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Adicién a la patente de invencidon P200930246, que
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DESCRIPCION

Procedimiento para la obtencion a gran escala de in6culo miceliar de basidiomi-
cetos mejorado.

Campo Técnico de la Invencion

La presente invencién pertenece al campo técnico de la Agrobiotecnologia, y en
concreto a la produccién a gran escala de micelio en cultivo puro de especies de

hongos superiores de la division Ascomicetos.

Antecedentes

Hasta el momento no hay referencias acerca de la produccion a gran escala de indculo
micelial de especies fungicas pertenecientes a la division Ascomicetos; muchas de
ellas sin embargo de gran importancia por ser las especies mas demandadas y que

alcanzan los precios mas elevados en el mercado.

Existia gran interés en encontrar un procedimiento sencillo, rapido y econémico de
obtencion de micelio en cultivo puro de las citadas especies, para su utilizacion en la
micorrizacién de plantas, con certificacion de origen, destinadas a la produccion en
vivero o plantacién, asi como a la recuperacién de la producciéon micolégica en zonas

naturales.

Asi pues, la presente solicitud de Patente de Adicidn pretende solventar la ausencia de
la patente parental de esta otra gran division de los hongos superiores, ya que,
Ascomicetos y Basidiomicetos son las dos divisiones de hongos superiores

pertenecientes al subreino Neomycota del reino Fungi.

En principio, las divisiones de hongos a los que se podria aplicar un procedimiento
para la obtencion a gran escala de indculo miceliar similar al recogido por la patente de
invencion P200930246 para los Basidiomicetos tendrian que presentar una
organizacién miceliar similar, circunstancia que se cumple en la familia de los
Ascomicetos, aunque sin los estudios experimentales este hecho no constituiria a

priori una garantia de éxito.
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Descripcién

La presente invencion proporciona un procedimiento para la obtencién in vitro de
micelio fungico en cultivo puro, aislado, tanto de los cuerpos fructiferos de especies
fungicas de interés, como de secciones de raicillas de plantas micorrizadas con dichas

especies fungicas.

La invencién es una adicion a la Patente de Invencién P200930246 por “Procedimiento
para la Obtencién a Gran Escala de Indculo Miceliar de Basidiomicetos”, que
comprende las etapas: aislamiento del micelio fungico de especies de hongos
Ascomicetos, preferiblemente de los géneros Tuber, Terfezia, o Morchella y mas
preferiblemente a partir de cuerpos fructiferos de los hongos; inoculacién del micelio
aislado en la etapa anterior en un medio de cultivo sélido de avena modificado (MOM);
purificacion del micelio en medio de cultivo sdlido de avena modificado (MOM);
desarrollo del micelio purificado en la etapa anterior en un medio de cultivo Biotina-

Aneurina-Acido Folico (BAF) modificado y obtencién del micelio fungico purificado.

En una realizacion preferible de la invencion, dicho hongo del género Tuber es Tuber
melanosporum, y en otra realizacion preferible dicho hongo del género Terfezia es
Terfezia arenaria. En una realizacion preferible mas de la invencion dicho medio

liquido BAF modificado presenta un pH de 6,5.

Los resultados de los ejemplos muestran un extraordinario desarrollo y una gran
cantidad de micelio obtenido. A los 5 dias de cultivo se obtuvo por término medio un
crecimiento de 1:103 del micelio en cultivo puro, ya dispuesto para la inoculacién de

las plantas a micorrizar.

Descripcion de las figuras

Las figuras muestran dos perspectivas diferentes del sistema utilizado para la

purificacion del micelio fungico.

La figura 1 corresponde a una placa de Petri de un diametro de 9 cm (1) en cuyo
fondo se coloca de forma centrada una placa (2) de 5 cm de diametro, que se muestra

con trazo discontinuo. Como resultado de esta configuracion entre ambas placas se
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crea un espacio circular de 2 cm de ancho (3) en el que se deposita el medio de cultivo
fundido.

La figura 2 muestra el espacio central (4) que queda cuando, una vez enfriado el
medio, se retira la placa interpuesta. En dicho espacio vacio central es donde se situa
el inéculo del micelio, que se desarrolla hasta alcanzar la seccion periférica (3) donde
se encuentra el medio para la purificacién, liberandose asi de la posible presencia de
bacterias, las cuales quedan retenidas en la seccion central de las placas, al no poder

desarrollarse por ausencia de nutrientes.

Ejemplos
Con la intencion de mostrar la presente invencién de un modo ilustrativo aunque en

ningun modo limitante, se aportan los siguientes ejemplos.

Ejemplo 1: Preparacion del inéculo miceliar de Tuber melanosporum, Terfezia

arenaria 'y Morchella esculenta.

Se aislaron en camara de flujo laminar pequefias secciones de la parte mas interna del
himenio del pileo de carpéforos maduros de cada especie por separado, a los que se
les habia eliminado previamente la pellis. Seguidamente, se inocularon dichas
secciones en condiciones de maxima asepsia en camara de flujo laminar en placas
Petri de plastico de 5 cm de diametro, previamente esterilizadas en autoclave. A estas
placas Petri se les habia adicionado con anterioridad medio de cultivo solido de avena
modificado (MOM) con composicién/litro de medio de 0,5 g de Ca(NO;), 4H,0; 0,2 g
de PO4,KH,; 0,1 g de SO,Mg 7H,0; 0,1g de KCI; 5,0 g de sacarosa; 3,5 g de avena en
polvo; 0,1 g de extracto de levadura y 8,0 g de agar. Las placas inoculadas se
mantuvieron en camara a 20°C hasta que el micelio se desarrollé llegando a ocupar
toda la superficie de la placa. Posteriormente, el micelio obtenido en ambos casos se
sometiod a un proceso de purificacion con objeto de eliminar la posibilidad de existencia
de contaminacién bacteriana, utilizando para ello placas Petri de 9 cm de diametro en
las que el medio de cultivo MOM tal cual anteriormente descrito se dispuso solamente
en una seccién circular periférica de 2 cm (placas de 5 cm de diametro introducidas
dentro de las placas Petri de 9 cm). En la parte central de estas placas se colocaron
secciones de 1x1cm del medio sélido de crecimiento MOM conteniendo el micelio
fungico. Estas placas se mantuvieron en camara a 20°C hasta que el micelio se

desarrollé ocupando toda la superficie de la placa.
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Ejemplo 2: Cultivo del inéculo miceliar

Una vez purificado el micelio de cada especie segun el Ejemplo 1 se transfirié una
pequefia porcion para su desarrollo a gran escala a medio de cultivo liquido BAF
modificado. En todos los experimentos se partié de un inéculo micelial de tamafio
similar con un peso medio de unos 10 mg, que se incubd en matraces erlenmeyer
conteniendo medio de cultivo liquido BAF modificado con una composicién/litro de
medio: 0,1 g de Cl,Ca; 0,5 g de PO4KH,; 0,5 g de SO,Mg 7H,0; 0,005 g de SO4Mn;
0,001 g de SO4Zn; 0,01 g de Cl;Fe 7H,0; 2,0 g de peptona; 0,0005 g de tiamina;
0,00001 g de biotina; 0,05 g de inositol; 0,0001 g de acido fdlico; 5,0-20,0 g de
glucosa, y 0,2 g de extracto de levadura; el cultivo se mantuvo bajo condiciones
controladas: 25 °C, oscuridad, pH 6,5 y agitacion constante a 120 rpm durante todos

los dias del cultivo ininterrumpidamente.

Ejemplo 3: Obtencion de micelio de Tuber melanosporum en cultivo puro

Los resultados del crecimiento miceliar en medio nutritivo liquido BAF de la especie
Tuber melanosporum durante catorce dias sin nuevos aportes de medio nutritivo, se
muestran en la tabla I. El crecimiento se mantiene hasta el dia 14 en que, a causa del
agotamiento de los nutrientes del medio de cultivo, se observa un cierto descenso del
mismo, que evidencia el inicio de procesos de lisis celular. Por ello, después de estos
14 dias se requirié un nuevo aporte de medio nutritivo para la reanudacion del

crecimiento del micelio.

Tabla |
Peso medio del micelio (gr)
Especie dia 0 dia 3 dias dia 8 dia 12 dia 14
T.melanosporum 0,0081 5,1681 7,9722 10,9754 12,1732 11,7312

De estos datos se deduce que a los cinco dias el crecimiento del micelio en cultivo

puro fue de 1:10°, lo que se corresponde con una produccion a gran escala.

Ejemplo 4: Obtencion de micelio de Terfezia arenaria en cultivo puro

El crecimiento miceliar en medio nutritivo liquido BAF de la especie Terfezia arenaria

durante catorce dias sin nuevos aportes de medio nutritivo, se muestra en la tabla II.
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En este ejemplo también se mantiene el crecimiento constante hasta el dia 14 en que
se observa un cierto descenso del mismo, que evidencia el inicio de los procesos de
lisis celular. A partir de los 14 dias se requirid un nuevo aporte de medio nutritivo para

la reanudacion del crecimiento del micelio.

Tabla ll

Peso medio del micelio (gr)
Especie dia 0 dia 3 dia5 dia 8 dia 12 dia 14
T.arenaria 0,0111 4,9051 7,6351 9,2431 10,3065 10,0271

Al igual que en la especie anterior, de los datos expuestos en la tabla se deduce que a
los cinco dias el crecimiento fue de 1:7x10?, lo que indica también un extraordinario

desarrollo, si bien, un poco menor que en el ejemplo anterior.

Ejemplo 5: Obtencion de micelio de Morchella esculenta en cultivo puro

El crecimiento miceliar en medio nutritivo liquido BAF de la especie Morchella
esculenta. El crecimiento se mantiene, asimismo, hasta el dia 14 en que se observa un
cierto descenso del mismo, que evidencia el inicio de procesos de lisis celular.
Después de estos 14 dias se requirid, igualmente, un nuevo aporte de medio nutritivo
para la reanudacién del crecimiento del micelio.

Tabla lll

Peso medio del micelio (gr)
Especie dia 0 dia3 dia5 dia 8 dia 12 dia 14
M.esculenta 0,0078 4,6273 7,6895 10,7395 12,6912 12,0161

De los datos expuestos en la tabla se deduce que a los cinco dias el crecimiento fue
de 1:10°, lo que se corresponde igualmente con una produccion a gran escala similar a
la del Ejemplo 3.
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Reivindicaciones

1. Adicion a la Patente de Invencion P200930246 por “Procedimiento para la
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Obtencién a Gran Escala de Inéculo Miceliar de Basidiomicetos”, que comprende
las etapas:
a) aislamiento del micelio fungico de especies de hongos ascomicetos,
b) inoculacion del micelio aislado en la etapa a) en un medio de cultivo
sélido de avena modificado (MOM),
c) purificacion del micelio en medio de cultivo sélido de avena modificado
(MOM),
d) desarrollo del micelio purificado en la etapa ¢) en un medio de cultivo
Biotina-Aneurina-Acido Félico (BAF) modificado, y
e) obtencion del micelio fungico purificado.
Adicion a la Patente de Invencion P200930246 segun la reivindicacién 1,
caracterizada por que dicho aislamiento del micelio fungico de la etapa a) se
realiza a partir de cuerpos fructiferos de hongos.
Adicion a la Patente de Invencion P200930246 segun la reivindicacién 2,
caracterizado por que el hongo de ascomicetos a partir del cual se obtiene el
micelio es de los géneros Tuber, Terfezia, o Morchella.
Adicion a la Patente de Invencion P200930246 segun la reivindicacién 3,
caracterizado por que dicho hongo del género Tuber es Tuber melanosporum.
Adicion a la Patente de Invencion P200930246 segun la reivindicacién 3,
caracterizado por que dicho hongo del género Terfezia es Terfezia arenaria.
Adicion a la Patente de Invencion P200930246 segun la reivindicacién 1,
caracterizado por que dicho medio liquido BAF modificado de la etapa d)

presenta un pH de 6,5.
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OPINION ESCRITA

N° de solicitud: 201231240

Fecha de Realizacion de la Opinién Escrita: 14.09.2012

Declaracion

Novedad (Art. 6.1 LP 11/1986) Reivindicaciones 1-6 Si
Reivindicaciones NO

Actividad inventiva (Art. 8.1 LP11/1986) Reivindicaciones 1-6 Si
Reivindicaciones NO

Se considera que la solicitud cumple con el requisito de aplicacion industrial. Este requisito fue evaluado durante la fase de
examen formal y técnico de la solicitud (Articulo 31.2 Ley 11/1986).

Base de la Opinion.-

La presente opinidn se ha realizado sobre la base de la solicitud de patente tal y como se publica.
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OPINION ESCRITA

N° de solicitud: 201231240

1. Documentos considerados.-

A co ntinuacion se relacionan |os documentos pertenecientes al estado de la técnica tomados en consideracion parala
realizacion de esta opinion.

Documento Numero Publicacion o Identificacion Fecha Publicaciéon

VAZQUEZ-GARCIA, A. et al. Influencia del pH en el crecimiento
de quince cepas de hongos ectomicorrizégenos.

KIBAR, B. et al. Nutritional and environmental requirements for
D02 vegetative growth ofed ible ect omycorrhizal mushroom 2011
Tricholoma terreum.

ZETTLER, L .W. e tal. Conservation-driven pr opagation ofa n

D01 2002

D03 epiphytic orchid ( Epidendrum n octurnum) with a m ycorrhizal 2007
fungus.
KAMAL, S. et al. Effect of nutrient sources and plant hormones on

D04 mycelial m orphology oft he black perigord truffle T uber 2011

melanosporunj.
NAVARRO-RODENAS, A. et al. Effect of water stress on in vitro
mycelium cultures of two mycorrhizal desert truffles..

D05 2011

La solicitud describe un procedimiento de obtencién in vitro de micelio fungico de ascomicetos en cultivo puro.

El documento D01 relata la influencia del pH en el crecimiento de quince cepas de hongos ectomicorrizégenos, incluyendo
el crecimiento de Terfezia en medio BAF.

El documento D02 anticipa el cultivo puro de hongos ectomicorrizégenos en distintos medios de cultivo: BAF, PDA, ME,
MMN, MM40.

El documento D03 se refiere a un medio de obtencién de orquideas con hongos micorrizados. Compara el uso de medio
avena modificado frente al empleo de medio avena estandar.

El documento D04 determina el crecimiento de Tuber melanosporum in vitro, en distintos medios de cultivo.

El documento D05 establece |a tolerancia de distintos hongos ectomicorrizégenos ascomicetos ( Terfezia, Tuber) al estrés
hidrico, mediante su crecimiento in vitro en medio MNN modificado.

2. Declaracion motivada segun los articulos 29.6 y 29.7 del Reglamento de ejecucion de la Ley 11/1986, de 20 de
marzo, de Patentes sobre la novedad y la actividad inventiva; citas y explicaciones en apoyo de esta declaracion

NOVEDAD Y ACTIVIDAD INVENTIVA (Art. 6.1y 8.1L.P.)

El objeto principal de la invencion es la obtencion in vitro de un micelio fungico en cultivo puro de hongos ascomicetos. Este
objeto se c onsigue p orl| as caracteristicas establecidas en lap arte ca racterizadora del ar eivindicacién 1,co n
especificaciones mas detalladas en sus dependientes. R ealiza u n cu Itivo m ediante un pr ocedimiento en va rias etapas
empleando dos medios de cultivo diferentes, por un lado MOM (medio sélido de avena modificado), y tras la purificacion
mediante placas Petri, el desarrollo del micelio en medio BAF modificado (medio Biotin-Aneurin- acido félico modificado).

El estado de la técnica mas cercano respecto al empleo del medio MOM modificado no esta enfocado a la obtencion de un
cultivo puro, sino al desarrolloinvitro de orquideas micorrizadas con hongos. E | e mpleo d e est e m edio p osibilita el
crecimiento de la orquidea en simbiosis con el hongo. Un ejemplo de ello es el documento D03.

Si nos centramos en el empleo del medio BAF, son conocidos en el estado de la técnica distintos procedimientos in vitro de
cultivo puro de hongos que lo emplean. Documentos que divulgan estos casos son, por ejemplo, D01 y DO2.

Por otro lado, los documentos D04 y D05 anticipan el cultivo puro de hongos ascomicetos (Tuber melanosporum, Terfezia)
en medios de cultivo distintos a los mencionados en la primera reivindicacion.

No se h a e ncontrado n ingun d ocumento del estado de |l at écnica q ue r ealice u n p rocedimiento t al y como indicala
reivindicacion independiente 1, en el que combina el uso de un medio MOM modificado y posterior desarrollo en medio BAF
modificado para el cultivo puro de micelio fungico de ascomicetos.

Por tanto, las reivindicaciones 1-6 cumplen con el requisito de novedad (Art. 6.L.P) y actividad inventiva (Art. 8.1 L.P).
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