps sp., en los diferentes
medios de cultivo. En los medios PDA, EMA, SB se present6 una forma circular, sin

embargo, en los medios no convencionales como lo son AA, AT y AAr la forma fue irregular.
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En el medio PDA la textura fue aterciopelada y en los demas medios la textura fue
algodonosa. En EMA, PDA y SB el margen fue fimbrado, AT lobulado y AA irregular. En
todos los medios la superficie del micelio fue aéreo, Arana-Gabriel et al., 2014 menciona que
esto puede deberse a que el micelio aéreo favorece el proceso respiratorio al incrementarse
la difusiéon del oxigeno y, por lo tanto, se genera la energia necesaria para mantener el

metabolismo celular.

Caracterizacion microscopica

Tamarfio de las esporas

La ANOVA (Tabla 3) mostr6 un valor p = 0.4865, esto indica que no existen diferencias
estadisticamente significativas de la media del diametro de esporas entre un nivel de medio
de cultivo y otro. Sin embargo, pese a que el tamafio de las esporas es distinto y no se debe
precisamente al medio de cultivo, Ramos y Meza (2017) mencionan que las esporas de los
hongos son ligeramente higroscépicas (capacidad de algunas sustancias de absorber humedad
del medio circundante), asi mismo, Pasanen et al., (1991), encontré que la concentracion de
esporas es mas alta cuando la humedad del medio es méas baja y obteniendo un crecimiento
minimo cuando la humedad relativa es mayor al 70 %, y que el tamafio de las esporas esta
determinado por la humedad del medio, cuanta mas humedad existe, el tamafio de la espora

€S mas mayor.

Grosor de las hifas

La ANOVA (Tabla 4), muestra un valor p = 0.0026, indicando una diferencia
estadisticamente significativa entre la media del grosor de las hifas y el medio de cultivo. Sin
embargo, la prueba de Tukey (Tabla 5) indica que, en AA, AAr, PDA el grosor de las hifas
es igual, en cambio, en EMA y AT hay cierta similitud con los medios ya mencionados; en

cambio, el medio SB es diferente a los demas gracias a los altos niveles de C/N. Osorio
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(2018) afirma que la especie que analizo pertenece a Cordyceps (s.S) y que las hifas tendieron
a ser hialinas, lisas y con un grosor de 1+ 0,3 (0,6-2,0) um, del mismo modo, la cepa C3

presentd hifas hialinas y lisas con un grosor que oscilé entre 1y 2.5 um.

Porcentaje de Biomasa

La (Tabla 9) muestra el peso (g) de la cepa C3 al final de la semana 5-6 de incubacion, en los
diferentes medios de cultivo. En condiciones de oscuridad parcial la cepa C3 present6 una
mayor biomasa en el medio AT con un valor de 0.314 g y un menor peso en el medio AA
con un gramaje de 0.024. En cambio, en los medios SB, EMA, PDA 'y AAr los valores oscilan
entre 0.304 y 0.078 (g), siendo estos menores.

Osorio (2018) da a conocer que en el medio Agar Malta se obtuvo una densidad abundante
y textura algodonosa del micelio de Cordyceps sp., a partir de la primera semana de
incubacion en condiciones de oscuridad total, y seguido de ese medio, estuvo el Agar Malta
Dextrosa Peptona, ambos medios son de uso general.

Las diferencias encontradas entre la densidad y textura miceliar en medios que contienen
extracto de malta con los otros medios, estarian asociadas a la composicion quimica de los

mMismos.

Velocidad de crecimiento

En la (Tabla 6), se muestra que la tasa de crecimiento radial (mm/dia) de Cordyceps sp., fue
influenciada por el medio utilizado. Después de aproximadamente 5-6 semanas de
incubacion bajo obscuridad parcial, el crecimiento radial de la colonia fue alto en el medio
AAr con (0.195 mm/dia) y AA (0.189 mm/dia), el menor crecimiento se presentdé en EMA
(0.132 mm/dia). El resto de los medios tuvo un crecimiento radial intermedio (0.176-0.170
mm/semana). Osorio (2018) expresa que un medio pobre contiene menos nutrientes y el
crecimiento va en una direccion radial generalmente rapido en bdsqueda de los nutrientes.
Por lo tanto, los medios pobres en nutrientes no pueden sostener una densidad miceliar

abundante, pero si diametros amplios (Shrestha et al., 2006). Sin embargo, el crecimiento
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miceliar de Cordyceps sp., no solo se ve favorecido por la variedad y cantidad de carbono en
los medios, sino también por el contenido de nitrégeno. Medios que en su composicion
contienen peptona y nitrdgeno como lo es SB logran crecimientos miceliares satisfactorios

en la mayoria de las colonias.

Sung et al., (2010) demostro que el mejor medio para el crecimiento miceliar de Cordyceps
cardinales estaba compuesto por 1% de maltosa, 2% de avena, 1% de peptonay 2% de agar,
obteniendo densidad abundante y mayor crecimiento diametral de las colonias. De igual
manera, Shrestha et al., (2006) demostrd que Agar Dextrosa Sabouraud Levadura y Agar
Czapek-Dox Levadura son medios completos para el crecimiento de C. militaris. Las fuentes
de carbono y nitrégeno son muy importantes para el crecimiento miceliar de los hongos
entomopatdgenos debido a su desarrollo natural sobre los hospederos (Shrestha et al., 2006;
Sung et al., 2010). La importancia del carbono radica en que cerca de la mitad del peso seco
de las células fangicas contiene este elemento por ser estructural en su morfologia, y por eso
tiene un efecto directo sobre la produccion de biomasa y el nitrdgeno contribuye a su
asimilacion y metabolismo. El crecimiento miceliar de la cepa C3 fue distinto en cada medio
de cultivo. Las diferencias fueron constantes entre los medios semana tras semana, aunque

hubo dias en los que la cepa dejé de crecer.

Conclusion
Este estudio permitio identificar requerimientos nutricionales en Cordyceps sp., a partir de

sus cultivos solidos; encontrando datos significativos en medios adicionados con C/N.
Para la densidad del micelio, en los medios EMA, PDA, SB, AAr, AT esta fue abundante.

Por consiguiente, en el medio AA, se presentd una coloracion blanca, en cambio, en los

medios AT, PDA, EMA, SB y AAr la pigmentacion fue blanca ligeramente amarilla.
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A cerca del didmetro de las esporas, no existen diferencias estadisticamente significativas

entre las medias de estas.
En cuanto a velocidad de crecimiento, en el medio AAr fue donde se presento un valor mayor,
el cual fue de (0.195 mm/dia), mientras que la menor velocidad de crecimiento se encontro

en el medio EMA con un valor de (0.132 mm/dia).

Por otro parte, en cuanto al porcentaje de biomasa, en el medio AT se present6 el valor mayor

con (0.314 g) y un menor valor en el medio AA con un gramaje de (0.024).

Finalmente, con los datos obtenidos se puede dar pauta a futuras investigaciones relacionadas

con el cultivo in vitro de Cordyceps sp., 0 de otras especies de hongos.
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