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@ Resumen:

Procedimiento para la obtencién a gran escala de in6culo
miceliar de basidiomicetos.

La presente invencion proporciona un procedimiento pa-
ra la obtencion in vitro de micelio fungico en cultivo puro,
aislado, tanto de los cuerpos fructiferos de especies fungi-
cas de interés, como de secciones de raicillas de plantas
micorrizadas con dichas especies fungicas.
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DESCRIPCION

Procedimiento para la obtencién a gran escala de indculo miceliar de basidiomicetos.
Campo de la invencion

La presente invencién se encuadra dentro del campo general de agrobiotecnologia y en particular se refiere a la
produccién a gran escala de indculo micelial de especies flingicas.

Estado de la técnica

Hasta el presente, no hay referencias acerca de la produccion a gran escala de in6culo micelial de las especies ftin-
gicas Amanita caesarea y Boletus aereus. Existe pues un gran interés en encontrar un procedimiento sencillo, rapido
y econémico para la obtencién de micelio en cultivo puro de dichas especies, para su utilizacién en la produccién
en vivero de plantas micorrizadas de especies forestales de interés comercial, con fines de restauracion forestal y re-
cuperacién de la produccién micolégica en las zonas naturales, asi como, para la produccion controlada, en vivero-
plantacién, de hongos comestibles de gran importancia comercial.

Objeto de de la invencién

La presente invencién proporciona un procedimiento para la obtencién in vitro de micelio fiingico 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.

Asi pues, en un primer aspecto, la presente invencion se refiere a un procedimiento para la obtencién de micelio
flingico en cultivo puro que comprende las siguientes etapas:

a) Aislamiento del micelio fingico a partir de cuerpos fructiferos de hongos y/o secciones de raicillas de
plantas micorrizadas,

b) Inoculacién del micelio aislado en la etapa a) en un medio de cultivo sélido de avena modificado (MOM),
¢) Purificacion del micelio,

d) Desarrollo del micelio purificado en la etapa c) en un medio de cultivo liquido BAF modificado,

e) Obtencion del indculo miceliar

En un aspecto mds particular de la presente invencién, el aislamiento del micelio fungico se realiza a partir de
cuerpos fructiferos; en un aspecto més en particular, el hongo a partir del cual se obtiene el micelio es seleccionado
de la Clase Basidiomicetos, en particular es seleccionado de entre los géneros Amanita y Boletus. En otro aspecto mas
en particular, el hongo a partir del cual se obtiene el micelio es Amanita caesarea. En otro aspecto particular, el otro
hongo a partir del cual se obtiene el micelio es Boletus aereus.

En otro aspecto mds en particular de la presente invencion, el aislamiento del micelio flingico se realiza a partir de
secciones de raicillas de plantas micorrizadas, en un aspecto mas en particular, el micelio es seleccionado de entre los
géneros Quercus 'y Cistus.

En otro aspecto mds en particular de la presente invencion, el medio de cultivo sélido MOM de la etapa b) contiene
como nutrientes calcio, nitrégeno, fésforo, potasio, magnesio, cloro, azufre, sacarosa, levadura y agar. En un aspecto
mds en particular, el medio de cultivo sélido de avena modificado de la etapa b) contiene 0,5 g de Ca (NO;),4H,0;
0,2 g de PO,KH,; 0,1 g de SO,Mg 7H,0; 0,1 g 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.

En otro aspecto mds en particular de la presente invencion, la purificacién de la etapa c) se realiza en una placa
Petri (1) que contiene otra placa Petri (2) de menor didmetro en su interior dejando un espacio entre ellas (3) en la que
se deposita el medio de cultivo MOM, que una vez solidificado el medio se retira la placa Petri (2) de menor tamafio
dejando un espacio central (4) donde se deposita el indculo de micelio.

En un aspecto mds en particular de la presente invencién el medio BAF modificado de la etapa d) contiene como
nutrientes calcio, fésforo, potasio, magnesio, manganeso, zinc, hierro, cloro, azufre, peptona, tiamina, biotina, inositol,
acido félico, glucosa y levadura. En un aspecto mds en particular, el medio BAF modificado de la etapa d) contiene
0,1 g de Cl,Ca; 0,5 g de PO,KH,; 0,5 g de SO,Mg 7H,0; 0,005 g de SO,Mn; 0,001 g de SO,Zn; 0,01 g de Cl;Fe
7TH,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 4cido félico; 5,0-
20,0 g de glucosa y 0,2 g de extracto de levadura. En un aspecto mads en particular, el medio BAF modificado de la
etapa d) tiene un pH comprendido entre 5-6.5.
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Descripcion de las figuras

La figura 1 muestra dos perspectivas diferentes la y 1b del sistema utilizado para la purificaciéon del micelio
fingico.

La figura la corresponde a una placa de Petri de un didmetro de 9 cm (1) en cuyo fondo se coloca de forma centrada
una placa (2) de 5 cm de didmetro, que se muestra con trazo discontinuo. Como resultado de esta configuracién entre
ambas placas se crea un espacio circular de 2 cm de ancho (3) en el que se deposita el medio de cultivo fundido.

La figura 1b muestra el espacio central (4) que queda cuando, una vez enfriado el medio, se retira la placa in-
terpuesta. En dicho espacio vacio central es donde se sitda el indculo del micelio, que se desarrolla hasta alcanzar
la seccion periférica (3) donde se encuentra el medio para la purificacion, liberandose asi de la posible presencia de
bacterias, las cuales quedan retenidas en la seccidén central de las placas, al no poder desarrollarse por ausencia de
nutrientes.

Descripcion detallada de la invencion

La presente invencion se refiere a un procedimiento para la obtencién in vitro de micelio en cultivo puro, aislado,
tanto de los cuerpos fructiferos de especies fungicas, como de secciones de raicillas de plantas de alcornoque (Quercus
suber) y de jara pringosa (Cistus ladanifer) micorrizadas con hongos.

En la presente invencién cuando nos referimos a especies fiingicas de interés comercial nos referimos en general
a especies fiingicas de Basidiomicetos como Clytocybe sp. o Macrolepiota sp., y en particular a Amanita caesarea 'y
Boletus aereus.

El proceso se inici6 aislando, en cdmara de flujo laminar, pequefias secciones de la parte mas interna del himenio
del pileo de carp6foros maduros de Amanita caesarea y de Boletus aereus, por separado, a los que se les habia
eliminado previamente la pellis. Seguidamente, se procedi6 a la inoculacién de dichas secciones, en condiciones de
maxima asepsia, en cimara de flujo laminar, en placas Petri de plastico de 5 cm de didmetro, previamente esterilizadas
en autoclave, a las que se adiciond con anterioridad el medio nutritivo a utilizar: medio de cultivo sélido de avena
modificado (MOM) cuya composicién/litro de medio fue: 0,5 g de Ca(NO;),4H,0; 0,2 g de PO,KH,; 0,1 g de SO,Mg
TH,0; 0,1 g 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. Estas
placas se mantuvieron en cdmara a 20°C hasta que el micelio se desarrolld, llegando a ocupar toda la superficie de la
placa.

El proceso anteriormente descrito se realizé igualmente utilizando como inéculo, secciones de raicillas aisladas
de ejemplares de las citadas especies vegetales que previamente habian sido micorrizados con Amanita caesarea y
Boletus aereus, y en las que mediante examen al microscopio 6ptico se habia comprobado la existencia de micorrizas
de dichos hongos.

Posteriormente, el micelio obtenido en ambos casos, se sometid a un proceso de purificacion, con objeto de eliminar
la posibilidad de existencia de contaminacién bacteriana, utilizdndose para ello placas Petri de 9 cm de didmetro en las
que el medio de cultivo (el medio MOM anteriormente descrito) se dispuso solamente en una seccion circular periférica
de 2 cm (placas preparadas con la ayuda de placas de 5 cm de didmetro, tal como se muestra en la figura 1). En la
parte central de estas placas se colocaron secciones de 1x1 cm del medio sélido de crecimiento MOM conteniendo el
micelio fingico. Estas placas se mantuvieron en cdmara a 20°C hasta que el micelio se desarroll6 ocupando toda la
superficie de la placa.

Una vez purificado el micelio se transfirié una pequefia porcion de éste, para su desarrollo a gran escala, a 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 PO,KH,; 0,5 g de SO,Mg 7H,0; 0,005 g de SO,Mn; 0,001 g de SO,Zn; 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 4cido félico; 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
y agitacion constante a 120 rpm.

En 5 dias se obtuvo un crecimiento masivo (1:10°) del micelio en cultivo puro dispuesto para la inoculacién de las
plantas a micorrizar.

Este proceso es susceptible de desarrollarse facilmente en biorreactores de tipo industrial para una rapida produc-
cién, en condiciones controladas, de grandes cantidades de in6culo micelial purificado.
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REIVINDICACIONES
1. Procedimiento de obtencion in vitro de micelio flingico en cultivo puro que comprende las siguientes etapas:
a) Aislamiento del micelio fiingico,
b) Inoculacién del micelio aislado en la etapa a) en un medio de cultivo sélido de avena modificado (MOM)
¢) Purificacién del micelio,

d) Desarrollo del micelio purificado en la etapa ¢) en un medio de cultivo Biotina-Aneurina-Acido Félico
(BAF) modificado,

e) Obtencién del micelio fingico

2. Procedimiento de obtenciéon de micelio fiingico segtin la reivindicacion 1, donde el aislamiento del micelio
fingico se realiza a partir de cuerpos fructiferos de hongos.

3. Procedimiento de obtencién de micelio flingico segun la reivindicacién 2, donde el hongo a partir del cual se
obtiene el micelio es seleccionado de entre los géneros Boletus y Amanita.

4. Procedimiento de obtencion de micelio fiingico segiin la reivindicacién 3, donde el hongo a partir del cual se
obtiene el micelio es Amanita caesarea.

5. Procedimiento de obtencién de micelio flingico segtn la reivindicacién 3, donde el hongo a partir del cual se
obtiene el micelio es Boletus aereus.

6. Procedimiento de obtencién de micelio flingico seguin la reivindicacién 1, donde el aislamiento del micelio
fiingico se realiza a partir de secciones de raicillas de plantas micorrizadas.

7. Procedimiento de obtencién de micelio fungico segtin la reivindicacién 6, donde las plantas a partir de las cuales
es obtenido el micelio es seleccionado de entre los géneros Quercus, o Cistus.

8. Procedimiento de obtencidn de micelio fingico segin cualquiera de las reivindicaciones anteriores donde el
medio de cultivo sélido de avena modificada (MOM) de la etapa b) contiene como nutrientes calcio, nitrégeno, fésforo,
potasio, magnesio, cloro, azufre, sacarosa, levadura y agar.

9. Procedimiento de obtencién de micelio flingico segin la reivindicacién 8, donde el medio de cultivo sé6lido de
avena modificado de la etapa b) contiene entre 0,5 g de Ca(NOs), 4H,0; 0,2 g de PO,KH,; 0,1 g de SO,Mg 7H,0;
0,1 g 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.

10. Procedimiento de obtencién de micelio flingico segtin cualquiera de las reivindicaciones anteriores donde la
purificacion de la etapa c) se realiza en una placa Petri (1) que contiene otra placa Petri (2) de menor didmetro en su
interior dejando un espacio entre ellas (3) en el que se deposita el medio de cultivo MOM que una vez solidificado
el medio se retira la placa Petri (2) de menor tamafio dejando un espacio circular (4) donde se deposita el inéculo de
micelio.

11. Procedimiento de obtencién de micelio flingico segin cualquiera de las reivindicaciones anteriores donde el
medio liquido BAF modificado de la etapa d) contiene como nutrientes calcio, fésforo, potasio, magnesio, manganeso,
zinc, hierro, cloro, azufre, peptona, tiamina, biotina, inositol, dcido félico, glucosa y levadura.

12. Procedimiento de obtencion de micelio flingico segtn cualquiera de las reivindicaciones anteriores donde el
medio BAF modificado de la etapa d) contiene 0,1 g de Cl,Ca; 0,5 g de PO,KH,; 0,5 g de SO,Mg 7H,0; 0,005 g
de SO,Mn; 0,001 g de SO,Zn; 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 4cido félico; 5,0-20,0 g de glucosa, y 0,2 g de extracto de levadura,

13. Procedimiento de obtencién de micelio flingico segin cualquiera de las reivindicaciones anteriores donde el
medio liquido BAF modificado de la etapa d) tiene un pH comprendido entre 5-6.5.
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Si
NO

si
NO

Se considera que la solicitud cumple con el requisito de aplicacidn 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 opinion se ha realizado sobre la base de la solicitud de patente tal y como ha sido publicada.
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OPINION ESCRITA Ne de solicitud: 200930246

1. Documentos considerados:

A continuacién se relacionan los documentos pertenecientes al estado de la técnica tomados en consideracién para la reali-
zacion de esta opinion.

Documento Numero Publicacion o Identificacion Fecha Publicacion

DO1 ZETTLER, L.W. et al. HortScience. Febrero, 2007. Vol. 42, N°1, 2007
paginas 135-139.

D02 OCHORA, J. et al. Systematics and Geography of Plants. 2001. 2001
Vol. 71, N°2, paginas 585-593, especialmente pagina 585.

D03 SANCHEZ , F. et al. Revista Iberoamericana de Micologia. Diciem- 2000
bre, 2000. Vol.17, N° 4, paginas 127-134, especialmente paginas
127 y 128.

D04 SANTIAGO-MARTINEZ, G. et al. Agrociencia. Noviembre- 2003
diciembre 2003. Vol. 37, N° 6, paginas 575-584.

D05 PEREIRA, G. et al. Bosque. 2007. Vol.28, N° 3, paginas 215-219. 2007

D06 TORRES, P.; HONRUBIA, M. Boletin Sociedad Micolégica de Ma- 1993
drid. 1993. N°18, paginas 163-170, especialmente paginas 163 y
164.

D07 MOLINA, R.; PALMER, J.G. Methods and Principles of Mycorrhizal 1982
Research. N.C. Schenck, Universidad de Florida. 1982. Paginas
115-129.

D08 ROYO, P. et al. Investigacion Agraria. Sistemas y Recursos Fores- 1998
tales. 1998. Vol. 7, N° 1 y 2, paginas 85-94.

Observaciones sobre documentos:
La solicitud describe un procedimiento de obtencién in vitro de micelio fingico en cultivo puro.
Se hace referencia a los siguientes documentos citados en el IET:

D01 se refiere a un medio de obtencion de orquideas con hongos micorrizados. Compara el uso de medio avena modificado
frente al empleo de medio avena estandar.

D02 divulga un proceso de germinacion in vitro de orquideas en simbiosis con hongos. Determina que el empleo de medio
avena suplementado con glucosa y nitrégeno es el mas 6ptimo para ello.

D03 relaciona las caracteristicas culturales de algunos hongos ectomicorricicos (Amanita entre ellos). Realiza un cultivo de
distintas cepas de hongos en medio MMN y BAF a pH &cido para ver como responden. La elecciéon del medio depende del tipo
de hongo a cultivar.

D04 describe el crecimiento en siete medios nutritivos y sintesis in vitro de una cepa de Laccaria bicolor. Entre los medios
empleados esta el BAF, que resulta ser uno de los mas efectivos.

D05 divulga el efecto del pH sobre el crecimiento in vitro de hongos ectomicorricicos recolectados de plantaciones de Pinus
radiata. El crecimiento fungico es en medio BAF con pH modificado.

D06 realiza una descripcién de algunos hongos ectomicorricicos obtenidos en cultivo puro, entre ellos del género Boletus o
Amanita, recolectados de bosques de Pinus o Quercus. El medio de cultivo empleado para su obtencién es MMN o BAF.

D07 relaciona una forma de aislar y mantener in vitro un cultivo puro de hongos ectomicorricicos.
D08 describe la sintesis micorricica de Lactarius deliciosus Fr. y Pinus sylvestris L. en cultivo puro.

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
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Hoja adicional

El objeto principal de la invencién es la obtencion in vitro de un micelio fungico en cultivo puro. Este objeto se consigue por
las caracteristicas establecidas en la parte caracterizadora de la reivindicacién 1, con especificaciones mas detalladas en sus
dependientes. Realiza un cultivo mediante un procedimiento en varias 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 estd enfocado a la obtencion de un
cultivo puro, sino al desarrollo in vitro de orquideas micorrizadas con hongos. El empleo de este medio posibilita el crecimiento
de la orquidea en simbiosis con el hongo. Ejemplos de ello son los documentos D01 y D02.

Si nos centramos en el empleo del medio BAF, es conocido en el estado de la técnica distintos procedimientos in vitro de cultivo
puro de hongos que lo emplean, o incluso que estudian si es 0 no el mas adecuado comparandolo con otros medios posibles
y teniendo en cuenta sobre qué cepa se quiere obtener el cultivo puro. Documentos que divulgan estos casos son D03-D06.

El documento D07 es representativo en cuanto a que explica detalladamente como aislar un hongo para obtener el cultivo puro,
pero emplea otro medio de cultivo distinto al de la solicitud.

Por otro lado, D08 describe el cultivo de hongos en diferentes medios (distintos a lo mencionados en la primera reivindicacion),
determinando que existe una gran especificidad entre el medio de cultivo a emplear y la cepa que quiero hacer crecer.

No se ha encontrado ningiin documento del estado de la técnica que realice un procedimiento tal y como indica la reivindicacién
independiente 1, en el que combina el uso de un medio MOM modificado y posterior desarrollo en medio BAF modificado.

Por tanto, las reivindicaciones 1-13 cumplen con el requisito de novedad (Art.6.L.P) y actividad inventiva (Art. 8.1 L.P).
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